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RESUMEN
Los rotavirus presentan un genoma de 11 segmentos de RNA de cadena doble
(RNAcd) y una capside icosahédrica de tres capas proteicas concéntricas. La
replicacion del genoma viral consiste en la produccion de los RNAcd usando
RNAm virales como molde, y ocurre simultaneamente con su encapsidacion en
cuerpos de inclusion citoplasmicos llamados viroplasmas. Interesantemente es
posible producir estructuras similares a viroplasmas (VLS) co-expresando dos
proteinas virales no estructurales, NSP2 y NSP5. Estudios previos demostraron
que los viroplasmas se siembran en asociacion al citoesqueleto de microtibulos y
crecen por fusién entre ellos. En este trabajo se determind la cinética de
formacion y localizacion intracelular de viroplasmas de dos cepas de rotavius,
SA11 y RRV, al estabilizar microtubulos con taxol, o al desestabilizarlos con
nocodazol. Se demostré que al desestabilizar los microtubulos los viroplasmas de
ambas cepas se siembran pero no crecen, mientras que al estabilizarlos se
favorece el crecimiento al menos de los viroplasmas de la cepa SA11, y se inhibe
la migracion a la region perinuclear de viroplasmas de ambas cepas. En
contraste, los VLS requirieron de los microtubulos para crecer, pero fueron
incapaces de migrar a la regién perinuclear. Estos datos demuestran que los
microtubulos son necesarios para el crecimiento y migracion de los viroplasmas,
pero no para el sembrado, y que proteinas virales diferentes de NSP2 y NSP5 son

necesarias para la migracion de los viroplasmas.
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ABSTRACT

Rotaviruses have a genome of 11 double-stranded RNA segments enclosed in a
triple-layered icosahedral capsid. The viral mMRNAs are used as templates for
genome replication, which occurs simultaneously with capsid assembly in
cytoplasmic inclusion bodies known as viroplasms. Interestingly viroplasm-lke
structures (VLS) are formed by co-expression of the non-structural viral proteins
NSP2 and NSP5. Prior studies demonstrated that viroplasms are seeded in
association with the microtubule cytosqueleton and grow by fusion among them. In
this study we determined the kinetics of formation and intracellular localization of
viroplasms of two viral strains, SA11 and RRV, as well as the effect of microtubule
stabilization with taxol or destabilization with nocodazole. We demonstrated that
viroplasms of both viral strains are seeded but unable to grow upon microtubule
destabilization. On the contrary, microtubule stabilization favored viroplasm
growth, at least for SA11, and inhibited viroplasm migration to the perinuclear
region for both strains. In contrast, VLS needed microtubules for growth, but were
unable to migrate to the perinuclear region. These data demonstrate that
microtubules are necessary for viroplasm growth and migration but not for
seeding. In addition our data demonstrate that viral proteins different from NSP2

and NSP5 are needed for viroplasm migration.
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ESTUDIO DE LA FORMACION Y CRECIMIENTO DE VIROPLASMAS DE

ROTAVIRUS MEDIANTE LA ESTABILIZACION DE MICROTUBULOS.

1. INTRODUCCION

Las gastroenteritis infecciosas agudas son la causa mas frecuente de morbilidad y
mortalidad en nifios menores de cinco afos en los paises en desarrollo, con
alrededor de mil millones de episodios diarreicos y entre cuatro y cinco millones
de muertes por afo (Parashar, et al. 2003) Rotavirus pertenece a la familia
Reoviridae, donde se incluyen 12 distintos géneros que son reconocidos por el
Comité Internacional de Taxonomia de virus. Dentro del género Rotavirus se han
identificado 8 grupos A-H que son idénticos morfolégicamente pero no cruzan
antigénicamente (Mertens, 2004). Los grupos de la A a la C infectan a humanos y
todos los grupos infectan a animales (Lépez, et al. 2004).

Rotavirus presenta un marcado tropismo a enterocitos maduros principalmente
del intestino delgado; la infeccion resulta en lesiones citoliticas en las
microvellosidades intestinales; distintos cortes histolégicos muestran atrofia e
hiperplasia de criptas intestinales y desprendimiento de enterocitos en las puntas
de las microvellosidades (Mossel, et al. 2003). Existe evidencia que sugiere que la
infeccion por rotavirus no solo se limita al intestino sino que la infeccion puede
progresar a otros érganos como, linfonédos mesentéricos, higado, bazo y rifiones

entre otros (Mossel, et al. 2003).
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1.1 CARACTERISTICAS DE LA FAMILIA REOVIRIDAE.

Los virus de la familia Reoviridae son no envueltos y su genoma consiste de
multiples segmentos (10-12) de ARN de cadena doble (cd). Estos virus presentan
una estructura icosahédrica que consiste de 3 capas concéntricas formadas por
proteinas virales. Ademas de mamiferos y aves; existe una gran variedad de
hospederos como insectos, plantas, peces, reptiles, aracnidos, hongos,

artropodos, y crustaceos (Mertens, 2004).

1.2 CARACTERISTICAS DE ROTAVIRUS DEL GRUPO A.

Los rotavirus del grupo A fueron los primeros en descubrirse, y de los que mas se
conoce, y representan el grupo de mayor importancia médica y veterinaria (Lopez,
et al. 2004). Se clasifican en 15 serotipos G y 14 serotipos P, debido a las
caracteristicas antigénicas de las proteinas de la capa externa VP7 y VP4,
respectivamente. Presentan una forma icosahédrica de 75 nm (100 nm incluyendo
las espiculas). Dentro de su ciclo replicativo se pueden identificar tres tipos de
particulas virales con diferentes caracteristicas estructurales y funcionales: i) la
particula infecciosa madura que contiene las tres capas proteicas, también
llamada TLP (Triple-Layered Particle); ii) la particula de dos capas proteicas o
DLP (Doble- Layered Particle) esta particula no es infecciosa, pero es
transcripcionalmente activa; vy iii) las particulas que contienen una sola capa de
proteina o core, que tienen la actividad de replicar al genoma viral (Arias, et al.

2010) (Figura 1 A).
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SEGMENTOS DEL PROTEINAS ESQUEMA DEL VIRION
GENOMA CODIFICADAS (LOCALIZACION DE PROTEINAS)

—
2
.<3§:VP1 = —VP1 o,
c—— 4
VP2 VP2~
\ VP3 > -—VP3'

vpa VPA

—
6 §WP1 — -
VP§ -._vps

- NSP2 —
NSP3—

= —10~———p. NSP4 __
NSP5 —

n—14

NSP6  Segmento,

B no visible

FIGURA 1. Estructura tridimensional y genoma de rotavirus. A, se muestran la particula viral de

rotavirus con sus tres capas proteicas, TLP, DLP y core (Prasad, et al. 1988). B, Patrén
electroforético donde se muestran los 11 segmentos de ARNcd (panel izquierdo), los cuales
codifican para 12 proteinas virales (panel centro) y la ubicaciéon de las proteinas virales en la

estructura de la particula viral (panel derecho) mostrando las tres capas concéntricas

El virion contiene 11 segmentos de ARNcd, cada segmento codifica para una
proteina excepto el gen 11 que contiene dos marcos abiertos de lectura
traslapados, que codifican dos proteinas. Asi el numero total de proteinas virales
es 12, de las cuales 6 son estructurales denominadas con el prefijjo VP (Viral
Protein) y 6 son no estructurales, denominadas con el prefijo NSP (Non Structural

Protein) (Figura 1B y Tabla 1).
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The dsRNA segments and proteins of simian rotavirus A/SA11 (genus Reravirus: family Reovindae)

Genome ORFs (bp)  Proteins (protein  Protein size aa (Da) Copy number/ Location Protein functions and properties

segment® function®) particle

(size. bp)

1(3302) 18-3282 VP1 (Pol) 1088 (125005) 12 Inner capsid, RNA-dependent RNA polymerase. Part of minimal replication complex. Virus

five-fold axis specific 3-mRNA binding Part of virion transcription complex with VP3

2 (2690) 17-2659 VP2 (T1) 880 (102431) 120 Inner capsid Inner capsid structural protein. Non-specific ss & dsRNA-binding activity.
Mymnistoylated. Cleaved. Part of minimal replication complex. Leucine zipper.
Interacts with VP5.

3 (2591) 50-2554 VP3 (Cap) 835 (98120) 12 Inner capsid, Guanylyltransferase. Methyltransferase. Basic Protemn. Part of vinon transcniption

five-fold axis complex with VP1. Non-specific ssRNA binding

4 (2362) 10-2337 VP4 776 (86782) 120 Outer capsid VP4 Dimers form outer capsid spike. Interacts with VP6. Virus infectivity

(spike) enhanced by trypsin cleavage of VP4 mto VP5* and VP§*.
- VP5* 529, 247-776 (60000) Hemaggluhmin Cell attachment protein. P-type neutralization antigen. VP3*
permeabilizes membranes. Crystal structure of VP8 fragment (galectin fold).
TRAF2 signaling. Protection.
- VPs* 247. 1-247 (28000)

5 (1611) 31-1515 NSP1 405 (58654) 0 NS Associates with cytoskeleton Extensive sequence diversity between strains. Two
conserved cysteine-rich zinc-finger monfs Virus specific 5-mRNA binding
Interacts with host IFN regulatory factor 3.

6 (1356) 24-1214 VP6 (T13) 307 (4816) 780 Middle capsid Major virion protein Middle capsid structural protein Homotrimeric 4° structure.
Subgroup antigen. Myristoylated. Protection (? Mechanism). Crystal structure
available. Hydrophobic.

7 (1105) 26-970 NSP3 315 (34600) 0 NS Homodimer. Virus-specific 3'-mRNA binding Binds eIF4G1 and circulanzes
mRNA on mitiation complex. Involved in translational regulation and host shut-off
Crystal structures: NSP3 NH; fragment with 3’-viral RNA and NSP3 COOH
fragment with eIF4G fragment.

8 (1059) 47-907 NSP2 (VIP) 317 (36700) 0 NS Non-specific ssRNA-binding. Acc s in viropl. Involved in viropl
formation with NSPS. NTPase activity. Helix destabilization activity. Functional
octamer. Binds NSP5 and VP1. Regulates NSP5 autophosphorylation. Crystal
structure (HIT-like fold).

9 (1062) 49-1026 VP7 326 (7368) 780 Outer capsid Outer capsid structural glvcoprotein. G-type neutralization antigen. N-linked high

glycoprotein mannose glycosylation and tri RER brane protein, cleaved signal
sequence. Ca”* binding. Protection.

10 (751) 41-569 NSP4 175 (20290) 0 NS Enterotoxin. Receptor for budding of double-layer particle through ER membrane.
RER transmembrane glycoprotein. Ca2*/Sr** binding site. N-linked high mannose
glycosylation. Protection. Host cell (Ca?*) mobilization

11 (667) 22-615 NSP3 108 (21725) o NS Interacts with VP2, NSP2 and NSP6. Homomultimerizes. O-linked glycosylation.
(Hyper-) Phosphorylated. Autocatalytic kinase activity enhanced by NSP2
interaction. Non-specific ssRNA binding

80-355 NSP6 92 (11012) 0 NS Product of second. out-of-frame ORF. Interacts with NSPS. Localizes to viroplasm
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Los ARN mensajeros (ARNm) de rotavirus presentan caperuza (CAP) en su
extremo %', pero a diferencia de la mayoria de los ARNm celulares no tienen
poli(A) en su extremo 3'. Su replicacion se lleva exclusivamente en el citoplasma
celular en donde forma cuerpos de inclusion llamados “viroplasmas” donde se
lleva acabo la replicacion, empaquetamiento del genoma viral, y el ensamblaje de
los DLPs.

