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ABREVIATURAS

4E-BPs Proteinas de unién a elF4E
ATP Adenin trifosfato

CBC20/80  Complejo de unién al cap 20/80

DLP Particula de doble capa

DNA Acido desoxiribonucleico

dsRNA RNA de doble cadena

elFs Factores de inicio eucariéticos

GTP Guanidin trifosfato

hpi Horas postinfeccion

IRES Sitio interno de entrada del ribosoma
Met Metionina

MOI Multiplicidad de infeccion

MRNA RNA mensajero

NMD Degradacion de mRNAs inducida por un coddon de término temprano
NSPs Proteinas virales no estructurales
PABP Proteina de unién al poli(A)

P bodies Cuerpos de procesamiento

Poli(A) Poli adenina

RI Intermediario de replicacion

RNA Acido ribonucleico

RNAI RNA de interferencia

rRNA RNA ribosomal



SIRNA
SFB
SGs
TLP
tRNA
tRNA,;
VPs

UTR

RNA pequefio interferente
Suero fetal bovino

Gréanulos de estrés

Particula de triple capa

RNA de trasnferencia

tRNA iniciador

Proteinas virales estructurales

Region no traducida



RESUMEN

Los rotavirus representan la principal causa de gastroenteritis en nifios menores de 2
afios. Se ha observado que durante la infeccion con estos virus hay una severa reduccion en
la sintesis de proteina celular, fenotipo causado al menos parcialmente por la proteina viral
NSP3, a través de su interaccion con la proteina elFAGI y al mismo tiempo desplazando a
PABP de complejos de traduccion.

Durante el inicio de la traduccion el complejo elF4F se une al cap de los mMRNAs.
Este complejo estd formado por la helicasa elF4A, la proteina de unién al cap elF4E vy el
factor elF4G. Este ultimo existe en la célula como dos formas funcionalmente homologas,
elF4AGI y elFAGII. elF4A y elF4E se unen a elF4G, el cual por medio de interacciones con
otras proteinas recluta a la subunidad pequefia ribosomal 40S en el extremo 5’ de los
MRNAs. Otra interaccion muy importante es la que se da entre elF4G y la proteina de
union a poli(A) (PABP), ya que debido a esto se ponen en proximidad los extremos 5’ y 3’
de los mRNAs, lo que provoca la circularizacion de los mismos y esto, a su vez, estimula
su traduccién. Recientemente, en nuestro laboratorio se encontré que los mMRNAs de
rotavirus no requieren para su traduccion de la proteina NSP3, ni de la proteina celular,
elF4GI. En este trabajo se estudio el papel de los factores de inicio de la traduccién elFAGI
y elF4GII y de la proteina de union al cap, elF4E, en la infeccion del virus. Para esto, se
silencié la expresion de estas proteinas celulares mediante RNA de interferencia y se
analizd la sintesis de proteinas, la infectividad y el rendimiento viral. Los resultados nos
confirman que el factor elF4GI no juega un papel en el ciclo replicativo del virus, sin
embargo, el factor elFAGII parece estar participando en la produccion de proteinas virales.
elF4E, una proteina cuyo papel principal ha sido descrito en traduccién, no es requerida
para la traduccion de los mMRNAs virales, sin embargo, se encontré que en su ausencia se
afectd la produccion de particulas infecciosas, hecho relacionado con una disminucion en la

cantidad de RNA mensajero y de doble cadena del virus.



INTRODUCCION

Los Rotavirus son la causa principal de gastroenteritis en nifios menores de dos afios
y estan involucrados en la muerte de aproximadamente 500 000 nifios cada afio en todo el
mundo (50).

La sintomatologia tipica de la infeccion por rotavirus es diarrea severa (mas de 8
evacuaciones al dia) acompafiada de vomito y puede, o no, cursar con fiebre. Esta es una
enfermedad autolimitada, con una duracion promedio de aproximadamente cinco dias. La
gran mortalidad asociada a esta enfermedad es debida a la severa deshidratacion que
provoca la infeccion (34).

El tropismo de los rotavirus esta limitado a los enterocitos maduros localizados en
las puntas de las vellosidades del intestino delgado, causando descamacién y muerte
celular. Se ha propuesto que, al menos en parte, la diarrea es causada por la proteina viral
no estructural NSP4 que estimula la secrecion transepitelial de cloro, por una via
dependiente de calcio, lo que desequilibra el balance idnico de la célula y provoca la salida
de agua. Aparentemente, todo esto sucede previo a la destruccion del epitelio intestinal por
la replicacion viral (50).

Los rotavirus comprenden un genero dentro de la familia Reoviridae. Existen varios
grupos de rotavirus, dependiendo de sus caracteristicas antigénicas; hasta ahora se han
descrito seis grupos (A-F), que difieren también en sus caracteristicas epidemioldgicas, la
especie animal donde mas frecuentemente se encuentran y el grupo de edad en la que son
mas prevalentes. Los grupos A, B, y C se han encontrado tanto en animales como en
humanos, y los rotavirus de los grupos D, E y F s6lo se han aislado de especies animales
(14). Los rotavirus del grupo A son los responsables de la gran mayoria de las
gastroenteritis tanto en animales como en el hombre y es por eso que son los mas

caracterizados. En este trabajo nos referimos solamente a los rotavirus del grupo A.



Generalidades de Rotavirus

La particula viral madura tiene un diametro aproximado de 100 nm vy esta
compuesta de tres capas concéntricas de proteinas: nucleocapside, capa intermedia y capa
externa, juntas forman una estructura icosaédrica y carecen de envoltura lipidica (14).

Existen tres tipos de particulas virales con diferentes caracteristicas estructurales y
funcionales: la particula completa, que contiene las tres capas proteicas, es también Ilamada
TLP (Triple-Layered Particle) y es la particula infecciosa ya que las proteinas de la capa
externa VP4 y VP7 que son las responsables de la unién y la penetracion a la célula
huésped; la particula que contiene dos capas proteicas 0 DLP (Double-Layered Particle) no
es infecciosa, pero es transcripcionalmente activa; por ultimo, las particulas que contienen
una sola capa de proteinas, o nucleocapsides, poseen la actividad de replicar al genoma
viral (Figura 1) (34). Durante la infeccion, en el citoplasma celular se forman estructuras
Ilamadas viroplasmas, las cuales son acumulaciones de las proteinas estructurales VP1,
VP2, VP3, VP6 y las proteinas no estructurales NSP2, NSP5 y NSP6, asi como de RNA
viral; en estas estructuras se lleva a cabo la replicacion, el empaquetamiento del genoma y

el inicio de la morfogénesis del virus (13, 22).

Organizacion del genoma viral

El genoma viral estd constituido por 11 segmentos de RNA de doble cadena
(dsRNA) que se transcriben dentro de las DLPs. EI RNA mensajero (MRNA) sale de estas
estructuras hacia el citoplasma celular por medio de poros formados por la proteina VP2
(31). Los mRNAs virales tienen regiones no traducidas de longitud variable tanto en su
extremo 5° como en el 3’ flanqueadas por dos secuencias consenso diferentes entre si y
comunes a todos los genes. Por ejemplo, en los rotavirus del grupo A, la secuencia
consenso del extremo 3’ terminal es UGACC3’ y esté conservada entre los 11 genes de los
virus de este grupo. Los mRNAs virales tienen un cap con la secuencia m’GpppG™GPy en
el extremo 5°, pero a diferencia de la mayoria de los mMRNAs celulares, no tienen un
fragmento de poli(A) en su extremo 3’. Cada segmento de RNA codifica para una proteina
viral, excepto el gen 11, el cual contiene dos marcos abiertos de lectura y codifica para dos
proteinas (14, 34). Los mRNAs virales pueden cumplir dos funciones: ser traducidos a



proteinas o bien, transportados a viroplasmas donde sirven de templados para la sintesis

del dsRNA genomico.

dsRNA VP1/VP3

S vP1/VP3

Figura 1. Estructura y composicion de los Rotavirus. a) Patrén
electroforético de los once segmentos de dsRNA del genoma viral, asi
como las proteinas para las que codifican. b) Reconstruccion
tridimensional de la estructura de un virion maduro (TLP) y de una
espicula de VVP4; ademas, se indican los tres tipos de canales presentes en
la estructura de rotavirus (1, I, 111). c) “core” compuesto de las proteinas
VP1, VP2 y VP3. d) Estructura del core rodeado por VP6 (DLP), ademas,
se muestra la organizacion del dsRNA. f) Este esquema ilustra la forma
en que los mRNA salen de las TLPs por medio de canales. Tomado de
(14).

Seis de los genes virales, los genes 1, 2, 3, 4, 6 y 9 codifican para las proteinas
estructurales que conforman la particula viral y que se denominan con el prefijo VP (Viral
Protein) VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7, respectivamente. Los 5 genes restantes
(segmentos 5, 7, 8, 10 y 11) codifican para seis proteinas no estructurales, las que se
denominan con el prefijo NSP (Non Structural Protein) NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y
NSP6. Estas proteinas, que no forman parte de la estructura del virion, son sintetizadas en
el citoplasma de la célula durante la infeccion y tienen funciones relacionadas con el
control de la sintesis de proteinas celulares y virales, con la replicacion del genoma, con el
empaquetamiento de los genes virales y con la maduraciéon de la particula viral en el

interior de la célula (14).



Ciclo Replicativo

El ciclo replicativo de rotavirus comienza con la union de las TLPs a receptores de
la superficie celular. Una vez unidas estas particulas, penetran en las células perdiendo la
capa mas externa, formada por VP7 y VP4, lo cual promueve que se active la transcriptasa
viral y se inicie la sintesis de los mRNAs virales (33, 34). Los transcritos salen a través de
canales formados por VP2 y son utilizados ya sea para la sintesis de proteinas virales o
sirven como moldes para la sintesis del dsSRNA que formara el genoma de la progenie viral
(31, 34). Los mRNAs, a su vez, se traducen en ribosomas libres en el citoplasma (para la
mayoria de las proteinas) o asociadas al reticulo endoplasmico para las glicoproteinas NSP4
y VP7 (34).

