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Resumen

Rotavirus es uno de los principales agentes causantes de gastroenteritis durante los
primeros afos de vida en los humanos y animales (Bagci, Eis-Hubinger et al. 2010).
Pertenece a la familia Reoviridae y se caracteriza por ser un virus no envuelto de capside
icoasaédrica y con genoma segmentado de RNA de doble cadena (dsRNA). Uno de los
puntos clave para que la infeccién de los virus se lleve a cabo es su internalizacién al
citoplasma celular, hasta ahora sabemos que los rotavirus entran a la célula mediante una
via endocitica, por lo que para alcanzar el citoplasma celular estos virus necesitan
escaparse de los endosomas, sin embargo, aun no es claro en qué punto de la via
endocitica rotavirus entra al citosol celular. Por otro lado, la hipdtesis mds aceptada sobre
el escape de los rotavirus menciona que durante este proceso la particula infecciosa
pierde la capa externa de la capside viral en un proceso denominado desnudamiento, y la
particula resultante de este proceso (DLP) es transcripcionalmente activa. En este trabajo
nosotros correlacionamos el momento en el que comenzamos a detectar mRNA con el
momento de desnudamiento de rotavirus y por otro lado correlacionamos el momento en
el que comenzamos a detectar mRNA citoplasmico con el momento en el que RRV se llega
al citosol celular.

Por otra parte, el genoma de rotavirus consta de 11 segmentos de dsRNA por lo que para
asegurarse del empaquetamiento de todo el genoma evoluciono un mecanismo en el que
los procesos de replicacion, empaguetamiento, asi como los primeros pasos del ensamble
de la particula viral son eventos coordinados. Aunque estos procesos son pobremente
entendidos existen 2 hipdtesis que tratan de explicar cdmo es que se lleva a cabo estos
procesos, sin embargo estas dos hipotesis parten del supuesto de que el RNA gendmico de
rotavirus nunca se encuentra libre en citoplasma, y que los intermediarios de
morfogénesis viral solo se encuentran dentro de estructuras denominadas viroplasmas.
Sin embargo, en el laboratorio se ha logrado demostrar la existencia de dsRNA viral
citoplasmico lo que es un indicio de que la distribucidn celular de particulas proteinas y
RNAs virales no es como se pensaba. Por lo que, en este trabajo realizamos una
caracterizacion de la localizacién de proteinas, particulas y el RNA viral a lo largo del ciclo
de infeccion.
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Introduccion

Rotavirus
Rotavirus (RV) es uno de los principales agentes causantes de gastroenteritis durante los

primeros afios de vida en los humanos y animales (Bagci, Eis-Hubinger et al. 2010).
Pertenece a la familia Reoviridae y se caracteriza por ser un virus no envuelto de capside

icoasaédrica y con genoma segmentado de RNA de doble cadena (dsRNA).
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Figura 1. Caracteristicas estructurales de RV

A) Gel de acrilamida en el que se muestra el genoma de RV, a excepcion del segmento 11 todos los RNA de
RV son monocistréonicos. B) Imagenes obtenidas por criomicroscopia electrénica de una particula tri-laminar
(TLP) de RV, en rojo estan representadas las espiculas formadas por VP4 y en amarillo estan representados
los trimeros de VP7. C) Corte de una TLP en donde se muestran las capas interna de VP6 (azul), y VP2 (verde)
asi como las enzimas transcripcionales VP1 y VP3 (rojo). D) corte transversal de la capa mas interna de RV en
el que se representa la organizacion del genoma, cada uno de los segmentos esta representado como un
espiral coénico rodeando la maquinaria de transcripcion viral en los “five fold axes (eje de simetria 5)”.
Tomado de Jayaram, 2004.



Estructura

La capside de RV, como la de todos los virus es una estructura que protege al genomay
permite la entrada del virus a una célula huésped en donde se llevara a cabo el ciclo de
replicacion viral. Los viriones (particulas infecciosas completas) de RV o TLPs (del inglés
Triple Layered Particle) constan de 3 capas concéntricas formadas por proteinas virales,
sin embargo existen otras 2 posibles formas de particulas rotavirales, las particulas bi-
laminares o DLP (del inglés Double Layered Particle), que estdn descritas como particulas
rugosas ya que en su periferia muestran proyecciones de subunidades triméricas de la
capside interna, y las particulas unilaminares o SLP (por sus siglas en inglés, SLP) (Jayaram,
Estes et al. 2004). La capa externa de RV forma una estructura icosaédrica con una T=13,
consta de 780 moléculas de la proteina VP7 arregladas en trimeros y 60 espiculas
constituidas por la proteina VP4 (Fig. 1 panel B), la estructura externa envuelve a la capa
intermedia que estd constituida por 780 moléculas de VP6 arregladas en trimeros, y
finalmente la capa mas interna de la capside estda compuesta de 120 moléculas de VP2
arregladas en forma de 60 dimeros, 12 copias de VP1 que es la RNA polimerasa
dependiente de RNA y 12 copias de VP3 que funciona como guanililtransferasa y
metiltransferasa, todas estas proteinas envuelven el dsRNA gendémico (Fig. 1 panel Cy D)
(McClain, Settembre et al. 2010). En el nucleo de la particula viral se encuentra el genoma
de RV, que esta compuesto por 11 segmentos de dsRNA, que codifican para 12 proteinas,
de las cuales 6 son estructurales (VP) y 6 son no estructurales (NSP1-6) (Estes and Cohen

1989; Jayaram, Estes et al. 2004) (Fig. 1 panel A).



