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ABSTRACT

Human Astroviruses (HAstV) are causing agents of gastroenteritis in young children and

immunocompromised patients. Caco-2 cells infected with two different HAstV serotypes (4 and 8)

showed apoptosis markers and caspases activity.  Activity of these enzymes plays an important

role in the processing of VP90 at its carboxy-terminus to yield a smaller protein named VP70,

which correlated with the release of viral particles to the extracellular media.

This work describes in more detail the correlation of specific casp activity with the processing of

VP90 and the release of viral particles, during infection with HAstV-8 in two cell lines, Caco-2 and

Hek-293. Different results were obtained in cell lines. It was found that HAstV-8 infection triggers

activation of initiator, such as caspases-8, -9 and -4, as well as effector caspases, such as casp-3

and -7 in Caco-2 cells; however, only casp-9, -3 and -4 seem important for the processing of VP90,

since only cells transfected with siRNAs specific to these caspase, but not to caspase-8, showed

less processing. On the contrary, all active caspases cleaved in vitro translated VP90 to VP70,

indicating that the protein was substrate for every caspases. Although the release of virus particles

was also reduced by silencing caspases-3, -9 and -4, the strongest effect was due to caspases-3

absence, either by silencing it or in the presence of the peptide DEVD-CHO, a potent inhibitor for

executioner Caspases-3/7. In spite that executioner caspases-activity was increased, cells did not

show changes in their membrane permeability and remained alive for up to 72 hpi, indicating that

the release of the virus occurs by a non-lytic mechanism. Caspases-activity increased significantly

by transient expression of the non-structural polyprotein nsp1a, more than that observed by

expressing nsp1b and VP90, suggesting that nsp1a could promote caspases-activation during

HAtsV-8 infection. HAstV-8 infection likely sensitizes cells to caspases-activation since this

activation is more prominent when infected cells were treated with apoptogenic agents, such as

TRAIL and staurosporine.

On the other hand, Hek-293 cells were less permissive than Caco-2. In addition, VP90 was not

processed to VP70, and no virus nor VP70 were found in the extracellular media, instead proteins

VP27 and VP25 were detected in this fraction, indicating defects during virus entry. HAstV infection

triggers caspases-2, -6 and -8, but not caspases-3/7 activity; however none of these enzymes

seems to cleave VP90 to VP70 in these cells, since even after treatment with apoptogenic agents,

such as staurosporine that enhances caspases-activity, VP90 was not processed, nor release of

viral particles was observed.



RESUMEN

Los Astrovirus Humanos (AstVH) son una de las causas más importantes de gastroenteritis en

niños pequeños y en pacientes inmunocomprometidos. Las células Caco-2 infectadas con AstVH-

4 y -8 son positivas a ciertos marcadores de apoptosis, entre ellos actividad de caspasas. Al

parecer esta actividad es importante en la maduración de la partícula de HAstV-8, ya que procesa

la proteína estructural VP90 para generar una proteína de menor tamaño llamada VP70; este

procesamiento se ha relacionado con la capacidad del virus de salir al medio extracelular.

En este trabajo se describe la activación de ciertas caspasas durante la infección con AstVH-8 en

dos líneas celulares, Caco-2 y Hek-293, el papel de estas enzimas en el procesamiento de VP90 y

en la liberación del virus, y la proteína viral responsable de la inducción de apoptosis.

En las células Caco-2 la infección con HAstV-8 activa a las caspasa iniciadoras -8, -9 y -4 y a las

efectoras -3 y -7. El silenciamiento de la expresión de las caspasa-9, -3 y -4, usando siRNAs,

redujo el grado de corte de VP90, mientras que el silenciamiento de la expresión de la caspasa-8

no tuvo ningún efecto. Todas estas caspasas procesaron a VP90 in vitro. La salida de virus

también disminuyó en las células silenciadas en la expresión de caspasas-3, -4 o -9, sin embargo

el efecto fue mayor en el silenciamiento de caspasa-3 y en presencia del inhibidor de caspasas-

3/7. La infección no parece alterar la integridad de la membrana celular, sugiriendo que la salida

pudiera ser por un mecanismo no lítico.

La expresión transitoria de la proteína viral nsp1a, induce mayor actividad de caspasas que la

expresión de las otras proteínas virales, por lo que nsp1a podría ser la responsable de la inducción

de apoptosis.

En otro aspecto, la actividad de caspasas en respuesta a la infección parece ser mayor en

presencia de ciertos apoptogénicos, como TRAIL o estaurosporina, lo que sugiere que la infección

podría sensibilizar a las células a responder mejor a la muerte inducida por estos agentes.

Por otro lado, las células Hek-293 son menos permisibles que las Caco-2 a la infección con

HAstV-8, además de que en Hek-293 la VP90 no se procesa a VP70, aún a tiempos tardíos de

infección. En el sobrenadante tampoco se detecta a la proteína VP70, pero se detectan VP27 y

VP25; estas proteínas no parecen ser de nueva síntesis, sino del inóculo original, lo que sugiere

que la entrada del virus a estas células, podría ser menos eficiente que la entrada a las células

Caco-2. Finalmente, en células Hek-293, la infección activa a las caspasas-2, -6 y -8, pero no a las

caspasas-3/7. La actividad de caspasa-3/7 en células infectadas en presencia de apoptogénicos

es mayor que en células sólo infectadas, pero aún en estas circunstancias, no ocurre el

procesamiento de VP90 ni se favorece la salida de virus de las células, como ocurre en las células

Caco-2.
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I. INTRODUCCIÓN

1. Astrovirus

1.1 Generalidades de Astrovirus

Los Astrovirus (AstV) son virus no envueltos de aproximadamente 28-30 nm de

diámetro, cuyo genoma está conformado por una sola cadena de RNA de

polaridad positiva; poseen una estructura icosaédrica formada de tres proteínas

derivadas del procesamiento del producto primario de traducción del ORF2 (del

inglés Open Reading Frame). Madeley y Crosgrove en 1975, acuñaron el término

astrovirus debido a la apariencia de estrella que las partículas virales muestran en

microscopías electrónicas (Fig. 1A) [7]. Mediante criomicroscopía electrónica y

análisis de imágenes del Astrovirus Humano de serotipo 1 (AstVH-1), se ha

establecido que la partícula posee una cápside de apariencia ondulada de 330°A

de diámetro con 30 espículas diméricas, con las que el diámetro de la partícula se

extiende a 500°A (Fig. 1B).

La familia Astroviridae se clasifica en dos géneros: Mamastrovirus, que incluye

virus que infectan mamíferos y los Avastrovirus, que infectan aves. Entre los

mamastrovirus se encuentran los astrovirus de bovinos, corderos, venados,

cerdos, gatos, ratones, perros, visones, murciélagos y humanos; entre los

avastrovirus se encuentran los virus de pollos, patos y pavos. Con base en la

secuencia de aminoácidos de la cápside, cada género se divide en dos

genogrupos, y cada genogrupo se subdivide en genotipos de diferentes especies

de hospedero. Así los AstV Humanos (AstVH) de genotipos 1-8 se encuentran en

Fig. 1. Micrografía electrónica de AstVH provenientes de muestras fecales. La barra equivale a
100 nm (A). Apariencia de la partícula obtenida por criomicroscopía y análisis de imágenes (B).
Tomado de [1].



el subgrupo A del G1 y AstVH divergentes se ubican los subgrupos A del G2 y B

del G2.

1.2 Patogénesis de astrovirus

Los AstVH son una causa importante de gastroenteritis viral en niños pequeños,

adultos mayores y pacientes inmunocomprometidos. Las principales

características clínicas de la infección son: diarrea leve que se presenta hasta con

4 evacuaciones por día, por un período de 2 a 3 días, dolor abdominal, vómito y

en algunos casos fiebre [1]. La gastroenteritis por AstVH generalmente es una

enfermedad autolimitante que no requiere tratamiento específico, sin embargo en

algunos casos los pacientes llegan a presentar deshidratación, por lo que es

necesaria la reposición de líquidos por vía oral o intravenosa [8].

Recientemente se reportó el hallazgo de AstVH en biopsias de diversos tejidos

como: el nervioso (corteza frontal cerebral y tallo cerebral), renal, hepático y

linfático (bazo), provenientes de un paciente con encefalitis, lo que sugiere que los

AstVH podrían causar infección del tejido nervioso además de los cuadros

gastrointestinales típicos [9].

En animales, los AstV también causan diarrea, mientras que en algunas especies

de aves causan además otros trastornos. En pollos, el ANV (Avian Nephritis

Virus) se ha asociado con un síndrome de retardo en el crecimiento y nefritis

intersticial aguda; en patos, la infección causa hepatitis y en pavos los AstV

causan el síndrome de alta mortalidad llamado por sus siglas en inglés PEMS

(Poult Enteritis Mortality Sindrome) [1].

Aunque los astrovirus infectan una gran variedad de especies, los modelos

animales se limitan a corderos, becerros y pavos, siendo los últimos los animales

en los que más se ha estudiado la patogénesis de la infección [10]. En intestinos

de pavos infectados con AstV-2 se observaron cambios histológicos sutiles como

inflamación ligera (ver adelante) e infiltración de linfocitos [11, 12]. En pavos se

observó también que la infección con Turkey Astrovirus-1 (TAstV-1) disminuyó la

actividad de maltasa lo cual provocó mala digestión y mala absorción de

disacáridos causando diarrea osmótica [13]. A este respecto, también se ha

propuesto que la diarrea podría deberse a un aumento en la permeabilidad

intestinal, lo que podría favorecer el incremento en la secreción de fluidos en el



lumen del intestino. El aumento de la permeabilidad intestinal se le ha atribuido a

la proteína de la cápside [14].

Por otra parte, en suero de pavos inoculados con TAsV-2 y en intestinos de

embriones de pavos, se encontró elevada actividad de TGF-beta. Dado que esta

es una citocina inmunosupresora que entre otras propiedades, modula la

severidad de enfermedades intestinales, se ha propuesto que la activación de

esta citocina podría prevenir la inflamación en la infección con AstV [12]. Por otra

parte, en células Caco-2 infectadas con los AstVH-1, 2, 3 y 4 se ha detectado

inactivación del complemento. Debido a que el complemento es una ruta de

señalización importante en el disparo de la inflamación; se ha propuesto que la

inactivación del complemento por la infección, podría prevenir la respuesta

inflamatoria [15]. Al parecer, la proteína de la cápside es la responsable de la

supresión de la activación del complemento, ya que ésta tiene la capacidad de

unirse a C1q y MBL, proteínas determinantes en el inicio de la activación del

complemento por la ruta clásica, y por la ruta de las lectinas, respectivamente

[16].

1.3 Organización genómica

El genoma de los astrovirus está formado por una cadena sencilla de RNA de

sentido positivo; es de aproximadamente 6.8 Kb y está organizado en tres ORFs.

Hacia el extremo 5´ existe una región no traducible que varía de 11 a 85

nucleótidos (nt) entre los diferentes AstV, posteriormente se ubican el ORF1a y el

ORF1b que codifican para las proteínas no estructurales (nsp, del inglés no

structural protein), las cuales parecen ser importantes en los procesos de

transcripción y replicación del RNA. Hacia el extremo 3’ del genoma se localiza el

ORF2, que codifica para la poliproteína estructural, le sigue una región no

traducible de 80 a 85 nt entre los diferentes AstV, y posteriormente una cola de

poli (A) (Fig. 2A).

Con base en el análisis de la secuencia de la proteína codificada por el ORF1a,

se ha encontrado que la proteína nsp1a, contiene de 5 a 6 motivos de hélices

transmembranales y un motivo de serin proteasa. Río abajo de la proteasa, se ha

identificado una señal de localización nuclear (SLN) en AstVH y AstV de pollo, sin

embargo su funcionalidad no se ha comprobado [17]. Esta supuesta señal de



localización nuclear es similar al extremo carboxilo terminal de la VPg (del inglés

Viral Protein genome linked) de calicivirus aunque no se ha estudiado su síntesis.

Como resultado de este análisis de secuencia, también se presume en nsp1a la

presencia de dos estructuras  coiled coil que podrían participar en la formación de

oligómeros [18].

El ORF1b codifica para una poliproteína que contiene motivos de RNA polimerasa

dependiente de RNA [18], mientras que el ORF2 codifica para la poliproteína

precursora de las proteínas estructurales, que conforman la cápside del virus (Fig.

2A).



1.4 Proteínas virales y su procesamiento.

1.4.1 Proteínas no estructurales.

El producto primario de la traducción del ORF1a es la poliproteína nsp1a. A partir

del ORF1a y del ORF1b se traduce la proteína nsp1ab a través de un mecanismo

de cambio de fase. Entre estos dos ORFs existe una región de sobrelapamiento

que está conservada en AstVH y de animales y presenta dos características

importantes: una secuencia heptamérica (AAAAAAC) y río abajo una estructura

de tallo y asa. Ambas características son necesarias para el cambio de fase

ribosomal durante la traducción del genoma de AstV, produciendo nsp1a y

nsp1ab a partir de este mismo RNA. La eficiencia del cambio de fase en la

traducción se describió del 5 al 7% en un sistema de traducción in vitro [19],

mientras que en un sistema de infección-transfeccción transitoria, esta eficiencia

varió del 25-28% [20].

El procesamiento proteolítico de las proteínas virales no estructurales depende

tanto de proteasas celulares como de la proteasa viral. En el caso del AstVH-8,

los productos finales del procesamiento son proteínas de 57, 27, 20, y 19 kDa. La

proteína de 57 kDa representa la polimerasa y la de 27 kDa es la proteasa (Fig.

2B) [21].

De acuerdo a los diferentes sitios de corte propuestos sobre nsp1a [21-23], Guix y

colaboradores dividieron teóricamente a la proteína en cuatro regiones a las que

les llamaron nsp1a1-4. La región nsp1a-4 parece tener un papel importante en la

replicación del RNA, ya que virus que presentan variabilidad en la secuencia en

nsp1a-4 muestran diferencias en la síntesis de RNA genómico y RNA

subgenómico [24], además, esta proteína colocaliza con el RNA viral, y se

encuentra cerca del Retículo Endoplásmico (RE) [25].

La proteasa de los AstVH pertenece a la familia de las serín proteasas y su sitio

catalítico está formado por la triada Ser551, His461, y Asp489. La estructura cristalina

de la proteasa de AstVH-1 revela que el monómero está formado por dos

dominios plegados en 2 barriles beta, unidos por un interdominio de 20

aminoácidos (aa). El dominio 1 comprende del residuo Ile432 al Thr494 y está

compuesto por seis cadenas beta (a-f) y dos hélices alfa cortas, una en el amino

terminal y otra entre las cadenas cI y dI. El dominio 2 comprende del residuo



Lys511 al Val587 y está formado por 7 cadenas beta (a-g) y una hélice alfa en el

carboxilo terminal (Fig. 3) [26]. El sitio de procesamiento de la proteasa viral no ha

podido identificarse con claridad. Se ha sugerido que corta entre los residuos

Gln567-Thr568 [27] y entre Val409-Ala410 y Glu654-Ile655 [22]. Sin embargo, al probar la

actividad de la proteasa recombinante sobre péptidos que contienen cada uno de

estos sitios, no se observaron productos de corte. Lo que si se ha determinado es

que la proteasa de AstVH tiene actividad hidrolítica sobre sustratos acoplados a

Glu y Asp [26].