Entre las cepas de rotavirus mas estudiadas se encuentran dos provenientes de
simio, SA11 (Simian Agent-11), aislado de un mono verde africano, y RRV
(Rhesus rotavirus), aislado de mono Rhesus. En el laboratorio estas cepas se
replican en dos lineas celulares derivadas de células epiteliales de rindbn de mono
verde africano (BSC1 y MA104), denominado “vervet monkey” en inglés
(Cercopithecus aethiops), que son de las lineas celulares mas susceptibles a la

infeccion por rotavirus (Arias, et al. 2010).

1.3 CICLO REPLICATIVO

La infeccion por rotavirus in vivo esta restringida a las células de las puntas de las
vellosidades del intestino delgado. La infeccion in vitro esta limitada a lineas
celulares epiteliales de origen renal tales como MA104 y BSC1. Ambas lineas son
altamente permisibles a la infeccidn por rotavirus y ha sido ampliamente utilizadas
para caracterizar bioquimicamente a éste. Estudios recientes han caracterizado el
ciclo replicativo de los rotavirus en una linea celular derivada de células

provenientes de carcinoma de colon intestinal humano Caco-2. Estas células a
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diferencia de las células MA104 tienen la capacidad de polarizarse. Se ha
observado que en esta linea celular, el ciclo replicativo de rotavirus es mas lento,
encontrandose el maximo de produccion viral a las 24 horas después de la
infeccion (Fields, et al. 2007; Arias, et al. 2010). Estudios de microscopia
electronica de células polarizadas (Caco-2) e infectadas con rotavirus han
mostrado algunas diferencias en la morfogénesis de rotavirus entre células
polarizadas y no polarizadas (Arias, et al. 2010). Las caracteristicas generales del
ciclo replicativo de rotavirus son las siguientes (basado en estudios de cultivos

celulares provenientes de rifidn de mono):

1. La infeccion de la mayoria de las cepas virales requiere la adicion de
proteasas exdgenas a el medio de cultivo. Esto garantiza la activacion de la

infectividad viral por la digestién de la proteina de la capa externa VP4.
2. El ciclo replicativo es exclusivamente en el citoplasma.

3. La particula viral contiene todas las enzimas necesarias para llevar a

cabo su replicacion.

4. Los transcritos sirven para la sintesis de proteinas virales y como

molde de ARNcd para la progenie viral.

5. La replicacion se lleva acabo en cuerpos electrodensos llamados
viroplasmas.
6. Las DLPs as ociados con viroplasmas géman al reticulo endoplasmico
8
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(RE) para adquirir la tercer capa formando TLPs.

7. Los niveles de Ca?' intracelular son importantes para controlar el

correcto ensamble e integridad de la particula viral.
8. Las particulas virales son liberadas por lisis celular.

En células polarizadas (Caco-2) la entrada de rotavirus ocurre exclusivamente en
la regidon apical 6 basolateral de la célula dependiendo de la cepa. La infeccion
vial altera distintas funciones celulares tales como: trafico de proteinas,
citoesqueleto, uniones celulares, activacion de cascadas de sefales que
desencadenen una respuesta inmune y secrecion de varias citocinas. Finalmente
la liberacién del virus es a través de la region apical por una ruta independiente de

Golgi (Fields, et al. 2007).

1.4 VIROPLASMAS.

Estudios de microscopia electrénica muestran que los viroplasmas son cuerpos
de inclusion electro-densos compuestos de ARN viral y proteinas virales tales
como VP1, VP2, VP3, VP6, NSP2 y NSP5, y frecuentemente se encuentran
rodeados de numerosos polisomas que soportan la maduracion de los
viroplasmas (Figura 2A) (Petrie, et al, 1984, Patton, 2006; Petrie, et al. 1982). La
cinética de formacion de viroplasmas muestra que en etapas tempranas son
pequenos y numerosos, y conforme progresa la infeccidon incrementan de tamafo

y disminuyen en numero sugiriendo su fusion (Eichwald, et al. 2004) (Figura 2B).
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Las proteinas estructurales de rotavirus que forman parte de los viroplasmas
tienen afinidad entre varias de ellas, y también con proteinas no estructurales.
Estas interacciones pueden dirigir el ensamble de particulas similares al virion aun
en ausencia de los propios viroplasmas. Por ejemplo, la co-expresion de
componentes de la capa interna VP1, VP2, VP3 y VP6 mediante en el sistema de
baculovirus en células de insecto, producen eficientemente DLPs vacios (carecen
de genoma viral) (Zeng, et al. 1996). Asi mismo; la co-expresion de proteinas de
las capas interna y externa (VP2, VP6, VP4 y VP7) llevan a la produccion de TLPs
vacios (Kim, et al. 2002); no obstante, estas estructuras son incapaces de

coordinar el empaquetamiento del genoma viral.

10
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FIGURA 2. A, Viroplasmas electrodensos rodeados por vesiculas del RE que contienen a TLPs
acumulados durante la infeccién de rotavirus (Patton, et al. 2006) B, Cinética de formacién de
viroplasmas, se grafica el area y nimero de viroplasmas a lo largo de 24 hpi, y se observa que los

viroplasmas aumentan de tamafio a la vez que disminuye su numero (Eichwald, et al. 2004).

Se cree que la regulacion de la replicacion esta dada por los principales

componentes de los viroplasmas, NSP2 y NSP5 ya que es necesaria la co-
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expresion de ambas proteinas para formacion de estructuras similares a
viroplasmas denominadas VLS (viroplasms like-structures) (Figura 3) (Fabbretti, et
al. 1999). Asi mismo recientemente se demostré que la co-expresion de NSP5 y
VP2 también genera VLS, similares a los formados por NSP2 y NSP5, sin
embargo son distribuidos de manera menos uniforme (Contin, et al. 2010).
Experimentos en células infectadas con una mutante de NSP2 sensible a la
temperatura (tskE), origina el desarrollo de viroplasmas maduros, pero acumula un
excesivo numero de particulas vacias, debido a lo anterior se propone que los
viroplasmas son importantes para replicacion y estan ligados a la morfogénesis de

los cores y los DLPs (Ramig, et al. 1984).

La importancia de los viroplasmas no sélo radica en la coordinacion del
empaquetamiento del genoma viral sino ademas en reclutar a las proteinas que
forman los complejos de replicacién de una manera espacial y temporal, la cual
no queda aun del todo claro; ya que sin una adecuada formacion y
funcionamiento de los viroplasmas, la morfogénesis de las particulas virales

produce estructuras vacias (Patton, et al. 2006).
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NSP2 NSP5 VIROPLASM LIKE-STRUCTURES
VLS

FIGURA 3. Formacion de VLS. Es necesaria la co-expresion de NSP2 y NSP5 para formacién de
VLS. Se observa que la sola expresién de NSP2 o NSP5 da lugar a distribucién difusa de la

proteina, pero al ser co-expresadas éstas se condensan en VLS. (Fabbretti, et al. 1999).

1.5 NSP2.

NSP2 es una proteina de 317 aminoacidos y 35 kDa, tiene actividad de NTPasa,
se une a ARNcs. En su extremo C-terminal, presenta un dominio con varias
histidinas conservadas llamado HIT, es el sitio catalitico para actividad enzimatica
como NTPasa (Figura 4) (Jayaram, et al. 2002; Kumar, et al. 2007; Taraporewala,
et al. 2006 y 2001; Vasquez-Del Carpio, et al. 2006). Debido a su actividad de
NTPasa se ha propuesto a NSP2 como un motor molecular que utiliza la energia
derivada de la hidrolisis de dNTPs para facilitar el empaquetamiento del genoma

viral.
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Monémero de NSP2

Octamero de NSP2

A Sitio catalitico B

FIGURA 4. Sitio de union de NTP en NSP2. A. Monémero de NSP2 .en el cuadro se indica la
hendidura donde se localiza el sitio catalitico de NSP2 justo entre los dominios del extremo N
(magenta) y C terminal (azul celeste) (Kumar, M., et al. 2007). B. Cristalografia del octamero de
NSP2. A, se muestra la reconstruccién en 3D, a una resolucién de 8 A, que muestra una
estructura en forma de dona y un orificio central de 35 A, y en rojo se muestran las hélices alfa del

octamero (Jiang, et al. 2006).

NSP2, ademas de ser la proteina no estructural mas abundante en estos cuerpos
de inclusion, se ensambla como un octamero en forma de “dona”, con surcos
profundos con residuos basicos alineados en la periferia, y un orificio central de
35 A (Figura 4B) (Kumar, et al. 2007). Dicho orificio contiene residuos de
aminoacidos neutros y estudios sugieren que podria ser usado como un ambiente
protectivo de ARNcd recién sintetizados que emergen de VP1, o como un

conducto pasivo para su empaquetamiento durante el ensamble de VP2 a la capa
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interna (Jiang, et al. 2006).

1.6 NSP5.

NSPS5 es una proteina acida, altamente conservada de 198 aminoacidos rica en
residuos de serina y treonina. NSP5 forma dimeros que se unen a ARN de cs y
cd. En células infectadas NSP5 sufre modificaciones post-traduccionales tales
como fosforilacién en distintos grados, y O-glicosilacion (Afrikanova , et al., 1996;

Patton, et al. 2006).

NSP5 presenta actividad de cinasa sin embargo esta funciéon no es aun del todo
clara. Se sabe que NSP2 juega un papel importante en la fosforilacion de NSP5 y
que la interaccion in vivo con NSP2 produce una hiperfosforilacién de NSP5 y la
formacion de VLS (Eichwald, et al. 2002 y 2004). Sin embargo, algunos autores
revelan que cinasas y fosfatasas celulares contribuyen a la fosforilacion de NSP5

(Taraporewala, et al. 2004).

1.7 INTERACCION DE NSP2 Y NSP5 CON PROTEINAS VIRALES Y COMPONENTES

CELULARES.

A través de ensayos de co-inmunoprecipitacion se establecio la union de VP1
tanto con NSP5 como NSP2 (Arnoldi F. et al, 2007), del mismo modo se
determind la asociacién de NSP5 y VP2 (Berois M. et al, 2003); estas

interacciones dan lugar a la formacion de intermediarios de replicacion
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denominado “core” que cataliza la sintesis de ARNcd (Schuck, et al. 2001).

Analisis de cristalografia muestran que tanto ARN como NSP5 se unen a los
prominentes surcos en el octamero de NSP2 (Figura 4). Se ha propuesto que
NSP5 pudiera coordinar la replicacion y empaquetamiento del genoma,
posiblemente como consecuencia de que compite con la unién del ARN a NSP2.
También se ha sugerido que ésta funcion de NSPS5 podria depender de la
concentracion de los transcritos nacientes, y de su afinidad a NSP2 en distintos

tiempos durante el proceso de replicacion (Jiang, et al. 2006).

Recientemente se establecié una clara asociacion de NSP2 con dimeros de
tubulina; a través de una reconstruccién de microscopia electronica se determiné
que tubulina esta localizada tanto en el orificio como en los surco del octamero de
NSP2, produciendo una competencia entre tubulina, NSP5 y RNA por el sitio de
union a NSP2 (Martin. et al, 2010); sin embargo, la secuencia de unién y
regulacion entre dichas proteinas con NSP2 no es aun del todo clara.

Ademas de haberse establecido la asociacion de NSP2 con tubulina, se observo
en células MA104 infectadas con rotavirus de bovino, que la infeccién por
rotavirus causa una despolimerizacion de MTs asociada a la formacion de
granulos de tubulina, al mismo tiempo que NSP2 secuestra tubulina al interior de
viroplasmas; proponiendo asi, que los viroplasmas forman un centro organizador
de MTs (MTOCs) secundario durante la infeccion. (Martin, et al. 2010).