En el interior de la célula, las proteinas virales sintetizadas y el mRNA viral
interactlan para formar intermediarios de replicacion (R1), llamados asi por contar con la
actividad replicasa. Los RIs llevan a cabo la sintesis del dsSRNA tomando como molde los
mMRNAs virales, su formacion y la sintesis de dsRNA gendmico tienen lugar en los
viroplasmas. Los intermediarios de replicacion se forman a partir de un complejo inicial
denominado pre—core RI, el cual carece de actividad de replicacion e incluye las proteinas
VP1y VP3. El pre—core RI, es el precursor del core RI que incluye ademaés de las proteinas
del nucleo viral VP1y VP3 a VP2, este complejo si tiene actividad de replicacion y ademas
puede tener asociadas las proteinas NSP2 y NSP5 (40). La adicion de VP6 da lugar a las
DLPs, particulas que poseen actividad de replicacion y transcripcion. Las DLPs maduran a
TLPs gemando de los viroplasmas al reticulo endoplasmico adyacente, cuya membrana esta
modificada con las glicoproteinas virales NSP4 (que funciona como receptor de las DLPS)
y VP7. Como resultado de la gemacion, las particulas adquieren una membrana lipidica
transitoria que incluye las proteinas virales NSP4, VP4 y VP7 formando particulas
intermediarias. Después, por un mecanismo desconocido, las DLPs pierden la envoltura
transitoria de lipidos junto con la proteina NSP4 y selectivamente retienen las proteinas
VP4 y VP7 que se ensamblan formando la tercera capa proteica, dando lugar a los virus
maduros. Finalmente los viriones se acumulan en el lumen del reticulo endoplasmico hasta

ser liberados por lisis celular (Figura 2) (39).



Traduccién

Figura 2. Ciclo replicativo de rotavirus. Se muestran las principales etapas del ciclo: la
penetracion a través de la membrana celular (A), la transcripcion, la replicacién y la
morfogénesis viral en viroplasmas y reticulo endoplasmico (B) y la salida de rotavirus, por
medio de lisis celular (C). Los nimeros 1° y 2° indican los dos tipos hipotéticos de
transcripcion.

Durante la infeccion con rotavirus se ha observado que la sintesis de proteinas
celulares disminuye considerablemente, mientras que la sintesis de proteinas virales es muy
eficiente. Se ha propuesto que NSP3 es la responsable de este fenotipo, ya que se ha visto
que conforme avanza la infeccion, NSP3 interacciona con el factor de inicio de la
traduccion elF4G mientras la proteina de unién al poli(A) (PABP, por sus siglas en inglés)
es desplazada de la maquinaria de traduccién y se cree que junto con ella los MRNAS
celulares, lo que provoca que sean los mMRNAs virales los que se traduzcan
preferencialmente sobre los celulares (44).

NSP3 es una proteina viral no estructural de 36 kDa, formada por tres dominios
funcionalmente distintos. EI dominio amino terminal se une a la secuencia consenso 3’ de
los mMRNAs de rotavirus de manera especifica, con alta afinidad (Kq = 79 nM) y una baja
velocidad de disociacion (ti, = 8 hr) (10, 44). ElI dominio central, que comprende los
residuos 150 al 206, es necesario para la dimerizacion de la proteina y es responsable de la
interaccion con la proteina celular RoXaN (rotavirus X protein associated with NSP3, de

funcion desconocida) la cual, a su vez, se ha propuesto que interacciona con el



citoesqueleto (44, 46, 57). Por ultimo, se encuentra el dominio carboxilo terminal, el cual
interacciona con elF4GI y compite con PABP, por el mismo sitio de union a este factor.
Por cristalografia se ha observado que a pesar de que NSP3 y PABP tienen estructuras
terciarias muy diferentes, ambas presentan un patron similar de residuos hidrofdbicos los
cuales son determinantes en su interaccion con elFAGI (24, 44, 45).

Rotavirus, como todos los virus, depende completamente de la célula huesped para
la sintesis de sus proteinas, ya que su genoma no codifica para ningin componente de la
maquinaria de traduccion. Durante la infeccion, se modifican algunas proteinas que
participan en el inicio de la traduccion, para lograr que los mMRNAs virales sean traducidos
preferencialmente y antes de ver como rotavirus logra esto, revisaremos generalidades de

este proceso.

Traduccion

La traduccion de los mRNAs celulares se lleva a cabo en tres fases: la iniciacion,
elongacion y terminacion. La primera de éstas es la mas regulada y por tanto es el blanco de
accién de muchos virus para inhibir la sintesis de proteina celular (5). En esencia, la fase de
iniciacion consiste en formar un complejo multiproteico junto con los mRNAs con la
finalidad de reclutar al ribosoma al codon de inicio del mMRNA.

Uno de los primeros pasos en el inicio de la traduccion y también uno de los mas
regulados, se da cuando el complejo elF4F se ensambla en el cap en el extremo 5’ del
MRNA (19, 43). El papel propuesto para el complejo elF4F es el de unirse al extremo 5’
del mRNA, desdoblar cualquier estructura secundaria que se encuentre ahi, y después
facilitar la union del complejo 43S, compuesto por la subunidad pequefia (40S) y el
complejo ternario elF2-GTP-Met—tRNA;, en la region 5’ no traducida. EI complejo elF4F
estd compuesto por los factores elF4A, elFAE y elF4G. elF4A es una ATPasa dependiente
de RNA que puede desenrollar diplex de RNA in vitro por lo que se ha propuesto que es
una helicasa de RNA dependiente de ATP cuya funcion, junto con elF4B, es desaparear
regiones con estructuras secundarias y terciarias en el extremo 5’ de los mMRNAs. elF4E es
una fosfoproteina que se une especificamente al cap de los mMRNAs, el cual generalmente es
de alguno de los tipos m’GpppNp, m’GpppN™p 0 m’GpppN™pN™p (donde m es un grupo

metilo, unido al nucledtido respectivo) y de esta manera localiza el extremo 5’ de los



MRNAs (19). Se ha propuesto que elF4E es el factor limitante del complejo elF4F, ya que
es la proteina menos abundante de este complejo en células como la linea celular HeLa,
ademas, su actividad es muy regulada, desde el nivel de transcripcion, por fosforilacion y a
través de su unién a proteinas inhibitorias (12, 19). En mamiferos elF4E es fosforilada por
la cinasa Mnk1 en la serina 209 (17, 27). Hasta ahora no se sabe con certeza el papel que
juega la fosforilacion de elF4E, sin embargo, se ha visto que el estado de fosforilacion de
elF4E cambia cuando la célula es sometida a diversos estimulos extracelulares; en la
mayoria de los casos, un incremento en la fosforilacién, coincide con un incremento en la
traduccion. Por otro parte, en casos donde la traduccion de mRNAs es baja, como sucede en
mitosis 0 cuando la célula se encuentra bajo estrés como en choque térmico o infecciones
virales, esto correlaciona con una reduccion en el estado de fosforilacion de elF4E (51). La
fosforilacion de elF4E es determinante para el crecimiento en Drosophila melanogaster
(30) y se ha visto que durante el inicio de la diferenciacion celular, elF4E se encuentra
mayoritariamente en su estado fosforilado (6). elF4E también tiene un papel muy
importante en la regulacion del crecimiento celular, su sobreexpresion en células de roedor
genera transformacion. Este efecto se ha asociado con su participacion en el transporte
nacleo-citoplasma del mRNA de ciclina D1, la cual estd implicada en el control del ciclo
celular (58). Ademas de lo anterior, elF4E también tiene un papel en la degradacion de los
MRNAs (58). Tanto elFAE como elF4A se unen a elF4G, la cual es una proteina que
funciona como un enlace entre el mMRNA vy la subunidad ribosomal 40S, a través de sus
interacciones simultaneas con elFAE, PABP y elF3.

Por otro lado, el factor elF4G estd compuesto por tres dominios: i) el dominio
amino terminal por medio del cual interactia con elF4E y PABP; ii) el dominio de la region
central, que participa en el reclutamiento de la subunidad ribosomal 40S mediante su union
a elF3; y iii) el dominio carboxilo terminal, el cual une a Mnk1, una cinasa que fosforila
elFAE. elF4G contiene dos sitios de interaccion con elF4A, que se localizan en el dominio
central y en el carboxilo terminal. En mamiferos, elFAG existe en dos formas
funcionalmente homdlogas: elF4GI que representa aproximadamente el 85% de este factor
en la célula, y la forma menos abundante, elF4AGII. A nivel de aminoéacidos, ambas
proteinas tienen 46% de identidad y presentan actividades bioquimicas similares (23).

Inicialmente se propuso que elF4Gl y elFAGII eran funcionalmente intercambiables entre



si: se ha visto que en condiciones donde elF4GI no se encuentra funcional pero elF4GllI si,
la sintesis de proteinas no se inhibe, lo que nos indica que elF4GII puede facilitar el inicio
de la traduccion eficientemente. Sin embargo, en el caso contrario, cuando elF4GII no es
funcional, la sintesis de proteinas se ve afectada, aun cuando elF4GI estd intacto (7).
Ademas, se ha demostrado que durante el inicio de la diferenciacién celular, se recluta
preferencialmente a elF4GlII en el complejo elF4F (6), lo cual sugiere que cumple un papel
distinto al de elF4Gl.