1.4.2 Proteínas estructurales.

El ORF2 se traduce a un producto de 87-90 kDa que forma las proteínas de la

cápside. El análisis comparativo del alineamiento de las secuencia de la proteína

de las cápsides de diferentes cepas de AstVH reveló 3 regiones claramente

distinguibles: los primeros 415 aminoácidos del extremo amino terminal (con base

en la secuencia de AstVH-8) se encuentran muy conservados entre los diferentes

serotipos [28, 29]. Dentro de estos 415 aa existen dos regiones hipervariables,

pero a pesar de ello, el amino terminal de diferentes tipos de AstV presenta un

carácter básico, por lo que se ha propuesto que éste participa en el

reconocimiento y ensamble del RNA viral [30]. Después del aminoácido 415 y

hasta el 648 existe una región variable entre diferentes serotipos de distintas

especies [29]. La región comprendida entre los aminoácidos 649 al 702 (con base

en la secuencia de AstVH-8) es hipervariable, sin embargo presenta un carácter

ácido bien conservado entre AstV tanto de mamíferos como de aves [28]. De

acuerdo a predicciones estructurales, la región conservada del amino terminal

podría ser la base de la estructura de la cápside, mientras que la región

hipervariable del extremo carboxilo terminal (del aminoácido 415 en adelante)

podría formar las espículas del virus. Esta región del extremo carboxilo terminal

podría participar en el reconocimiento del receptor celular [31]. El extremo

carboxilo terminal (649-702 para AstVH-8) de diferentes serotipos de AstVH y de

diferentes especies presenta sitios clásicos de reconocimiento y corte por

caspasas, tales como EETD, DEND y DEVD [3] (Fig. 6, apartado 5.1).
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En la cepa Yuc-8 (AstVH-8) el producto primario de traducción del ORF2 se llama

VP90. Esta poliproteína sufre un procesamiento inicial mediado por proteasas

celulares (al parecer caspasas, proteasas que se activan en apoptosis, ver más

adelante) para rendir un producto de 70 kDa llamado VP70. Los viriones que

contienen VP70 son liberados al medio extracelular como partículas maduras [3].

En el medio extracelular, VP70 es procesada por tripsina por un mecanismo que

involucra varios cortes, generando los productos finales de 34, 27 y 25 kDa (Fig.

2C) [32]. En virus que pertenecen a los serotipos 1-7, los productos son de 32-34,

27-29 y 25-26 kDa respectivamente [33-36]. El procesamiento por tripsina es

necesario para hacer al virus completamente infeccioso; no se conoce el

mecanismo por el cual la infectividad se incrementa después del tratamiento con

tripsina, pero se sabe que se generan cambios estructurales drásticos en las

partículas virales, los cuales podrían facilitar la interacción con moléculas

celulares durante su entrada [33, 37].

Fig. 3. Estructura cristalina de la proteasa de AstVH-1. Se muestran los extremos carboxilo y
amino terminal y en el centro los residuos de aminoácidos que conforman el sitio activo.



1. 5 Ciclo Replicativo.

1.5.1 Entrada de astrovirus.

La entrada de astrovirus se ha estudiado en dos tipos celulares: Hek-293 (células

de riñón de embrión humano) y Caco-2 (células de carcinoma de colon humano).

El tratamiento de las celulas Hek-293 con agentes que afectan el funcionamiento

de lisosomas, (cloruro de amonio, dansilcadaverina, metilamina o monesina),

bloquean eventos tempranos de la infección, pero no bloquean la unión del virus a

la membrana celular. En esta misma línea celular, se han identificado partículas

virales dentro de vesículas cubiertas. Los resultados perimten sugerir que AstVH-

1 entra a estas células por endocitosis [38]. En las células Caco-2 la infectividad

de AstVH-8 disminuye con drogas que afectan el ensamblaje de clatrina

(clorpromazina), la polimerización de actina (Jasplakinólido y Citoclacina D), y la

acidificación de los endosomas (Bafilomicina). La infección también se reduce en

células en las que se bloquea la expresión de clatrina y en aquellas que expresan

dominantes negativas de Dinamina-2 y Eps15, proteínas involucradas en la

endocitosis mediada por clatrina. Resultados que sugieren que la entrada de

AstVH-8 a las células Caco-2, es por endocitosis mediada por clatrina y dinamina

(Mendez y colaboradores, manuscrito en preparación).

1.5.2 Replicación del genoma.

Se piensa que la estrategia de replicación del genoma de AstV podría ser similar

a la reportada para alfavirus. De acuerdo a este modelo, el RNA genómico

(RNAg) podría servir como templado para producir una copia de longitud completa

de RNA de sentido negativo o antigenómico (RNAag). Este RNAag podría servir

para sintetizar dos tipos de RNA, el RNAg y utilizando un promotor subgenómico

el RNA subgenómico (RNAsg) (Fig. 4). El RNAg recién sintetizado es el que se

ensambla en las nuevas partículas virales. mientras que el RNAsg codifica para la

proteina perecursora de la cápside [1].
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Fig. 4. Replicación del genoma de AstVH. El RNAg sirve como templado para la síntesis del
RNAag y del RNAsg, para lo que se requieren las proteínas no estructurales nsp1a y nsp1b, que
se traducen a partir del mismo RNAg. A partir del RNAsg se traduce el precursor de la proteína
estructural. En gris se representan las diferentes especies de RNA, y en negro a las proteínas.
Se indica el sentido y la polaridad de los RNAs.



1.5.3 Ensamble y liberación de partículas virales.

Partículas virales con VP90 se han encontrado tanto asociadas a membranas

(mVP90) como libres en el citosol (cVP90), mientras que partículas virales con

VP70 solo se han encontrado en el citosol (cVP70). Al parecer la asociación a

membranas protege a la VP90 de la digestión por tripsina, lo que sugiere que

también podría protegerla del corte por otras proteasas como las caspasas.
mVP90, pero no cVP90 colocaliza con el RNA viral y con las proteínas no

estructurales, por lo que se especula que mVP90 podría ser la especie de VP90

que inicialmente se ensambla en partículas. Tomando en cuenta estos hallazgos

se ha propuesto que las partículas virales se ensamblan con VP90 en asociación

con membranas, después se liberan y en el citosol se cortan por caspasas,

produciendo partículas con VP70 que son capaces de salir al medio extracelular

[2] a través de un mecanismo desconocido. En el medio extracelular, la partícula

viral con VP70, como ya se ha mencionado, debe ser procesada por tripsina para

hacer al virus completamente infeccioso [32] (Fig. 5)

Fig. 5. Modelo propuesto para la morfogénesis de Astrovirus. mVP90 se ensambla en partículas
virales en asociación con membranas, posteriormente las partículas se liberan de las
membranas (cVP90) y en el citosol, la VP90 de las partículas virales se procesa a VP70 por
caspasas. Las partículas virales con VP70 salen al medio extracelular, en el cual la VP70 debe
ser procesada por tripsina para hacer al virus completamente infeccioso, rindiendo los productos
VP34, VP27 y VP25. Modificado de [2, 3]
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2. Muerte Celular.

2.1 Tipos de muerte celular.
La muerte celular es un evento que participa en varios procesos fisiológicos. De

acuerdo a la morfología celular la muerte se ha clasificado principalmente en

apoptosis, necrosis y autofagia. Las características que definen a cada tipo de

muerte se muestran en la tabla 1 [39-43].

Tabla 1. Principales tipos de muerte celular y sus características.

Si bien estos tipos de muerte celular han sido estudiados ampliamente, los

alcances de este trabajo se limitan solo a la muerte celular apoptótica inducida por

AstvH-8.

2.2 Apoptosis.

El término apoptosis fue acuñado por Kerr y colaboradores en 1972 para describir

la muerte celular con características morfológicas bien definidas [44]. Este tipo de

muerte es importante en varios procesos celulares tales como recambio celular,

funcionamiento adecuado del sistema inmunológico, desarrollo embrionario,

muerte inducida por fármacos, y eliminación de células infectadas. La apoptosis

no adecuada puede derivar en enfermedades degenerativas, daño isquémico,

desórdenes autoinmunes y cáncer [45].

La apoptosis es un proceso coordinado y dependiente de energía que involucra la

Tipo de muerte
celular

Características morfológicas

Apoptosis Redondeamiento de las células.
Reducción de volumen celular y nuclear.
Fragmentación nuclear.
Condensación de cromatina.
Retracción de pseudópodos.
Modificación sutil de organelos.
Formación de burbujas (blebbling) de la membrana celular.
Separación de citoplasma en estructuras rodeadas de membrana celular
llamadas cuerpos apoptóticos.

Autofagia Ausencia de condensación de cromatina.
Presencia de numerosas vacuolas de doble membrana en el citoplasma.

Necrosis Hinchazón (swelling) del citoplasma.
Ruptura de la membrana citoplasmática.
Hinchazón (swelling) de organelos del citoplasma.
Condensación moderada de la cromatina.



activación de proteasas celulares llamadas caspasas (cistein aspartato

proteasas), que reconocen y cortan cadenas polipeptídicas en secuencias bien

definidas, tales como DXXD and XEXD. Estas proteasas interactúan y se activan

entre si a través de una cascada compleja, que inicia desde la recepción del

estímulo hasta la desmantelación de la célula y su muerte, tras la cual los restos

celulares son fagocitados por células vecinas o macrófagos [4].

Las caspasas se expresan en la mayoría de las células como zimógenos. Hasta

ahora se han descrito 14 miembros de esta familia, cuya característica es un

dominio de proteasa organizado en dos subunidades, una grande de

aproximadamente 20 kDa y una pequeña de alrededor de 10 kDa. Los

zimógenos, denominados procaspasas, contienen un prodominio de longitud

variable. El prodominio y las subunidades se unen por un entrelazador en donde

se encuentra el residuo de Asp donde ocurre el corte necesario para la activación

de las casps. En las pro-caspasas iniciadoras y las inflamatorias el prodominio es

de alrededor de 100 aa, mientras que en las pro-caspasas efectoras es de menos

de 30 aa o carecen de él. Las caspasas-8 y -10 poseen un prodominio con motivo

DED (del inglés Death Effector Domain); mientras que las caspasas-1, -2, -4, -5 y

-9 poseen dominio con motivo CARD (del inglés Caspase Recruitmet Domain)

(Fig. 6). Estos dominios median la interacción homofílica entre las pro-caspasas y

las proteínas que funcionan como adaptadores para activarlas. Las caspasas

iniciadoras se autoactivan ayudadas de otras proteínas que sirven como

plataformas para su oligomerización y autoprocesamiento [46]. Una vez activas

estas caspasas activan a las ejecutoras o efectoras, y éstas son las que procesan

a los sustratos celulares llevando a la célula a la muerte [47]. Se han reportado

alrededor de 300 blancos celulares de caspasas [48].

Prodominio Subunidad
Grande

Subunidad
Pequeña

Fig. 6. Organización de las caspasas



2.2.1 Rutas de activación de apoptosis.

Se han descrito principalmente dos grandes vías de inducción de apoptosis: la

ruta extrínseca (mediada por ligandos de muerte) y la ruta intrínseca (ocasionada

por daño en mitocondria). Una tercera vía de apoptosis se activa cuando las

células no se pueden recuperar del estrés de retículo endoplásmico (RE). Existe

una ruta adicional que involucra la citotoxicidad mediada por linfocitos T y la

participación de granzimas y perforinas. Todas las rutas convergen en una fase

de ejecución de muerte celular, efectuada por caspasas efectoras, que da como

resultado los cambios morfológicos y bioquímicos característicos ya descritos.

2.2.1.1 Ruta extrínseca.

La ruta extrínseca se dispara por la unión de los receptores de muerte a sus

ligandos también llamados de muerte. Estos receptores son proteínas que

pertenecen a la superfamilia del TNF, y se encuentran insertas en la membrana

celular. Se han descrito varios receptores entre ellos Fas (CD95 o Apo 1), cuyo

ligando es FasL (CD95L); TNFR-1 (p55, CD120a) y TNFR-2, cuyo ligando es

TNFa; DR3 (Apo3, WSL1, TRAMP, LARD), DR4 y DR5 (Apo , TRAIL-r2), cuyo

ligando es TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) [49].

Una vez que el ligando se une al receptor, se induce la trimerización y el

agrupamiento del receptor. A través de los DD (del inglés Death Domain)

presentes en los ligandos, se unen otras moléculas a las que se unen las pro-

caspasa-8 o -10, formando una estructura compleja llamada DISC (del inglés

Death Inducing Signal Complex) [50], la cual sirve como plataforma para que

estas procaspasa se oligomericen y se autoactiven. Posteriormente la pro-

caspasa-8 (o la -10) se libera del complejo DISC hacia el citoplasma, y activa a

las caspasas-3, -6, y -7 iniciando la fase de ejecución [51, 52].

En cierto tipo de células, la cascada apoptótica disparada por receptores de

muerte y la formación del complejo DISC son suficientes para activar caspasas e

inducir apoptosis, estas son llamadas células de tipo I. Por el contrario, las células

de tipo II amplifican la respuesta apoptótica inducida por receptores de muerte,

activando la ruta intrínseca con ayuda de BID (del inglés BH3 Interacting domain

Death agonist), un miembro de la familia de proteínas Bcl-2. BID es procesado por



caspasa-8, produciendo una forma truncada (tBID), la cual se trasloca a la

mitocondria y activa a Bax (BCL2-associated X protein) y Bak (BCL2-

antagonist/killer), promoviendo la activación de la ruta apoptótica instrínseca [53]

(Fig. 7).

 2.2.1.2 Ruta intrínseca.

La ruta intrínseca se dispara por daño mitocondrial en respuesta a estímulos

como agentes quimioterapeuticos, radiaciones UV o estrés oxidativo. Las

mitocondrias comprenden una matriz rodeada por una membrana interna (IMM,

Inner Mitochondrial Membrane), un espacio intermembranal y una membrana

externa (OMM, Outer Mitochondrial Membrane). En la membrana interna residen

entre otras, moléculas como ATP sintasa, la cadena transportadora de electrones

y el transportador del nucleótido adenina (ANT, Adenine Nucleotide Transporter).

En condiciones normales, estas moléculas contribuyen en la cadena respiratoria,

creando un gradiente electroquímico, que genera una diferencia de potencial

eléctrico (potencial de membrana). En la OMM se localiza el canal aniónico

dependiente de voltaje (VDAC, Voltage Dependent Anion Channel), entre otros.

En el espacio intermembranal se encuentran el citocromo C (Cit-C), algunas pro-

caspasas (como la -2 y la -9) la adenilato cinasa-2, Endo-G, Smac (Second

Mitochondrial Activator of Caspases, también conocida como DIABLO, (Direct IAP

Binding Protein with Low pI) y AIF (Apoptosis Inductor Factor) [5, 54]. El aumento

de la permeabilidad de la OMM (MOMP, del inglés Mitochondiral Outer Membrane

Permeabil ization) provoca la liberación de estas moléculas al espacio

citoplasmático [6], mientras que el aumento de la permeabilidad de la IMM resulta

en la pérdida del potencial de membrana.

Se han descrito dos mecanismos para explicar la MOMP. Primero, un poro se

abre en la membrana interna, permitiendo el acceso de agua y moléculas

superiores a 1.5 kDa. Este modelo llamado PTP (por permeability transition pore)

involucra la participación de ANT, VDAC y de la OMM. La apertura del poro PT

puede dispararse por múltiples estímulos y lleva a la pérdida del potencial de

membrana mitocondrial y a la hinchazón de la matriz de la mitocondria. Una vez

que el agua entra, la hinchazón es tal que la OMM se rompe y ocurre la MOMP.