Recientemente también se establecid la asociacion de Lipid Droplets (LD) con
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viroplasmas. Los LD son organelos involucrados en el metabolismo de
carbohidratos y lipidos, y se sabe por microscopia confocal que los viroplasmas
muestran una co-localizaciéon con proteinas asociadas a LD, especificamente
Perilipina A y Adipofilina. Ademas, los ARN virales, LD, y viroplasmas muestran
una cercana asociacion a través de co-migracion en gradiente de iodixanol.
Iguamente a través de siRNA especifico de NSP5, se bloqueo su asociacion
particularmente, con perilipina. Sugiriendo que los viroplasmas aparentemente

reclutan a los LD durante el transcurso de la infeccion (Cheung. et al, 2010).

1.8 VARIABILIDAD ENTRE CEPAS.

Es importante enfatizar que se han encontrado diferencias moleculares entre
cepas y grupos de rotavirus. Por ejemplo la NSP2 cepa SA11 de grupo A de
rotavirus muestra un 35% de identidad en la secuencia nucleotidica con respecto
a NSP2 cepa Bristol del grupo C. Detalles de la estructura atémica del octamero
de ambas cepas muestran una conservada arquitectura del octamero; sin
embargo, existen diferencias en las cargas moleculares de la superficie del
octdmero de ambas cepas; se demostr6 que la expresion de la proteina
heterdloga es incapaz de formar viroplasmas; sugiriendo una complementariedad
de cargas entre cada una de las proteinas que forman los viroplasmas lo cual
probablemente le dan la especificidad y la restriccion entre los distintos grupos de
rotavirus (Taraporewala, et al. 2006). Asi mismo recientes datos obtenidos en

nuestro laboratorio muestran diferencias funcionales de NSP2 entre cepas, para
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lo cual se necesita profudizar en su estudio.

1.9 EVIDENCIA DE LA ASOCIACION DE MICROTUBULOS CON COMPONENTES VIRALES EN
CELULAS INFECTADAS CON ROTAVIRUS Y OTROS GENEROS VIRALES.

1.9.1 ASOCIACION DE VIROPLASMAS CON CITOESQUELETO.

Trabajos anteriores describen alteraciones de citoesqueleto producidas por
infecciones de rotavirus. En células Caco-2 (epitelio de intestino de humano)
infectadas con la linea RRV de rotavirus se produce un incremento en [Ca?']
provocando una desorganizacion tanto en microtubulos (MTs) como en la red de
vimentina (Brunet, et al. 2000). Recientemente se han realizado trabajos que
estan enfocados a establecer el papel que juegan los MTs en la replicacion de
rotavirus. En el modelo sugerido por Chwetzoff en células Caco-2, propone que la
liberacion de la particula viral madura es a través de un mecanismo que requiere
balsas lipidicas y citoesqueleto, indicando que proteinas asociadas a

citoesqueleto pudieran estar regulando interacciones de VP4 con componentes de

membrana (Chewetzoff, et al. 2006).

Recientemente Martin establecié que la despolimerizacién de MTs en células
MA104 infectadas con rotavirus de bovino (RF) puede ser un mecanismo de
evasion celular, en donde rotavirus secuestre la maquinaria celular inhibiendo la
sintesis de proteinas celulares, y/o rutas de sefalizacion que puedan estar
involucradas en la respuesta celular a infecciones virales como la expresion de

interferon (Martin. et al, 2010).
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1.9.2 ASOCIACION DE PROTEINAS DE REOVIRUS CON CITOESQUELETO.
El virus de la lengua azul (BTV), reovirus y rotavirus comparten multiples
caracteristicas tales como la formacion de cuerpos de inclusion similares a
viroplasmas de rotavirus y asociacién con componentes de citoesqueleto. Para la
formacion de cuerpos de inclusion, rotavirus requiere dos proteinas virales, NSP2
y NSP5; mientras que BTV requiere solo una, NS2 (Miller, et al. 2010;
Taraporewala, et al. 2004); anteriormente se pensaba que los reovirus de
mamifero requerian dos proteinas no-estructurales uNS, oNS y una proteina
estructural del core u2 (Becker, et al. 2003; Miller, et al. 2003). Sin embargo
recientemente se demostré que la expresion de la proteina no estructural uNS de
reovirus, en ausencia del resto de proteinas virales, es capaz por si sola de
formar estructuras similares a fabricas virales (FV). uNS es capaz de interactuar
con diversas proteinas virales en particular 4 estructurales que forman el core
(M-3y 02), y 2 no estructurales (NS y p2). Por esta razén uNS es considerada

como proteina matriz o andamio de FV (Miller, et al. 2010).

A pesar de ser formados por un numero distinto de proteinas estructurales y no-
estructurales, la formacién de cuerpos de inclusion de rotavirus, reovirus y/o BTV
son funcionalmente equivalentes, e incluso comparten tres caracteristicas

particulares (Taraporewala, et al. 2008):

1) Las proteinas que forman los cuerpos de inclusién de dichos virus,

incluyen al menos una proteina con actividad de union a ARNcs. Para
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reovirus, BTV y rotavirus, las proteinas de union a ARNcs son oNS, NS2, y
NSP2, respectivamente. Estas proteinas son identificadas como

componentes de complejos involucrados en la replicacion de genéma viral.

2) Los cuerpos de inclusion de reovirus, BTV, y rotavirus incluyen un
componente homomultimérico: NSP2 para rotavirus, NS2 para BTV, y oNS
para reovirus. El hecho de la formacion de multimeros pudiera sugerir una
actividad cooperativa en la union a ARNcs; promoviendo el
empaquetamiento del genoma viral a través del relajamiento de estructuras
secundarias presentes en el ARN, que pudieran impedir la translocacion del

ARN+ dentro de los cores (Taraporewala, et al. 2008).

3) Los cuerpos de inclusién de rotavirus, reovirus y BTV incluyen

componente con actividad de NTPasa y RTPasa.

Ademas de las distintas interacciones entre proteinas virales de cada uno de los
géneros virales que forman las FV; para algunos miembros de la familia
Reoviridae existe una clara asociacion de componentes de citoesqueleto con FV.
En el caso del virus BTV, se ha sugerido que MTs y vimentina no estan
involucrados en la morfogénesis de cuerpos de inclusion (Kar., et al. 2007). Para
el caso de reovirus la proteina u2 esta involucrada en la formacion y organizacion
estructural de las FV, anclando a éstas no solo a los MTs sino también a
vimentina, mediando asi su traslado hacia la regién peri-nuclear; asi mismo m2 se

ha descrito como una proteina asociada a MTs (MAP viral) (Miller, et al, 2010;
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Parker, et al. 2002). Experimentos de reovirus al despolimerizar los MTs con
nocodazol, muestran que las FV de reovirus de mamifero (MRV) se distribuyen a
lo largo del citoplasma, sugiriendo que las FV de MRV requieren de una red
intacta de MTs para que puedan unirse en grandes cuerpos de inclusion cerca del
MTOC (Parker, et al. 2002). Asi mismo, recientes estudios revelan que existen
diferencias entre las cepas MRV y aviar (ARV), ya que la proteina andamio mNS
de MRV necesita la interaccion con proteinas del citoesqueleto para viajar a lo
largo de MTs hacia el MTOC y poder formar grandes cuerpos de inclusion
perinuclear; mientras que uNS de ARV es capaz de formar grandes cuerpos de
inclusion sin la interaccion con la red de MTs (Brandariz-Nufiez, et al. 2010;

Parker, et al. 2002).

La propiedad de interaccion con MTs esta comunmente asociada a MAPs
celulares que modulan la dinamica de inestabilizacién y polimerizacion de MTs,
regulacion del transporte de organelos, y el anclamiento de proteinas involucradas
en transduccion de sefales. Existen otros virus que presentan MAPs virales,
como tobamovirus de plantas, virus de mosaico de coliflor, el virus vaccinia y el
virus herpes tipo 1 (Broering, et al. 2002 y 2004; Parker, et al. 2002). En el caso
de NSP2 de rotavirus a pesar de que se ha determinado una asociacion directa

con tubulina no se sabe si NSP2 funciona como MAP viral.

1.10 ANTECEDENTES DEL EFECTO DE LA DESPOLIMERIZACION DE MICROTUBULOS SOBRE

EL CRECIMIENTO DE VIROPLASMAS.
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Recientemente en nuestro laboratorio Cabral-Romero consideré importante
estudiar la participacion de elementos celulares como MTs vy filamentos
intermedios con la formaciéon de viroplasmas, dado que varios miembros de la
familia Reoviridae basan su replicacion y morfogénesis asociandose a
componentes del citoesqueleto. En su trabajo demostré no sélo la co-localizacion
sino que también por ensayos de co-inmunoprecipitacion la asociacion de tubulina
con NSP2, utilizando sélo la cepa SA11. Por otra parte al inhibir el ensamble de
los MTs con nocodazol, determind a través de un estudio cualitativo, que al
despolimerizar los MTs se interfirid el crecimiento de viroplasmas; concluyendo,
que una red de MTs funcional es necesaria para el crecimiento de viroplasmas,

debido a las asociacion de NSP2 y NSP5 con MTs (Cabral-Romero, et al. 2006).
1.11 CITOESQUELETO

El citoesqueleto conduce y dirige el trafico intracelular de organelos, y transporta
materiales desde un punto de la célula a otro. El citoesqueleto también sostiene la
fragil membrana plasmastica y proporciona el sostén mecanico que permite a la

célula sorportar el estrés sin ser destruida por los cambios ambientales.

El citoesqueleto contiene tres principales tipos de filamentos: los MTs, los
filamentos de actina y los filamentos intermedios. Los tres tipos de filamentos del
citoesqueleto se forman a partir de ensamblajes helicoidales de sus subunidades,
que se autoasocian, utilizando combinaciones de contacto proteicos entre

extremos y laterales. Las diferencias en la estructura de las subunidades y la
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resistencia de las fuerzas que las unen generan las diferencias criticas en cuanto
a estabilidad y propiedades mecanicas que caracterizan cada tipo de filamento

(Alberts, et al 2002; Polard, et al. 2008).
1.11.1 MICROTUBULOS.

Los MTs son estructuras cilindricas largas y huecas formadas por dimeros de a y
 tubulina, su diametro externo es de 25 nm y son mucho mas rigidos que los
flamentos de actina o los intermedios. Generalmente disponen de un extremo
unido a un MTOC llamado centrosoma. La tubulina se halla en todas las células
eucariontes y FtsZ se encuentra en todas las bacterias y arqueas. Las moléculas
de tubulina tienen muchas isoformas, en los mamiferos existen al menos seis

isoformas de tubulina o y un numero parecido de tubulina p (Polard, et al. 2008).

Los dos extremos del MT polimerizan a velocidades distintas, el extremo de
crecimiento rapido se llama extremo mas (+), mientras que el extremo lento se
llama extremo menos (-). La asociacion y disociaciéon de tubulina ocurre solo en
los extremos no en las paredes de los MTs, su crecimiento es mas rapido en el

extremo + que en el extremo -. (Alberts, et al. 2002; Polard, et al. 2008).