Figura 2. Ciclo de replicacion

El ciclo de infeccién de RV inicia con la unién del virus a la célula huésped, esta unién se da por el
reconocimiento dindmico de receptores en la membrana plasmatica (1); posteriormente RV entra a la célula
en un proceso mediado por endocitosis y posteriormente entra al citoplasma, en este proceso la particula
viral pierde la capa externa de la capside (2-3); una vez que el viridn pierde la capside externa queda una
DLP, esta particula es transcripcionalmente activa y da lugar a la primera ronda de transcripcion (4); los
mRNAs virales son reconocidos por la maquinaria de traduccidn celular, dando lugar a la sintesis de
proteinas virales (5); cuando los niveles de proteinas llegan a una masa critica, estos se aglomeran dando
lugar a los viroplasmas (6) en donde se lleva a cabo la replicacién del genoma viral (7) y el ensamblaje de
nuevas DLPs (7-8). Las DLPs recién formadas tienen 2 funciones, la primera es dar lugar a una segunda ronda
de transcripcidn y de traduccién (9), y la segunda funcion de las DLPs es la formacion de nuevas TLPs,
proceso que se lleva en el lumen del RE para finalizar con la formacion de la particula viral (10-12).
Finalmente, las particulas virales recién formadas son liberadas mediante lisis (13-14). Imagen tomada de
Ruiz et al, 2009.

Ciclo de replicaciéon
El ciclo de replicacién de RV comienza con la unidon de la particula viral a receptores

especificos en la superficie de la célula huésped, posteriormente el virus se internaliza en



la célula mediante un proceso que depende de interacciones secuenciales con varios
ligandos, asi como de una serie de cambios conformacionales en las proteinas de la
capside (Fig. 2 #1) (Arias, Isa et al. 2002). Hasta ahora el mecanismo de entrada de RV a la
célula no esta bien caracterizado, sin embargo se ha propuesto la endocitosis y la entrada
directa como posibles mecanismos (Knipe 2006). Una vez dentro de la célula, RV pierde la
capa externa de la cdpside (a este proceso se le conoce como desnudamiento) en un
proceso dependiente de los niveles de Ca** intracelulares (Fig. 2, #2-3). Las DLPs
resultantes son transcripcionalmente activas y llevan a cabo la primera ronda de
transcripcion viral (transcripcion primaria) en la que se sintetizan los mRNAs virales que
funcionan como mensajeros para dirigir la sintesis de proteinas virales (Fig. 2 #4-5);
cuando se acumula una masa critica de proteinas virales, éstas se agregan dando lugar a
inclusiones citopldsmicas llamadas viroplasmas, en donde se lleva a cabo la replicacion del
genoma viral y el ensamble de mdas DLPs, las cuales inician una nueva ronda de
transcripcion (transcripcion secundaria) (Fig. 2, #5-9) (Knipe 2006). Las DLPs a su vez
geman hacia el lumen del RE en donde se lleva a cabo su maduracion (Fig. 2, #10-12)
(Maruri-Avidal, Lopez et al. 2008), es decir, adquieren la capside externa. Se ha propuesto
gue en células CaCo-2 la interaccidn de VP4 con balsas lipidicas durante etapas tardias de
la infecciébn provoca una remodelacién del citoesqueleto, lo que llevaria a Ia
desestabilizacidon de la membrana celular y finalmente a la liberacién de la progenie viral

mediante la lisis de la célula huésped (Fig. 2, #13-14) (Knipe 2006).

Transcripcidn viral

Como se ha mencionado anteriormente, durante el proceso de entrada de RV la capa
externa de la capside se remueve, resultando en una DLP, esta particula posee todas las
actividades enzimaticas necesarias para la sintesis de mRNA viral al igual que para guanilar
y metilar al CAP en el extremo 5’terminal de los mensajeros virales (revisado en
Pesavento, Crawford et al. 2006). Las funciones enzimaticas son llevadas a cabo por las
proteinas VP1, que funciona como RNA polimerasa RNA dependiente y la proteina VP3,

que tiene la actividad de guanililtransferasa y metiltransferasa.