El segundo mecanismo propuesto involucra la participación de miembros de la



familia Bcl-2 como Bak y Bax. Se cree que su activación es a través de un cambio

conformacional que lleva a su homo-oligomerización en poros lipoprotéicos que

se insertan en la OMM y de esa forma promueven el MOMP. La activación de Bax

y Bak es modulada por otros miembros de la familia Bcl-2, proteínas como Bcl-2

(B-cell CLL/lymphoma 2), Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) y MCL-1 (Myeloid

cell leukemia sequence 1) [5].

Una vez que ocurre la MOMP las proteínas del espacio intermembranal como el

Cit-C se libera hacia el hacia el citosol. El Cit-C se une a APAF-1 (Apoptotic

Peptidase Activating Factor-1), induciendo un cambio conformacional en éste, que

es estabilizado por dATP, este cambio lleva a APAF-1 a su oligomerización en

una estructura heptamérica llamada apoptosoma. El cambio conformacional

induce también la exposición de su dominio CARD, el cual recluta y dimeriza a la

caspasa-9 por medio del motivo CARD presente también en esta caspasa. La pro-

caspasa-9 entonces se autocataliza, dando lugar a la caspasa madura y activa.

Esta proteasa posteriormente activa a las caspasa efectoras -3 y-7 [55] (Fig. 7).

2.2.1.3 Apoptosis inducida por estrés de RE.

El RE es el organelo donde se lleva a cabo el plegamiento, modificación y

dirección de las proteínas recién sintetizadas, y es uno de los principales

depósitos de Ca+2 intracelular. Las chaperonas moleculares, que residen en el

lumen del RE, son las responsables del plegamiento adecuado de proteínas. Bajo

ciertas circunstancias, hay sobreproducción de proteínas, acumulación de

proteínas mal plegadas, o disminución de la concentración de Ca+2. Estas

situaciones generan estrés en el retículo endoplásmico, contra el que las células

montan una respuesta llamada UPR (del inglés Unfolded Protein Response). Esta

respuesta involucra la activación transcripcional de chaperonas como GRP78

(Glucose Regulated Protein of 78kD), GRP94 (Glucose Regulated protein of 94

kDa), calreticulina y otras moléculas como PDI (Protein Disulfide Isomerase).

Como parte de esta respuesta, la proteína PERK (PRKR-like endoplasmic

reticulum kinase) fosforila al factor de inicio de la traducción eIF2 alpha

(Eukaryotic translation initiation factor alpha), con lo cual se inhibe el inicio de la

traducción y la síntesis de proteínas.

La UPR ayuda a que las células puedan contender con las proteínas acumuladas



o mal plegadas, sin embargo cuando el estrés es mayor, las células no pueden

recuperarse y mueren por apoptosis [56, 57]. Se ha propuesto que en esta ruta de

apoptosis, la caspasa-12 es la iniciadora. Se han postulado tres mecanismos para

su activación. El primero propone que la salida de Ca+2 del RE hacia el citosol

activa a calpaína y ésta activa a la caspasa-12 al procesarla [58]. El segundo

mecanismo sugiere que la caspasa-12 se asocia con IRE-1 (Inositol-Requiring-1)

y TRAF-2 (TNF receptor-associated factor 2), formando una plataforma donde la

caspasa-12 se autoprocesa y se activa [59]. El tercer mecanismo propone que la

caspasa-7, en respuesta a ciertos estímulos, se trasloca al RE y podría activar

directamente a la caspasa-12 [60]. Una vez activa la caspasa-12 puede activar a

otras caspasas, entre ellas a la pro-caspasa-9 y a la pro-caspasa-7 [61, 62] (Fig.

7).

En humanos, el gen de la procaspasa-12 presenta un codón de paro prematuro y

mutaciones que impedirían a la proteína ser funcional [63]. Sin embargo se

considera que la procaspasa-4 que presenta una alta homología con la

procaspasa-12 y se activa por estrés de RE, es la contraparte humana de la

caspasa-12 murina [64]. Se ha descrito que la activación de la caspasa-4 como

respuesta a agentes que causan estrés de RE (como tapsigargina), depende de

Ca+2 y calpaína [65]. La sobreexpresión de caspasa-4 causa su autoactivación,

así como también la activación de caspasa-3 y de caspasa-9, sin que exista

liberación de Cit-C [66].

2.2.1.4 Apoptosis inducida por gránulos citotóxicos.

Los linfocitos T citotóxicos, (CTLs por el inglés cytotoxic linfocytes) son

mediadores de muerte celular a través de la ruta extrínseca y las interacciones

del Ligando y Receptor de Fas. Pero también tiene poder citotóxico en células

infectadas por virus o en células tumorales  a través de una ruta que involucra la

secreción de perforinas y granzimas. La perforina es una molécula formadora de

poros que facilita la liberación de gránulos hacia el citoplasma de las células

blanco. Los componentes más importantes de estos gránulos son las Granzimas

A y B. La Granzima B corta proteínas en residuos de aspartato y se ha reportado

que corta caspasa-10 y algunos sustratos celulares como PARP, lamina B e

ICAD. La Granzima B también corta a Bid, y con ello favorece la liberación de Cit-



C activando la ruta apoptótica intrínseca. Además esta Granzima activa

directamente a las caspasas-3 y 7.

Por su parte, la Granzima A activa apoptosis independientemente de la actividad

de caspasas. La Granzima A, una vez dentro de las células prmueve la

disminución del potencial de membrana mitocondiral y el incremento de especies

reactivas de oxígeno (ROS, por el inglés reactive oxygen species). Este

incremento provoca la traslocacion del complejo SET hacia el núcleo, lo cual

podría estar involucrado en la transcripción de genes asociados con respuestas

de estrés oxidativo. La Granzima A también procesa proteolíticamnete a los tres

miembros del complejo SET: la proteína de ensamble nucleosomal SET, HMG2

(por el inglés  high mobility group protein 2) y Ape 1 (base excision repair enzyme

apurinic/apyrimidinic endonuclease 1). SET normalmente se encuentra inhibiendo

la actividad de la DNAsa NM23-HI, la proteolisis de SET provoca la liberación de

la DNAsa resultando en la degradación del DNA. El complejo SET tiene también

importantes funciones en la protección de la cromatina y la estructura del DNA,

por lo tanto, la inactivación del complejo por la Granzima A podría contribuir a la

destrucción de la integridad del DNA y de la cromatina, favoreciendo la apoptosis.

.



Fig. 7. Rutas de activación de casps A. Ruta extrínseca. B. Ruta intrínseca. C. Activación por
Estrés de RE. Las flechas rectas indican activación, las flechas curvas indican salida, y las
flechas punteadas indican el nombre de la proteína. c, caspasa; pc, pro-caspasa. calp, calpaína.
Modificado de [4-6].
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3. Apoptosis inducida por AstvH.

En células Caco-2 infectadas con dos serotipos de AstVH se han observado

diversos marcadores de apoptosis. Con una cepa de AstVH-8 (Yuc-8), se observó

incremento en el número de células TUNEL positivas (Terminal deoxynucleotidyl

transferase (TdT) mediated dUTP Nick End Labelling, indicador de fragmentación

del DNA) y cambio del potencial de membrana mitocondrial; así como indicadores

de actividad de caspasas como desintegración de lamina A y procesamiento de

PARP [3]. En células infectadas con AstVH-4 también se observó incremento en

el número de células TUNEL positivas, además de condensación de cromatina;

también se detectó la forma activa de caspasa-8 [67]. Aunque estos marcadores

sugieren que las caspasas se activan durante la infección, no se ha evaluado

directamente la actividad de las mismas. Ni se conoce cual es la caspasa que

inicialmente dispara la respuesta apoptótica.

Guix y colaboradores en el 2004, sugirieron que nsp1a del astVH-4, es la

responsable de inducir apoptosis, ya que células que expresaron transitoriamente

nsp1a, mostraron condensación de cromatina y fragmentación de DNA. Con base

en el análisis de la estructura secundaria de la poliproteína nsp1a de varios

serotipos de AstVH, encontraron una estructura de seis alfa-hélices que presenta

cierta identidad (19%) y similitud (41%) con miembros de la superfamilia de DD

(Fig. 4), y que además es similar en estructura al DD de Fas [67]. Por lo anterior,

se propuso que este supuesto DD podría ser responsable de la inducción de

apoptosis (Fig. 2D). Sin embargo en AstVH-8 no se ha evaluado cuál es la

proteina responsable de inducir apoptosis.

Para AstVH-8, la actividad de caspasas parece estar involucrada en el

procesamiento de la proteina estructural VP90 para producir VP70, ya que VP70

se hace más abundante en presencia de TRAIL, un inductor de apoptosis y se

inhibe con Z-VAD, un inhibidor general de caspasas [3]. La actividad de estas

proteasas no afecta la replicación del AstVH-8, ya que los títulos virales en la

fracción celular no se modifican en presencia de Z-VAD; pero si disminuyen en la

fracción extracelular en el caso de AstVH-8 [3], y en presencia de un inhibidor de

caspasa-8 en el caso de AstVH-4 [67]. Si bien las caspasas parecen participar en

el corte de VP90 a VP70 y en la salida de virus, no se ha identificado a  la

caspasa responsable de estos eventos.



III. OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la activación de caspasas en células Caco-2 y Hek-293 infectadas con

AstVH-8 y el papel que juegan en el ciclo replicativo del virus.

Objetivos particulares

1. Identificar el producto viral que induce la activación de caspasas.

2. Estudiar la cinética de activación de caspasas específicas en células

infectadas.

3. Estudiar el procesamiento de VP90 y la salida de astrovirus en función de

la actividad de caspasas específicas.



IV. MATERIALES Y MÉTODOS

La mayoría de los materiales y métodos de este trabajo están descritos en el

artículo que conforma el apartado 5.1: Role of individual caspases induced by

astrovirus on the processing of its structural protein and its release from the cell

through a non-lytic mechanism.

A continuación se describen algunos materiales y métodos adicionales.

Células. Se utilizaron células HEK-293, que se cultivaron básicamente como se

describe en la sección material y métodos del apartado 5.1

Sueros y reactivos. Para la identificación de las proteínas virales no

estructurales se utilizó el suero anti-1-a3 [21]. Los anticuerpos contra GRP78

(Cat-sc13968) y lamina A/C (Cat-sc-7292) fueron de Santa Cruz Biotechnology. El

anticuerpo para identificar a p23 (Cat-612320) fue de BD y el anti -caspasa-12

(Cat-AAP-122) de Stressgen.

Transfección de plásmidos para la expresión de proteínas virales. Las

proteínas nsp1a, nsp1b y VP90 se clonaron en el vector Hygro (-) cuya expresión

está regulada por el promotor de CMV. Las células Caco-2 se transfectaron con

Transfast (Promega, Cat: E2431), en presencia de suero fetal bovino, de acuerdo

a las indicaciones del fabricante. Los tiempos óptimos para la expresión de cada

una de las proteínas fueron: nsp1a y nsp1b: 48 h, y VP90: 72 h.

Ensayos de inmunofluorescencia. Las células sembradas en laminillas,

transfectadas como se explicó antes, se lavaron 1 vez con Buffer salino de

Fosfatos (PBS) y se fijaron con p-Formaldehído al 2% durante 15 min a

temperatura ambiente (TA), se permeabilizaron con tritón al 0.5% durante 15

minutos a TA, se bloquearon 1 h a TA o toda la noche a 4oC en albúmina sérica

Bovina (BSA) al 1% en PBS-NH4Cl 50 mM, se incubaron con el anticuerpo

primario durante 1 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4oC, y después

con el anticuerpo secundario durante 1 h a TA. Entre cada paso se lavaron

abundantemente con PBS-NH4Cl 50 mM. Finalmente las laminillas se colocaron



sobre una gota de glicerol al 10% en PBS como medio de montaje y se sellaron.

Se analizaron en un microscopio de la marca Zeiss.

Obtención de RNA para análisis de microarreglos de DNA. Las células Caco-2

se cultivaron como se indica en el apartado 5.1. Se infectaron a moi de 10 y a las

2 hpi se extrajo RNA total utilizando Trizol (Invitrogen, Cat. 15596) de acuerdo a

las indicaciones del fabricante. El RNA se hizo hibridar en un microarreglo de

DNA de 35 574 genes humanos. La hibridación se efectuó en la Unidad de

Microarreglos de DNA del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM.



V. RESULTADOS

La mayor parte de los resultados de este trabajo se publicaron en el artículo

“Papel que juegan diversas caspasaasas activadas por astrovirus, en el

procesamiento de su proteína estructural y en su liberación de las células, a

través de un mecanismo no lítico” que se presenta a continuación

5.1 Role of individual caspases induced by astrovirus on the processing of

its structural protein and its release from the cell through a non-lytic
mechanism.
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Caspases (Casp) activity has been associated wirh the in rracellular proteolytic processing of the strucrural 
prorein ro yield the marure capsid formed by VP70 and with the cell release of human astrovirus (HAstV ). 
This work describes the role of individual Casp on these evenrs. n1e activity of initiator (-8. -9) and 
executioner (-3/ 7) Casp was clearly detecred at 12 h posr-infection. AII these proteases were able to cleave 
VP90 in an i/1 vio-o assay. bur rhis processing was blocked in cells transfecred wirh siRNA againsr Casp-3. -9. 
but nor against Casp-8. In contrasr. virus release. observed in the absence of cell Iysis. was more drast ically 
affected by either silencing Casp-3 or in the presence of the inhibitor Ac-DEVD-CHO. Cleavage of VP90 to 
yield VP70 was mapped at motifTYVDGS7' These data indicare that the processing ofVP90 and the release of 
HAstV from the cell are two Casp-relared. but apparently independent. events. 

Capsid prorcin processing 
Caspascs 

Introduction 

Human astroviruses (HAstV) are etiological agents of viral 
diarrhea in young children and immunocompromised patients 
(Gallimore et al. . 2005 ; Mendez and Arias. 2007). Eight genotypes/ 
serotypes of HAstV generaJly present among human population have 
been described (Koopmans et al.. 1998; Taylor et al.. 2001 ); however. 
recent reports revealed the presence of astroviruses (AstV), less 
related to the HAstV serotypes previously described, in children; their 
c1inical relevance is stiJl being investigated (Finkbeiner et al.. 2009 ). 
AstV have al so been identified in a variety of animal species, causing 
several diseases, besides gastroenteritis (Baxendale and Mebatsion, 
2004; Behling-Kelly et al., 2002 ). Viruses included into the Astro­
viridae fami ly are non-enveloped icosahedral virus of aro ll nd 40 nm 
in diameter, including spikes. and they can be observed as star-like 
structllres in stool samples (Mcndez and Arias, 2007). Their genome is 
formed by a single-stranded RNA moleclIle of plus polarity that 
contains three open-reading frames (ORF), named ORF1 a, ORF1 b, and 
ORF2. ORFl a and ORF1 b code for proteins that contain motifs of a 
serine-protease and the RNA-dependent RNA polymerase, respec­
tively Uiang et al., 1993). The non-structural proteins nsp1a and 
nsp1 ab are synthesized from rhese ORFs and are cleaved by at least 
one ceJlu lar protease and the viral protease (GcigenmuJler ct al.. 2002; 
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Mendez et al. , 2003). On rhe other hand, ORF2 codes for a prorein of 
87-90 kDa (named VP90 in HAstV-8 ) that represents the capsid 
precursor polypeptide (Mendez er al., 2002 ; Monroe er al. , 1993; 
WiJlcocks and Carter, 1993 ). VP90 contains at least three domains 
distinguishable by rheir sequence identity: a high ly conserved amino 
terminal domain (residues 1 to 415 ), a highly divergent intermediate 
domain (residues 416 to about 647 ). and the carboxy-end domain, 
which is also highly variable (648 to the end) (Jonassen et al., 2001; 
Mendez-Toss et al. , 2000; Wang et al. , 2001). In spite of their low 
identity, the last 130 residlles of the protein are highly conserved in 
the acidic character (Mendez et al., 2004). An intracelllllar proteolytic 
processing of particles conraining VP90 to yield particles formed by a 
70-kDa protein (VP70), wh ich has been related wirh rhe maturation of 
HAstV-8 virions. occurs in this region, and the aspartic acid residues 
seem necessary for that processing (Mendcz et al.. 2004). Viral 
particles contain ing VP70 are further on extraceJlu larly cleaved by 
trypsin ro generate paI'ricles with high infectivity, formed by rhree 
proreins of 34, 27, and 25 kDa (named VP34, VP27, and VP25, 
respective ly) (Mendez et al. , 2002 ). The mechanism by which 
infectivity is enhanced due to trypsi n treatment is stiJl unknown. 