1.11.2 CONFORMACION DEL DIMERO DE TUBULINA.

La molécula de tubulina es un heterodimero de subunidades a y . Los dimeros
de tubulina o y p son estables y raramente se encuentran disociados a las

concentraciones de 10 — 20 uM de tubulina presentes en la célula. Cada
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subunidad de tubulina se encuentra unida a guanosin trifosfato (GTP) o guanosin
difosfato (GDP). Cada complejo a y b tiene un lugar de unién para una molécula
de GTP. El GTP unido a un mondmero de tubulina a queda fisicamente atrapado
en la interfase del dimero y nunca puede ser hidrolizado o expulsado, a este sitio
se le llama sitio-N; por el contrario, el nucledtido de la subunidad de tubulina b
puede encontrarse tanto en forma de GTP como de GDP y puede ser hidrolizado,
se le llama sitio-E. Cuando es incorporado un dimero a un MT, tiene contacto con
a-tubulina adyacente incorporando el GTP en f-tubulina, promoviendo Ila
hidrolisis. La hidrolisis de GTP unido al sitio de intercambio E en B-tubulina
maneja la dinamica de inestabilidad. Cerca del centro de cada una de las
subunidades o y B se encuentra un importante loop llamado “M” que esta
involucrado en las interacciones laterales de protofilamentos adyacentes a traves
de los loops H2-S3 y H1-S2, la unién de los tres loops ayudan a estabilizar y dar

una cierta flexibilidad a los MTs (Figura 5) (Amos. et al, 2010) .
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Loops H2-S3

Taxol g

M

FIGURA 5. Esquema de dimero de tubulina donde se indica el monomero de ay f tubulina. A, se
indican los loops M, H2-S3 importantes en la estabilizacion de MTs. B, la flecha indica el sitio de

union de taxol en el loop M.

1.11.3 DINAMICA DE MICROTUBULOS IN VITRO.

In vitro, el total de la concentracién de polimeros y mondmeros de MTs son
estables por un tiempo determinado, pero el numero de MTs disminuye, e incluso
algunos MTs desaparecen y algunos otros se hacen mas largos, llamandose a
este comportamiento dinamica de inestabilidad. De una manera asombrosa, el
crecimiento y acortamiento de MTs co-existe en el estado estable “steady-state”.
En el estado estable un MT crece lentamente hasta que sufren una fase de
acortamiento rapido llamada catastrofe, en esta fase se pierden aproximadamente
1000 dimeros por segundo, asi que el polimero es acortado mas de 0.5 um por

segundo. El rapido acortamiento puede ser terminado por otro evento estocastico
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llamado rescate, el rescate se lleva acabo mas comunmente en el exremo (-) que

en el extremo (+) (Figura 6) (Alberts, et al. 2002; Polard, et al. 2008).
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FIGURA 6. Dinamica de inestabilidad de MTs. Se muestra la dinamica de inestabilidad de MTs, del
lado izquierdo una representacion grafica del los eventos de catastrofe, rapido acortamiento,
rescate y elongacién, medida en segundos. El panel de la derecha es la representacién de como

ocurren cada uno de los eventos en la dinamica de inestabilidad (Polard, et al. 2008).

1.11.4 DROGAS QUE AFECTAN LA DINAMICA DE FORMACION DE MICROTUBULOS.

Las herramientas farmacoldgicas permiten estudiar la dindamica de formacion de
MTs, y actualmente el uso de drogas que bloquen la fase de mitosis en la celula
son utilizadas ampliamente para tratamiento contra el cancer (Polard, et al. 2008).
La inhhibicion de la mitosis por muchas drogas que se unen a tubulina es
atribuida a la despolimerizaciéon de MTs. El nocodazol afecta la dinamica de
polimerizacion y despolimerizacion de MTs in vitro incrementando 4 a 5 veces la

hidrdlisis de GTP en la despolimerizacion de los MTs (Jordan, et al. 1992).
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El taxol es una droga que promueve la estabilizacion de MTs, y como resultado la
division celular se estaciona en la fase de G,/M (Shannon, et al 2005). El taxol se
une a la subunidad-b del dimero de tubulina resultando en un MTs estable contra
la despolimerizacion inducida por Ca2+, frio y dilucion. El taxol se une detras del
loop-M en la subunidad—f3 del dimero de tubulina. Se ha postulado que el taxol
ayuda a facilitar las interacciones entre el loop-M de la subunidad-§ con el loop
H1-S2 de la subunidad 8 del protofilamento adyacente. Un mecanismo que se ha
propuesto de como estabiliza los MTs el taxol, es la unidon de taxol a las
interacciones dimero-dimero de tubulina que forman los protofilamentos de esta
manera fortaleciendo el MTs y evitando su despolimerizacion (Figura 5) (Mitra, et

al. 2008; Derry, et al. 1997).
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4. OBJETIVO GENERAL

DETERMINAR EL EFECTO DE LA ESTABILIZACION Y DESESTABILIZACION DE MTS SOBRE LA
FORMACION, CRECIMIENTO Y MIGRACION DE VIROPLASMAS Y VLS EN DOS CEPAS DE

ROTAVIRUS.
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4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1 Caracterizar el numero y tamano de viroplasmas de las cepas SA11 y RRV
de rotavirus durante el proceso de infeccion en células BSC-1 (2-18 h horas

post-infeccion).

4.1.2 Determinar el efecto de taxol y nocodazol en la formacion y crecimiento de

viroplasmas.

4.1.2.1 Estandarizacion de la dosis de taxol a utilizar, en células sin

infectar o infectadas con rotavirus SA11.

4.1.2.2 Validaciéon de la actividad de nocodazol a dosis de 15 pg/ml

en células no infectadas.

4.1.2.3 Efecto de taxol y nocodazol en la formaciéon y crecimiento de
viroplasmas en etapas tempranas de la infeccion de las cepas

SA11 6 RRV de rotavirus.

4.1.3 Determinar el efecto de taxol y nocodazol en la formacion y crecimiento de

VLS.

4.1.3.1 Caracterizacion del proceso de migracion de VLS.

41.3.2 Efecto de taxol sobre VLS.

4.1.3.3 Efecto de nocodazol sobre VLS.
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4.1.4 Identificacion de otros factores del hospedero que puedan afectar la

formacion y crecimiento de viroplasmas.

4.1.4.1 Lipid Droplets.
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3. HIPOTESIS

LA ALTERACION DE LA DINAMICA DE POLIMERIZACION — DESPOLIMERIZACION DE MTs
MEDIANTE LA EXPOSICION A NOCODAZOL O TAXOL MODIFICA EL CRECIMIENTO Y FUSION DE
VIROPLASMAS Y VLS DE ROTAVIRUS. DEBIDO A LAS DIFERENCIAS REPORTADAS ENTRE
CEPAS SE PROPONE QUE EXISTAN DIFERENCIAS EN EL PROCESO DE FORMACION Y

CRECIMIENTO DE VIROPLASMAS ENTRE LAS CEPAS SA11 Y RRV.
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2. JUSTIFICACION

Debido al papel tan importante que tienen las diarreas causadas por rotavirus
tanto en humanos como en animales, es importante desarrollar estrategias de
tratamiento eficientes que ayuden a controlar las infecciones causadas por
rotavirus, por eso es importante conocer los mecanismo moleculares que el virus
utiliza para su replicacién. Para ello en este trabajo se determiné el papel que
juegan los MTs en la formacion, crecimiento y migracion de viroplasmas en dos
de las cepas de rotavirus mas utilizadas en el laboratorio (SA11 y RRV) asi como
el crecimiento y migracion de VLS, determinando el efecto de drogas que afectan
la dinamica de los MTs, y el taxol que estabiliza a los MTs y cuyo efecto sobre los

viroplasmas se desconocia antes de la realizacion de este estudio.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 DISENO EXPERIMENTAL

Es un estudio ampliado para determinar la importancia de MTs sobre la
formacién, crecimiento y migracion de viroplasmas, en células BSC1 infectadas
con rotavirus SA11 6 RRV a distintos tiempos post-infeccion, a través de drogas
que estabilizan y desestabilizan los MTs; taxol y nocodazol, respectivamente.
También se establecio6 la formacion de VLS producidos por expresion, mediante el
sistema hibrido de vaccinia, de las proteinas NSP2 y NSP5. Igualmente se ratifico

la asociacion de LD con viroplasmas.

5.2 MODELO DE INFECCION IN VITRO .

Células BSC-1 epiteliales de rindn de mono verde africano fueron sembradas en
placas de 16 pozos (Nunc™, Lab- Tek®Brand Products) en medio de cultivo
modificado de Eagle (MEM, Invitrogen) suplementado con 10% de Suero Fetal
Bovino (Invitrogen), 3% de Bicarbonato, 1X de Penicilina/Estreptomicina
(Invitrogen ) y 1x de GlutaMAX (Invitrogen). Las células se incubaron a 37°C con
5% de CO,; (Forma Scientific, CO, Water Jacketed Incubator) hasta su

confluencia.

5.3 INFECCION.

Las células BSC1 fueron infectadas con las cepas:
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CEPAS DE ROTAVIRUS

TiTuLo Y MOI

SA11(Simian Agent-11) aislado de un

mono verde africano

(4.6 x 10" UFF/ml) a una multiplicidad

de infeccion (MOI) de 0.1.

RRV (rhesus rotavirus) aislado de un

mono rhesus

(2.8 x 10" UFF/ml) a una MOI de 0.05.

La infeccidén con dichas cepas se dej6 durante 1 hora (h) de adsorciéon a 37°C

con 5% de CO; se elimind el indculo no absorbido, se dejo la infeccidon por 17 h

adicionales, y se lavo 2 veces con solucion buffer de fosfatos (PBS), para su

posterior fijacion y procesamiento para inmunofluorescencia.

5.4. ANTICUERPOS.

(anti-guinea pig 1gG H+L, Invitrogen)

para NSP2 .

ANTICUERPOS DILUCION
-Anti p-tubulina (Mouse Anti-blll Tubulin, 1:1000
Promega, No. catalogo G7121)
-Anti-NSP2 (de cuyo producido en el 1:300
laboratorio)
-Anti-lgG de cuyo-Alexa Fluor® 594 1:200
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-Anti-lgG de raton- Alexa Fluor® 488 1:200
(goat anti-mouse IgG H+L,
InvitrogenNo. catalogo A-11001) para

-tubulina.

-Anti-perilipina (Perilipin (K-13), goat 1:80
polyclonal IgG (Santa Cruz

Biotechnology))

5.5 MICROSCOPIA DE INMUNOFLUORESCENCIA.

Células BSC1 fueron infectadas por 18 h con las cepa SA11 y/o RRV. Se fijaron
las células con paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Tritébn X-100 al
0.1%, y se bloqued con albumina sérica bovina al 1%. Se adicioné el anticuerpo
primario y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se coloco
el anticuerpo secundario y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente.
Finalmente el nucleo se tind con DAPI stock 0.5 mg/ ml a una dilucién 1: 1000 y

las laminillas se colocaron en medio para montar DAKO (Dako Citomation).

5.6 PROCESAMIENTO DE IMAGENES.

Las muestras se analizaron por microscopia de inmunofluoescencia convencional
(Microscopio OLIMPUS 1X70) y microscopia confocal (OLIMPUS FV-1000). Las

imagenes fueron analizadas con el software IMAGE PRO PLUS 6.2. y las
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imagenes de microscopia confocal con el software FV10-ASW 1.7 Viewer.

5.7 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR CON CRISTAL VIOLETA.

Se sembraron células BSC1 en placas de 96 pozos y se incubaron por 4 dias a
37°C. Posteriormente se agregaron diferentes concentraciones de taxol de 0.005
uM a 50 uM (Invitrogen), entre 4 a 18 h previas a la fijacidn. En seguida las
células se lavaron con MEM sin suero y se agregoé Cristal Violeta (CV 0.1 % en
Etanol 20%), y se incubaron por 5 min., eliminando la solucion para su posterior
secado. La placa se solubilizé agregando SDS 0.2% y se incubd en agitacién por
~2 a 3 h hasta que el colorante se disolvié. Finalmente se pasaron 100 ml de cada
muestra a otra placa de ELISA y se ley6 en espectrofotdmetro a una longitud de

onda de 590 nm.