La cdpside de RV presenta ciertas caracteristicas que le permiten realizar el proceso de
transcripcién sin necesidad de desensamblar su capside por completo ni exponer el dsRNA
gendmico en el citoplasma, lo cual al inicio de la infeccidn seria contraproducente para el
ciclo replicativo del virus ya que el reconocimiento del dsRNA llevaria a la activacién de la
respuesta inmune. Una de estas caracteristicas distintivas de la estructura de las DLPs es la
presencia de 132 canales que atraviesan las dos capas proteicas lo que comunica al medio

Ill

externo con el “core” de la particula. En base a su posicidn y tamafio, estos canales se han
agrupado en 3 tipos; los canales tipo 1 se encuentran en los 12 ejes de 5 vértices, los
canales tipo 2 se encuentran en los ejes de seis vértices que rodean a los de 5 vértices;
mientras que los canales tipo 3 se encuentran también en ejes de 6 vértices pero
adyacentes a ejes de 3 vértices (McClain, Settembre et al. 2010). Aunque no se ha
comprobado, se cree que los canales tipo 2 y tipo 3 son responsables de la importacion de
metabolitos requeridos para la sintesis de RNA, mientras que los canales tipo 1 se
encuentran posicionados por encima de la maquinaria de replicacion y de transcripcion lo

Ill

gue provee un conducto hacia las proteinas VP1 y VP3 en el “core” interno, las cuales se

Ill

encargan de la sintesis y el “caping” de los RNA mensajeros respectivamente. Asi mismo,
mediante técnicas de crio-microscopia y mapas de densidad electrénica se ha encontrado
gue el dsRNA gendmico se encuentra de manera ordenada dentro del core de la particula,
ademas de que existe evidencia que sugiere que cada segmento de dsRNA forma una
estructura de espiral que interactia con una molécula de VP1 y VP3 en cada uno de los

vértices del core (Prasad, Rothnagel et al. 1996; Lawton, Estes et al. 1997).

Uno de los aspectos mas interesantes de la transcripcion de RV es el requerimiento de la
proteina de capside VP6, ya que se ha demostrado experimentalmente que al remover
esta proteina se producen particulas sin la actividad de transcriptasa (Mansell and Patton
1990; Sandino, Jashes et al. 1986), y esta actividad puede ser recuperada parcialmente al
incubar los cores con VP6 (Sandino, Jashes et al. 1986). Sin embargo, ha sido dificil
estudiar la naturaleza de la contribucion de VP6 durante la transcripcién debido a que no

tiene sitios de unién a RNA y a su falta de actividad enzimatica, aunque se ha especulado



que VP6 podria ser necesaria para la salida del mRNA de la DLP y/o para el transporte de
nucledtidos trifosfato (por sus siglas en inglés NTPs) hacia la maquinaria de sintesis. La VP1
desempeiia el papel de transcriptasa y replicasa viral, VP6 parece ser necesaria para el
proceso de transcripcidn, pero no para el proceso de replicacién del genoma viral, en
contraste, la proteina de cépside interna VP2 es necesaria para ambos procesos (Mansell
and Patton 1990). Recientemente se ha observado que el extremo amino terminal (los
residuos 1-80) de VP2 forma lo que se denomina como “centro de actividad”, justamente
en los ejes de 5 vértices. Este centro de actividad estd formado por proyecciones hacia el
core de la particula de cinco N-terminales de VP2 en la conformaciéon A y cinco en la
conformacion B, los cuales son esenciales para reclutar a VP1 y VP3 durante el ensamble
de la particula. Este centro de actividad forma un canal que puede ser importante para la
formacién del core de la particula, como un carrete que el dsRNA puede utilizar para
adquirir su conformacién helicoidal dentro de la particula, estabilizandolo y finalmente
para guiar la extrusion del mRNA naciente (McClain, Settembre et al. 2010). Por el
contrario las proteinas de capside externa parecen tener un efecto negativo en la
transcripcion. Cuando se trata de hacer transcripcion in vitro con TLPs, se llegan a
sintetizar pequefios RNAs de 10 o 12 nucleétidos, los cuales quedan retenidos en la
particula viral; esto parece ser un indicativo de que las proteinas de capside externa, VP4 y
VP7, presentan un impedimento para la salida del mRNA naciente (revisado en Patton,

Vasquez-Del Carpio et al. 2004).