Apoptosis is one type of programmed ceJl dearh, involved in many 
ceJlular processes (Doseff. 2004: Hildeman er al. , 2007 ). Parricularly, it 
has been considcred as a ceJl response to viruses infection in order ro 
block their replication (Barber. 2001 ); however, these parhogens have 
evolved mechan isms to avoid or modulate that response to 
successfully complete their replication cycle (McLean et al.. 2008 ). 
Caspases (Casp ) are cystein-proteases specific for aspartic acid 
residues that playa key role in this kind of ceJl death. These enzymes 
can be activated (by proteolysis ), by a variety of srimuli, including 
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ligands to death receptors and cytotoxic drugs (Bertrand et al., 1994; 
Schulze-Osthoff er al., 1998 ). At least rwo different groups of Casp 
involved in ceU cleath have been recognized, depending on how rhey 
are activared: in itiator (such as Casp-8, -9, and -4, among orhers) and 
executioner (such as Casp-3 and -7, among others ). Initiator Casp are 
usuaUy seIf-activated when ceUs sense the stimulus by forming 
protein complexes. whose composition and ceU local ization depend 
on the stimul i (MacFarlane, 2003 ; Riedl and Salvesen, 2007 ). Two 
classica l pathways involved in the activation of initiator Casp are 
recognized: (a) the extrinsic pathway that freq uently results in the 
activation of Casp-8 (or Casp-10 ) is usually initiated by an extracel­
lular signal rhar recognizes death receprors on rhe membrane. 
Ligands, such as tumor necrosis fac tor (TNF) or TNF-related apoptosis 
ligancl (TRAIL), are examples of extrinsic pathways activators. (b) The 
intrinsic pathway is frequenrly initiated by genotoxic stress caused by 
drugs such as staurosporine and results in the activation of Casp-9. 
This Casp forms complexes with mitochondrial factors for its self­
activation (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004; Wang et al., 2005). xA 
third route of Casp activation triggered by stress in rhe endoplasmic 
reticulum (ER) has been recogn ized (Rao et al.. 2001 ). In this case, 
Casp-4 in human (Hitomi er al., 2004a) and Casp-12 in mice cells 
(Hitomi et al., 2004b; Nakagawa et al., 2000) are the iniriator Casp, and 
agents such as thapsigargin 01' tun icamycin can activate them (Hu 
et al., 2004 ). After iniriator Casp are activated by self-cleavage. these 
proteases cleave and activare executioner proteases, such as Casp-3, -6, 
and -7 (Inoue et al., 2009 ). Executioner Casp are mostly responsible for 
the cleavage of cellular proteins with structural or enzymatic activities, 
taking the cell to dramatic alterations and death (Fischer et al., 2003; 
Taylor et al., 2008). 

Alterations associated with cell death by apoptosis, including 
cleavage of cellular strucrural proteins and of rhe pro-Casp-8 (pCasp-8 ) 
ar lare times post-infecrion, have been observed in HAstV-infecred 
eaco-2 ceUs (Guix et al., 2004a; Mendez er al. , 2004 ). Indirect 
observations have related Casp activity with the release of the virus 
from the cell (Guix et al., 2004a; Menclez et al., 2004) and wirh rhe 
processing of VP90 ro VP70 (Mendez er al., 2004). Both events are 
enhanced by TRAIL and blocked by the pan-Casp inhibitor Z-VAD-fmk 
(Mendez et al., 2004). Although Casp-8 was found cleaved 48 h post­
infection (hpi) upon HAstV-4 infection (Guix et al., 2004a ), no 
individual Casp has been associated with virus release and VP90 
cleavage, since at rhat time of infecrion these evenrs had already 
occurred (Menclez et al., 2004). eleavage ofVP90 seems to be necessary 
for virus release, but not for viral particles assembly, since infectious 
particles can be rescued from cells kept in presence of Z-VAD-fmk 
(Mendez et al.. 2007). Thus, the mechanism by which VP90 is cleaved 
by Casp and the specific Casp responsible for rhat cleavage are 
unknown. This work was carried out to understand better the 
relationsh ip between the ceU response ro HAstV infection rhat resul ts 
in individual Casp activation and the effect of ea eh ofthese proteases on 
VP90 cleavage and astrovirus release from the host cel l. 

Results 

/ntrace ll ll/ar proceo/yric processing o/ VP90 coincides wiCh che re /ease o/ 
astrovirus and che exeatrioner Casp acriviry 

The intracellular proreolytic processing of HAstV-8 VP90 to 
generate VP70, the protein that forms the mature particle, occurs at 
its carboxy terminus and has been previously related wi th the release 
of the virus from the cell (Mendez et al., 2004). To fine! out whether 
that correlarion indeed exists, a time-course analysis along infection 
was carried out. eells were infected and the infectious particles, as 
well as the viral proteins present in the supernatant and in the cell 
fraction, were analyzed. Quantification of viral particles yielded a 
typical one-srep growth curve, in which the amounr of infectious 
particles started to increase after 8 h, reaching the highest titer at 

12 hpi, which was mainrained up to 24 h (Fig. l A). This increase was 
in the intracellular as well as in the extracell ular particles, although. 
only about 10% of the total were found extracellular (Fig. l A). 
Regarding viral proteins, VP90 srarted to be detecred ar 8 hpi, and it 
was present up to 24 hpi. while its proteolytic product VP70 appeared 
in the cell fraction at 12 hpi (Fig. 1 B). VP70, but not VP90, was clearly 
observed in the extracellular fraction at 16 hpi (Fig. 1 e). 

The processing of VP90 to VP70 has been associated with the 
act ivity of cell ular Casp (Mendez et al., 2004), so that to confirm the 
activiry of executioner Casp, the cleavage of PARP, considered as 
classical substrate of rhese proteases (Germain et al., 1999; Tewari 
et al., 1995). was followecl in rhis experiment As observed in Fig. 10. 
the 85 kDa Casp-dependenr cleavage product of PARP appeared at 
12 hpi, in coincidenee with the cleavage of VP90. The same product 
was observecl in TRAIL-treared uninfecred cells, usecl as control for 
Casp activation (Srrarer et al., 2002 ). The Casp-dependenr cleavage of 
PARP requires a productive astrovirus infection since its inactivation 
wirh psoralen-UV, treatment thar reduces drastically its infectivity, 
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Fig. 1. Processing of the HAstV structural protein VP90 coincides in time with the 
proteolytic eleavage of PARI'. which depends on astrovirus replicarion. Caco-2 cells 
were infected with HAstV at moi of 10. and at different time points (from O to 24 hpi ), 
rhe extrace ll ular and ce ll-associated fractions were analyzed for infecrious viral 
partieles and protein content. (A) Partieles in the exrracellu lar (empry cireles) and in 
rhe cell-associated (fill ed cireles) fractions were quanrified after trypsin treatment. 
eell-associated (B and O) and extracellula r (C) protei ns were analyzed by Western blot. 
using anti-HAstV (8 and e ) and anti-r'ARP (O) as primary antibodies, as indicated. (E 
and F) eaco-2 cells were infected with trypsi nized virus untreated (UN) or rreated 
with psoralen-UV ( PUV) and the viral proteins (E) and PARP (F) were analyzed at 
20 hpi. Proteins from infected cclls with untreated vi rus maintained in the presence 
TRAIL (TR ) and Z-VAD.fmk (Z-VAO ) were also analyzed. to confi rm caspase-dependent 
eleavages. M. mock-infected cells: HAstV. astrovi ru s infected cells: ur. unt rcated: and 
TR. TRAIL-trcated cells. Rcsul ts shown are reprcsentative of thrcc indcpcndent 
cxpcrimcnts made in duplicates. 
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although not by affecting the virion structure (Croene and Shaw, 
1992) did not induce it, as observed in Fig. l E and F. 

Thus, executioner Casp indeed seem to be active upon astrovirus 
infection and their activity coincides in time with the cleavage of 
VP90; however, it was unknown whether initiator Casp were 
activated at earlier times of infection. 

General Casp activarion oeeurs upon HAscV in/eenon 

To determine the activation of specific Casp, as well as the time at 
which that occurs, infected cells were analyzed at different time 
points. Casp activity was followed by the cleavage of peptides 
preferentially recognized by every protease, coupled to aminoluci­
ferin and p-nitroaniline. Substrates inclllded DEVD-, LETD-, and LEHD­
aminoluciferin, preferential substrates for Casp-3 / 7 (Carcia-Calvo 
et al. , 1999), Casp-8 (Thornberry et al., 2000 ) and Casp-9 (Thornberry 
et al. , 1997 ) and LEVD-p-nitroaniline, preferential substrate for Casp-4 
(Talanian et al., 1997 ), respectively. Cell treatment with TRAIL, 
staurosporine, and tunicamycin, used as controls (Hitomi et al., 
2004a; Stepczynska et al., 2001 ; Suliman et al. , 2001 ), showed that 
activation of Casp-3 / 7, -8, -9, and -4, respectively, could be detected 
by this assay (Fig. 2, panels A to D). Thus, under control conditions, 
Casp's activity was clearly detected at 6 h and it was maintained high 
up to 24 h post-treatment. Regarding peptide LEVD-p-NA, substrate 
for Casp-4, there was a small but significant cleaving increase at 12 h 
of tunicamycin treatment, indicating activation of this Casp. On the 
other hand, cleavage of these substrates by HAstV-infected cell 
extracts was clearly observed at 12 hpi, indicating that Casp-3/ 7, -8, -
9, and -4 had been activated at that time. Casp activity was maintained 
up to 24 hpi (Fig. 2A to C), except for the transient activity responsible 
for cleaving peptide LEVD (Fig. 2D). 

Cleavage of Casp substrates can be promiscuous since more than 
one activated Casp could cleave the same motif (McStay et al., 2008 ); 
therefore, disappearance of the pro-form of every Casp (pCasp) was 
later studied to confirm their activation. Pro-forms of Casp-3, -7, -8, 
and -9 were reduced in cells infected with HAstV, as well as arter 
TRAIL treatments, indicating that more than a single Casp seemed to 
be activated upon HAstV infection (Fig. 2E). On the other hand , 

cleavage of pCasp-4 was undetected in HAstV-innfected cells or even 
upon tunicamaycin, tapsigargin (not shown ), and staurosporine 
treatment, which induced all the rest pCasp cleavages, except Casp-9 
(Fig. 2E). Bid was also observed proteolytically processed during 
infection (Fig. 2E) (see discussion below). These resu lts did not 
suggest which Casp could be involved in the processing of VP90, 
especially because all of them were active at the same time, when 
VP90 starts to be processed. 

Several Casp are involved in che proeessing o/ VP90 ro yield VP70 

To investigate whether the processing ofVP90 was due to a specific 
Casp, experiments to individually knock-down initiator (Casp-4, -8, 
and -9 ) and executioner (Casp-3) Casp were carried out. The efficiency 
and specificity of silencing were evaluated by determining the absence 
of the corresponding pCasp. In every case, analysis included compar­
ison with cells that were transfected with an irrelevant siRNA, 
targeting Luciferase (siRNA-Luc). As shown in Fig. 3, the silencing of 
a given Casp was efficient and specific in the absence of any apoptotic 
stimulus, since only the silenced pCasp was redllced to 2- 4%. The only 
exception was a threefold increase of pCasp-8, and a reduction of Casp-3 
after silencing of Casp-4 ; however, this did not correlate with 
modifications ofCasp-3 activity (Fig. 4E); therefore, these observations 
were unclear. 

To confirm that pCasp rMuction was not due ro a cleavage because 
their activation, but due to their silencing in HAstV-infected cells, the 
activated-forms (Casp ' , Fig. 4A and B), or the reduction in the activity 
(Casp-4 in Fig. 4C and Casp-3 in Fig 4D), were also evaluated. Silencing 
of initiator Casp-8 and -9 was efficient in these cells since both pCasp 
and Casp ' were drastically reduced after transfection with the 
corresponding siRNA (Figs. 3 and 4 ). Although a small amount of 
these pCasp was still observed in mock-treated cells arter transfection 
with those siRNA, these were not present after infection, indicating that 
HAstV induced their cleavage, and therefore, a residual protease activity 
existed in the knocked-down cells. A small reduction of pCasp-8 and 
pCasp-9 was also observed after infection of cells transfected with 
the control siRNA-Luc, confirming that astrovirus infection indeed 
induces their activation . The same was observed after treatment 
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Fig. 2. Casp activity in cclls infected with HAstV. Caca-2 cells were infected with HAstV (HAstV) at moi of 10. mock-i nfected (M). or treated with either TRAIL (TR). Staurosporine 
(Stau ) or Tunicamycin (Tm). At the indicated time points (hpi), cclls were harvested to determine the acrivity ofindividual Casp (shown in panels A to D). as we ll as the respective 
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with the pro-apoptotic agents TRAIL and staurosporine, respectively, 
although with this at a minor extent (Fig. 4A and B). pCasp-4 was 
also efficiently reduced after transfection with the specific siRNA 
(s iRNA-C4) (Fig. SC). Although reduction ofthis pro-enzyme was not 
obvious after infection or tunicamycin trearmenr in siRNA-Luc­
transfected cells, the c1eavage of pepride LEVD-p-nirroaniline 
increased slighrly, indicaring that acrivation of Casp-4 occurred in 
both conditions. C1eavage of LEVD-p-nitroaniline was reduced to 
basallevel afrer transfection with siRNA-C4, indicating that silencing 
wirh rhis siRNA was efficient and rhar rhis protease was acrivared in 
HAstV-infecred cells (Fig. 4C). As shown aboye, the execurioner 
pCasp-3 was drastically reduced in control cells rransfecred with rhe 
homologue siRNA-C3, compared wirh cells rransfected wirh siRNA-Luc, 
and ir was no longer derecred in TRA1L-rreared and HAsrV-infecred 
cells, afrer silencing (Fig. 4D); irs acrivity was also reduced by silencing 
(Fig. 4E, see below). 