5.8 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR CON AZUL TRIPANO.

Se sembraron células BSC1 en placas de 6 pozos (Corning, Costar), a 37°C con
5% de CO,, por 4 dias y se trataron con distintas concentraciones de taxol de
0.005 pM a 50 uM (Invitrogen) por 18 h. Posteriormente las células fueron
tripsinizadas y re-suspendidas en azul tripano al 1% en una proporcion 1:1 con las
células resuspendidas en medio MEM sin suero, y fueron contabilizadas en un

hemocitometro de Neubauer.
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5.9 EXPRESION DE NSP2 Y NSP5 UTILIZANDO EL SISTEMA HIBRIDO DE VACCINIA/ ARN

POLIMERASA T7.

El sistema se basa en la expresion de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 y la
co-transfeccion con los plasmido pNSP2 y pNSP5 (Cabral-Romero 2006), para la
expresion de NSP2 y NSP5 de la cepa SA11 a partir de un promotor T7. Se
sembraron células BSC1 en placas de 16 pozos y se incubaron hasta su
confluencia mediante el método anteriormente descrito. Posteriormente se
infectaron con vaccinia VTF7-3 (4 x 10° UFP/ml) a una MOI de 1 para la expresion
de la ARN polimerasa T7 (Elroy-Stein, et al. 1998), 1 h post-infeccion se co-
transfectd con los plasmidos (p) pNSP2 y pNSP5 a una concentracion de 60 ng/
pozo, el método de transfeccion se realizé con lipofectamina, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Invitrogen), y ademas se trataron o no con taxol 0.05
MM, 6 nocodazol 15 pg/ ml se incubaron por 17 h. Finalmente las células se fijaron
y se montd la laminilla para inmunofluorescencia como se describio

anteriormente.

5.10 ANALISIS ESTADISTICOS.
Los analisis estadisticos se realizaron con el programa JMP (Statistical Discovery
Sofyware). Se contabilizaron tres experimentos diferentes con 10 observaciones

cada uno.

Todos los datos se distribuyeron de manera normal con la prueba de Shapiro-Wil
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W; (W 0.963746 / Prob<W 0.5945). Andlisis de Varianza p<.001. Las diferencias

estadisticas se midieron con la prueba de Tukey HSD y T de Student.
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6. RESULTADOS

6.1 DIFERENCIAS EN LA FORMACION DE VIROPLASMAS ENTRE LAS CEPAS

SA11Y RRV.

Trabajos previos han descrito la cinética de formacién de viroplasmas en células
MA104 infectadas con SA11, encontrando que aumentan de tamafio y disminuyen
en numero con el tiempo post-infeccion (Eichwald, et al. 2004). Para determinar si
es un efecto de rotavirus en general 6 de la cepa SA11 en particular, células
BSC1 fueron infectadas con la cepa SA11 6 RRV durante 18 hpi con intervalos de
2 h, para comparar la cinetica de formacion de viroplasmas de ambas cepas de
los 8 a 18 hpi (Figura 7). Nuestros resultados muestran que los viroplasmas
producidos por ambas cepas aumentan en area y disminuyen en numero, como lo
describié Eichwald, sugiriendo que los viroplasmas son capaces de fusionarse a
lo largo de la infeccion (Grafica 1). Sin embargo, los viroplasmas de la cepa SA11
tiene una mayor capacidad de fusionarse ya que se refleja una reduccion del
66.6% en el numero de viroplasmas y un incremento de mas de 10 veces el area
promedio inicial a las 18 hpi; en cambio la cepa RRV solo se reduce en 41.6 % el
numero de viroplasmas con un incremento de 4 veces con respecto al promedio
inicial. Ademas de los criterios de numero y tamano, en este estudio, también se
determind la distancia al nucleo ya que es un fenomeno que se habia detectado

cualitativamente en estudios realizados en nuestro laboratorio, pero no habia sido
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confirmado cuantitativamente. Asi observamos en el transcurso de la infeccion
que los viroplasmas de SA11, reducen su distancia promedio de 4.83 um a las 8
hpi a solamente 1.38 um a las 18 hpi, midiendo la distancia a partir del centro del
viroplasmas a la periferia del nucleo celular (Figura 7 y Grafica 1). La cepa RRV
mostré un fenotipo similar al de SA11; los viroplasmas se desplazaron hacia el
nucleo conforme transcurria la infeccion, de una distancia promedio de 4.11 um a

las 8 hpi a una distancia promedio de 1.38 um a las 18 hpi (Figura 7 y Grafica 1).
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FIGURA 7. Cinética de crecimiento y migracion de viroplasmas de las 8 a 18 hpi con intervalos de 2
h de las cepas SA11 (rojo) y RRV (verde). Se utilizé anticuerpo anti-NSP2 para detectar
viroplasmas y DAPI para el nucleo. La barra indica 10 micras de longitud, a una magnificacion de

60X.
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GRAFICA 1. Cinética de crecimiento y migracién de viroplasmas de las 8 a 18 hpi con intervalos de
2 h de las cepas SA11 y RRV. En las graficas se indica el promedio de las mediciones hechas con
una n=30 (se cuantificaron los viroplasmas de 10 células infectadas de tres distintos ensayos); las
barras indican desviacion estandar (std desv) en area = 0.13; std desv en numero = 1.22; std desv

en distancia al nucleo =0.48, p<.001.
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6.2 VALIDACION Y ESTANDARIZACION DE DOSIS UTILIZADAS DE NOCODAZOL Y TAXOL

SOBRE MTs.

6.2.1 VALIDACION DEL EFECTO DE NOCODAZOL SOBRE MTSs.

Como se menciond anteriormente en el laboratorio Cabral-Romero utilizé el
nocodazol en células infectadas con SA11 y determiné su efecto cualitativamente
sobre el crecmiento de viroplasmas utilizando una dosis de 15 ug/ml de nocodazol
durante la infeccion. Nosotros utilizamos la misma dosis y validamos su efecto
sobre MTs. En la figura 8A, se muestra células BSC1 tratadas con nocodazol,
donde se aprecia claramente la despolimerizacion de MTs, presentando una
apariencia difusa de los MTs en el citoplasma de la célula, comparado con la

distribucion normal de estos (B).
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FIGURA 8. Alteracion de MTs en células BSC1 no infectadas tratadas con y sin nocodazol. A, MTs

de células tratadas por 18 h con 15 ug/ml de nocodazol; B, MTs de células sin tratar. La barra

indica 10 micras de longitud, a una magnificacion de 60X.
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6.2.2 DETERMINACION DE DOSIS DE TAXOL A UTILIZAR.

6.2.2.1 VIABILIDAD CELULAR

Inicialmente determinamos la concentracion de taxol a utilizar, empleamos
intervalos de concentraciones de 0.005 uM a 50 uM y midiendo la viabilidad en
células sin infectar, por tincion con cristal violeta que solamente se incorpora en
células vivas. También, se determin¢ la viabilidad ante el tratamiento con 0.05 uM
a 50 uM de taxol por tincién con azul de tripano, que es excluido de células vivas.
Se encontré con ambos métodos que taxol no afecté la viabilidad en el intervalo

de concentraciones utilizadas en éste estudio (Grafica 2 y 3).
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GRAFICA 2 . Efecto de taxol sobre la viabilidad de células BSC1 por el ensayo de cristal violeta.

Células BSC1 fueron tratadas con taxol a concentraciones de 0.005 uM, 0.05 uM, 0.5 uM, 5 uM y

50 uM durante distintos intervalos de tiempo de 8 a 18 h a 37°C.
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GRAFICA 3. Efecto de taxol sobre la viabilidad de células BSC1 por el ensayo de azul tripano.
Células BSC1 fueron tratadas con taxol a concentraciones de 0.05 mM, 0.5 mM, 5 mM y 50 mM

por 18 h.

6.2.2.2 EFECTO DE TAXOL SOBRE MTSs.

Una vez que se determind que el taxol no afecta la viabilidad celular, se determiné
el efecto de las concentraciones de 0.05 uM a 50 uM durante 17 h sobre la
morfologia de MTs y viroplasmas en células BCS1 infectadas con el rotavirus
SA11 y en células control no infectadas. En células BSC1 no infectadas y tratadas
con taxol se observa la estabilizacion de los MTs y éstos presentan una tendencia
a estar agrupados hacia un extremo de la célula (Figura 9 D-Q). Ademas se
observa una abundante cantidad de estructuras similares a sincicios (células
plurinucleadas), las cuales resultan de la fusidén de varias células con reabsorcion
de membranas; sin embargo, la técnica utilizada en este ensayo no es especifica

para detectar sincicios. Estos resultados coinciden con anteriores reportes, donde
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distintas concentraciones (3-10 uM) bloquean la mitosis entre los limites de
metafase/anafase observando células con dos, tres 0 mas nucleos; también
reportan que podrian existir algunas células que pueden escapar del bloqueo
mitotico y pueden convertirse en células anormales multinucleadas (Jordan, et al.
1993). A concentraciones de 0.5 yM y 5 pM se observaron estructuras aberrantes,
como la formacién de haces y crecimiento de tamafo del citoesqueleto (Figura 9
J-N ). Finalmente a concentraciones de 50 uM se observan un gran nimero de
células que no pudieron dividirse, la separacién del material genético se presenta

en forma anormal, no hay formacion del huso mitético (Figura 9 O-Q).
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FIGURA 9. Efecto de taxol sobre MTs en células BSC1 no infectadas. A-C, células sin tratamiento;
D-F. células tratadas con taxol 0.005 uM; G-I, células tratadas con taxol 0.05 uM; J-L, células
tratadas con taxol 0.5 yM; M-N, células tratadas con taxol 5 MM; O-Q, células tratadas con taxol 50
pUM. La barra indica 10 micras de longitud a una magnificacion de 60X, excepto para D-F y J-L con

una magnificacion de 40X.
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6.2.2.3 DETERMINACION DE DOSIS DE TAXOL A UTILIZAR EN CELULAS INFECTADAS

CON ROTAVIRUS.

En células BSC1 infectadas con SA11 y tratadas con taxol se observd una
disminucion en el area y formacion de estructuras aberrantes en las
concentraciones de 50 uM y 5 uM; y en las concentraciones de 0.005, 0.05y 0.5
MM aparentemente la morfologia de viroplasmas no se observo alterada (Grafica
4). Debido a lo anterior se decidi6 utilizar para ensayos subsecuentes la dosis de
0.05 yM de taxol ya que la viabilidad celular fue del 100%, y no afect6 la

conformacioén de viroplasmas, y ademas la estabilizacion de MTs es evidente.
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GRAFICA 4. Efecto de taxol sobre el tamafio de los viroplasmas en células BSC1 infectadas con

SA11. Células BSC1 infectadas con SA11 fueron tratadas con taxol 0.005, 0.05, 0.5, 5y 50 uM

durante 17 h desde 1 hpi. Las barras indican el promedio de viroplasmas de diez células

infectadas en un ensayo.
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6.3 EL TRATAMIENTO CON TAXOL O NOCODAZOL PREVIO A LA INFECION NO AFECTA EL

SEMBRADO DE VIROPLASMAS PERO S| SU LOCALIZACION.