Por otra parte, estudios de cristalografia de alta resoluciéon han revelado que la VP1 es
proteina globular compuesta por tres dominios; el dominio amino terminal, el dominio de
polimerasa y el dominio carboxilo terminal. EIl dominio de polimerasa conserva los
subdominios “palm, finger y thumb” (palma, dedo y pulgar) caracteristicos de las RNA
polimerasas dependientes de RNA (Ogden, Ramanathan et al. 2011), y también incluye los
aminodacidos necesarios para la coordinacién del ion Mg?* involucrado en la interaccién
con NTPs. Otra caracteristica importante de la transcripcién de RV es que se lleva a cabo

de manera conservativa, en la cual la cadena recién sintetizada es expulsada del virién



hacia el citoplasma mientras el RNA parental es mantenido dentro de las DLPs. Aun no es
claro cdmo es que una DLP puede reiniciar la transcripcién, sin embargo se tiene evidencia
de que la RNA polimerasa se une a los dos extremos de los segmentos de dsRNA por lo
que se piensa que esto podria darle continuidad al proceso, de manera que se forma un
intermediario circular, por lo que la maquinaria de transcripcién puede “reciclar” al RNA
parental para una nueva busqueda del sitio de inicio, aun después de haber terminado de

sintetizar un transcrito (revisado en Patton, Vasquez-Del Carpio et al. 2004).
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Figura 3.- Replicacion y empaquetamiento del genoma viral

A) Representacion esquematica de las 2 hipdtesis de replicacion y ensamble del genoma. B) Esquema de un mRNA viral
en el que se indican los sitios UTR’s que son importantes para el reconocimiento selectivo durante el empaquetamiento
y el sitio conservado UGUGACC en el extremo 3, el cual tiene interaccién con el complejo de polimerasa (PC) viral, lo
cual lleva a una posible circularizacién del mensajero y a su posterior replicaciéon. Tomado de McDonald and Patton
2011.



Replicacion, empaquetamiento y ensamble viral

Para los virus con genoma segmentado el empaquetamiento de cada uno de los
fragmentos de informacién genética es un paso critico para la formacién de progenie
infectiva. Algunos virus de RNA simplemente empaquetan su genoma de manera no
selectiva, por lo que se forman una gran cantidad de particulas sin el genoma completo
(Lugue, Saugar et al. 2009). Generalmente los virus que contienen un genoma de mds de
dos segmentos han desarrollado sofisticados mecanismos en los que utilizan sefales en cis
para asegurar el empaquetamiento de cada uno de los segmentos del genoma en la

particula viral recién formada.

Como se ha mencionado antes, el genoma de RV consta de 11 segmentos de dsRNA por lo
gue para asegurarse del empaquetamiento de todo el genoma evoluciono un mecanismo
en el que los procesos de replicacién, empaquetamiento, asi como los primeros pasos del
ensamble de la particula viral son eventos coordinados. Una de las grandes preguntas que
aun quedan por responder es cdmo se reconocen cada uno de los segmentos. Existen dos
hipdtesis que tratan de dar una explicacion de como se dan estos procesos; la primera
hipdtesis propone que el reconocimiento del material genético se da antes del
empaquetamiento; similar a lo que influenza A (Hutchinson, von Kirchbach et al. 2010),
esta hipdtesis comienza con la asociacion de mRNA con el complejo de polimerasa viral,
posteriormente se lleva a cabo la “seleccion” (assortment) de cada uno de los segmentos
mediante el reconocimiento entre UTR presentes en cada uno de los mRNA virales, una
vez que la seleccién de los segmentos esta lista, VP2 interacciona con VP1 y VP3
permitiendo el empaquetamiento del genoma y ya empaquetado se replica cada uno de
los segmentos en el interior de la particula (Fig. 3 panel A arriba); la segunda hipétesis
propone que el empaquetamiento del genoma viral es posterior al ensamblaje de la
particula, tal y como lo hace el fago ®6 (Mindich 2004). El ensamblaje comienza con la
interaccidn de las proteinas VP1, VP2 y VP3, lo que lleva a la formacion de una SLP vacia,

la cual posteriormente interactia con hebras de polaridad positiva de cada uno de los 11



distintos segmentos de mRNA viral, los cuales se internalizan durante la replicacién del

genoma (Fig. 3 panel A abajo) (McDonald and Patton 2011).

Cada uno de los transcritos de RV contiene secuencias importantes, asi como elementos
estructurales que promueven: a) el reconocimiento de ribosomas, b) reconocimiento para
el empaquetamiento (assortment) y por ultimo c) la replicacién (Fig. 3 panel B) (revisado
en McDonald and Patton 2011). Los transcritos de RV varian en tamafio entre 0.7 y 3.1 kb
(Li, Manktelow et al. 2010). Practicamente todos los segmentos tienen sélo un marco de
lectura (por sus siglas en ingles ORF), el cual estd flanqueado por dos regiones no
traducidas (por sus siglas en ingles, UTR). Las cepas de RV pertenecientes al grupo A
contienen en su 3’"UTR una secuencia conservada de 7 nucledtidos; UGUGACC (Fig. 3 panel
B) (Li, Manktelow et al. 2010). Esta pequefia secuencia aparentemente tiene una gran
importancia tanto en los RNAs localizados en el citoplasma como en los que se encuentran
en viroplasmas. En el caso de los mensajeros virales localizados en citoplasma esta
secuencia es importante para el reconocimiento de la proteina no estructural NSP3, sin
embargo aun no se tiene clara la funcion de esta interaccion, aunque en el laboratorio
pensamos que esta interaccién puede ser importante para determinar la localizacién de
mensajeros dentro de la célula. Por otra parte, esta secuencia en los mensajeros virales
que seran replicados es utilizada por la maquinaria de replicacién viral (VP1 y VP3)
(revisado en McDonald and Patton 2011; Tortorici, Broering et al. 2003), para el
reconocimiento de cada segmento en el viroplasma. Esta unidén, presumiblemente
permite la incorporacidn del material genético al core de la particula. Se cree que la unién
de VP1 con el 3'UTR del mensajero viral da lugar en primera instancia a un complejo
estable pero aun cataliticamente inactivo, y asi permanece hasta el momento en que VP2
se une a este complejo lo que activa el proceso de inicio de la replicacidon del genoma viral,
utilizando a esta misma secuencia como promotor minimo para este proceso. Se ha
observado la formacion de un loop en el RNA al unirse a la maquinaria de traduccion, los
modelos computacionales predicen la formacidn de un loop en el RNA de tal manera que