Although Casp silencing was specific based on individual pCasp 
c1eavages (Fig. 3), given that Casp activation occurs in a cascade 
manner (Kang er al., 1999), it was sri ll possible thar blocking 
expression of a single Casp could affect indirecrly the activation of 
downstream executioner Casp in HAstV-infected cells. To c1ear this, 
Casp-3/7 acrivity was evaluared in cells transfecred wirh every single 
siRNA-C4, siRNA-C8, or siRNA-C9 and then infecred wirh HAstV or 
treated with rhe pro-apoptotic agents, as controls. As observed in 
Fig. 4E, the activity of Casp-3/7 was reduced in HAstV- infected ceUs 
thar were previously transfected with individual siRNA rargering 
Casp-8 or -9, compared with rhose transfected wirh the irrelevant 
siRNA. This observarion suggested thar rhese initiaror Casp could 
modulate the activity of execurioner Casp in cells infected with 
astrovirus. Cells transfected wirh siRNA-C8 and treated with TRAIL 
showed a lower activiry of Casp-3 / 7, as expected (Fig. 4E). Surpris­
ingly, knocking-down Casp-9 did nor affect the activity of the 
executioner Casp3/ 7 in staurosporine-treated ceUs. On the other 
hand, blocking Casp-4 expression had no effecr on Casp-3 activity in 
HAstV-infected or runicamycin-treated cells ( Fig. 4E) . As expected, 
rransfection of siRNA-C3 dropped Casp-3 activity, even in mock­
treated cells, confirming a basal Casp-3 activity in Caco-2 cells (Fig. 4E). 
These data indicared rhat initiator Casp-8 and -9, but nor Casp-4, cou ld 

somehow modulare rhe activity of rhe executioner Casp-3 in HAsrV­
infected cells, through a stil l undetermined pathway. 

Given rhat several Casp were activated and that the carboxy-end of 
VP90 that is cleaved includes motifs that could be recognized by more 
than one ofthese proteases (Mendez et al., 2004), ir was unclear which 
one ofthem could be actually responsible for that processing. Thus, for a 
better understanding of the role of these enzymes on VP90 processing, 
this was evaluated in cells that were knocked-down for every single 
Casp. As shown in Fig. 5, the proteolytic processing ofVP90 to VP70 was 
reduced (between 48% and62%) in cells knocked-down for Casp-3, -4, or 
-9, but nor in cells knocked-down for Casp-8 (Fig. sA). Unexpectedly, 
Casp-3 / Casp-9 co-silencing block VP90 processing at rhe same level rhan 
individual silencing (Fig sA), suggesting thar additional Casp parrici­
pated in that cleavage. Reduction in rhe processing did nor directly 
cOlTelate with the level at which proteases expression was blocked 
(more than 95%, Fig. 3). This finding could be due to the small fracrion of 
protease synthesized and activated upon silencing was enough to cleave 
VP90 or due to an indirecr effect, in which such small amount of active 
enzyme was able to cleave and activate the Casp actually responsible. 
A1ternatively, more than one Casp could be directly involved in the 
processing of the structural protein. To distinguish among these 
possibilities, VP90 was in vitro translated and treatecl with purified 
active proteases, independently ( Fig. sB). Every Casp used in this 
experiment was active since they were able ro cleave rhei r respective 
substrares coupled ro aminoluciferine and p-NA (nor shown) and ro 
cleave in vitro translared Casp-3 dominanr negative mutant (DN-C3); as 
expecred, Casp-3 c1eaved DN-C3 at a minar extent (Fig. SE). Treatment 
of VP90 with purified Casp-3, -8, and -9 yielded a prorein of 70 kDa 
(Fig. sB) similar in size to VP70 produced in HAstV-infected cells 
(Fig. SC); Casp-4 yielded a small amount of the same VP70 product. The 
70-kDa prorein was not observed when digestion was carried our in the 
presence of Z-VAD.fmk, indicaring that cleavages were Casp-dependent 
(Fig. sD). These resulrs indicare that Casp-3, -9, and -8, whose silencing 
did not block rhe processing in ceUs (Fig. sA), can recognize VP90 as 
subsrrare ro c1eave it, likely ar the same sire, ro yield VP70. Thus, 
alrhough VP90 can be substrate of Casp, only some of rhem could 
recognize it and contribute for its cleavage during infection. 

To elucidate the cleavage site on VP90 rhat yield VP70, rruncated 
VP90 mutants rhar end ar DEVD686, EETD672, EPET6S4, and 1Y6sskvr 
(Fig. 6) were produced and compared with rhe product obrained by 
digestion ofVP90 with Casp-3. These sires were selected to produce the 
truncated mutanrs because motifs DEVD686, EETD672, and 1YVD6S7 were 
predicted as cleaved to yield producrs of around 70 kDa. As shown in 
Fig 6B, proteins VP-DEVD686 and VP- EETD672 were larger than the 
product observed after digestion of VP90 with Casp-3. On the other 
hand, given rhat motifs porentially recognized by Casp are not present 
upstream 1YVD6S7 and that proteins VP-EPET654 and VP- 1Y6sskvr 
migrared similarly ro VP70, rhe motif1YVD6s7 was the mosr likely to be 
c1eaved to yield VP70. 

Execurioner Casp activiry may be invo/ved in rhe re/ease o[ asrrovirtls 
rhrotlgh a non-/yric mec/wnism 

Previous observations suggesred that the release of astrovirus was 
independent of cell death, alrhough directly relared with the processing 
of VP90 (Mendez et al., 2004). Since in this work a general Casp 
activation was observed, ir was sti ll possible that cell death would be 
involved in that step of the replication cycle. To discriminate this 
possibility, rhe integrity of infected cells membrane was determined by 
LDH leakage and by trypan blue staining. Release ofLDH was unaffected 
during HAstV infection, compared to mock-infecred cells, even when 
infection was at high moi and maintained up to 48 hpi (Fig. 7A). This 
was also observed in cells transfecred with every siRNA (Fig. 7B), 
indicaring rhat this procedure did not affect cell membrane. No 
differences were found among cells when rheir viability was quantified 
by trypan blue staining, where less than 1 % of cells infected at high moi 
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was stained (not shown). These data confirmed that cell membrane 
disruption is not necessary for rhe virus to be released; however. it was 
unclear whether it was dependent on VP90 proteolytic processing. as 
previously suggested (Mendez et a l.. 2004). To elucidate any relation­
ship between these two events of the replication cycle. virus release was 
evalllated in cells where VP90 processing was blocked due to Casp 
silencing (Fig. 7A). As observed in Fig. 7C. reduction in virtls release was 
more pronounced after Casp-3 silencing. to less than 60%; knocking­
down Casp-4 and Casp-9 had a slight effect. if any; while Casp-8 silencing 
had no efTect. Contrary to previous suggestions (Mendez et al. . 2004). 
these data showed no correlation between virus release and VP90 
processing. bur rhey did w ith Casp-3 activity. Thereafter. virus re lease 

was determined by incllbating infected cells with Casp inhibitors. 
including Ac-OEVD-CHO. a porent inhibitor for executioner Casp-3!7. 
and Ac-LEHO-CHO and Ac-IETO-CHO. which have been considered 
inhibitors for Casp-9 and Casp-8. respectively (Fig. 70 ). In the presence 
of Ac-OEVO-CHO. the release of rhe virus was blocked at similar levels 
rhan those obselved after infection in rhe presence of rhe pan-Casp 
inhibiror Z-VAO.fmk. while inhibirors for the initiator Casp had no effect. 
On the contrary. TRAIL treatment increased rhe exit ofthe virus from the 
cell. as previollsly reported (Mendez er al.. 2004). Thlls. execurioner 
Casp seems to be the most involved in the release of the virus from the 
cell through a mechanism that does not involve celllysis. but other Casp 
could participate in VP90 processing. 
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Discussion 

Features indicative of apoptosis have been observed in Caco-2 cells 
infected with two HAstV strains of different serotypes (Guix et al.. 
2004a; Mendez et al., 2004). In the case of HAstV-8, Casp activity 
correIated with the processing of the 0RF2 primary product, VP90, at 
its carboxy terminus to generate the protein VP70 that forms the 
mature extracellu lar virion. Th is processing was blocked by the pan­
Casp inhibi tor Z-VAD.fmk (Mendez et al., 2004). Such activity was also 
associated with the presence of viral particles in the extracellular 
fract ion of infected cells (Mendez et al., 2004), although not with the 
yield of virus progeny beca use the pan-Casp inhibitor does not block 
particles formation (Mendez et al., 2004, 2007 ). To explore the role of 
individual Casp on VP90 processing and virus release, activation of 
specific Casp, as well as these two events. was determined in cells that 
were knocked-down by siRNA molecules. Casp-8, but not Casp-9, was 
suggested as the main initiater Casp activated upon astrovirus 
infection in previous reports (Guix et al., 2004a ); however, in this 
work, cleavage of initiater and executioner pCasp, as well as their 
activity, was detected and continued up to 24 hpi. This observation 
impeded to suggest the pathway by which Casp were in itially 
activated during HAstV infection. As mentioned aboye, experiments 
with HAstV-4 suggested that Casp-8 activa te the extrinsic pathway 
(Guix et al. , 2004a ). Cleavage of Bid observed in this work (Fig. 3) 
agrees with this assumption; however, results shown here would 
indicate that more than one pathway (and stimuli?) wOllld be 
probably involved in triggering Casp activation, since initiator and 
executioner Casp activation coincided in time. In addition, executioner 

Casp-3 / 7 activity was reduced. although not to basal levels, after 
silencing both initiator Cas p-8 and Casp-9, independently. In 
principIe, the cleavage of Bid observed in HAstV-infected cells 
(Fig. 3) wou ld suggest Casp-8 as the initiator; however. in Casp-8-
silenced infected cells, although Casp-3 activity was reduced, Casp­
dependent cleavages still occurred, such as VP90 (Fig. 5A) and Bid 
cleavages (not shown ), indicating the activation of Casp in a Casp-8-
independent manner in HastV-infected cells although it cannot be 
discarded that other proteases could mediate Bid cleavage in these 
conditions, as re ported (Vin, 2006 ). On the other hand, the Casp­
dependent cleavage of VP90 was sti ll observed upon Casp-3 / Casp-9 
co-silencing, indicating that a Casp activity was present and could be 
triggered in the absence of either Casp-8 or Casp-9, and therefore. 
suggesting that more than one pathways may be involved in the 
activation of Casp activity during infection. Casp activation seems to be 
triggered in a post-virus binding/ entry step and probably reqllires 
virus translation and/ or replication, since particles inactivated by 
psoralen-UV, which seems not te affect the structure of the virus and, 
therefore, the early steps of infection, as reported for rotavirus 
(Groene and Shaw, 1992 ), were not able to induce such activation. 
Whether nsp1 a, as suggested previously (Guix et al., 2004a ), or 
additional factors, triggers Casp activation remains te be determined. 
Limited studies on the cell response te HAstV infection exist, which 
could give a clue on the mechanism involved in Casp activation. 
Recently. extracell ular signal-regulated kinases (ERK-1 and ERK-2 ) 
were found active at early stages of astrovirus infection (Moser and 
Schultz-Cherry, 2008 ). Given that these molecules may participa te in 
triggering apoptosis by phosphorylating pro-apoptotic factors in so me 
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cells (Mebratu and Tesfaigzi. 2009), they could participate in the 
activation of Casp during HAstV infection; however, th is hyporhesis 
requires further investigation. 

The processing of VP90 to yield VP70 is blocked by the pan-Casp 
inhibitor Z-VAD.fmk and promoted by TRAIL (Mendez rt al., 2004), 
suggesting a ro le of Casp on rhis cleavage in HAstV-infected ce lis. In this 
work, it was confirmed that indeed Casp-3 and -9, but not Casp-8, were 
involved in VP90 processing, since this was partially blocked by 
individually knocking-down those proteases. However, these proteases 
in its active form, including Casp-8, were able to cleave the protein in an 
in vitro assay, indicating their potential to recognize VP90 as substrate in 
infected cells. Casp-4, on the other hand, seems to contribute to VP90 
processing in infected cells, since this was slightly reduced upon 
silencing; however, its role on this event remains unclear since it barely 
cleaved in viera translated VP90. Hence, the processing ofVP90 observed 
in infected cells could be carried out in a complex manner, in which 
more than one Casp, either directly or indirectly, could participate. An 
indirect effect was appreciated in the case of knocking-down Casp-9, 
which affected negatively the activity of Casp-3: however, VP90 
processing was unaffected by Casp-8 si lencing rhat also reduces Casp-3 
activity. Thus, more than one fador seems to be involved in this event, 
since silencing of individual Casp, independently, or even Casp-3 /9 co­
silencing, both of which participare in thar cleavage (Fig. 5), did not 
block complerely the processing of VP90, but it was mostly blocked in 
the presence of the pan-Casp inhibiror Z-VAD.fmk. Additional fadors, 
such as rhe cellular localizarion of VP90 and of the proreases and 
inreraction of these proreins with cell factors, could contribute to that 
processing, as it has been described for other Casp substrates (Ramuz 
et al., 2003). Regarding cell localization, VP90 has been found in ar least 
two differenr cell compartments, in one ofwhich, when associated with 
membranes, was protected from proteases digesrion. especially at its 
carboxy-terminus (Mendez et al., 2007), where the Casp recognition 
motifs are located (Mendez et al., 2004, 2007). Dllring infection, VP90 is 
cleaved at different sites in the carboxy-end region to yield in ter-

mediates of 75-82 kDa and the more abundant product of cleavage in 
the cell, VP70 (Mendez et al., 2004). In vitro, the Casp-dependent 
proteolysis ofVP90 seems to occur similarly, independently of the Casp 
tested, since the plltative carboxy-terminal product of 20 kDa was not 
observed (data not shown). The structural protein contains an Asp-rich 
region containing Casp recognition motifs that are highly conserved 
among all astroviruses (Mendez et al., 2004). In the particular case of 
HAstV-8 VP90, severa l motiFs (underlined in Fig. 6) including VEND¡04' 
DEVD686, EEm672, and TYVD657 were predicted to be cleaved (analysis 
made by GraBCas software) (Backes et al.. 2005). To determine which 
one of them could be the cleavage site ro yield VP70, truncated mutant 
proteins were produced and analyzed. Although EEm and DEVD are the 
most conserved among aH astroviruses, motifTYVD657, was mapped in 
HAstV-8, since proteins that end at residues 654 and 655 gave the size 
rhan that ofVP70. Thus, VEND704, EETD672. and DEVD686 may be cleaved 
to yield the intermediates of 75-82 kDa obselved upon infection 
(Mendez rt al., 2004). It remains to be determined the role that those 
cleavages have on astrovirus biology. 