Ademas del cap en el extremo 5°, los mMRNAS eucariéticos contienen en su extremo
3’ una extension formada por nucleotidos del &cido adenilico (poli(A), cuya longitud varia
de 50 a 300 nucledtidos), a la cual se une a PABP. Esta es una proteina que participa en
maultiples eventos celulares que van desde biogénesis de mRNA hasta estabilizacion y
traduccion de los mRNAs (35). Su localizacion es principalmente citoplasmica, sin
embargo, se ha visto que cuando se inhibe la transcripcion o en condiciones de
sobreexpresion de la proteina, ésta es capaz de translocarse al nucleo (1). PABP interactia
con elF4G y esta interaccion lleva a la circularizacion de los mRNAs, lo que a su vez
estimula la traduccion. Se ha propuesto que la circularizacion del mRNA via elF4E-
elFAG-PABP, incrementa la traduccién del mMRNA al permitir una rapida reiniciacion de
nuevos ciclos de traduccion; ademas, la circularizacion del mRNA parece ser
particularmente importante para una traduccion eficiente y precisa cuando existe
competencia entre diversos mMRNAs o cuando la cantidad de ribosomas o factores de

iniciacion es limitante (Figura 3) (43).

AUG

elF2-Met-tRNA-GTP

Figura 3. Modelo que muestra los factores principales que intervienen en la iniciacién de la traduccién en los
mMRNAs de eucariotes que tienen cap y poli(A).



Hay dos mecanismos por los cuales los ribosomas se unen al mRNA en eucariotes.
En la traduccién cap—dependiente (por medio de la cual la mayoria de los MRNAS son
traducidos), el primer paso es el reconocimiento del cap por parte del factor de union al cap
elFAE; el factor de inicio elF4G sirve como enlace entre el mMRNA que contiene el cap y la
subunidad ribosomal 40S, esto es debido a que interacciona tanto con elF4E como con la
proteina elF3 la cual a su vez se une a la subunidad ribosomal 40S (16, 19, 43, 49) (Figura
3).

La otra via para reclutar los ribosomas al mMRNA es mediante la unién directa de la
subunidad 40S a estructuras secundarias en la region 5’ no traducida (5° UTR) conocidas
como IRES (de sus siglas en inglés: Internal Ribosome Entry Site). Este mecanismo
conocido como cap-independiente, se descubrié inicialmente en picornavirus (42). Los
MRNASs de picornavirus carecen de cap y en su lugar tienen regiones 5’ no traducidas
altamente estructuradas por medio de las cuales se unen a la subunidad ribosomal 40S
promoviendo asi su traduccion, aun en condiciones donde la traduccidn cap—dependiente
esta inhibida (16).

Se ha encontrado que los IRES no s6lo se encuentran en los mRNAs de
picornavirus, sino también en mMRNAs de otros virus y en algunos mensajeros celulares.
Todos los IRES se unen a la subunidad 40S de forma interna, sobrepasando la necesidad
del cap, sin embargo, no todos requieren los mismos factores para hacerlo. Los
requerimientos son muy variados, por ejemplo, los mMRNASs del virus de hepatitis A aun a
pesar de que contienen un IRES, requieren de todos los factores de inicio, incluyendo
elF4E; por otra parte, los mRNAs del virus de paralisis del grillo, poseen un IRES mediante
el cual pueden iniciar la traduccion sin necesidad de ningan factor de inicio ya que su IRES
mimetiza a un tRNA y sobrepasa la necesidad del tRNA iniciador (16).

Como mencionamos anteriormente, elF4E es el factor de inicio menos abundante en
la mayoria de las células. Esto lo hace un blanco facil para la regulacion de la traduccién.
Se han descrito diferentes mecanismos para regular la actividad de elF4E, entre ellos se
encuentra su unién a proteinas inhibidoras. Estas proteinas Ilamadas 4E-BPs (de sus siglas
en inglés: elF4E-Binding Proteins), inhiben la actividad de elFAE al prevenir su asociacion
con el factor elFAG, impidiendo asi la formacion del complejo elFAF (19). Las 4E-BPs

inhiben la traduccion cap—dependiente, mientras que la cap independiente no se ve afectada



(41, 48). La actividad de estas proteinas esta regulada por su fosforilacion. Las 4E-BPs
hipofosforiladas se unen eficientemente a elF4E en el mismo sitio donde se une elF4G,
mientras que la forma hiperfosforilada tiene poca afinidad por dicho factor. Varios
estimulos extracelulares (hormonas, factores de crecimiento, mitdgenos, citocinas) inducen
la fosforilacion de las 4E-BPs. Esto es mediado por la via de sefializacién que involucra a
PI3K, una cinasa que, en respuesta a estimulos extracelulares, fosforila fosfoinositidos. Los
productos de PI3K, los 3 fosfoinositidos (3-PIs), reclutan a la membrana a Akt, una cinasa
de serinas y treoninas, lo que provoca su activacién. Akt es la responsable de fosforilar a
mTOR, la cinasa que se encarga de la fosforilacion de las 4E-BPs, y por tanto, la que
regula directamente su actividad (18-20).

La cinasa mTOR fue identificada como el blanco de rapamicina. La rapamicina es
una droga que inhibe la proliferacion de linfocitos y otros tipos de células, este efecto es
debido a su interaccion con la inmunofilina FKBP12; juntas forman un complejo que
bloguea la actividad de la cinasa mTOR y de esta manera se inhibe la sintesis de proteinas,
arrestando el ciclo celular en la fase G1. Rapamicina inhibe la traduccion cap dependiente
dado que al inactivar a mTOR, ésta ya no es capaz de fosforilar a las 4E-BPs quienes, a su
vez, al encontrarse en su forma hipofosforilada se unen a elF4E en el mismo sitio que el
factor elF4G, provocando que la formacién del complejo elF4F no se pueda llevar a cabo
(4, 26). Sin embargo, el grado de inhibicion varia de acuerdo al mMRNA, siendo los mMRNAs
con una regién rica en pirimidinas en su extremo 5’ los méas afectados (26, 53). Ademas, el
grado de inhibicion de la sintesis de proteinas global es dependiente de la linea celular
(19).

Como se menciond anteriormente, los virus utilizan varias estrategias para manejar
la maquinaria de sintesis de proteinas a su favor. A continuacion se revisaran algunos

mecanismos empleados por los virus para manipular la maquinaria de traduccion.



ANTECEDENTES

Los virus son paréasitos intracelulares obligados ya que su genoma no codifica los
componentes necesarios para la traduccion de sus proteinas, y dependen en gran medida de
la maquinaria de sintesis de proteina celular para la produccién de sus proteinas, por lo que
han desarrollado mecanismos sofisticados para garantizar la traduccion de sus mMRNAS vy,
en algunos casos, inhibir la sintesis de proteina celular durante la infeccién (5, 52).

En general, la regulacién de la traduccion celular se lleva a cabo principalmente en
la fase de inicio, mas que en la fase de elongacién y es en este punto donde los virus han
desarrollado varias estrategias para controlar la sintesis de proteina celular.

Algunos virus emplean mecanismos de inicio de traduccion en los cuales no utilizan
o disminuyen su dependencia de algunos factores del complejo elF4F y en la mayoria de
los casos, estos virus inactivan uno o mas componentes de este complejo proteico donde
elF4E y elF4G son los principales blancos.

Un ejemplo de regulacion de la traduccion celular via elF4E se observa durante la
infeccion por adenovirus. Este virus inhibe la traduccidn cap—dependiente de los mRNAs
celulares y promueve eficientemente la traduccion de los mRNAs virales en la fase tardia
de la infeccion al provocar la desfosforilacion de elFAE (21). Se ha visto que cuando este
factor no esta fosforilado, se inhibe la traduccion cap—dependiente de la célula (9, 11, 19).
Por otra parte, los mMRNAs de adenovirus se traducen eficientemente debido a que
contienen una secuencia en la region 5’ no traducida (UTR) de sus mMRNAS que es capaz de
reclutar al complejo 43S mediante el apareamiento de bases entre el MRNA viral y el rRNA
de la subunidad ribosomal 40S (59).

La regulacién traduccional a través del factor elF4G se ha observado durante la
infeccion por virus de la familia de los picornavirus, tales como poliovirus, rhinovirus y
coxsackievirus, donde se inhibe la sintesis de proteina celular y se traducen los mMRNAs
virales de una manera muy eficiente (52). Estos virus codifican para una proteasa conocida
como 2Apro que corta especificamente a los factores elF4GI, elF4GIl y PABP inhibiendo
la traduccidn cap—dependiente de los mMRNAs celulares. Los mMRNAs virales se traducen de
manera cap—independiente, debido a que poseen un IRES en el extremo 5’ el cual dirige la

unién del mRNA al ribosoma de manera independiente al complejo elF4F (52, 56).