se circulariza dejando una cola de cadena sencilla en el 3'UTR la cual sirve para la union de



la polimerasa viral necesaria para la replicacién (Fig. 3 panel B) (Li, Manktelow et al. 2010).
Por otro lado, estudios de la secuencia de cada segmento del genoma de RV han mostrado
que los UTRs no comparten homologia entre los 11 segmentos, sin embargo, al comparar
el mismo segmento de distintas cepas se observa gran identidad a nivel nucleotidico, por
lo que también se cree que la estructura terciaria de cada segmento asi como sus
respectivos UTRs podrian tener un papel importante para el empaquetamiento selectivo

del genoma viral (Li, Manktelow et al. 2010).

Otras proteinas que estan implicadas en la replicacién de RV son las proteinas formadoras
de viroplasmas NSP2 y NSP5. NSP2 forma octdmeros que tienen una gran afinidad al
ssRNA, asi como actividad de NTPasa (Schuck, Taraporewala et al. 2001). Estas funciones
no son necesarias para la formacién de viroplasmas, sin embargo, se cree que la union de
esta proteina a ssRNA podria ayudar a la eliminacidon de estructuras secundarias durante
el empaquetamiento del genoma, y por otra parte, la actividad de NTPasa de NSP2 y su
presencia en intermediarios de replicacién son evidencia de que esta proteina podria
funcionar como un motor molecular para la insercidon del RNA viral a cores armados. Por
otro lado, la funcién de NSP5 en replicacidon aun no es del todo clara, al igual que NSP2,
NSP5 tiene sitios de unién a ssRNA (Vende, Taraporewala et al. 2002); andlisis bioquimicos
han comprobado que existen interacciones tanto de NSP2 como de NSP5 con VP1 y VP2
(Arnoldi, Campagna et al. 2007), por lo que se piensa que la funcién de NSP5 podria ser el

reclutamiento y la retencién de estructuras “pre-core” en los viroplasmas.

Virus y Endocitosis

La endocitosis es un proceso activo de la célula en el cual estan involucrados un gran
numero de moléculas encargadas de orquestar cambios en la estructura y algunas veces
en la composicién de la membrana con el fin de promover la internalizacion de
metabolitos a la célula. Durante los primeros pasos de la endocitosis se dan procesos
fisicos de deformacion de membrana los cuales dictan el mecanismo de endocitosis, asi, la

escala de estas primeras invaginaciones es un primer rasgo para clasificar este proceso. La
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ingestion de particulas mayores a 500 nm tipicamente ocurre a través de macropinocitosis
o fagocitosis, mientras que moléculas mds pequefias pueden entrar por medio de
endocitosis dependiente de clatrina, dependiente de caveolina, o por vias aun no bien
caracterizadas independientes de clatrina y caveolina. Sin embargo, este proceso también
es regularmente aprovechado por patégenos para lograr internalizarse a la célula, o para
insertar toxinas al citoplasma celular, ya que utilizar este medio le confiere ciertas
ventajas, tales como ser transportados hacia algun organelo al que requieran entrar para
realizar su funcidn, en algunos casos proteasas promueven la desencapsidacién de ciertos
virus, o incluso el pH ligeramente acido en endosomas tardios puede ser aprovechado por
algunos parasitos para cumplir ciertas funciones dentro de su ciclo infectivo. En la
actualidad se ha sabe que los virus pueden utilizar cada una de las vias endociticas

descritas para transportarse al interior de la célula (revisado en Ghigo 2010) (Tablal).