As with VP90 processing, the release of HAstV from the cell is 
affected similarly with Z-VAD.fmk and TRAIL (Mendez et al., 2004). 
Accordingly, in this work, virus exits from the cell coincided with 
general Casp activity at 12 hpi. However, in contrast to that observed for 
VP90 processing, virus release was differentially affected after si lencing 
individual Casp, being most affected after transfection with siRNA 
against Casp-3. The role of Casp-3 on virus release was confirmed by 
infecting Caco-2 in the presence of peptide inhibitors Ac.DEVD-CHO, 
Ac-LEHD-CHO, and Ac-IETD-CHO. AC.DEVD-CHO, specific for execu­
tioner Casp3 / 7, was the only one able to block the release ofastrovirus, 
at similar extent as the pan-Casp inhibitor Z-VAD.fmk did, suggesting 
that executioner Casp-3 (and probably Casp-7) is necessary for that 
event of the replication cycle. In contrast, silencing of Casp-9 induces a 
slight reduction ofvirus release (approximately 1 0%), probably throllgh 
an indirect effect on Casp-3 as it has been observed in this work and 
reported elsewhere (Slee et al., 1999: Yukioka et al., 2008), despite that 
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it blocked VP90 processing at the same extent as Casp-3 silencing. As 
mentioned above, the role of Casp-4 on VP90 processing and virus 
release was unclear since the effect after its silencing, and its activation 
during infection, although consistent, was weak. Thus, the processing of 
VP90 and the release of the virus seem to be two Casp-related but 
independent events, so that viral particles containing VP70, once VP90-
containing particles have been processed by Casp-3, -9, or any other 
unidentified Casp, would be able to exit the cell, but on ly in the presence 
of Casp-3 activity ( 01' other executioner Casp, like Casp-7). Executioner 
Casp are mainly responsible for the biochemical and morphological 
changes in apoptosis leading to cell death (Slee et al., 2001 ); therefore, 
the release of the virus could be due to an increase ofthis death. ln facr. 
cellular proteins such as lamin A and PARP and defects in the 
mitochondrial integrity have been observed upon astrovirus infection 
(Mendez et al., 2004). However. based on this work and that of others 
(Moser et al., 2007 ), HAstV infection does not enhance disruption of cell 
membrane, as judged by LDH release, up to 36-48 hpi, even in cells 
infected at high moi. A low percentage of infected cells showed to be 
TUNEL-positive cells at 24 hpi (Guix et al.. 2004a; Mendez et a l.. 2004), 
time at which VP90 processing and virus release had occurred, 
indicating that at this time. most of the ce lis were viable. Thus, cell 
viability seems not to be drastically affected in HAstV-infected cells and 
therefore does not seem to be necessary for virus release. Previous 
reports ind icate that astrovirus release was blocked when HAstV­
infected cells were treated with Z-VADJmk after being treated with 
TRAIL, conditions in which VP70 was the structural protein more 

abundant (Mendez et al., 2004), and that frequently increases death. 
either by necrosis or autophagy. in many celllines (Vandenabeele et al.. 
2006). Thus. HAstV release seems to require both Casp activity and 
VP90 cleavage, but not celllysis. 

How can astrovirus be released in the absence of celllysis but w ith 
act ive executioner Casp? Cell Iysis due to secondary necrosis is 
observed at late stages of apoptosis, especially when apoptotic cells 
are not phagocytosed (Silva et al., 2008 ). At early times, the apoptotic 
cell is not Iysed but its membrane blebs to generate apoptotic bodies. 
which are usually phagocytosed by other cells. Secondary necrosis 
does not seem necessary either for astrovirus release since cell Iysis 
was not detected at up to 48 hpi and virus release started at 12 hpi. On 
the other hand, apoptotic bodies have been suggested as vehicles for 
chicken anemia virus release (Teodoro and Branton, 1997 ) beca use 
virus particles have been found in these structures. Attempts to detect 
these structures in Caco-2 cells infected with HAstV have failed so far 
(data not shown); therefore, it remains to be determined whether this 
kind of cell structure is important for virus re lease. 

It is important to mention that Casp activation does not always 
result in cell death and secondary necrosis. The extent at what these 
enzymes are activated (Kuranaga and Miura, 2007 ) and the cell 
proteins that interact with them, such as alpha-fetoprotein (AFr) (U 
et al., 2009 ), can modulate cell death progression. In this work, every 
Casp tes ted was not completely processed to yield the activated form 
in infected ce lis, and therefore. their activity did not increase 
dramatically, even with TRAIL and staurosporine treatments. 
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independently, suggesting that levels of Casp activation and conse­
quently cell death were low in these cells. Previous reports have 
associated executioner Casp activity with intracellular transport of 
viral proteins. For example, Casp-3 activity is necessary for the 
intracellular transport of influenza virus protein NP (Wurzer et al., 
2003); in addition, a DEVDase Casp activity, encoded by Spodoprera 
lrugiperda ascovirus, participa tes in the release of this virus, favoring 
rhe formarion of vesicles rhat conrain viral parricles, which are 
necessary for virus dispersion (Bideshi et al., 2005). On the other 
hand, Casp-3 activation has correlated with the cleavage of proreins 
that are necessary for transport among c1ifferent organelles, such as 
gianrin and syntaxin-5 (Lowe et al., 2004), and proteins involved in 
endocytosis (Austin et al., 2006). Although the specific role of 
executioner Casp on astrovirus release remains ro be determined, it 
is possible that rhe execurioner Casp could participate in, 01' interfere 
with, the intracel!ular traffic of viral particles that contain VP70, but 
not VP90, in their way ro the cell exterior. 

Until recently, it was considered thar non-enveloped viruses, such 
as astrovinlses, were released from the cell due ro cel! membrane 
destabilizarion. This has been demonstrated with virus such as 
Coxsackie (van I<uppeveld et al., 1997) ; however, observations with 
poliovirus suggest that naked viruses could exit the cell through a non­
Iytic mechanism, probably involving autophagic vesicles (Jackson et al., 
2005). In rhe case of HAsrV, it is unknown whether autophagy is 
induced during infection, although double membrane vesicles, a 
hallmark of this process (Deretic and Levine, 2009), containing 
astrovirus particles have been observed in infected cel!s (Guix er al., 
2004b). Further experiments are necessary to determine whether 
autophagy is induced during HAstV infection and whether it plays a role 
on virus release. 

Data of this work suggest that the release of the virus is carried out 
through a non-Iytic mechanism that depends, at least, 011 two re lated 
events: the processing of VP90 at the motif TYVD657 to generate 
particles formed by VP70 and the activity of executioner Casp. 

Materials and methods 

Virus and ce lis 

Cel!s from a human colon adenocarcinoma (Caco-2) obtained from 
the American Type Culture Col!ection (ATCC) were used in this work. 
Cells were cultivated for 3-4 days in Du lbecco modified essential 
medium (DMEM) (Sigma CaL D7777), supplemented with non­
essential amino acids (Gibco CaL 11140) and 10% fetal bovine serum 
(FBS) (Cansera) at 37 oC and 10% CO2. Cells were non-differentiated 
under these conclitions. Viral stocks of HAstV (strain Yuc8, passages 
28-31 ) were prepared as previously described (Mendez et al., 2002 ), 
using 0.5 as the multiplicity ofinfection (moi), and activating the virus 
w ith trypsin (200 I1g/ ml, Gibco Cat. 27250-18) for 1 h at 37 oc, and 
adding soybean trypsin inhibitor (200 Ilg/ ml ) just before inoculation 
ro the cells. When virus infectivity wou ld be determined later, the 
excess of trypsin inhibitor was removed by washing twice the cel! 
monolayer w ith MEM. Virus infectivity was quantified by immuno­
peroxidase staining, using anti-HAstV as primary antibodies, as 
previously described (Mendez et al., 2004). In experiments described 
below, virus infection was carried out on a confluent cel! monolayer at 
moi of 10 with trypsin-activated virus, and harvested 20h post­
infection (hpi ), unless otherwise is indicated. Inactivatecl virus was 
obtained by psoralen and UV treatment (20 Ilg/ ml and 15 min with 
UV360 l1m light) after trypsin treatment, as previously described 
(Groene and Shaw, 1992). In general. virus titer diminished 4.5 logs 
and protein products after trypsin treatment were the same as those 
obtained from the native virus under these conditions; therefore, it 
was considered that the structure of the inactivated virus was 
unaffected by psoralen treatmenL In every experiment, mock-

infected cells were treated similarly, including the addition of trypsin 
and trypsin inhibitor to the inoculum. 

Sera and reagenrs 

Rabbit polyclonal serum to HAstV (Yuc8 strain ) has been previously 
described (Mendez et al., 2004; Mendez-Toss et al., 2000). Antibod ies to 
Casp-8 (Cat. sc-6136), Casp-9 (Cat. sc-17784), Casp-4 (Cat. sc-56056), 
and anti -BID (Cat. sc-11423 ) were from Santa Cruz Biotechnology; 
antibodies to Casp-3 (Cat. 610322 ), Casp-7 (CaL 556541 ), and to the 
cleaved form of Casp-8 (CaL 556466) were from BD Biosciences 
Pharmingen, and antibodies ro the cleaved form of Casp-9 were from 
Calbiochem (Cat AP1026). Anti-Poly-ADP-ribose polymerase (PARP) 
(Cat. 9546) ancl anti-alpha-tubulin (Cat. 18-0092) were purchased to 
Cel! Signal!ing and Zymed, respectively. TRAIL (Cat. SE-721 ), used at 
4l1g/ ml in this work; Z-Val-Ala-Asp-f1uoromethylketone (Z-VAD-fmk, 
Cat. P-416) used at 50 11M, Ac-LEHD-CHO (Cat. P-446 ) and Ac-IETD-CHO 
(Cat. P-430) used both at lOOI1M, ancl Ac-DEVD-CHO (Cat. P-414) used 
at 211M, were pllrchased from BIOMOL Stallrosporine (Cat. S4400) that 
was used at 211M and psoralen (Cat. P8399) were obtained from Sigma, 
while Tunicamycin was from Boehringer Mannheim (Cat. 724556) and 
usecl1 00 Ilg/ ml. The active proteases Casp-3 (Cat. 235417), Casp-8 (Cat. 
218769 ). Casp-9 (Cat. 218807), and Casp-4 (Cat. 218720) were 
purchased from Calbiochem. 

Quantification 01 Casp activiry 

Activity of Casp-3 / 7, Casp-8, and Casp-9 was determined by 
measuring the cleavage of their preferential substrates DEVD, LETD 
and LEHD cOllpled to aminoluciferin, respectively, using Caspase-Glo 
reagents (Promega). Based on the manufacturer recommendations, 
mock- or infected-cells were Iysed with the corresponding reagent 
(either Caspase-Glo-3!7, -8, and -9), and the luminescence was 
measured after 30 min in the Monolight 2010 apparatlls (Analytical 
Luminescence Laboratory ). On the other hand. Casp-4 activity was 
determined by colorimetry, lIsing its preferential sllbstrate LEVD-p­
nitroaniline (LEVD-pNA), according to the manufacturer instructions 
(Biovision Cat. 111 0-200). Approximately 106 cells were recovered 
and Iysed with buffer (50 mM HEPES pH 7.4, 0.1 %, Chaps, 1 mM DTT, 
0.1 mM EDTA, and 0.1% Triton x-lOO), incubating 10 min on ice; 
centrifuged for 1 min at 10,OOOxg, and the supernatant was 2-fold 
diluted with 2x Casp Reaction (CR) buffer (50 mM HEPES pH 7.4, 
100 mM sodium chloride, 0.1 % Chaps, 10 mM DTT, 1 mM EDTA. 10% 
glycerol ) (Stennicke and Salvesen, 1997). Every reaction was carried 
out with equivalent protein concentration by adding 5 111 of substrate 
LEVD-pNA and incubating 2 h at 37 oc. Optica l density was measured 
at 405 nm. For these experiments, cells were treated with TRAIL, 
stallrosporine 01' tunicamycin, as controls. 

In vitro rranslation 01 VP90 and cleavage by acrive Casp 

The plasmid that expresses HAstV-8 VP90 has been previously 
described (Mendez et al., 2007). This constructwas lIsed to obtain VP90 
truncated mutants that end at motifs DEVD686, EETD672, EPET654 , and 
TY 6SS kvr, named VP-DEVD686, VP-EETD672, VP-EPET6S4, and VP­
TY6sskvr, respectively. Protein VP-TY6sskvr includes 3 amino acid 
residues (KVR) at the carboxy-end, which are not present in the 
structural astrovirus protein. Plasmid expressing the dominant nega­
tive mutant of Casp-3 (DN-Casp-3 ) was kindly provided by D. E. 
Bredesen (Buck Institllte for Research in Aging, CA ). Expression of these 
proteins was controlled by the phage T7 RNA polymerase promoter. 
Linearized plasmids were mixed with a Master Mix of TNT-T7 
(Promega) and 10 I1Ci of Express-1 3sSI-Met labeling mix (New England 
Nuclear) and incubated 1 h at 30 oc. One fraction of this reactian 
mixture was added independently to 3111 of active forms of Casp-3, 
Casp-4, Casp-8, or Casp-9 and dilllted up to 25111 with CR buffer. After 
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Table 1 
Featu res of siRNA molecules. 

Gene Sequence Nucleoríde 

Casp-8 GAUACUGUC UGAUCAUCM TdT 796-814 
Casp-9 GCUUCGUUUCUGCGMCUAdTdT 351-369 
Casp-3 CACAGCACCUGGUUAUUAUdTdl' 690-708 

Casp-4 GGACUAUAGUGUAGAUGUA 580-599 
GAGACUAUGUAMGAMGA 4 18-437 
GAGGGM UCUGCGGMCUG 713-732 
UAGAGGMGUAUUUCGGM 1089- 1108 

Luciferase GUGCGUUGCUAGUACCMCdTdr 85 1.871 

incubation at 37 oC for 5 h. Laemmli sample loading buffer was added 
and the protein products were separated by SDS-PAGE and analyzed by 
autoradiography. 

Immunoblor 

Cell monolayer was washed twice with MEM at the indicated time 
post-infection and harvested in Laemmli Sample loading buffer, 
supplemented with Complete proteases inhibitor cocktail (Roche. Cat. 
11697). Proteins were electrophoresed in SDS-Polyacrylamide gels 
and transferred to nitroce llulose membranes (Millipore Cat. 
HATF00010 ), which were blocked with 5% non-fat dried milk in 
Tris-buffered saline solution plus 0.1 % Tween-20 (TBS-T). Primary and 
secondary antibodies were diluted in the same buffer and incubated 
either 1 h at room temperature (when anti-HAstV. anti-tubulin. and 
anti-PARP are used) 0 1' overnight at 4 oC (with anti-Casp and anti-Bid). 
Membranes were washed, and the proteins were visualized by 
chemiluminescence (Luminol reagent. Perkin Elmer Cat. NELl04). 

TransJecrion oJ Caco-2 ce/ls with siRNA 

For every siRNA, the optimal concentration that resulted in the 
lowest target protein express ion and highest transfection efficiency 
(in every experimento higher than 95%) was determined experimen­
tally (Table 1). Caco-2 cells were transfected using the Nucleofector 
device and solution T. based on the manufacturer recommendations 
(Amaxa Cat. VCA-l002 ). Cells were infected, 01' treated as indicated in 
the corresponding section. after 3 days of transfection. 

Lactate dehydrogenase leakage assays 

It was carried out with the il1 vitra Toxicology Assay kit (Sigma Cat. 
TOX-7). Brieny. media from the cell culture was removed and stored 
at 4 oc, while the cell monolayer was Iysed with the buffer included in 
the kit (previously diluted 1: 10 with MEM ). incubating at 37 oC for 
45 mino After Iysis of the cell fraction . the supernatant initially 
recovered and one-tenth of the cell fraction were independently 
mixed with the assay mixture and kept 30 min at room temperature. 
LDH activity was determined based on the optical density and 
expressed as percentage of the total activity. 

Sraristics 

Statis tical analysis for every experiment was determined by a two­
tailed T-test with confidence interval of 99%, using the GraphPad 
Prism 4.0 Software (GraphPad Software. Inc. ). 
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5.2. Resultados adicionales de actividad de caspasas en células Caco-2.

5.2.1 Identificación de la proteína viral responsable de la inducción de
apoptosis.

Para determinar qué proteína de AstVH-8 induce apoptosis, se transfectaron

plásmidos que contienen genes que codifican para cada una de las poliproteínas

virales nsp1a, nsp1b y VP90 en células Caco-2 y se procesaron para ensayos de

inmunofluorescencia como se indica en la sección material y métodos. Se

contaron las células que expresaron las proteínas virales y que fueron positivas a

dos marcadores de apoptosis: condensación de la cromatina y desintegración de

lamina A/C. Los marcadores indican que la célula esta en la fase terminal de

apoptosis y la actividad de caspasas sobre sustratos celulares, respectivamente.