Como se menciono anteriormente los mMRNAS de rotavirus se caracterizan por tener
cap en el extremo 5’ y carecer de poli(A) en su extremo 3’. Durante la infeccion por
rotavirus se observa una reduccion en la sintesis de proteina celular y se ha propuesto que la
proteina viral NSP3 es la responsable de tal fenotipo. Se ha demostrado que el extremo
amino terminal de NSP3 se une a la secuencia consenso del extremo 3’ terminal de los
MRNAs virales con muy alta afinidad y requiere sélo cuatro nucleétidos del extremo 3’
terminal (GACC) para el reconocimiento especifico del RNA (10, 44, 46, 47); ademas, en
su extremo carboxilo terminal se encuentra un dominio que une a la proteina elF4G, esta
interaccion se lleva a cabo en la misma region en donde PABP se une a dicho factor. En
estudios in vitro, se ha observado que NSP3 es capaz de desplazar a PABP de su sitio de
unién a elF4GI, por lo que se cree que el desplazamiento de PABP por NSP3 es el
mecanismo por el cual rotavirus inhibe la sintesis de proteina celular. Ademaés, se ha
propuesto que NSP3 al tener interacciones similares a las de PABP, tales como la unién a
elFAGI y al extremo 3’ de los mensajeros virales, podria tener la misma funcién que dicha
proteina celular, es decir, promover la circularizacion de los mRNAs virales y estimular la
sintesis de sus proteinas (Figura 4) (24, 44-46, 54, 55).
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Figura 4. Modelo propuesto para el desplazamiento de PABP del complejo elF4F por NSP3
En nuestro laboratorio se ha utilizado la técnica de RNA de interferencia (RNAI),

para estudiar la funcién de varias proteinas durante la infeccion de rotavirus. Esta técnica

consiste en el silenciamiento de la expresion de un gen a nivel post-transcripcional por



medio de RNAs pequefios (21-23 pb) de doble cadena (siRNAs), donde la secuencia de
una de las dos cadenas es complementaria a un segmento del gen blanco. Recientemente en
el laboratorio se silencid la expresion de la proteina viral NSP3 y se observd que la sintesis
de proteinas virales no se vio afectada en ausencia de dicha proteina; por otro lado, también
se observo que en estas condiciones, la sintesis de proteinas celulares no disminuy6 por la
infeccion. Otro efecto que se encontrd al silenciar la expresion de NSP3 fue un incremento
de dos a tres veces en la progenie viral, comparando con una infeccidn control, esto debido
a un aumento en la replicacion del genoma viral. En resumen, estos resultados sugieren que
NSP3 no es esencial para la traduccion eficiente de los mRNAs virales, sin embargo, al
parecer NSP3 juega un papel importante en la inhibicion de la sintesis de proteina celular
durante la infeccion y tiene implicaciones en la replicacion del genoma viral. EI mecanismo
gue se habia propuesto para la traduccion de los mMRNAs virales implica la interaccion de
NSP3 con el factor de inicio de la traduccion elFAGI, sin embargo, cuando la expresion de
este factor fue silenciada, la sintesis de proteina viral tampoco se vio afectada, dejando en

claro que este factor no es necesario para la traduccion de los mRNAs de rotavirus (36).



HIPOTESIS

La traduccién de los mRNAs de rotavirus se lleva a cabo de manera distinta al
sistema general dependiente del cap empleado por la célula para traducir sus mRNAs; el
mecanismo de traduccién adoptado por el virus podria utilizar diferencialmente los factores

de inicio de traduccion, particularmente los que forman el complejo elF4F.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el papel de las proteinas del complejo elF4F: elF4E, elFAGI y elF4GII

en la infeccién de rotavirus.

Objetivos particulares

Estudiar el efecto de drogas que inhiben la formacién del complejo elF4F en la
replicacion de rotavirus.

Analizar la traduccion de los mRNAs virales en condiciones donde esta inhibida la
expresion de factores del complejo elF4F.

Evaluar el efecto del silenciamiento de la expresion de las proteinas elFAE, elF4GI
y elF4GlI en la capacidad del virus para infectar las células.

Estudiar si la replicacion de rotavirus es afectada por la baja expresion de los
factores elFAE, elF4GI y elFAGII.



MATERIALES Y METODOS

Células y virus

La linea celular empleada fue MA104 derivada de células epiteliales de rifion del
mono Rhesus, crecidas en medio minimo esencial de Eagle (DMEM, Invitrogen, Carlsbad,
CA) suplementado con 3% de suero fetal bovino (SFB). La cepa de rotavirus del mono
Rhesus RRV, fue proporcionada por H.B. Greenberg, Universidad de Stanford, Palo Alto,
CA.

Anticuerpos

El anticuerpo policlonal que reconoce a las TLPs de RRV vy el dirigido contra la
proteina viral NSP2, fueron producidos en el laboratorio. Los anticuerpos para elF4Gl,
elFAE y PABP fueron obtenidos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA); el
anticuerpo dirigido contra la regién amino terminal de elFAGII fue un regalo del Dr. N.
Sonenberg, Universidad McGill, Montreal, Canada; el anti-raton acoplado a peroxidasa
fueron obtenidos de Zymed (San Francisco, CA); el suero anti-conejo acoplado a
peroxidasa se obtuvo de Sigma (St. Louis, MO). Los anticuerpos anti-conejo acoplado a
Alexa 568 y anti-raton acoplado a Alexa 488 se obtuvieron de Molecular Probes (Eugene,
OR).

SiRNAs

El siRNA®™C! tiene la secuencia AAUUGGCUGAGGACAUGGAAA (sentido),
UUUCCAUGUCCUCAGCCAAUU (antisentido) correspondiente a los nucle6tidos 4245 a
4265 del gen de elF4GI humano (Numero de acceso del GenBank: NM_182917). El
SIRNA®FE  tiene la  secuencia =~ GGAGGUUGCUAACCCAGAA  (sentido),
UUCUGGGUUAGCAACCUCC (antisentido) correspondiente a los nucledtidos 933 a 951
del gen de elF4E humano (GenBank: NM_001968). El siRNA®™C" tiene la secuencia
GGUCCUUUUUAUCCUGGAC (sentido), GUCCAGGAUAAAAAGGACC (antisentido)
(GenBank: NM_003760). Como control irrelevante se utilizo el siRNA para luciferasa, que
tiene la secuencia GUGCGUUGCUAGUACCAAC (sentido),



GUUCCUACUAGCAACGCAC (antisentido). Los siRNAs fueron obtenidos de
Dharmacon Research (Lafayette, CO).

Transfeccion de siRNAs

La transfeccion de los siRNAs se llevo a cabo en monocapas de células MA104
confluentes, utilizando lipofectamina (Invitrogen) en MEM (Invitrogen) sin antibidticos.
Después de adicionar la mezcla de transfeccion se incubd por 8 h a 37°C, al cabo de este
tiempo las células se lavaron con DMEM con 3% de SFB y se dejaron incubando por 72h
antes de la infeccion con rotavirus. Antes de utilizar un siRNA por primera vez, se prueban
varias concentraciones y tiempos de transfeccion para encontrar la condicion donde se

obtiene un mayor silenciamiento de la expresion de la proteina blanco.

Infeccion de células y titulacion de la progenie viral

Las células transfectadas se infectaron con una multiplicidad de infeccion (MOI) de
3 virus por célula y se incubaron a 37°C por distintos tiempos. Para medir rendimiento viral
las células se lisaron a las 14 h postinfeccion (hpi), congelando dos veces, y los lisados
fueron activados con tripsina (10 pg/ml) durante 30 minutos a 37°C. A partir de estos
lisados se realizaron diluciones seriadas y se utilizaron para infectar monocapas de células
crecidas en placas de 96 pozos dejando adsorber 1 h a 37°C. Los pozos se lavaron una vez
con MEM sin SFB y se incubaron de 14 a 16 h a 37°C. Después de la incubacién se retiro
el medio de cultivo a las células y se fijaron con acetona al 80% en PBS durante 30 min,
transcurrido este tiempo, las células se lavaron dos veces con PBS. Las células fijadas se
incubaron con suero policlonal anti-TLPs a una dilucion de 1:5000 (v/v) en PBS por 1 h a
37°C. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron a 37°C 1 h
con proteina A—peroxidasa (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) a una dilucion
1:3000 (v/v) en PBS. Para revelar las células infectadas se usé 3—amino—9—etil-carbazole
(Sigma) como sustrato para la peroxidasa. La determinacion del titulo viral se llevo a cabo

contando las células tefiidas (focos infecciosos) en cada dilucion.



Western blot

Los extractos celulares fueron preparados lisando las células con buffer de lisis
Laemmli (50mM Tris pH 6.8, 2% de SDS, 0.1% de azul de bromofenol, 10% de glicerol y
0.5% de 2B mercapto-etanol). Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas
a membranas de nitrocelulosa (Millipore, Bedfore, MA). Las membranas fueron
bloqueadas con una solucidén al 5% de leche descremada (Carnation) en PBS-0.1% Tween.
Al finalizar el tiempo de bloqueo se incub6 la membrana con el anticuerpo correspondiente.
Luego de transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron tres lavados con PBS-0.1%
Tween, y se incub6 con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a peroxidasa.
Al finalizar la incubacién se lavo tres veces con PBS-0.1% Tween y las proteinas se
detectaron con el sustrato para peroxidasa Western Ligthning™, siguiendo las instrucciones
del proveedor (Perkin—Elmer Life Sciences, Boston, MA) y exponiendo la membrana a
placas fotograficas X—Omat (Kodak, Rochester, NY) durante diferentes tiempos.

Marcaje metabdlico

Las células transfectadas con el siRNA correspondiente fueron marcadas con [*°S] a
diferentes tiempos, para esto, el medio fue reemplazado por MEM sin metionina
suplementado con la mezcla de marcaje Express [*°S] a una concentracion de 25 pCi/ml
(Dupont NEN, Wilmington, DE) y se incub0 por distintos periodos de tiempo segun el
ensayo. Posteriormente, las células fueron lisadas como se describid anteriormente y las
muestras se analizaron por SDS-PAGE. La concentracién de proteinas se ajusto por tincion
con azul de Coomassie y, finalmente, los geles se secaron y se expusieron para

autorradiografia.

Choque hipertonico

Después de infectar las células, el medio se reemplaz6 por MEM 2% SFB; a 4 hpi la
concentracion de NaCl se incrementé a 300mM y el porcentaje de SFB a 4% y se mantuvo
por 2h. A 6 hpi las células fueron lavadas 2 veces con MEM para finalmente incubarlas con

MEM 4% SFB. Las células fueron cosechadas a 8hpi para después ser analizadas.