Se determind si los viroplasmas son capaces de sembrarse (formarse) cuando
previamente a la infeccion con SA11 los MTs se estabilizan por tratamiento con
taxol o se despolimerizan por tratamiento con nocodazol. Para ello se trataron
células BSC1 con 0.05 uM de taxol 6 15 ug/ml de nocodazol 30 minutos antes de
la infeccion, se infectd y se dejo proceder la infeccion 18 h con las drogas
presentes todo el tiempo a lo largo de la infeccion. Los viroplasmas fueron
capaces de sembrarse aun cuando se afecté la dinamica de formacion de MTs

con taxol o nocodazol (Figura 10).
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-30min 0 18 hpi
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FIGURA 10. Efecto de tratamiento con taxol 6 nocodazol adicionados previamente a la infeccion
con rotavirus cepa SA11 sobre el sembrado de viroplasmas. Células BSC1 fueron tratadas 30 min
antes de la infeccion con taxol 0.05 uM o nocodazol 15 ug/ml, manteniendo las drogas a lo largo
de la infeccion hasta las 18 hpi. A, viroplasmas sin tratamiento; B, viroplasmas en células tratadas
con nocodazol; C, Viroplasmas en células tratadas con taxol. La barra indica 10 micras, a una

magnificacion de 60X. TX= taxol, NOC= nocodazol, INF= infeccion, IF= inmunofluorescencia.
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6.4 EFECTO DE LA DESESTABILIZACION DE MTS cON NOCODAZOL EN EL CRECIMIENTO

DE VIROPLASMAS EN CELULAS INFECTADAS CON SA11 6 RRV.

Para determinar si el efecto de la desestabilizacion de MTs sobre la fusion y
migracion de viroplasmas es especifico para la cepa SA11 o0 es un fendbmeno mas
general, se evalud la cinética de formacion en células infectadas con la cepa
RRV. ElI nocodazol aparentemente bloqued completamente la fusién de
viroplasmas determinados en células infectadas con SA11 a las 18 hpi ya que el
numero de viroplasmas presentes en muy similar al que se determiné en la fase
inicial de su formacion a las 8 hpi; mientras que el tamafio disminuyo 4 veces con
respecto a las células no tratadas a las 18h post-infeccién (Figura 7 y Grafica 1).
En cambio en células tratadas e infectadas con RRV no hay efecto
aparentemente en el numero y tamafo; lo que podria indicar un mecanismo
distinto de cepa SA11 de fusién de viroplasmas para la cepa RRV independiente
de MTs. Sin embargo, en ambas cepas se altera claramente la migracién a la

region peri-nuclear (Figura 11y Grafica 5).
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FIGURA 11. Efecto de nocodazol sobre viroplasmas de las cepas SA11 y RRV. Células BSC1

fueron infectadas con rotavirus SA11 y RRV y tratadas con nocodazol 15 ug/ml manteniendo las

drogas a lo largo de la infeccién hasta las 18 hpi. A, viroplasmas de la cepa RRV sin tratamiento;
B, viroplasmas de la cepa SA11 sin tratamiento; C, Viroplasmas de la cepa RRV tratadas con
nocodazol; D, Viroplasmas de la cepa SA11 tratadas con nocodazol; La barra indica 10 micras, a

una magnificacion de 60X..
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GRAFICA 5. Efecto de nocodazol sobre viroplasmas en células BSC1 infectadas con las cepas
SA11 6 RRV. Se realizaron distintas mediciones del area, ndmero y distancia al ndcleo de
viroplasmas en células BSC1 infectadas con SA11 o RRV y tratadas o no con taxol 0.05 uM o

nocodazol 15 ug/ml en el intervalo de 1 -18 hpi. En las gréficas se indica el promedio de las

mediciones hechas con una n=30 (se cuantificaron los viroplasmas de 10 células infectadas de
tres distintos ensayos); las barras indican desviacion estandar (std desv) en area= 0.21; std desv

en numero=1; std desv en distancia al nucleo=0.29, p<.001.
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6.5 LA ESTABILIZACION DE MTS CON TAXOL FAVORECE EL CRECIMIENTO DE
VIROPLASMAS DE SA11.

Debido que inicialmente hipotetizamos que la estabilizacion con taxol podria
favorecer el crecimiento de viroplasmas, probamos el efecto de distintos intervalos
de tiempo de tratamiento con taxol sobre el tamafio de viropalsmas en células
BSC1 infectadas con SA11. Inicialmente probamos tratamientos largos en la fase
tardia de la infeccion, en el intervalo de tiempo de 10 a 18 hpi, sin observar un
efecto aparente (datos no mostrados), debido a lo anterior, como en nuestros
datos de la cinética de formacién de viroplasmas habiamos observado que entre
las 2 a 8 hpi es donde ocurren los mayores eventos de fusion, decidimos realizar
tratamientos en las etapas tempranas de la infeccion. Asi que células BSC1
infectadas con la cepa SA11 fueron tratadas con taxol en el tiempo cero y
posteriormente se hicieron lavados para retirar el tratamiento a las 2, 4, y 6 hpi,
dejando la infeccién por 18 h y fijar entonces las células para simplificar la

metodologia.

En la Figura 12 se observa el efecto de los distintos intervalos de tratamiento a
tiempos tempranos con taxol en células BSC1 infectadas con SA11. Los
viroplasmas en células tratados con taxol durante las etapas tempranas son mas
grandes en comparacién con los que no fueron tratados (Grafica 6) alcanzando un
tamafio maximo en el tratamiento de las 0 a 6 hpi de tratamiento con taxol. En

cuanto el numero y distancia al nucleo no hubo diferencias (datos no mostrados).
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FIGURA 12. Efecto de tratamiento con taxol 0.05 uM durante distintos intervalos de tiempo sobre el

area de viroplasmas en células BSC1 infectadas con SA11. A, viroplasmas 0-2 hpi de tratamiento;
B, viroplasmas 0-4 hpi de tratamiento; C, viroplasmas con 0-6 hpi de tratamiento y D, viroplasmas
con 0-8 hpi de tratamiento; y E, viroplasmas sin tratamiento. Las céllas fueron fijadas a las 18 hpiy
se procesaron para visualizar en rojo con anti-NSP2 y en azul el nucleo tefido con DAPI. La barra

indica 10 micras de longitud, a una magnificacion de 60X.
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GRAFICA 6. Efecto del tratamiento con taxol durante distintos intervalos de tiempo sobre el area de
viroplasmas en células BSC1 infectadas con SA11. Células BSC1 infectadas con SA11 fueron

tratadas con taxol 0.05 uM de 0-2, 0-4, 0-6 o 0-8 hpi y fijadas a las 18 hpi. En las graficas se indica
el promedio de las mediciones hechas con una n=30 (se cuantificaron los viroplasmas de 10
células infectadas de tres distintos ensayos); las barras indican desviacion estandar (std desv) en
area= 0.5, P<.001.

6.6 LA ESTABILIZACION DE MTS CON TAXOL AFECTA EL CRECIMIENTO DE VIROPLASMAS

DE RRV.

Se determind también el efecto de tratamiento durante distintos intervalos de
tiempo con taxol sobre el area, numero y distancia al nucleo de viroplasmas en

células BSC1 infectadas con otra cepa de rotavirus RRV. En el caso de la cepa
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RRYV el tratamiento con taxol tiene un efecto distinto al de la cepa SA11 (Grafica
6), a las 6 hpi de tratamiento con taxol el tamafo de los viroplasmas visualizados
a las 18 hpi disminuye, situacion contrario a la cepa SA11 donde con ese intervalo
de tratamiento con taxol los viroplasmas alcanzan su tamafio maximo (Grafica 6),
mientras que en células infectadas con RRV fueron necesarias 18 hpi de
tratamiento continuo con taxol para que los viroplasmas alcanzaran su maximo
tamano (Figura 13). En contraste, con los distintos intervalos de tratamiento con
taxol y no hubo diferencias en el numero y migracion peri-nuclear de los

viroplasmas de RRV (datos no mostrados).
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FIGURA 13. Efecto del tratamiento con taxol 0.05 uM durante distintos intervalos de tiempo sobre el

area de viroplasmas en células BSC1 infectadas con RRV. A, viroplasmas sin tratamiento; B,
viroplasmas 0-2 hpi de tratamiento; C, viroplasmas 0-4 hpi de tratamiento; D, viroplasmas con 0-6
hpi de tratamiento y E, viroplasmas con 0-18 hpi de tratamiento. Las células se fijaron a las 18 hpi
y en rojo viroplasmas utilizando anti-NSP2 y en azul el ndcleo tefido con DAPI. La barra indica 10

micras de longitud, a una magnificacion de 60X.
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6.7 Los VLS DE ROTAVIRUS NO MIGRAN A LA REGION PERINUCLEAR.

Aunque ya se sabe que al expresar a NSP2 y NSP5 mediante el sistema hibrido
de vaccinia se forman VLS, no se ha caracterizado su ubicacion en el citoplasma
en relacion al nucleo. Los VLS presentan un fenotipo diferente a los viroplasmas,
ya que se encuentran distribuidos a lo largo del citoplasma después de 18 h post-
transfeccion, mientras que los viroplasmas generalmente al final de la infeccion se
encuentran rodeando la regién peri-nuclear (Figura 14). En la Grafica 7 se
muestra la distancia de los VLS comparada a los viroplasmas hacia la regién peri-
nuclear; lo que indica que otro componente viral distinto de NSP2 y NSP5 pudiera

estar involucrado en la migracién de viroplasmas a la regién perinuclear.
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A Wl VIROPLASMAS

FIGURA 14. Ubicacion intracelular de (VLS) de SA11 formados por la expresiéon de las proteinas
NSP2 y NSP5 en células BSC1 usando el sistema hibrido de vaccinia a las 18 h post-transfeccion
y comparacion con viroplasmas en células BSC1 infectadas con SA11 a las 18 hpi. A, VLS
utilizando anti-NSP2; B, viroplasmas utilizando anti-NSP2. La barra indica 10 micras, a una

magnificacion de 60X.
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GRAFICA 7. Diferencias de migracioén al nucleo entre viroplasmas en células BSC1 infectadas con
SA11 alas 18 hpi y VLS formados por co-expresion de NSP2 y NSP5 a las 17 h post-transfeccion.
En las graficas se indica el promedio de las mediciones hechas con una n=30 (se cuantificaron los
viroplasmas de 10 células infectadas de tres distintos ensayos); las barras indican desviacién

estandar (std desv) en distancia al nucleo=0.51, P<.001.

6.8 LA ALTERACION DE MTS CON TAXOL O NOCODAZOL TAMBIEN AFECTA EL TAMANO DE

VLS.