Los resultados de la Fig. 8 muestran que la poliproteína que mayoritariamente

promueve estos eventos es nsp1a.

Fig. 8. Marcadores de apoptosis en células que expresan las poliproteínas virales. Cada una de
las proteínas se expresaron transitoriamente en células Caco-2, y se prepararon para ensayos
de inmunofluorescencia como se describe en material y métodos. La gráfica expresa el
porcentaje de células que mostraron cromatina condensada (A) y lamina A/C degradada (B) del
total de células que expresaron las proteínas que se indican arriba de cada barra.
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5.2.2 La infección induce actividad de caspasas-2 y -6.

Como se describe en el apartado 5.1, la interferencia de las caspasas-3, -9 y en

menor efecto de la caspasa-4 inhiben parcialmente el procesamiento de VP90,

pero la total inhibición del procesamiento se obtiene cuando un inhibidor general

de caspasas está presente en la infección (Mendez et al., 2004), lo que sugiere

que en la infección podrían activarse otras caspasas. Para determinar si otras

caspasas se activan, se evaluó la actividad de la caspasa iniciadora -2 [68] y de la

efectora -6 [69] utilizando los reactivos acoplados a sustratos luminiscentes

adecuados. Como control positivo, las células se trataron con TRAIL [70]. En la

Fig. 9 se muestra que la caspasa-6 parece activarse desde las 6 hpi y la caspasa-

2 al rededor de las 12 hpi.

Fig. 9. Actividad de casp-2 y -6 en la infección con HAstV-8. Las células Caco-2 se infectaron a
moi de 10 o se trataron con TRAIL (4 ug/ml) y a las 6,12 y 24 hpi o tratamiento, se cosecharon
para determinar la actividad de casp-2 (A) y casp-6 (B). Se muestran los resultados de 3
experimentos independientes realizados por duplicado y las diferencias significativas *P<0.01,
**P<0.001, ***P<0.0001.
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5.2.3 Actividad de caspasas en la infección en presencia de apoptogénicos.

Se ha observado que células infectadas en presencia de TRAIL muestran un

mayor procesamiento de sustratos de caspasas que las que sólo son infectadas o

sólo tratadas con el ligando [3]. Para averiguar si esta respuesta era especifica de

TRAIL, o también ocurría con otros apoptogénicos, se evaluó la actividad de

caspasas en presencia de agentes que indujeran apoptosis por la ruta intrínseca

(estaurosporina) y por estrés de RE (tapsigargina). Las células se infectaron a moi

de 10 y a las 14 hpi se añadieron los apoptogénicos. Tras 20 hpi (6 h de

tratamiento) las células se cosecharon para analizarlas por western blot (wb).

En células tratadas solo con TRAIL o sólo con estaurosporina, se observó la

disminución de todas las procaspasas evaluadas (en menor grado la caspasa-12),

la forma procesada de PARP (Fig. 10A) y en el caso de TRAIL la actividad de

caspasa-3/7 (Fig. 10B); En contraste, en células tratadas con tapsigargina, se

encontró una ligera reducción de las pro-caspasas. Este tratamiento promovió el

incremento de GRP78, una chaperona cuya expresión se eleva en apoptosis

inducida por estrés de RE [71].

En las células infectadas se observa la disminución de todas las procaspasas y la

forma procesada de PARP (Fig. 10A). De manera general, en las células

infectadas en presencia de los apoptogénicos las procaspasas resultaron menos

abundantes y el corte de PARP fue más evidente, sin embargo el efecto fue

mayor en la infección en presencia de TRAIL; además en esta condición, la

actividad de caspasa-3/7 también fue mayor que en células sólo infectadas o sólo

tratadas con TRAIL (Fig. 10B). Así mismo, se detectaron las formas activas de

caspasa-3 y la forma procesada de p23, una chaperona que regula la actividad de

HSP70 y que es procesada en condiciones de estrés de RE [72] (Fig. 10A). Los

resultados sugieren que la infección podría potenciar la respuesta de actividad de

caspasas al tratamiento con TRAIL.

Por otra parte, células infectadas en presencia de tapsigargina no muestran la

sobreexpresión de GRP78 que se aprecia en células sólo tratadas con

tapsigargina (Fig. 10A) o con tunicamicina (no mostrado). Ya que la

sobreexpresión de GRP78 es un indicador de estrés de RE, el resultado podría

ser un indicio de que el virus modula el estrés de RE.
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Fig. 10. A. Procesamiento de pro-caspasas (pc) y de sustratos de caspasas en la infección con
HAstV-8 en presencia de apoptogénicos. Las células Caco-2 se infectaron a moi de 10 y a las 14
hpi se añadieron los apoptogénicos. A las 20 hpi las células se cosecharon para identificar por
wb las proteínas que se indican a la izquierda. Los números en la parte inferior representan la
abundancia relativa de la proteína, considerando la tubulina como control de carga. Se muestran
imágenes representativas de tres experimentos TR, TRAIL; Stau, estaurosporina; Tg,
tapsigargina;Z, Z-VAD; En B Las células se infectaron o trataron como en (A) y a los tiempos
indicados se evaluó la actividad de casp 3/7. Se muestran los resultados de 3 experimentos
independientes realizados por duplicado y las diferencias significativas **P<0.001.
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5.3 Actividad de caspasas en células Hek-293.

5. 3. 1 Caracterización de la infección en células Hek-293.

La actividad de caspasas también se evaluó en células Hek-293. Se eligieron

estas células porque en ellas los astrovirus establecen una infección productiva

[73] y porque esta línea celular es altamente transfectable; Lo último, nos

permitiría hacer estudios genéticos utilizando dominantes negativas de caspasas

o sobre expresar las proteasas activas, para confirmar el papel de cada caspasa

en la infección. Como primer paso, se caracterizó la infección con AstVH-8 en

estas células, analizando los tiempos de producción de virus infecciosos así como

de síntesis de proteínas virales.

Se utilizaron 100 veces más partículas físicas para infectar las Hek-293 que para

Caco-2, a pesar de esto, la máxima moi alcanzada fue de 0.1, la cual se usó en

todos los experimentos subsecuentes. El rendimiento viral en la fracción celular

alcanzó valores de 107 alrededor de las 12 hpi y se mantuvo así hasta las 24 (Fig.

11A) mientras que en Caco-2 se alcanzaron títulos de casi 109 (Fig.1A, apartado

5.1). En el sobrenadante los títulos virales se mantuvieron entre 105 -106 durante

las 24 h de infección (Fig. 11A) mientras que en Caco-2 se obtuvieron valores

cercanos al orden de 109 (Fig. 1A, apartado 5.1). Los títulos a lo largo de la

infección fueron menores al titulo del inóculo (tiempo cero, sobrenadante) y se

mantuvieron constantes, lo cual sugiere que los virus que se encuentran en esta

fracción, podrían no ser de nueva síntesis. Este punto se discutirá más adelante.

Para conocer los tiempos de producción de las proteínas virales, se cosecharon

fracciones celulares y sobrenadantes y se analizaron por wb (Fig. 11B y C). En la

fracción celular, VP90 se observa alrededor de las 12-16 hpi. A diferencia de lo

que ocurre en Caco-2, en Hek-293 VP90 no se procesa a VP70 (Fig. 11B). Las

partículas virales de los sobrenadantes tampoco están formadas por VP70 como

era de esperarse, sino más bien, por VP25, uno de los productos finales del corte

con tripsina, procesamiento necesario para hacer al virus completamente

infeccioso [32] (Fig. 12C). La naturaleza de esta proteína se confirma por la

similitud en migración que tiene con la VP25 del inóculo (sobrenadante, tiempo

cero). Además esta proteína aparece en tiempos muy tempranos de infección

(desde las 2 h), cuando aun no hay proteínas de nueva síntesis en la fracción

celular (Fig. 11A). Estas evidencias confirman la observación de que las partículas



virales encontradas en el sobrenadante, no son de nueva síntesis; podrían ser

virus que inicialmente se adhieren a sus receptores celulares pero que no

consiguen penetrar a la célula y tiempo después se eluyen, quedándose en el

sobrenadante.

5.3.2 Actividad de caspasas en células Hek-293.

El corte de VP90 en Caco-2 es efectuado por caspasa-3, -4 y -9 (Fig. 5A,

apartado 5.1). Como en las células Hek-293 este corte no ocurre, evaluamos si

las caspasas se activan en respuesta a la infección; para ello, las células se

infectaron a moi de 0.1 y se cosecharon a las 24 hpi para evaluar la actividad de

caspasa. Como control de actividad de caspasas, las células se trataron con

estaurosporina. Los resultados de la figura 12 muestran que la infección activa

caspasas-2, -6 y -8 pero no caspasa-3/7 (Fig. 12A). Considerando que la actividad

de caspasa-3 pudiera ser importante para procesar a VP90 como se observo en

Caco-2, la presencia de VP70 fue evaluada en células en las que se indujo

actividad de caspasas, tratando con estaurosporina. En la Fig. 12A se observa

que la actividad de esta caspasa se incrementa significativamente en células

infectadas y tratadas con estaurosporina, y se aprecia la forma cortada de PARP,

sin embargo aun en estas condiciones VP90 no se procesa a VP70 (Fig. 12B).

En conjunto los resultados revelan que en esta línea celular se activan algunas

caspasas, que VP90 no se procesa y que no hay salida de virus al medio

extracelular.

Dado que en estas células, el comportamiento de la infección es diferente que en

Caco-2, no nos fueron útiles para confirmar los resultados obtenidos en células

Caco-2.



De estos resultados también se puede observar que la cantidad de VP90 que se

produce en presencia de estaurosporina es menor que en el control sin

tratamiento. Para analizar si esta reducción ocurría con todas las proteínas

virales, se analizaron las proteínas no estructurales. En la Fig. 11B se observa

que p27, la proteasa viral, también disminuye, sugiriendo que el tratamiento con

estaurosporina disminuye la síntesis de todas las proteínas virales. Cabe

mencionar que la estaurosporina también disminuye la expresión de todas las

proteínas virales en células Caco-2 (datos no mostrados).

Por otra parte se sabe que en células Caco-2 tratadas con TRAIL, se favorece

tanto el procesamiento de VP90 a VP70, como la salida de partículas virales

infecciosas [3]. Ya que no se detectó VP70 en la fracción celular en una infección

normal, ni induciendo la actividad de caspasa-3/7 con estaurosporina, se pensó

que no habría promoción de salida de virus. Para comprobarlo, se valoraron los

rendimientos de sobrenadantes y fracciones celulares de infecciones en presencia

y ausencia de estaurosporina. Los resultados presentados en la Fig. 12C

muestran las relaciones del título viral del sobrenadante con respecto a la fracción

celular. Como puede verse no hay incremento significativo de partículas virales en

células infectadas en presencia de estaurosporina con respecto al control.

Fig. 11. Infección con HAstV-8 en Hek-293. Las células se infectaron con moi 0.1 y se
cosecharon a los tiempos indicados para analizar la producción de partículas virales infecciosas
(A) en el sobrenadante (círculos blancos) y en la fracción celular (círculos negros). La producción
de proteínas se analizó por wb utilizando anti-Yuc8 como anticuerpo primario, en (B) se
muestran las proteínas de la fracción celular y en (C) del sobrenadante.
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Fig. 12. Actividad de caspasas inducida por AstVH-8 en células Hek-293. Las células se
infectaron a moi de 0.1 y se cosecharon a las 24 hpi. El tratamiento con estaurosporina (Stau) se
usó como control positivo de actividad de casps. En (A) actividades de las casp que se indican.
Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes realizados por duplicado, y las
diferencias estadísticamente significativas *P<0.01, **P<0.001, ***P<0.0001. En (B) las proteínas
se analizaron por wb, utilizando anti-Yuc8, anti-1a3, anti tubulina o anti-PARP como anticuerpos
primarios para identificar las proteínas que se indican a la izquierda. En (C) Paralelamente se
recuperaron células y sobrenadantes y se titularon para determinar el rendimiento viral Se
expresa el rendimiento del sobrenadante con respecto a las células, sin tratamiento (nt) o
tratadas con Stau, en unidades relativas (UR). Se muestran resultados representativos.
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VI. DISCUSIÓN DE RESULTADOS

La respuesta apoptótica inducida por AstVH-8 en células Caco-2 se ha reportado

previamente [3] pero, sin que se conociera de este serotipo, el estímulo viral

responsable de inducir apoptosis. Para dar respuesta a esta interrogante, cada

una de las proteínas de AstVH-8 se expresó transitoriamente en células Caco-2.

Las células que expresaron nsp1a, presentaron más frecuentemente los signos

apoptóticos evaluados (condensación de cromatina y lamina A/C desintegrada),

que las células que expresaron nsp1b o VP90. Estos resultados están en

concordancia con los reportados por Guix y colaboradores, quienes al expresar

las proteínas del AstVH-4 identificaron a nsp1a como la proteína inductora de

apoptosis. Los autores propusieron como elemento inductor de apoptosis un

supuesto DD que identificaron en el extremo carboxilo terminal de nsp1a, dentro

la proteína hipotética p38 que resulta del procesamiento propuesto por la proteasa

viral [27] (Fig. 2D). Sin embargo, la funcionalidad de esta región es materia de

discusión, debido a que dentro de su secuencia se ubica un sitio de

procesamiento propuesto por otros autores [22].

En nsp1a de los AstVH, también reside la proteasa. Serín proteasas de otros virus

de cadena sencilla de RNA y de polaridad positiva, se han identificado como

inductoras de apoptosis, tal es el caso de la proteasa NS3 del Virus Dengue de

tipo 2. Aunque el mecanismo de inducción de apoptosis no se concoce, se ha

sugerido que la proteasa NS3 podría antagonizar la función de las lAPs (Inhibitory

Apoptosis Proteins), como lo hacen serin proteasas celulares [74]. Por otra parte

se sabe que las caspasas-3, -6, -7, -8, y -9 se activan al procesarse por Granzima

B. Esta enzima corta preferentemente sobre Asp y Glu [75]; la proteasa de AstVH

también hidroliza sobre residuos de Asp y Glu [26],  por lo que es posible que la

proteasa viral active directamente a las caspasas. Es claro que se requieren más

estudios al respecto para elucidar el mecanismo de la proteasa viral como

inductora de apoptosis.

Acerca de la ruta de activación de apoptosis, nuestros resultados muestran que

las caspasas iniciadoras -8 y -9 se activan simultáneamente alrededor de las 12

hpi (Fig. 2B y C del apartado 5.1). Cuando se silencia cada una de estas

caspasas iniciadoras, la actividad de las efectoras-3/7 disminuye

significativamente (Fig. 4E, apartado 5.1), lo que sugiere que ambas iniciadoras



son necesarias para activar a las efectoras.

El procesamiento de BID (Fig. 2E, apartado 5.1), sugiere que la respuesta

apoptótica podría ser iniciada por caspasa-8, y que posteriormente se activara la

caspasa-9. Sin embargo, el silenciamiento de la caspasa-8 no impide el

procesamiento de BID (datos no mostrados), así que la activación de caspasa-9

podría no ser consecuencia de la actividad de caspasa-8. Todos estos datos

sugieren que más de una caspasa iniciadora podría activarse en la respuesta

apoptótica inducida por AstvH-8.