Via de entrada

APMV Fagocitosis

Adenovirus 2/5 Endocitosis mediada por clatrina
Influenza

Adenovirus 3 Macropinocitosis

Hivi

Vaccinia virus

Ebola virus Endocitosis mediada por caveolina

Sv40

Tabla 1.- Virus y Endositosis La entrada de los virus a la célula es un proceso critico para su propagacién, debido a esto
los virus han desarrollado formas de aprovechar los procesos endociticos celulares. En esta tabla se mencionan algunos

virus que utilizan cada una de estas vias para su internalizacion.
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Endocitosis mediada por clatrina

De las vias endociticas, la endocitosis mediada por clatrina o CME (por sus siglas en inglés,
Clathrin Mediated Endocitosis) es la via mejor descrita y al parecer la mas usada por los
virus (Marsh and Helenius 2006), como resultado de la CME se obtienen vesiculas CCV
(por sus siglas en inglés, Clathrin Coated Vesicles) las cuales miden aproximadamente 120
nm de diametro, las CCV se forman mediante un proceso de 4 pasos; primero se forma
una pequeia invaginacion de la membrana producida por la unién de las primeras
moléculas de clatrina con la membrana citoplasmica, por el reclutamiento de proteinas
adaptadoras y accesorias; el segundo paso es la maduracién de la vesicula, el cual requiere
de actina; el tercer paso es la escisién de la vesicula de la membrana en un proceso
dependiente de dinamina; y en el ultimo paso la vesicula recién formada pierde la capa de
clatrina y comienza la fusiéon de la CCV con el endosoma temprano (Takei and Haucke

2001; Conner and Schmid 2003).

Endocitosis mediada por caveola.

La endocitosis mediada por caveolina es un proceso poco comprendido, el cual actua
como su nombre lo dice via caveolina para la internalizacién de ligandos extracelulares y
componentes de membrana entre otros. La caveolina es una proteina de 21 kDa que es
transportada al Golgi en donde se oligomeriza y se asocia con colesterol y sitios ricos en
glicoesfingolipidos, los cuales forman a las caveolas, las caveolas son invaginaciones de 50
a 80 nm de didmetro en forma de frasco presentes en las membranas (Parton and Simons
2007). La endocitosis caveolar es estimulada por ligandos que llevan a la formacién de
pequeias vesiculas que se fusionan ya sea con endosomas tempranos o con caveosomas

(Parton and Simons 2007; Pelkmans and Helenius 2002).

Macropinocitosis

La macropinocitosis es un proceso usado por la célula para internalizar una gran cantidad
de macromoléculas y fluidos a su interior y ocurre por estimulacién de factores de
crecimiento, interleucina-4 y ésteres de forbol (Ghigo 2010). La macropinocitosis estd
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implicada en procesos tales como migraciéon celular, presentacion de antigeno,
sobrevivencia y cascadas de sefales (Conner and Schmid 2003). Esta via endocitica es
independiente tanto de receptores, como de dinamina y por otro lado es un proceso
dependiente de rearreglos del citoesqueleto de actina, asi como de las Rho GTPasa y de la
PI3K (Sieczkarski and Whittaker 2002; Swanson and Watts 1995). Como producto de la
macropinositosis se forman los llamados macropinosomas cuya principal caracteristica es
su gran tamafio y la presencia de la proteina rabakirina-5 (Schnatwinkel, Christoforidis et

al. 2004).

Fagocitosis

La fagocitosis es un proceso por el cual las células ingestan particulas mayores a 0.5 um.
En general es un mecanismo por el que se fagocitan y destruyen patégenos tales como
bacterias y hongos; soélo es llevado a cabo por células especializadas tales como
macrofagos, monocitos, células dendriticas y neutréfilos. Al contrario de Ia
macropinocitosis, la fagocitosis comienza después de la activacion de los llamados
receptores de reconocimiento de patrones lo cual lleva a la internalizacién de la
particula/microorganismo por un mecanismo dependiente de actina (Underhill and
Ozinsky 2002). Hasta la fecha, se han detectado numerosas moléculas que participan en
este tipo de endocitosis tales como proteinas de unién a actina, reguladores de trafico de
membrana, cinasas, lipasas y lipidos. Una vez que la vesicula se internaliza se le Ilama
fagosoma el cual puede llevar a cabo fusiones con diferentes endosomas. Un aspecto
interesante de esta via fagocitica es que durante su maduracién comparte algunos de los
marcadores de la endocitosis clasica como Rab5 y EEA1 en el fagosoma temprano, Rab7
gue es un marcador de un fagosoma maduro. Por ultimo la maduracidon del fagosoma
tardio es denominada fagolisosoma y es en este estadio en el que se lleva a cabo la lisis de

los patdgenos atrapados en esta vesicula (Haas 2007).
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Figura 4. Mecanismo de entrada de RV

La entrada de RV comienza cuando la particula viral reconoce a su receptor en la membrana plasmatica de la
célula huésped, posteriormente el virus es internalizado a la célula a través de un proceso endocitico ain no
bien caracterizado, la vesicula recién internalizada es llevada a endosomas tempranos. Receptores y algunas
proteinas de membrana son reciclados a la membrana plasmatica mientras las particulas rotavirales y
algunas moléculas recién endocitadas son transportadas por vesiculas acarreadoras que maduraran para dar
lugar al endosoma tardio que finalmente se fusiona con el lisosoma para la degradacion de las particulas
recién endocitadas. La fase del trafico vesicular en la que se da la salida de RV hacia el citoplasma es aun
desconocido.