Inmunofluorescencia

Las celulas fueron crecidas sobre cubreobjetos de vidrio, se transfectaron con el
siRNA correspondiente como se describe arriba y, 48 h postransfeccion las células fueron
infectadas a una multiplicidad de 3. A 6hpi, las células se fijaron con paraformaldehido al
2% en PBS por 20 min. Después de este tiempo, las células se lavaron tres veces con una
solucion de NH4Cl 50mM en PBS (PBS/NH,CI), la cual fue utilizada posteriormente en
todos los lavados. Se permeabilizaron con PBS — 0.5% Tritén X-100 — 50 mM NH,4CI por
15 min y después fueron lavadas tres veces. Las células se dejaron blogueando toda la
noche en una solucién de bloqueo (BSA al 1% en PBS/NH,CI) a 4°C. Posteriormente, los
cubreobjetos fueron incubados por una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
primario diluido en la solucion de bloqueo. Las células se lavaron con 1 ml de PBS/NH,CI
de manera continua y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a
un fluordéforo (Alexa), por una hora a temperatura ambiente. Las células fueron incubadas
por un minuto con DAPI, para la tincion de nucleos y se lavaron con 1 ml de PBS/NH,CI;
posteriormente, los cubreobjetos, fueron montados en portaobjetos de vidrio con Fluoprep
(BioMérieux, Inc., Durham, NC). Se analizaron con un microscopio de fluorescencia Nikon
E600 acoplado a una camara digital DM1200 (Nikon).

RT-PCR en tiempo real

Las células fueron trasfectadas con siRNAs e infectadas con rotavirus RRV, como
se describié anteriormente. A los tiempos indicados, las células fueron lisadas con Trizol
(Invitrogen), y el RNA total fue purificado, de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El
cDNA se sintetiz6 usando el primer TCCTGGAATGGCGTATTTTC, que corresponde a
los nucledtidos 122 al 141 del gen 10 de RRV. Después el DNA fue amplificado usando el
primer antisentido GAGCAATCTTCATGGTTGGAA que corresponde a los nucleétidos
173 al 193 del gen 10 de RRV, esto en presencia de la mezcla master mix SYBRGREEN
(Applied Biosystems, Foster City, CA) y usando un sistema de deteccion ABI PRISM 7000
(Applied Biosystems). Los resultados se normalizaron con los niveles detectados del
MRNA de GAPDH. La cantidad de la cadena negativa del gen 10 se determind usando

inicialmente el primer antisentido en la reaccion de transcripcion reversa.



RESULTADOS

Tratamiento con rapamicina

Una forma de estudiar el papel de la proteina elF4E en la traduccion de
determinados mRNAs, es mediante el uso de la droga rapamicina. Se ha reportado que el
tratamiento de células con rapamicina induce la defosforilacion de la proteina 4E-BP1, lo
gue provoca gue ésta se una a elF4E, en el mismo sitio que elF4G, inactivandolo de esta
manera (4, 19). Para determinar si es necesario que el factor elF4E se encuentre activo en la
infeccion de rotavirus, células MA104 fueron sometidas a distintos tratamientos con
rapamicina y se analizo la traduccion de los mRNAs virales (Figura 5b), asi como la
capacidad del virus para infectar estas células (Figura 5d), y de la produccion de progenie
viral (Figura 5c) bajo estas condiciones. Como control de que la droga funcionaba, se
analizé el estado de fosforilacion de la proteina 4E-BP1 (dato no mostrado). En la figura 5
podemos ver que el tratamiento con rapamicina a tiempos cortos (de, 1h, 6h) no tiene efecto
en la produccion de proteinas virales, en contraste con la sintesis de proteinas celulares, la
cual en estas mismas condiciones se ve afectada (comparar figura 5a y 5b, lineas 1h, ai y de
con se, respectivamente), sin embargo, cuando se incuba la droga por tiempos prolongados,
observamos que la sintesis de proteinas, tanto celular como viral, disminuye en
comparacion a células no tratadas (24h, 18h, 12h y 6h en figura 5a y b). Este efecto, en el
caso de la produccion de proteinas virales, podria deberse méas que a un efecto directo por
la inactivacion de elF4E, a un efecto secundario provocado por la inhibicién de la cinasa
mTOR, la cual esta implicada en otros procesos celulares. Al analizar la produccién de
particulas infecciosas no se observd efecto por el tratamiento, solo a tiempos muy largos de
incubacion de la droga (figura 5c, 24h). Finalmente, cuando se estudié la capacidad del
virus de infectar células que fueron incubadas con rapamicina, observamos que la
infectividad aumenta proporcionalmente al tiempo de incubacion de la droga (Figura 5d).
En conjunto, los resultados nos sugieren que la produccién de proteinas virales no requiere
que el factor elF4E se encuentre disponible para formar parte del complejo elF4F. Por otra
parte, los datos obtenidos en relacion a infectividad y produccion de particulas infecciosas

en células icubadas con rapamicina no arrojaron datos concluyentes.
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Figura 5. Efecto del tratamiento de las células con rapamicina en la sintesis de proteinas. Células MA104
fueron tratadas con rapamicina a una concentracion de 100 ng/ml, por distintos tiempos antes de ser
infectadas. Se dio un pulso a las células de 30 min con [*°S] para luego ser cosechadas a las 6hpi. Las proteinas
fueron separadas por SDS-PAGE vy detectadas por autorradiografia. a) Células control sin infectar; b) Células
infectadas con una MOI de 3. ¢) Células tratadas con rapamicina fueron infectadas con rotavirus RRVcon una
MOI de 3 y el rendimiento viral fue medido como se describid en materiales y métodos. EI 100% es el
rendimiento viral obtenido en células que no recibieron tratamiento con rapamicina. d) Las células fueron
infectadas con rotavirus RRV y 14 hpi se fijaron para después contar las células infectadas, como se describe
en materiales y métodos. EI 100% se refiere al nimero de focos infecciosos obtenidos en células que no fueron
tratadas con la droga. s/d, células control que no fueron tratadas con rapamicina; las células fueron incubadas
con la droga por 24, 18, 12, 6 y 1h antes de la infeccidn, al momento de infectar (ai), s6lo durante la hora de
adsorcion del virus (se) o después de la incubacion del virus (de). A excepcidn del caso donde la droga sélo se
incuba durante la hora de adsorcion del virus, después de la cual es lavada, en todos los deméas puntos, una vez
que la droga se agrega, ésta permanece durante todo el experimento hasta el momento en que las células son
cosechadas. Las graficas muestran el promedio de tres experimentos independientes.

Interferencia de la expresion de proteinas del complejo elF4F y su efecto en la
infeccion de rotavirus

Para determinar el papel de la proteina de unién al cap, elF4E, y de las proteinas
elFAGI y elFAGII sobre la sintesis de proteinas virales, se utilizo el método de RNA de
interferencia (RNAI) Células MA104 transfectadas con un siRNA dirigido contra elF4E
(siRNA®™F) o contra una secuencia irrelevante (siRNA"™) como control, fueron infectadas
con RRV y marcadas metabélicamente con [*°S]. De manera sorprendente, dado el papel

tan importante que se ha propuesto para el factor elF4E en el inicio de la traduccion cap-



dependiente, la sintesis de proteina celular, que sabemos se lleva a cabo mayoritariamente
por este mecanismo, no se ve afectada por la disminucion de elFAE (Figura 6A). También
podemos observar que la sintesis de proteinas virales es similar en células transfectadas

con siRNA®ME

a células transfectadas con un siRNA irrelevante. Se hizo ademéas un
marcaje de 30 minutos antes de cosechar las células a 6 hpi, sin embargo, el resultado fue el
mismo (dato no mostrado). Esto nos indica que la traduccion de los mMRNASs virales y
celulares se puede llevar a cabo de manera eficiente aun cuando la cantidad del factor

elF4E es reducida.
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Figura 6. La disminucién de la cantidad de elF4E en la célula no tiene efecto en la traduccion de
MRNAs celulares ni de rotavirus. A) Células MA104 fueron transfectadas con el siRNA indicado,
para elF4E o para una secuencia irrelevante (Irr). Las células fueron infectadas (+) o no (-), como se
indica en materiales y métodos. A las 6 hpi, las células fueron marcadas metabélicamente con [*°S] por
2h para después ser cosechadas. Las proteinas se resolvieron por SDS-PAGE 10% y se detectaron por
autorradiografia. B) Inmunodeteccién de elF4E. C) Se muestra una proteina indistinta como control de
carga.
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En un trabajo previo en nuestro laboratorio, se analizd la sintesis de proteinas
virales en células donde se interfirio la expresion del factor elF4GlI, y se observo que aun a
pesar de la disminucién en la cantidad de esta proteina, los mMRNAs de rotavirus se pueden
traducir de manera eficiente (36). Esto podria deberse a tres razones, una es que los
MRNASs virales pudieran reclutar al ribosoma sin la funcién que cumple elF4GI o bien, que

la funcion de esta proteina puede ser llevada por su homélogo elF4GlI o que una cantidad



reducida de elF4Gl sea suficiente. Para evaluar esta posibilidad decidimos silenciar la
expresion de elF4GlI, para esto células transfectadas con un siRNA dirigido contra elFAGI
(siRNA®™C contra elF4GII (siIRNA®™C"Y o contra una secuencia irrelevante (SiRNA'™)
como control, fueron infectadas con RRV y marcadas metabdlicamente con [*°S], para
detectar la sintesis de proteinas. Como ya se habia observado anteriormente, la baja
expresion de la proteina elF4GI no afecta la traduccion de los mRNAs tanto virales como
celulares, sin embargo, de manera interesante, cuando se silencia la expresion de su
homologo, elFAGII, la sintesis de proteinas virales se ve afectada, aunque las proteinas
celulares se siguen produciendo de manera similar que en el control (Figura 7A). Esto nos
sugiere que las proteinas virales utilizan diferencialmente a elF4GII y que su funcion en la

traduccion de los mMRNASs virales no puede ser suplida por elF4GI.
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Figura 7. La disminucion de la cantidad de elF4AGI y elF4GIl en la célula afectan
diferencialmente la traduccion de mRNAs de rotavirus. A) Células MA104 fueron transfectadas con
el siRNA indicado, para elF4GI (4Gl), elF4GII (4Gll) o para una secuencia irrelevante (Irr). Las células
fueron infectadas (+) o0 no (-), como se indica en materiales y métodos. A las 7.5 hpi, las células fueron
marcadas metabdlicamente con [*°S] por 30 minutos para después ser cosechadas. Las proteinas se
resolvieron por SDS-PAGE 10% y se detectaron por autorradiografia. B) Inmunodeteccion de elFAGI y
C) elF4GII. D) Se muesta un proteina como control de carga.