Para determinar si los MTs junto con los dos principales componentes de
viroplasmas (NSP2 y NSP5) estan involucrados en la fusion de viroplasmas,
decidimos determinar también el efecto de taxol y nocodazol sobre el tamaro de
VLS. El efecto observado en los VLS tratados con taxol y nocodazol es

aparentemente similar al obtenido cuando las células son infectadas con la
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particula de rotavirus, ya que en los VLS tratados con taxol presentan una
tendencia de crecimiento, sin embargo también se observan VLS muy pequefios;
mientras que los VLS tratados con nocodazol son tan pequefios que no pudieron
cuantificarse en cuanto a tamafo (Figura 15). Estos datos sugieren que el
fendmeno de fusidon no depende de la replicacion, en contraste a la migracion que

depende de otros factores virales.
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FIGURA 15. Efecto de taxol y nocodazol sobre VLS en células BSC1 en las que se expresa NSP2 y
NSP5 a las 17 h post- transfeccion. A, VLS sin tratamiento (verde); B, VLS tratados con nocodazol
15 mg/ml por 18 hpi (verde) C, VLS tratados con taxol 0.05 mM (rojo). Microscopia confocal a una

magnificacion de 60X.
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6.9 OTROS COMPONENTES CELULARES INVOLUCRADOS EN LA FORMACION Y

CRECIMIENTO DE VIROPLASMAS.
6.9.1. LiPID DROPLETS

Reportes recientes muestran la asociacidon de viroplasmas de SA11 con
proteinas asociadas LD en células MA104, especificamente NSP2 y NSP5 se
asocian con perilipina y adipofilina (Cheung, et al. 2010). En este estudio
confirmamos la asociacion de LD con viroplasmas. En células sin infectar los LD
se observan como pequefios puntos distribuidos a lo largo del citoplasmas, a
diferencia de las células infectadas con rotavirus donde se muestra claramente la
co-localizacién de LD y viroplasmas principalmente en la periferia de viroplasmas
(Figura 16). Asi mismo observamos que al tratar las células con taxol por 18h,
aparentemente los viroplasmas presentan un aumento de tamafo y con ellos los
LD rodeandolos en la periferia (Figura 16 E-G), obteniendo el efecto contrario con
nocodazol, donde los viroplasmas se observan de menor tamafio distribuidos en
el citoplasmas (Figura 16 H-J). En los tres casos donde se observan células
infectadas con SA11, con y sin tratamiento con taxol 6 nocodazol, los LD siempre
se encuentran rodeando los viroplasmas como si la infeccidn por rotavirus

secuestrara los LD alrededor de los viroplasmas (Figura 16 B-J).

65

TESIS DE MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL ABRIL DEL 2011



Rangel Huerta E. Estudios de la formacién y crecimiento de viroplasmas de rotavirus

VIROPLASMAS +LIPID DROPLETS

LIPID DROPLETS + DAPI VIROPLASMAS + DAPI + DAPI
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INFECTADAS
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CON SAIlY
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CON SAIlY
TRATADAS CON
NOCODAZOL

FIGURA 16. Asociacion de LD con viroplasmas. Células BSC1 infectadas con rotavirus SA11 por 18

h con y sin tratamiento con taxol 0.05 uM 6 nocodazol 15 ug/ml. A, células BSC1 sin infectar; B-

D, células BSC1 infectadas con rotavirus SA11 por 18h; E-G, células BSC1 infectadas con
rotavirus SA11 y tratadas con taxol por 18h; H-l, células BSC1 infectadas con rotavirus SA11 y
tratadas con nocodazol por 18h. En verde se observan los LD, el rojo NSP2 y en azul el nucleo de

la célula. La barra indica 10 micras, a una magnificacion de 60X.
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7. DISCUSION

La formacion de viroplasmas se considera el evento mas evidente del conjunto de
eventos celulares que caracteriza a la replicacion de rotavirus. Previamente a este
estudio se sabia que a tiempos tempranos los viroplasmas son generalmente
pequefios y distribuidos en todo el citoplasma, mientras que a tiempos tardios de
la infeccion los viroplasmas aumentan en area y disminuyen en numero
(Eichwald, et al. 2004). Sin embargo no se habia reportado la migracion de
viroplasmas a la region perinuclear. El hecho de que tanto la migracion al nacleo
como el crecimiento de estos ocurre gradualmente, y que las drogas taxol y
nocodazol afectan positiva o negativamente ambos fenotipos, el tamafo y la
distancia a nucleo. Estos resultados indican que el crecimiento y la migracion de
viroplasmas son distintas manifestaciones del mismo proceso; el crecimiento

particularmente esta dado por la fusion y otros factores especificos de cada cepa.

En este estudio observamos que el tamafio de los viroplasmas en células BSC1
infectados con el rotavirus SA11 son mayores que los de células infectadas con
RRV. Sin embargo la dinamica de formacién de viroplasmas tanto de SA11 como
de RRV son iguales a las reportadas anteriormente por Eichwald en el 2004 con
NSP2-EGFP en células MA104, donde los viroplasmas van aumentando de
tamafio disminuyen en numero a lo largo de la infeccién. Asi mismo, obtuvimos
evidencia de que en ambas cepas ocurre la migracion al nucleo. El hecho de que

tanto en SA11 como en RRV ocurran los mismos procesos, el aumento de
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tamafio por fusién, y de migracién al nucleo de viroplasmas, pero con distinto
resultado en cuanto a tamafo es explicable si la eficiencia de fusién de

viroplasmas de SA11 es mayor que la de RRV.

La migracion unidireccional y centripeta de los viroplasmas al nucleo es similar a
lo que se observa en algunos organelos celulares como los endosomas. Los
endosomas tempranos se mueven a través de los MTs a la region perinuclear
donde son convertidos en endosomas de fase tardia, finalmente éstos se fusionan
con lisosomas donde las particulas que fueron endocitadas son procesadas para

su degradacion (Loubéry, et al. 2008).

Anteriormente Cabral-Romero utilizé el nocodazol, una droga que despolimeriza
los MTs, adicionado a distintos tiempos post-infeccion, sugiriendo que nocodazol
no interfiere con eventos tempranos de formacion de viroplasmas y soélo interfiere
con su crecimiento. Con el fin de ampliar estos estudios diferenciando
estrictamente sembrado de crecimiento, nosotros tratamos a las células 30 min
previos con nocodazol o taxol a la infeccidon para determinar si los viroplasmas
son capaces de sembrarse a pesar de que los MTs estuvieran alterados. Los
viroplasmas lograron sembrase o formarse a pesar de que los MTs estuvieran
alterados, concluyendo que los MTs no son estrictamente necesarios para el
sembrado de viroplasmas. Un experimento similar fue realizado recientemente por

Martin D., tratando las células 1h antes de la infeccion, manteniendo el
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tratamiento durante 6 hpi, obteniendo un resultado similar al nuestro.

Es posible que dimeros de tubulina o protofilamentos sean suficientes para el
sembrado de viroplasmas de la cepa SA11, 6 como Martin propone, que los
viroplasmas de manera predominante se pueden formar en un MTOCs secundario
durante la infeccidn de rotavirus (Martin, et al. 2010). Sin embargo hay diferencias
importantes entre nuestro estudio y el de Martin, ya que ellos concluyen que a
pesar de que el nocodazol fue agregado antes y después de la infeccion, la
distribucién de los viroplasmas no fue alterada, sugiriendo que los MTs no tienen
un impacto en la localizacion de viroplasmas, y que la red de MTs no es esencial
en el ciclo viral de rotavirus (Martin, et al. 2010). Un punto importante a clarar es
que en los experimentos de Martin, utilizaron tiempos cortos de infeccién de 6 hpi,
y por ello no ven el claro efecto que produce la despolimerizacién de MTs a lo
largo de 18 hpi. En nuestras observaciones de cinética de formacion de entre 2 y
8 hpi los viroplasmas generalmente son pequenos y distribuidos en todo el
citoplasma (Figura 7), asi que no importa si se deja el tratamiento durante las 6
hpi, no se ve un efecto del nocodazol, por que a ese tiempo los viroplasmas no
crecen ni migran significativamente. Asi concluimos que los MTs si son
importantes para la localizacion de viroplasmas; y por ello proponemos dos
etapas de formacién de viroplasmas, la primera es el “sembrado”, que es la
asociacion de NSP2 y NSP5 con dimeros de tubulina o protofilamentos que sirven

de plataforma para una incorporacion inicial de proteinas virales. Si estos
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complejos se incorporan a MTs, entonces se estableceria una fase de
“crecimiento” donde los viroplasmas migran hacia la region perinuclear y
simultdneamente crecen por fusién, y por ello en este estudio se demostré que los

MTs son necesarios para el movimiento intracelular de los viroplasmas.

En los experimentos de Cabral-Romero donde se realizaron tratamientos con
nocodazol a distintos post-infeccion se observa claramente el efecto de la
despolimerizacion de MTs sobre la distribucion de viroplasmas de SA11,
observando viroplasmas de menor tamafio y en mayor numero que en células sin
tratar con nocodazol. Coincidente con las observaciones de Cabral-Romero, en
nuestros experimentos el efecto mas evidente de nocodazol fue sobre el tamafio
de viroplasmas de la cepa SA11, afectando en menor medida el tamafo de
viroplasmas de RRV e importantemente su migracién a la region perinuclear.
Debido a que el tamafio de los viroplasmas de SA11 es considerablemente mayor
que los de RRV es posible que la eficiencia de fusion sea mayor en células
infectadas con SA11 y en estas condiciones el tratamiento con nocodazol afecta
mas a los viroplasmas de SA11 que a los de RRV. Asi es evidente que las
diferencias fenotipicas entre ambas cepas son simplemente el grado de eficiencia
de fusion pero no el mecanismo de crecimiento de los viroplasmas ni en la

dependencia de este proceso de la red de MTs.

Asi mismo, al analizar el efecto de la estabilizacion de MTs con taxol sobre

células BSC1 infectadas con las cepas SA11 6 RRV; determinamos que el mayor
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efecto obtenido fue al agregar la droga en etapas tempranas de la infeccidén ya
que en los tratamiento en etapas tardias de 10 a 18 h no se observd un efecto
sobre el crecimiento y migracién de viroplasmas (datos no mostrados), se decidi6
tratar a las células en etapas tempranas de la infeccion ya que es donde se
observa los mayores eventos de fusidbn, como se muestra en nuestros resultados
de la cinética de viroplasmas. A pesar de que no se exploré de manera exhaustiva
el efecto de taxol fijando las células a distintos tiempos, debido a una mayor
complejidad en la metodologia; se determiné que en los viroplasmas de SA11 se
favorecié su crecimiento entre las 6 y 8 hpi de tratamiento con taxol y para
viroplasmas de RRV a las 18h de tratamiento se alcanzé su maximo tamafo.
Indicando un comportamiento distinto en el crecimiento de viroplasmas entre

ambas cepas, pero dependiente de la red de MTs.

En las FV de reovirus se ha determinado que la proteina uNS de ARV presenta
residuos de aminoacidos importantes para el tamafio y la morfogénesis de las FV,
sugiriendo un dominio relacionado con el crecimiento de FV, mismo que no es
identificado en uNS de MRYV; sin embargo, existen otros residuos de aminoacidos
distintos a los de la cepa ARV, que aparentemente afectan la morfologia de uNS
de MRV sugiriendo que las diferencias de tamafio de las FV de MRV no son
influenciadas por interacciones entre dominios de la misma proteina, sino mas
bien se basa en la capacidad de interactuar con proteinas de citoesqueleto que

ayudan a transportar a FV a lo largo de MTs hacia el MTOC.
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En el caso de rotavirus se sabe que existen diferencias moleculares en la
superficie del octamero de NSP2 entre al menos el grupo A y C de rotavirus y no
es posible intercambiar proteinas de ambas cepas para formar viroplasmas, lo
cual indica que existen restricciones de interaccion entre proteinas de diferentes
cepas (Taraporewala, et al. 2006), posiblemente también la asociacion o
interaccién con componentes celulares sea distinta entre las cepas SA11y RRV y

por ello veamos diferencias en el crecimiento de viroplasmas de ambas cepas.

Asi mismo, algunos autores sugieren que el crecimiento de los viroplasmas
pudiera permitir una adicional retencién de nuevos ARNs(+) producidos en los
viroplasmas, un evento que podria mejorar la replicacion y el ensamble de cores.
Patton (2006) propone que el crecimiento de los viroplasmas podria ser regulados
por dos factores: 1) el numero de ARNs(+) que escapan de los viroplasmas y 2)
por el numero de DLPs transcripcionalmente activos presentes en estos cuerpos
de inclusion. Asi las diferencias funcionales en el tamafio de los viroplasmas de
SA11 y RRV podrian depender de diferencias en la eficiencia de los viroplasmas

de estas cepas para producir y retener RNAm virales.