Entrada de rotavirus

La entrada de los virus no envueltos a la célula es un proceso poco comprendido. Sabemos
gue las primeras interacciones de los RV con su célula huésped son un proceso coordinado
y de multiples pasos, que involucran interacciones secuenciales con varios receptores
celulares e involucra una serie de cambios conformacionales en las proteinas de la
capside. Para algunas cepas de RV se piensa que la interaccién inicial de VP8 con acido
sidlico puede inducir cambios en VP5 que permiten su interacciéon con integrina a2p1
(revisado en Isa, Arias et al. 2006). El mecanismo por el cual los RV ingresan a la célula adn

no es claro, sin embargo se sabe que la entrada es dependiente de procesos activos.
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Recientemente en nuestro laboratorio se ha encontrado que el mecanismo de entrada
puede variar entre diferentes cepas de RV. Asi, se ha mostrado que RRV (cepa de simio)
entra mediante un proceso independiente de clatrina y caveolina, mientras que UK (cepa
bovina) entra mediante un proceso dependiente de clatrina. No obstante el origen de la
vesicula endocitica que utilizan las cepas de RV para entrar a la célula, aparentemente el
proceso de entrada converge en la unidon de la vesicula recién internalizada con el
endosoma temprano, el cual tiene un pH aproximado a 6 (Mayor and Pagano 2007). Una
vez que el endosoma temprano es formado, éste da lugar a vesiculas que tienen varios
posibles destinos; pueden ser recicladas hacia la membrana celular llevando receptores y
proteinas de membrana, o también desprender vesiculas acarreadoras endosomales las
cuales pueden formar vesiculas perinucleares o pueden dar lugar al endosoma tardio (pH
< 5.6), los cuales se fusionaran finalmente con lisosomas en donde se digieren las
moléculas cargo que se encuentren en esta estructura (Mayor and Pagano 2007) (Fig. 4).
Una vez que RV entra a la ruta endosomal se desconoce en qué etapa del trafico vesicular
el virus “escapa” hacia el citoplasma de la célula huésped (Fig. 4) (Scita and Di Fiore 2010).
Se ha propuesto que cuando la particula viral es internalizada a la célula, en el interior de
una vesicula de origen endosomal se lleva a cabo el proceso de desnudamiento por un
mecanismo dependiente de la disminucién en la concentracion de Ca®* intravesicular
(revisado en Ruiz, Cohen et al. 2000). Hasta hace un par de afios no se tenia ninguna pista
de que la concentracién de Ca’* bajara durante la ruta endosomal, sin embargo
recientemente se han caracterizado 2 canales que se encargan de sacar Ca’" de
endosomas, los TPCs (Two Pore Channel) y un “TRP-like channel” (Transient Receptor
Potential-Like Ca?*) llamado canal de calcio endosomal (por sus siglas en ingles ECC) (Saito,
Hanson et al. 2007; Galione, Evans et al. 2009). La existencia de estos canales apoyan la
hipétesis del desnudamiento dependiente de Ca®* e incluso, alguno de estos dos canales
podria ser el responsable del desnudamiento de la particula viral. Una vez que RV lleva a
cabo el proceso de desnudamiento se liberan las proteinas de la capa externa (VP7, VP5 y
VP8) y se ha propuesto que la interaccién de estas proteinas con la membrana del

endosoma lleva a la desestabilizacion de la vesicula, a su lisis y a la consecuente liberacion
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de la particula viral al citoplasma (Knipe 2006). Como producto del desnudamiento viral
queda una DLP. Se sabe que esta particula es la responsable de la primera ronda de
transcripcion, sin embargo, se desconoce el sitio preciso de la célula, asi como el tiempo

de infeccion, en el que este proceso comienza (Patton, Vasquez-Del Carpio et al. 2004).
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Hipotesis

La caracterizacién del inicio de la transcripcidon nos permitira localizar el punto en la via en

la que el virus entra al citoplasma celular.

Objetivos

Determinar el sitio y el momento en el que el virus se libera del endosoma y entra
en contacto con el citoplasma celular y se lleva a cabo el desnudamiento y la

transcripcion viral.

Caracterizar las consecuencias del uso de tratamientos que inhiben ciertos pasos

de la entrada de RV sobre su desnudamiento y transcripcionRV.

Caracterizar el sitio intracelulardonde se encuentran las proteinas virales, las

particulas y los RNA mensajeros y genémicos virales, durante el ciclo de infeccion.
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Metodologia

Cultivo celular
Se trabajo con la linea celular MA104 (epitelial de rifién de mono verde), la cual fue

cultivada en medio minimo esencial Eagle (MEM). Las cepa de RV utilizada en este trabajo

fue el Rhesus RV (RRV).