Se ha visto anteriormente, que en condiciones donde las proteinas elFAGI y elF4GlI
no se encuentran funcionales debido a un corte proteolitico, la traducciéon de mRNAs
celulares se ve afectada, sin embargo, no al grado esperado dado la importancia que ambos



factores tienen en el inicio de la traduccion (38). Se ha propuesto que esto es debido a que
en el momento en que estas proteinas son procesadas, en la célula existen mRNASs en los
cuales se encuentra ya ensamblada la maquinaria de traduccion y estan reiniciando sin la
necesidad de volver a reclutar todos los factores de inicio de la traduccion (38). Esto podria
explicar el hecho de que aun cuando la cantidad del elF4E, elF4AGI y elFAGII disminuye
considerablemente, la sintesis de proteinas celulares no se ve afectada.

Para ver si este era el motivo por el cual no la sintesis de proteinas celulares no se
veia afectada cuando se inhibia la produccion de los factores elF4E, elF4Gl y elF4Gll, se
decidio tratar las células con un choque hiperténico, después de haber interferido la
expresion de tales proteinas. Se ha observado que cuando las células son incubadas en un
medio hipertonico los polisomas se desensamblan, esto es debido a que el exceso de sal
bloquea el inicio de la traduccion mientras que la elongacién no se ve afectada, provocando
gue los mMRNAs queden libres de ribosomas. Este efecto es completamente reversible al
retirar el exceso de sal, e incubar las células en medio normal (38). Esto provocara que los
MRNAs que se vuelvan a traducir, tendran que reclutar nuevamente todos los factores del
inicio de la traduccion. En la figura 8 podemos ver un experimento de este tipo en el que
cuando se incrementa la concentracion de NaCl de 116 a 300 mM en el medio, la sintesis
de proteinas celulares es practicamente bloqueada, bajando a menos del 4% del control; sin
embargo, en células infectadas se observa que aun en estas condiciones, se siguen
sintetizando proteinas virales aunque a un nivel bajo (menos del 10% del control). Al
restaurar la isotonicidad del medio, y dejando que las células se recuperen por un tiempo de
dos horas, la sintesis de proteinas celulares se reestablece en un 37.8% (Figura 8C, linea 8),
mientras que la de proteinas virales alcanza un 75%, esto con respecto a células que no
estuvieron expuestas a un exceso de NaCl (56 y 41.7%, respectivamente). Con lo anterior
podemos decir que el exponer células MA104 a un choque hiperténico, provoca que la
sintesis tanto de proteinas celulares como virales sea inhibida, aunque también podemos ver
que hay mRNAs virales que pueden ser traducidos aun en estas condiciones, aunque a un

nivel mucho menor.
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Figura 8. Sintesis de proteinas después de tratar las células con un medio hipertonico. Células
MA104 fueron infectadas (+) o no (-) con rotavirus RRV. De 4 a 6 hpi, la concentracién de NaCl en
el medio fue incrementada a 300 mM (+) o no (-). A las 6 hpi, la isotonicidad fue restaurada. De 3.5 a
4hpi, 5.5 a 6hpi y 7.5 a 8hpi, se marcaron las células metabélicamente con [*°S]. A) Representacion
esquematica del protocolo. B) Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE y analizadas por
autorradiografia. C) Porcentaje de incorporacién de [*°S], cuantificado por TCA precipitable. El
100% es el control donde no se infectd, ni se incubd con medio hipertnico para cada tiempo, lineas
1, 3y 7 respectivamente.

Para estudiar si la interferencia de la sintesis de varias proteinas del complejo elF4F
(elFAE, elFAGI y elFAGII) tiene un efecto en el inicio de la traduccion de los mMRNAS
celulares y virales, se inhibio la expresion de estos factores en células que fueron infectadas
0 no, las cuales posteriormente fueron sometidas a un choque hipertonico temporal para
provocar nuevos inicios de traduccion y después la sintesis de proteinas se analizé mediante
marcaje metabdlico a 8h post-infeccion (Figura 9). En la figura 9A podemos advertir que la
sintesis de proteinas en células transfectadas con siRNA®™E o siRNA®™' no se afectd, a
pesar de una disminucion en la cantidad de estas proteinas, observado por western blot en
Fig. 9B y 9D, respectivamente. En células transfectadas con siRNA®™C" |a sintesis de
proteina disminuye aproximadamente 55% en células no infectadas y 40% en células
infectadas, esto fue cuantificado por incorporacion de marca radioactiva (TCA precipitable,

Figura 9G). Estos datos nos indican que el factor elF4GII juega un papel muy importante



en el inicio de la traduccién de los mMRNAs tanto celulares como virales, el cual no puede

ser reemplazado por elF4GI, al menos bajo estas condiciones y en esta linea celular.
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Figura 9. Sintesis de proteinas después de tratar las células con un medio hiperténico. A) Células
MA104 fueron transfectadas con siRNA®™E (4E), siRNA®™C! (4GI), siRNA®™C" (4Gll) o un siRNA
irrelevante (Irrel) y 48h postransfeccion fueron infectadas con RRV (+) o no (-). De 4 a 6 hpi, la
concentracion de NaCl en el medio fue incrementada a 300mM. A las 6 hpi, la isotonicidad fue
restaurada. De 7.5 a 8 hpi, se marcaron las células metabdlicamente con [**S]. Las proteinas fueron
separadas y analizadas por autorradiografia. Inmunodeteccion de B) elF4E, D) elF4Gl y E) elF4Gll. C)
y F) muestran proteinas como control de carga. E) Cuantificacion de la incorporacién de *°S cuando se
transfectd cada uno de los siRNAs. ElI 100% es la incorporacion obtenida en células trasfectadas con
siRNA irrelevante. La grafica muestra el promedio de tres experimentos y la desviacion estandar entre
ellos.



Con el fin de analizar el efecto de la inhibicion de la sintesis de los factores elF4E,
elF4GI, elF4GlII, sobre la infectividad viral, la expresion de estas proteinas fue interferida,
para después cuantificar el nimero de células infectadas en cada caso y comparando este
namero con la cantidad de células infectadas cuando se transfectdé un siRNA irrelevante
como control. En células transfectadas con el siRNA®™F, la cantidad de células infectadas
disminuyé en un 45% aproximadamente con respecto al control y con el siRNA®FC! |a

A%F4C! ol ntimero de

disminucion fue de 30%. Sin embargo, cuando se transfectd el siRN
células infectadas, comparado con el control, no cambié de manera significativa (Figura
10). Esto nos sugiere que la disminucion de las proteinas elFAE y elFAGII provoca un
cambio en las células que hace que el virus no pueda infectarlas con la misma eficiencia y,

en cambio, la disminucién de elF4GI no tiene efecto.
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Figura 10. La inhibicion de la expresién de cada uno de los factores del complejo elF4F afecta de
manera diferencial la infectividad de rotavirus. Células MA104 fueron transfectadas con siRNAelF4E
(4E), siRNAelF4GI (4Gl), siRNAelF4GII (4Gll) o un siRNA irrelevante (Irr) y 48h postransfeccién fueron
infectadas con RRV. 14 hpi las células se fijaron y tifieron para después contar las células infectadas, como se
describe en materiales y métodos. EI 100% de infectividad se refiere al nimero de focos infecciosos obtenidos
en células transfectadas con el SiRNA irrelevante. Se muestra el promedio de tres experimentos
independientes y la desviacion estandar entre ellos.

Para examinar la importancia de algunas de las proteinas del complejo elF4F sobre
la produccién de progenie viral, se inhibid la expresion de los factores elF4E, elF4GIl y
elF4GII, las células transfectadas se infectaron a 14 hpi se cosecharon y se midio la

cantidad de virus producido en cada condicion. Se observé una reduccion de



aproximadamente el 50% en el titulo viral relacionada con la disminucion de la sintesis de
elF4E y del 40% con elF4GlI. Por otra parte, con la inhibicion de la sintesis del factor
elF4Gl, el rendimiento viral se incrementa una vez con respecto al control (Figura 11). En
el caso de la interferencia de la expresion de elF4GlI la disminucién en el rendimiento viral
es consistente con la disminucion de la sintesis de proteina viral observada bajo estas
condiciones, sin embargo, los resultados obtenidos con elF4E y elF4GI no muestran una

relacion directa entre la sintesis de proteina viral y la produccion de virus infeccioso.
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Figura 11. La inhibicion de la expresién de cada uno de los factores del complejo elF4F afecta de
manera diferencial el rendimiento viral. Células MA104 fueron transfectadas con siRNAelF4E (4E),
SiIRNAelF4GI (4Gl), siRNAelFAGII (4GIl) o un siRNA irrelevante (Irr) y 48h postransfeccion fueron
infectadas con RRV. El rendimiento viral fue determinado como se describe en materiales y métodos. El
100% esté referido al rendimiento viral obtenido en células que fueron transfectadas con el siRNA irrelevante.
Se muestra el promedio de tres experimentos y la desviacidn estandar entre ellos.

Dado que en condiciones donde se silencid la expresion de la proteina de unién al
cap, elF4E, el rendimiento de la progenie viral disminuye, hecho que no coincide con una
disminucion en la sintesis de proteina del virus, se decidié examinar si la sintesis del
MRNA y del dsRNA viral se ve afectada en ausencia o en bajas cantidades de elF4E. Para
esto se determind la cantidad de MRNA y dsRNA viral producida en células transfectadas
con siRNA®™E o con un siRNA irrelevante, a distintos tiempos mediante un ensayo de RT-
PCR cuantitativo (Figura 12).
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Figura 12. La sintesis de dsSRNA y mRNA viral disminuye en células donde se inhibe la expresion de
elF4E. Células transfectadas con un siRNA irrelevante (Irr) o con siRNAelF4E (4E) fueron infectadas con
RRV y a los tiempos indicados las células fueron cosechadas y el RNA fue extraido con Trizol. La cantidad
de RNA de polaridad positiva y negativa, fue cuantificada por RT-PCR en tiempo real. Se determind la
cantidad relativa de A) mRNA viral y B) dsRNA viral. Los valores se muestran como porcentaje con respecto
a la cantidad determinada a nueve horas postinfeccion del control. Se muestra el promedio de tres
experimentos independientes.