En la formacion de VLS mediante el sistema hibrido de vaccinia, observamos que
los VLS no migran a la region perinuclear como los viroplasmas. Esto inicia que
alguna proteina diferente a NSP2 y NSP5 viral pudiera estar involucrada en la
migracion, ya que los VLS son formados al co-expresar a NSP2 y NSPS5 en

ausencia del resto de proteinas virales. Los viroplasmas son complejos
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multiproteicos y existen antecedentes de que NSP4, considerada como integral
de RE, se ubica en estructuras semi-circulares en forma de anillo con una cercana
asociacién a los viroplasmas (Gonzalez, et al. 2000). Proponemos que el aspecto
mas relevante de la migracién de los viroplasmas se relaciona con el trafico de las
particulas virales en formacién hacia la localizacion intracelular que sea requerida,

y no necesariamente se relaciona con la formacion de las particulas infecciosas.

Probablemente VP4 pudiera tener un papel importante en la migracion de
componetes virales en células infectadas con rotavirus ya que algunos autores
han determinado que VP4 se une a la membrana plasmatica a través de la red de
MTs (Nejmeddine, et al. 2000) y ademas VP4 puede interactuar con Rab5 y
PRA1, dos proteinas asociadas con el sistema endosomal (Enounf, et al. 2003).
Chwetzoff propone que durante la infecciéon VP4 se encuentra asociado con el
citoesqueleto, una vez que los DLPs geman al RE, éstos adquieren una capa
lipidica transitoria. VP7 es reclutado para formar la capa externa de la particula
viral. En este modelo se propone que VP4 no es ensamblado en el interior del RE
sino en el interior de balsas lipidicas. Datos recientes indican que algunos balsas
lipidicas pueden formarse en la vecindad del RE, y ser transportadas como
vesiculas a la membrana citoplasmatica Probablemente proteinas asociadas a
citoesqueleto pudieran estar regulando interacciones de VP4 con componentes de
membrana (Chewetzoff, et al. 2006). Debido a la relevancia de estructuras

membranosas en la génesis de las particulas virales como RE y los LD,
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proponemos que el movimiento de los viroplasmas en el interior de la célula esta
funcionalmente ligado al trafico de vesiculas.

Existen rutas de proteinas que migran a la membrana celular mediante la ruta de
exocitosis. Después de la biosintesis de proteinas en el RE rugoso, las proteinas
entran al aparato de Golgi y posteriormente migran a la superficie celular a través
de la red Trans-Golgi usando acarreadores vesiculares. Cada uno de estos pasos
es controlado por componentes del citoesqueleto, especialmente MTs que estan

asociados del RE a Golgi y Golgi a la superficie celular (Chewetzoff, et al. 2006).

Asi mismo, en este estudio encontramos diferencias en la migracion a la zona
perinuclear de los viroplasmas formados en células infectadas con rotavirus.
Mientras que los VLS formados por la co-expresiéon de NSP2 y NSP5 no migran a
la regién perinuclear. Sin embargo, al tratar a los VLS con taxol y nocodazol
observamos un efecto similar al visto en viroplasmas, el tratamiento con
nocodazol inhibe el crecimiento de VLS vy el taxol favorece su crecimiento; lo que
indica que los VLS son un modelo adecuado que refleja las propiedades de

crecimiento de los viroplasmas pero no su migracion.

Recientemente se establecio la asociacion de LD y viroplasmas, sugiriendo que
los LD sirven de plataforma para que NSP2 y NSP5 formen VLS y se asocien con
complejos pre-cores (VP1, VP3, ARN+), VP2 y VP6. Aparentemente NSP2 y
NSPS5 son suficientes para reclutar componetes de LD especificamete perilipina.

De manera paralela, actualmente otros autores proponen a NSP5 como una
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proteina que orquesta el reclutamiento de las proteinas que forman los
viroplasmas y su ensamble (Contin, et al. 2010). Sin embargo ninguno de los
modelos, incluye a los MTs e incluso Contin descarta por completo una asociacién

de MTs con viroplasmas.

Cheung (2010) describe que al interferir la formacion de los LD se observa una
disminucion en el numero de viroplasmas, disminucion en la replicacion vy
disminucion en la progenie viral, indicando la relevancia de LD en la replicacion
viral. Existen otros virus asociados a LD como el virus de la Hepatitis C (HCV) que
afecta el metabolismo de lipidos en hospedero, lo cual induce una acumulacion de
LD en el higado produciendo una esteatosis. Estudios recientes sugieren que LD
juegan un paso crucial en el ciclo de HCV, y que proteinas de HCV,
especialmente proteinas del core, son cruciales para la patogénesis y
morfogénesis del virus (Fukasawa, 2010; Roingeard, et al. 2008). En el virus del
dengue se ha determinado que los LD facilitan la replicacion viral y sirven de
plataforma para formacion de la nucleocapside viral durante su encapsidacion

(Samsa, et al. 2009).

La dinamica de LD es compleja ya que ademas de estar involucrados en la
homeostasis de lipidos, los LD interactuan con distintos organelos como los
endosomas. Las proteinas Rab reclutan una gran variedad de proteinas efectoras
que modulan la motilidad vesicular a sitios especificos en la membrana

plasmatica, por ejemplo Rab5 regula las interacciones con endosomas

75

TESIS DE MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL ABRIL DEL 2011



Rangel Huerta E. Estudios de la formacién y crecimiento de viroplasmas de rotavirus

tempranos, LD y su motilidad en MTs (Beller, et al. 2010; Murphy , et al. 2009).

En rotavirus ya se tenian antecedentes de la asociacion de proteinas Rab5 y
PRA1 con VP4 y principalmente Rab5 se asocia a LD, lo que refuerza el modelo
propuesto por Chewetzoff, donde la liberacion de las particulas virales estan
intimamente ligadas al trafico vesicular. Recientes reportes sugieren que la fusion
de LD es dependiente de MTs, proteinas motoras como dineina y maquinaria de
fusion SNARE y aparentemente su movimiento es esencial para su biogénesis
(Walther, et al. 2009). Los LD son capaces de moverse rapido a través de los
MTs, e interesantemente la habilidad de LD para formarse y crecer en tamafio es
dependiente de proteinas motoras y MTs. Se sabe que anticuerpos neutralizantes
de dineina reducen la formacién de LD y la despolimerizacién de MTs con
nocodazol inhibe la fusion de LD. Los LD que se encuentran en la célula no
infectadas son de diferentes tamafios, que van de LD muy pequefios a muy
grandes, sugiriendo que los LD pueden incrementar de tamafo después de
ensamblarse, ademas los LD pueden incrementar de tamafo independientemente

de la biosintesis de triglicéridos (Zehmer, et al. 2009; Bostrom, et al. 2005).

Dada la complejidad de utilizar una u otra linea celular polarizada o no polarizada
0 diferente cepa viral en el estudio de la replicacion de rotavirus, nosotros
proponemos un modelo de replicacion en células de rindn de mono, es decir de
origen extraintestinal, principalmente para la cepa SA11 (Figura 18), donde se

asocian a los MTs con los viroplasmas. Integrando hallazgos obtenidos por

76

TESIS DE MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL ABRIL DEL 2011



Rangel Huerta E. Estudios de la formacién y crecimiento de viroplasmas de rotavirus

distintos grupos. Una de las via mas estudiadas es la via de la endocitosis, (Arias,
et al. 2010; Lopez, et al. 2004) que produce una disminucion en la concentracion
de Ca** de la vesicula endocitica promovida por una bomba de H* tipo V, que
induce la solubilizacion de las proteinas de la capa externa (VP7 y VP4) (Ruiz, et
al. 2000; Chemello, et al. 2002). Posteriormente una serie de procesos (Benreau,
et al. 2005; Crawford, et al. 2001; Ludert, et al. 1996; Charpinne, et al. 1997)
ayudan a la permeabilizacion de la vesicula endosomal produciendo la liberacion
de la particula de doble capa (DLPs) transcripcionalmente activa al citoplasma
celular (Denisova, et al. 1999; Fields, et al. 2007). Una vez que los DLPs se
encuentran en el citoplasma, se activa la transcripcion asistida al menos por la
ARN polimerasa VP1 y la proteina estructural VP2 que es co-factor de la
polimerasa viral. Los ARNs recién sintetizados cumplen dos funciones: 1) como
moldes para la sintesis de los ARNs complementarios para la replicacion del
genoma y 2) como ARN mensajeros que se dirigen a la traduccién de proteinas
virales. Asi proponemos que inicialmente se forman dos complejos, uno de
replicacion formado por VP1,VP3 y VP2 y por otra parte se forma el complejo
estructural compuesto por NSP5 y NSP2. NSP5 y NSP2 van a formar los VLS que
van a servir de sembrado para los viroplasmas. El termino sembrado, se refiere a
la asociacion de NSP5 y NSP2 principalmente, con MTs; una vez sembrados los
VLS, podrian reclutar a los LD (Cheung. et al, 2010) y servir de plataforma para la

incorporaciéon del complejo de replicacion (formado por VP1, VP2 y VP3 ). Ya
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formados los viroplasmas éstos promueven la replicacion, empaquetamiento del
genoma vial y ensamble de los DLPs. Los viroplasmas a partir de las 2 a 3 horas
después de la infeccion se encuentran distribuidos a lo largo del citoplasma,
posteriormente con el transcurso de la infeccion, los viroplasmas empiezan a
migrar de manera centripeta a la regién perinuclear. Una vez formados los DLPs,
abandonan el viroplasma y adquieren la capa externa al gemar a través de la

membrana del RE y son liberadas a través de lisis celular (Fields, et al. 2007).
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FIGURA 17 . Modelo del ciclo replicativo de rotavirus.
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En conclusién en este trabajo se trata de enfatizar la importancia y el papel que
juegan los MTs en la formacion de viroplasmas y la relevancia de los MTs en la
migracion de los viroplasmas para la identificacion de los mecanismos
moleculares que determinan la morfogenesis de viropalsmas ayudando asi

entender la replicacion viral.
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8. CONCLUSIONES

1. Existen diferencias fenotipicas entre viroplasmas de distintas cepas de

rotavirus, los de RRV son mas pequefios que los de SA11.

2. Los viroplasmas migran a la region perinuclear en un proceso simultaneo a

la fusion entre ellos.

3. Los MTs son estructuras esenciales para el crecimiento y migracion de

viroplasmas.

4. Los MTs no son escenciales para el sembrado de viroplasmas.

5. Es necesaria una red intacta de MTs para que viroplasmas tanto de SA11y

RRV crezcan por fusion y migren a la regién perinuclear .

6. La estabilizacién de MTs con taxol, favorece el crecimiento de viroplasmas

de SA11 y la migracién de viroplasmas de RRV a la region perinuclear.

7. El crecimiento de viroplasmas por fusion es mas eficiente en la cepa SA11

que la cepa RRV.

8. Los VLS formados por NSP2 y NSP5 no migran a la regién perinuclear,

sugiriendo que otros componentes son esenciales para la migracion.

9. Rotavirus secuestran a LD alrededor de viroplasmas durante la infeccion.
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9. PERSPECTIVAS

-Como perspectivas a futuro, un punto importante seria determinar el efecto de la

estabilizacién y des-estabilizacion de MTs sobre la replicacion viral.

-Determinar la naturaleza de las interacciones entre LD y NSP2 con MTs.

-Establecer de donde los viroplasmas toman la energia necesaria para poder

migrar a la region perinuclear.

-Determinar el efecto de siRNA dirigido a dineinas y cinesinas sobre la replicacion

de rotavirus y cinética de viroplasmas.
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