La actividad de caspasa-6 se detectó al rededor de las 3 hpi, más tempranamente

que de las otras caspasas (Fig. 9B). La activación de las caspasas efectoras

antes de las iniciadoras, no es el orden clásico de activación, sin embargo se ha

reportado que las caspasas-3/7 son necesarias para disparar la ruta apoptótica

instrínseca [76] Así, las caspasas efectoras podrían activarse antes de la

iniciadoras en la infeccion con HAstV-8 posiblemente activadas por la proteasa

viral, como ya se discutió anteriormente. Si la caspasa-6 es la primera en

activarse en respuesta a la infección, habría que comprobarlo utilizando otras

herramientas.

Por otra parte parece ser que la infección potencia la respuesta de actividad de

caspasas inducida por TRAIL (Fig. 10). Se ha reportado que la infección con virus

sincicial respiratorio, hepatitis B, y adenovirus sensibiliza a las células a la muerte

por TRAIL, generalmente promoviendo mayor actividad de caspasas [77-81]. En

todos estos casos se ha encontrado que esta respuesta incrementada, se debe a

que se promueve la sobreexpresión de receptores de TRAIL, por lo que la

infección con Ast VH-8 podría también inducir la sobreexpresión de estos

receptores.

En otro punto, la actividad de caspasas inducida por HAstV-8 se ha descrito

necesaria para el procesamiento de la proteína estructural VP90. El inhibidor

general de caspasas Z-VAD, bloquea tanto el corte como la salida de virus, por lo

que se ha propuesto que el corte es necesario para que el virus se libere de la

célula [3]. En este trabajo se encontró que la reducción en la expresión de las

caspasas-3, -4 ó -9, resulta en la disminución del corte de VP90, el corte se

reduce aproximadamente al 50% (Fig. 5A apartado 5.1), sugiriendo que el corte

podría ser ejecutado por más de una caspasa. Las evidencias que fortalecen este

argumento son: 1) El cosilenciamiento de caspasa-3 y -9 no bloquea el corte de



VP90 (Fig. 5A apartado 5.1). 2) VP90 es sustrato de la caspasa-8 in vitro (Fig. 5B

apartado 5.1). 3) La total inhibición del corte de VP90 ocurre solo en presencia de

Z-VAD [3]. Las caspasas-2 y -6 que se activan en la infección (Fig. 9) podrían

también participar en el procesamiento de VP90, ya que de acuerdo al análisis de

la secuencia de la proteína viral con el programa GrabCas [82], ambas podrían

procesar a VP90 en los sitios DNHD771, EETD672, DEND683, DEVD686; y la

caspasa-6 además en VEND704 y TYVD657. Así, éstas podrían participar en el

procesamiento intermediario o en el corte final de VP90.

Aunque el silenciamiento de caspasa-8 no tuvo efecto en el procesamiento de

VP90, la proteína traducida in vitro si fue sustrato de esta caspasa. La razón por

la que VP90 en cultivo celular no se identificó como sustrato de esta caspasa no

se conoce exactamente, pero la eficiencia de procesamiento in vitro podría ser

mayor que in vivo como se ha reportado en otros casos [83, 84]. Por otra parte, la

presencia de caspasa en los mismos sitios celulares donde se localiza la proteína

sustrato, puede definir que el procesamiento ocurra [85]; aunque para la mayoría

de las caspasas se ha descrito una localización citoplasmática [86], la caspasa-8

se ha identificado también en mitocondria [87] y en RE [88]. En el caso de las

partículas virales que contienen VP90, se han encontrado asociadas a membrana

y libres en el citosol [2]. Así, la VP90 podría ubicarse en un sitio diferente al de la

caspasa-8, haciéndola poco accesible para su procesamiento. En el

procesamiento de VP90 a VP70 ocurren varios cortes en el extremo carboxilo

terminal produciéndose intermediarios de 82, 78 y 75 kDa [3]. Un procesamiento

similar debe ocurrir por las caspasas in vitro, ya que no se detectó ningún

producto de 20 kDa con ninguna de las caspasas probadas (datos no mostrados).

Como se mencionó, la salida de virus se bloquea con el inhibidor Z-VAD, y este

evento se había relacionado con el corte de VP90 [3]. En este trabajo se encontró

que mientras que el silenciamiento de las caspasas-3, -4 y -9 redujo el grado de

procesamiento casi al 50% (Fig. 5A apartado 5.1), la salida de virus se inhibió al

50, 70 y 80% respectivamente (Fig. 7C apartado 5.1). Lo anterior sugiere que el

corte de VP90 y la salida de virus parecen ser eventos independientes; pero

relacionados con la actividad de caspasas. La salida de virus fue más afectada en

el silenciamiento de caspasa-3, y en presencia del inhibidor de caspasa-3/7 (Fig.

7C y D apartado 5.1), lo que sugiere que la actividad de caspasas efectoras

podría estar jugando un papel importante en este evento. Las caspasas efectoras



son las principales responsables de los cambios morfológicos y bioquímicos que

llevan a la célula a la muerte [89] por lo que se podría pensar que la salida de

virus se debe a la muerte celular, sin embargo, se ha demostrado que aún

induciendo la muerte en las células infectadas, no se promueve la salida de virus,

y que ésta solo depende de la actividad de caspasas [3]. En algunos casos ocurre

necrosis secundaria a la apoptosis, sobre todo en sistemas in vitro donde los

cuerpos apoptóticos no son fagocitados [90], sin embargo, en las células

infectadas con HAstV-8 no ocurre lisis celular (Fig. 7A y B apartado 5.1), lo que

sugiere que la necrosis tampoco es el mecanismo de salida de AstvH-8. Todos

estos resultados señalan que la salida del virus ocurre por un mecanismo por el

momento desconocido, en el cual la caspasa-3 participa de manera importante.

La actividad de esta caspasa podría favorecer algún mecanismo de transporte

que el virus podría aprovechar para su salida, como se ha descrito para el

Ascovirus de Spodoptera frugiperda. La actividad de una caspasa codificada por

el propio virus, parece necesaria para la formación de vesículas que promueven

su liberación [91].

De manera tradicional se ha asumido que los virus no envueltos salen de la célula

causando lisis, como se ha descrito para el Virus Coxsackie [92], sin embargo,

recientemente se ha sugerido que algunos virus desnudos podrían utilizar un

mecanismo no lítico que involucra la participación de vesículas de la maquinaria

de autofagia [93]. Aunque no ha habido reportes de autofagia por AstVH, se han

observado partículas virales contenidas en estructuras vesiculares en la infección

con AstVH-4 [25]. Si éstas vesículas son autofagosomas, o si están involucradas

en la liberación de las partículas virales, son temas que aun quedan por explorar.

Con estos hallazgos, el modelo de morfogénesis de astrovirus queda como se

presenta en la Fig. 13

Se encontraron diferencias importantes en la infección en células Hek-293 con

respecto a las Caco-2: Las células son menos permisibles, VP90 no se procesa a

VP70, no hay salida de virus, se induce actividad de caspasas-2, -6 y -8 pero no

de las efectoras 3/7; aun induciendo la actividad de caspasas con apoptogénicos

como estaurosprina, no se promueve el procesamiento de VP90 ni la salida de

virus.



La presencia en el sobrenadante de una proteína similar a VP25 desde las 2 hpi,

cuando todavía no hay síntesis de nuevas proteínas ni virus infecciosos en la

fracción celular (Fig. 11C), sugiere que una parte de los virus adsorbidos, no

penetran a las células. Posiblemente en estas células el mecanismo de entrada

de AstVH-8 es menos eficiente que en Caco-2, y este factor entre otros, podría

contribuir a que las Hek-293 se infecten en menor proporción.

Por otra parte, la especificidad de células para el procesamiento de proteínas

virales por caspasas se ha descrito en otro modelo: La proteína de la

nucleocápside (N) del coronavirus SARS, es procesada por caspasa-6 en células

Vero pero no ocurre tal procesamiento en células. Los autores discuten que la

diferencia puede ser la localización subcelular de N [94]. Posiblemente también en

nuestro caso, la localización de VP90 ocurra en un sitio diferente poco accesible a

las caspasas.

Las diferencias en cuanto a la activación de caspasas y al procesamiento de

VP90 sugieren que la infección se establece de manera diferente en las dos

Partículas virales
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membranas

mVP90

Partículas virales
libres de

membranas
cVP90

Partículas virales
con VP70 Partículas

virales con VP34,
VP27 y VP25

Disociación
de partículas de
las membranas

Cortes por
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-3, -4 y -9
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del RNA?
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Fig. 13. Morfogénesis de Astrovirus. VP90 se ensambla en partículas virales en asociación con
membranas (mVP90), posteriormente las partículas se liberan de las membranas (cVP90) y en el
citosol, la VP90 de las partículas virales se procesa a VP70 por caspasas-3, -4 y -9. Las
partículas virales con VP70 salen al medio extracelular a través de un mecanismo no lítico, en el
que las caspasas-3/7 participan importantemente. En el medio extracelular, la VP70 de las
partículas virales debe ser procesada por tripsina para hacer al virus completamente infeccioso,
rindiendo los productos VP34, VP27 y VP25. Modificado de [2, 3]



líneas celulares y que activa respuestas diferentes. Uno de los prinicipales

factores transcripcionales que se han descrito como reguladores de apoptosis es

p53. Esta proteina supresora de tumores se encuentra mutada en la mayoría de

células de origen canceroso [95, 96] incluyendo las Caco-2 [97]. Así que la

apoptosis inducida por el AstvH en esta línea celular tendría que ser por un

mecanismo independiente de p53. Por otra parte p73 es un miembro de la familia

de factores transcripcionales de p53 que induce apoptosis dependiente o

independientemente de p53 y que no está mutado en células de origen

canceroso, por lo tanto, en la apoptosis inducida por AstVH-8 podría activarse

p73.

Como primer paso para explorar las diferencias que existen entre estos dos tipos

de células, se extrajo RNA de células infectadas y células control y se hizo

hibridar con un microarreglo de DNA. El análisis se realizó a las 2 hpi con la

intención de conocer la respuesta más temprana una vez que la infección ya está

establecida. Los resultados de estos ensayos preliminares muestran que en

células Caco-2 se regulan varios genes relacionados con apoptosis, mientras que

en Hek-293 no se regula ninguno (tabla 2). Estos resultados sugieren que la

apoptosis inducida por AstVH-8 en células Caco-2, es una respuesta compleja en

la que se regulan positiva y negativamente genes proapoptóticos. En conjunto, los

resultados sugieren que la infección inclina el  balance hacia la inducción de

apoptosis. Es prudente insistir que estos son resultado preliminares que requieren

confirmarse mediante la repetición el ensayo y posteriormente corroborar el nivel

de expresión de los genes mediante RT-PCRs y finalmente averiguar el papel que

cada uno de ellos juega en la respuesta apoptótica inducida por AstVH-8.



Tabla 2. Expresión genes en células Caco-2 infectadas

Genes regulados positivamente
Nombre
(Nivel de

expresión)

Nomenclatura Descripción Efecto

BCL2-related
protein A1

2.53

BCL2A1
ACC-1
ACC-2
BCL2L5
BFL1
GRS
HBPA1

La proteína codificada por este gen reduce
la liberación de Citocromo C y bloquea la
actividad de casps [98]

Antiapoptótico

BCL2
/adenovirus
E1B 19kDa
interacting
protein 2

2.22

BNIP2
BNIP-2
Nip2
NR2A2

El gen codifica para una proteína miembro
de la familia de las proteínas de
interacción con BCL2/adenovirus E1B 19
kD. La función precisa es desconocida,
pero interactúa con la proteína E1B19 kDa,
responsable de la protección de la muerte
celular inducida por virus [99]

Proapoptótico

Protein
tyrosine
phosphatase,
non-receptor
type 13.

2.34

FAP-1
PTPN13
PTP-BAS
PTP-BL
PTP1E
PTPL1
SUT-1
SUT1

La proteína codificada por este gen es un
miembro de la familia de proteínas
fosfatasas de tirosina (PTP). Se ha
sugerido que tiene un papel en la muerte
celular inducida por Fas [100]

Proapoptótica

Tumor
necrosis factor
(ligand)
superfamily,
member 15

2.11

TNFSF15
MGC129934
MGC129935
TL1
TL1A
VEGI
VEGI192A

Codifica para una citocina de la familia de
ligandos de TNF. Es un ligando de
receptores TNFRSF25 y TNFRSF21/DR6.
Activa NFKB y MAP cinasas y es inductor
de apoptosis [101]

Propapotótica

Genes regulados negativamente
Programmed
cell
death 5

-3.23

PDCD5
TFAR19
MGC9294
FLJ37706,
RAD26L

Se expresa más en células que sufren
apoptosis. Incrementa la respuesta
apoptótica en células tumorales [102]

Proapoptótotica



VIII. PERSPECTIVAS

1. Evaluar la capacidad de diferentes dominios de nsp1a para inducir la

actividad de caspasas.

2. Evaluar la sobreexpresión de receptores de TRAIL en respuesta a la

infección, como posible respuesta antiviral pro-apoptótica.

3. Estudiar el papel de la casp-3 en la salida de las partículas virales.

4. Analizar exhaustivamente los resultados de la regulación de genes en

células Caco-2 como respuesta a la infección.
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ABREVIATURAS

aa aminoácidos

AIF Apoptosis Inductor Factor

ANT Adenine Nucleotide Transporter

ANV Avian Nephritis Virus

APAF-1 Apoptotic Peptidase Activating Factor-1

AstV Astrovirus

AstVH Astrovirus Humano

Bak BCL2-antagonist/killer

Bax BCL2-associated X protein

Bcl-2 B-cell CLL/lymphoma 2

Bcl-xL B-cell lymphoma-extra large

BID BH3 Interacting domain Death agonist

CARD Caspase Recruitmet Domain

CHOP C/EBP Homologous Protein

Cit-C Citocromo C

DD Death Domain

DED Death Effector Domain

DIABLO Direct IAP Binding Protein with Low pI

eIF2 alpha Eukaryotic translation Initiation Factor alpha

EOR Endoplasmic reticulum-Overload Response

FADD Fas Associated Death Domain

GRP78 Glucose regulated protein of 78kD

GRP94 Glucose-Regulated Protein of 94 kDa

hpi horas post-infección

IMM Inner Mitochondrial Membrane

IRE-1 Inositol-Requiring-1

kb kilobases

LMP1 (EBV)-encoded Latent Membrane Protein 1

MCL-1 Myeloid Cell Leukemia sequence 1

moi multiplicity of infection, multiplicidad de infección

MOMP Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization

nsp non structural protein, proteína no estructural

nt nucleótidos



OMM Outer Mitochondrial Membrane

ORF Open Reading Frame, marco de lectura abierto

PARP Poly ADP Ribose Polymerase

PDI Protein Disulfide Isomerase

PEMS Poult Enteritis Mortality Sindrome

PT Permeability Transition

RE Retículo Endoplásmico

RNAag RNA antigenómico

RNAg RNA genómico

RNAsg RNA subgenómico

siRNAs small interfering RNAs

SLN Señal de Localización Nuclear

Smac Second Mitochondrial Activator of Caspases

TRADD TNFR Associated Death Domain

TRAF-2 TNF Receptor-Associated Factor-2

TRAIL TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) mediated dUTP Nick

End Labelling

uff unidades formadoras de focos

UPR Unfolded Protein Response

UR unidades relativas

VPg Viral Protein genome linked

wb western blot
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