Encontramos que tanto la cantidad relativa de mRNA, como de dsRNA viral es

menor en células que fueron transfectadas con siRNA®'FE

con respecto a células donde se
transfectd un siRNA irrelevante (Figura 12). A 9h postinfeccion podemos observar que
tanto la cantidad de mMRNA como de dsRNA viral se reduce un 70% aproximadamente, en

células que fueron transfectadas con siRNA®™E

, 1o que nos sugiere que en condiciones
donde la cantidad de elF4E es menor, o bien la replicacién/transcripcion del genoma viral
disminuye o la estabilidad del RNA viral decrece, lo que da como resultado una menor
cantidad tanto de mRNA como de dsRNA viral. Aun no se ha analizado la sintesis de
mMRNA y dsRNA viral en células donde esta inhibida la sintesis de los factores elFAGI y
elF4GllI, lo cual seria muy interesante para ver el efecto de la inhibicion de la expresion de
otros factores del complejo elF4F.

Otra estrategia que se utilizd para ver la disminucion de la expresion del factor
elF4E fue por medio de inmunofluorescencia. Para esto, células que fueron transfectadas
con siRNA®™E o con siRNA irrelevante, e infectadas se cotifieron con un anticuerpo
dirigido contra elF4E y con un anticuerpo que reconoce una proteina viral que se localiza
en viroplasmas, NSP2. En la figura 13 podemos observar que, en células infectadas, la
distribucion de la proteina elF4E es visiblemente distinta que en células no infectadas
(Comparar primer imagen s/v y 9hpi). En células sin infectar, elF4E, ademéas de estar
distribuido en el citoplasma, se acumula en puntos que son resistentes a la interferencia de
la expresidn de esta proteina. En cambio, al infectar la célula, la concentracion de elFAE en
estos sitios desaparece y se observa una distribucion homogénea de ésta en todo el
citoplasma, lo que nos indica que la infeccion provoca una relocalizacion de elF4E en la
célula. Interesantemente, en células infectadas, donde la expresion de elF4E estad
disminuida, el namero de viroplasmas por célula es menor y se observa un aumento en su
tamario, con respecto al control (Figura 13). Se hizo el mismo analisis en células donde se
interfirio la expresion de elF4GI sin embargo, no se observaron diferencias con respecto a

células control (datos no mostrados).
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Figura 13. Efecto de la disminucion de la sintesis del factor elF4E en la formacién de viroplasmas por
rotavirus. Células MA104 fueron transfectadas con siRNA irrelevante (Irr) o con siRNA®™E (4E). 48h
postransfeccion las células se infectaron o no con RRV y 9h postinfeccidn fueron fijadas y preparadas para
inmunofluorescencia como se describe en materiales y métodos. La expresion de elF4E fue detectada
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-elF4E (aelF4E), mientras que la infeccion por rotavirus se detectd
con un anticuerpo policlonal anti-NSP2 (aRRV), seguidos de una incubacion con anti-raton Alexa 488 y anti-
conejo Alexa 568, respectivamente. El tercer panel muestra el empalme més la tincién con DAPI para ver
nlcleos.

PABP es una proteina que por medio de su interaccion con elF4G, estimula la
traduccién de los mMRNAs a través de su circularizacion. Esta interaccion es perturbada por
la proteina viral NSP3, lo que provoca la inhibicion de la sintesis de proteinas celulares
durante la infeccion de rotavirus. En el laboratorio se ha visto que cuando las células son
infectadas, la proteina PABP se transloca al ndcleo conforme avanza la infeccion. También
se observd que cuando se interfiere la expresion de la proteina viral NSP3, esta
translocacion no se lleva a cabo, lo que nos sugiere que NSP3 participa de alguna manera
en este proceso (Montero, H., datos no publicados). Se sabe que NSP3 se une a elF4Gl en

el mismo sitio que la proteina PABP pero con mayor afinidad, lo que provoca que esta



ultima sea desplazada del complejo elF4F, por lo que PABP ya no formaria parte de
complejos proteicos en citoplasma, lo que posiblemente induzca su translocacion al nucleo.

Con el objetivo de ver si el desplazamiento de PABP por NSP3 de los complejos
de traduccion durante la infeccion, esté relacionado con su relocalizacion intracelular, se
decidi6 analizar si elFAGI o su homologo elFAGII juegan algun papel en este proceso. Para
esto, células transfectadas con siRNA®™C' siRNA®™C!" o un siRNA irrelevante como
control, fueron infectadas o no y, a distintos tiempos postinfeccion (3, 6 0 9 hrs), se fijaron
y se cotifieron con un anticuerpo dirigido contra PABP y con un anticuerpo que reconoce
una proteina viral presente en viroplasmas, NSP2.

En células transfectadas con siRNA®™¢!

, No se ve diferencia con respecto a células
transfectadas con un siRNA irrelevante, en la localizacion intracelular de PABP (datos no
mostrados), lo que nos sugiere que la interaccion entre PABP y elFAGI no es necesaria para
mantener a la primera en el citoplasma durante la infeccién. Por otro lado, cuando se
transfecta SIRNA®™C" tanto en células no infectadas, como a tiempos tempranos de
infeccion (3hpi), no se observa diferencia con el control. Sin embargo, a 6 hpi, en células
transfectadas con el siRNA irrelevante ya se puede ver la translocacion de PABP al ntcleo,
mientras que en células transfectadas con siRNA®™C" PABP se encuentra en su mayoria
en citoplasma, con s6lo una pequefia fraccion en nicleo. Finalmente, a 9hpi, PABP ya se ha
relocalizado a nucleo en células donde se inhibe la expresion de elF4GII, aunque aun se
observa proteina en citoplasma, mientras que a este tiempo, en células control, podemos ver
casi la totalidad de PABP en nucleo (Figura 14). También podemos observar que cuando
interferimos la expresion de elFAGII, se reduce la cantidad de viroplasmas a 6 y 9hpi. Esto
podria ser debido a que al producirse menos proteina viral, de alguna manera la cinética de
la infeccion fuera mas lenta y por este mismo motivo, la translocacion de PABP al nucleo

se ve retrasada.
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Figura 14. Translocacion de PABP al nucleo en células donde se interfiere la expresion del factor
elF4GII. Células MA104 fueron transfectadas con siRNA irrelevante (Irrel) o con siRNA®FC" (4Gl1). 48h
postransfeccion las células se infectaron o no (s/v) con RRV y a distintas horas postinfeccion (3, 6 o 9hpi)
fueron fijadas y preparadas para inmunofluorescencia como se describe en materiales y métodos. PABP fue
detectada utilizando un anticuerpo moniclonal anti-PABP (aPABP), mientras que la infeccién por rotavirus se
detectd con un anticuerpo policlonal anti-NSP2 (aRRV), seguidos de una incubacion con anti-raton Alexa
488 y anti-conejo Alexa 568, respectivamente. El tercer panel muestra el empalme mas la tincién con DAPI
para ver nucleos.



DISCUSION

Uno de nuestros objetivos es determinar si la traduccion de los mMRNAS de rotavirus
se lleva a cabo por la via cap—dependiente o cap independiente. Para esto decidimos inhibir
la traduccion cap—dependiente inactivando la proteina de unién al cap elF4E y ver si el
virus era capaz de sintetizar sus proteinas bajo estas condiciones.

Un método que se utilizé fue la inactivacién de elFAE de manera indirecta, al
inhibir la fosforilacion de las proteinas 4E-BPs para provocar su union a elF4E, mediante
el uso de la droga rapamicina y, por otro lado, se silenci6 la expresion de la proteina de
unién al cap, elF4E por medio de RNAI. Hasta ahora, a esta proteina se le ha atribuido un
papel esencial en el inicio de la traduccion cap dependiente (19, 43), por lo que se esperaria
que cualquier inhibicion de la actividad, o disminucion en la cantidad de este factor, tuviera
un efecto drastico, o por lo menos notable en la sintesis de proteinas celulares, dado que se
ha descrito que la mayoria de los mMRNAs se traducen por la via cap dependiente (19). En
nuestro caso, aun a pesar de que se observo una disminucion evidente en la cantidad de esta
proteina, la traduccion de mRNAs tanto celulares como virales no se vio afectada. Esto
podria deberse a dos razones, por una parte lo que podria estar pasando es que aun cuando
la cantidad del factor elFAE es menor, éste no sea tan necesario debido a que en la célula
existen mRNAs que estan traduccionalmente activos y reiniciando rondas de la traduccion,
sin la necesidad de volver a reclutar toda la maquinaria de traduccion desde el inicio, por lo
que sobrepasan la necesidad del complejo elF4F para traducirse. De esta forma lo que
vemos son mMRNAs que estan siendo traducidos, pero que para ello no necesariamente
tuvieron que pasar por la etapa de inicio de la traduccién en su totalidad. La otra
posibilidad, es que exista otra proteina que en ausencia de elF4E cumpla su funcién o una
funcién muy similar. Se ha descrito un complejo nuclear de unién al cap, CBC20/80, el
cual participa en el splicing y en la degradacion tipo NMD (Non sense Mediated Decay) (3)
y en el citoplasma puede cumplir la funcion de factor de inicio de traduccion mediante su
interaccion con elF4G, pero finalmente es reemplazado por elF4E (8, 25, 32, 37). Se
desconoce el mecanismo por el cual el complejo CBC20/80 es desplazado por elF4E del
cap de los MRNAs, pero se ha propuesto que esto podria ser debido a la gran diferencia de

concentracion que hay en el citoplasma entre el complejo nuclear CBC20/80 y elF4E (37).



Cuando se inhibe la expresion de elF4E, su concentracion en el citoplasma disminuye, esta
nueva condicidn provocaria que la diferencia de concentraciones entre elF4E y el complejo
nuclear de union al cap, ya no fuera lo suficientemente significativa como para desplazar a
CBC20/80 de los mRNAs, quedando éste unido a ellos supliendo el papel de elF4E como
factor de inicio de la traduccion. En principio, esto seria valido para los mRNAs celulares
dado que los mRNAs virales no se transcriben en el ndcleo, sin embargo, de la misma
manera en que se apoderarian de la maquinaria de traduccion en la cual estaria elF4E, lo
podrian hacer con un complejo que contenga a CBC20/80 en el citoplasma.

Anteriormente se habia visto que el factor elF4GI no es necesario para el inicio de
la traduccion de los mMRNAs celulares en la linea MA104, ni para los mRNASs de rotavirus y
se sugirio que podria deberse a que el homologo de elF4Gl, elF4GII, cumpliera su funcion
en su ausencia (36). En este trabajo analizamos esta posibilidad y observamos que cuando
interferimos la expresion de elF4Gll, la sintesis de proteina viral disminuy0, aunque no asi
la celular. EI hecho de que sélo la traduccion de los mMRNAs virales se vea afectada en esta
situacion, puede deberse a que los mRNAs de la célula pudieran utilizar indistintamente
elF4GIl o elF4GIl para iniciar su traduccion y que los mRNAs virales necesiten
especificamente a elF4Gll. Cuando infectamos las células, se ha dejado transcurrir un
tiempo de 48 a 72 horas después de la transfeccion del siRNA para garantizar que la
cantidad del factor que estamos silenciando sea minima y asi los mMRNAs virales deben de
iniciar su traduccion en estas condiciones. Sin embargo, cuando se da la inhibicion de la
expresion de elF4GI y elFAGII, en la célula ya hay mRNAs celulares que se estan
traduciendo, todos estos mensajeros se encuentran en complejos de traduccién que podrian
estar reiniciando constantemente sin la necesidad de todos los factores de inicio necesarios
para reclutar al ribosoma. Para estudiar si este es el caso, se interfirid la expresion de varios
factores del complejo elF4F y se forzé a que se dieran nuevos inicios de traduccion por
medio de un choque hiperténico. Aun en este caso, tanto las proteinas celulares como
virales se sintetizaron de manera eficiente, a excepcion de los casos donde la expresion del
factor elF4GII se inhibid. Esto nos sugiere que a pesar de que elF4Gl y elF4GII son
funcionalmente homologos, el inicio de la traduccién de ciertos mMRNAs se podria llevar a
cabo reclutando diferencialmente a uno de estos dos factores en el complejo elF4F. Esto ya



se ha visto al inicio de la diferenciacion en células humanas UT7-mpl, en donde se observo
que elF4GlI era reclutado preferencialmente al complejo elF4F (6).

Por otra parte, se analizé la produccidn de virus en condiciones donde la expresion
de varias proteinas del complejo elF4F fueron inhibidas y se encontr6 que la disminucion
en la cantidad de elFAE y elF4GII provocd una reduccién en la produccion de particulas
virales infecciosas. En el caso de elF4GlI, esto coincidio con la reduccion en la sintesis de
proteinas virales. Sin embargo, al inhibir la sintesis de elF4E, la traduccion de los MRNAS
virales no se ve afectada significativamente, pero el rendimiento viral disminuyo. Al
examinar la cantidad de dsRNA y mRNA viral que se sintetiza en células infectadas,
encontramos sorpresivamente que la cantidad de ambos disminuy0 en las células tratadas
con siRNA®™E, Estos datos nos indican que la replicacion viral se esta viendo afectada por
la disminucion de elF4E, ya sea porque esta proteina esté implicada directa o
indirectamente en este proceso o0 quiza al ser una proteina de union al cap, ésta se una al
cap de los transcritos virales ayudando a aumentar su estabilidad y al encontrarse en menor
cantidad, el RNA viral podria ser mas susceptible a degradacion. Sin embargo, en el
laboratorio se ha observado que durante una infeccién, la vida media de mMRNAs virales es
similar con o sin cap (Ayala, C., datos no publicados), lo que nos indica que si elF4E
estuviera afectando la vida media de los mensajeros virales, esto no seria a través de su
interaccion con el cap, queda entonces averiguar cual podria ser la funcion de esta proteina
en la transcripcién o replicacion de los mMRNAS virales.

También se examind por inmunofluorescencia la formacion de viroplasmas en
células transfectadas con siRNA®FE. Se encontré que en células donde la cantidad del
factor elF4E es menor, los viroplasmas presentan un aumento en su tamafio. Una posible
explicacion del aumento en el tamafio de los viroplasmas es que se puede estar
interrumpiendo un paso en el proceso de morfogénesis, posiblemente por la disminucion en
la replicacion, lo que provocaria que no haya suficiente genoma viral para la formacion de
nuevas particulas virales y la proteina del virus se estaria acumulando en estas estructuras.
Interesantemente, también observamos que, en células infectadas, la distribucion de elF4AE
cambia. Se sabe que esta proteina esta presente en granulos de estrés (SGs) y cuerpos de
procesamiento (P bodies), los cuales se observan al microscopio como puntos en el

citoplasma (2, 28). Los P bodies son granulos citoplasmicos que contienen componentes de



la maquinaria de degradacién, también contienen proteinas que participan en la via de
degradacion de mRNAs que es inducida por un coddén de término muy temprano (NMD por
sus siglas en inglés), ademas de estar presente el complejo de silenciamiento inducido por
RNA. En estos sitios se acumulan mRNAs que no estan siendo traducidos y se encuentran
normalmente en la célula (2, 15). Los SGs también son granulos citoplasmicos, pero a
diferencia de los P bodies, no se encuentran normalmente en la célula en condiciones
favorables de crecimiento, sin embargo su formacion se induce rapidamente en respuesta a
un estrés ambiental . El puntilleo que observamos en células no infectadas, al tefiir contra
elFAE podria corresponder a P bodies, interesantemente, este puntilleo se desvanece cuando
la célula es infectada. En el laboratorio se ha observado que durante la infeccion, la
formacion de granulos de estrés es inhibida, posiblemente, esta inhibicion también pudiera
ser efectiva para los P bodies.

PABP es una proteina que se localiza principalmente en citoplasma. Una parte de
esta proteina esta asociada a ribosomas, otra se encuentra en complejos con factores de
inicio de la traduccion y existe también una cantidad de PABP que no esta asociada ni con
ribosomas, ni con factores de traduccion (29). Cuando PABP es sobreexpresada o en
condiciones donde se inhibe la transcripcion, ésta se transloca al nicleo, por un mecanismo
desconocido (1). Otra condicion donde se ha visto que PABP se transloca al nucleo, es
durante la infeccion de rotavirus. Sin embargo, cuando se inhibe la expresion de la proteina
viral NSP3, PABP se queda en citoplasma. Se sabe que durante la infeccion, NSP3
desplaza a PABP del complejo elF4F, al interaccionar con elF4GI en el mismo sitio que lo
hace PABP, pero con mayor afinidad. Este desplazamiento podria provocar que la cantidad
de PABP que no esta asociada a factores de traduccion o ribosomas aumente, lo que podria
mimetizar una sobreexpresion de la proteina, condicién que se ha visto provoca su
translocacion al nucleo. Por esto, cuando no se expresa NSP3, la interaccién entre elF4G y
PABP se mantiene y asi PABP permaneceria asociada a complejos de traduccién por lo
que ya no se relocalizaria al nacleo. Cuando interferimos la expresion de elF4Gl, PABP se
sigue translocando al nucleo, lo que concuerda con una menor presencia de PABP en
complejos de traduccién. Sin embargo, cuando se inhibe la expresion de elF4Gll, la
relocalizacion de PABP al ndcleo durante la infeccion parece estar retrasada, hecho que aun

no podemos explicar. Seria muy interesante estudiar la localizacion de PABP en células



donde se interfiriera simultineamente la expresion de elFAGI y elFAGII, lo que simularia la
presencia de NSP3 desde el punto de vista de que ahora PABP no podria interaccionar con
estas proteinas, no por un desplazamiento provocado por NSP3, sino por la ausencia de
ellas. Esto nos ayudaria a ver si en efecto estas proteinas estan relacionadas con la
permanencia de PABP en citoplasma, en condiciones normales.



CONCLUSIONES

Los factores elF4E y elF4GI son prescindibles para el inicio de la traduccion de los

MRNAS celulares y virales.

Cuando se inhibe la expresion del factor elF4GlI, la sintesis de proteina viral y celular

se ve disminuida.

La ausencia de elF4E afecta la produccion de particulas virales infecciosas, hecho
relacionado con una disminucion en la cantidad de RNA mensajero y de doble cadena

del virus.

elFAE cambia su patrén de distribucion en células infectadas.

La translocacion de PABP al ndcleo durante la infeccion se ve retrasada cuando se

inhibe la expresion del factor elFAGII.



PERSPECTIVAS

Caracterizar el papel de elF4A y PABP en la infeccion de rotavirus.

Definir si elF4E estabiliza los mRNAs virales o si estd implicado en la replicacion o

transcripcion del genoma viral.

Determinar si hay una proteina que sustituya la funcion del factor elF4E en el inicio de

la traduccion, cuando se inhibe la expresién de éste.

Analizar la redestribucion de elF4E en células infectadas. Determinar si esto

correlaciona con una disolucién de P bodies.

Estudiar el mecanismo por el cual PABP se transloca al nucleo durante la infeccion.
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