Infeccion

Células MA104 fueron cultivadas en medio MEM con suero al 4% a 37°C en una atmosfera
con 5% de CO,, hasta alcanzar la confluencia. Posteriormente se lavaron con MEM sin
suero y se dejaron reposando por aproximadamente 30min a 37°C. Las células en
MEM/sin suero fueron infectadas con el virus RRV (previamente tratado con tripsina a una
concentracién de 10pg/ml a 37°C por 30min). Para la adsorcidn se dejé incubando el virus
1hr a 37°C con 5% de CO,, sobre las células y posteriormente se lavaron con MEM/sin

suero y segln el tiempo de infeccién deseado se dejaron incubando a 37°C con 5% de CO..

FISH

Para los ensayos de FISH (del inglés “Fluorescent in situ hybridization”), las células MA104
fueron cultivadas en placas de 48 pozos sobre portaobjetos de 10mm hasta que
alcanzaron la confluencia, posteriormente se infectaron con la cepa RRV a distintos
tiempos de infeccion. y fueron fijadas con paraformaldehido al 3% por 20min a
temperatura ambiente, seguido por 3 lavados en PBS-NH4Cl 50mM, posteriormente se
permeabilizaron con Tritén al 0.5% en PBS con NH4Cl 50mM por 15min a temperatura
ambiente, se lavaron y fueron tratadas con H,0, 1.5% PBS + NH4Cl 50mM, se lavaron
nuevamente y se dejaron incubando con buffer de hibridacién (twen20 0.1%, cloruro de
sodio 0.75M y citrato de sodio 0.075M) al 50% formamida a 58°C en presencia de la sonda

(marcada con UTP-digoxigenina) a una concentracién de 1ng/pozo durante toda la noche
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(hasta este momento todos los lavados fueron hechos con PBS NH;Cl 50mM).
Posteriormente las células se lavaron 3 veces con buffer de hibridacidn 50% formamida a
70°C y 2 veces con buffer SSC (cloruro de sodio 0.75M vy citrato de sodio 0.075M) a 70°C.
En los casos en los que se necesitaba realizar también una inmunofluoresecencia, las
células se bloquearon con buffer de bloqueo (el cual consta de BSA al 1%, leche al 0.2%,
TritonX100 al 0.3% en PBS) por lhr a temperatura ambiente, después se dejaron
incubando con el anticuerpo primario (anti-DIG-peroxidasa (1:1000) anti- NSP5 (1:1000))
por 1lhr se lavaron con PBS NH4Cl 50mM y se dejaron incubando por otra hora con el
anticuerpo secundario. Finalmente las células fueron lavadas con buffer TNT (Tris pH7.5
0.1M, cloruro de sodio 0.15M, tween20 0.0125% en PBS) y se agregé el fluoréforo (cianina
3) a una dilucién 1/100 para el reconocimiento de la sonda por 8min, las células fueron
lavadas nuevamente con buffer TNT en agitacion (si se necesita tenir nucleo se utiliza
DAPI 1/1000000 y se lava nuevamente con buffer TNT) y se montaron los cubreobjetos
con medio de montar Fluokeep (Argen). La sefial de fluorescencia para la deteccion de
RNA fue obtenida mediante el sistema de amplificacion de sefial tiramida utilizando el kit
“TSA-plus TMR/fluorescein system” (Perkin Elmer LAS, Inc.) el cual se utilizé de acuerdo al
protocolo recomendado por la compaiiia (TSA). Por ultimo las muestras se analizaron con

un microscopio de epifluorescencia Nikon E600 acoplado a una cdmara digital DXM1200.

Inmunofluorescencia

Células MA104 fueron cultivadas en placas de 48 o 96 pozos, sobre portaobjetos de 10mm
o 5mm, respectivamente, hasta confluencia, posteriormente se infectaron con RV RRV
durante el tiempo indicado y se fijaron con paraformaldehido al 3% durante 20min a
temperatura ambiente, se lavaron con PBS-NH4Cl 50mM y se permeabilizaron con Tritén
al 0.5% en PBS NH;Cl 50mM por 20 min seguido por otro lavado, posteriormente se
realizé el bloqueo con buffer de bloqueo (el cual consta de BSA al 1%, leche al 0.2%,
TritonX100 al 0.3% en PBS) por 1hr a temperatura ambiente y se incubd el anticuerpo

primario, o con faloidina por 1 hora, se lavan las células y se incuban con el anticuerpo
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secundario por 1lhr, posteriormente se lavaron las células con buffer TNT y se tifi6 el

nucleo con DAPI 1/1000000 y se lavé nuevamente con buffer TNT, finalmente los

cubreobjetos se montaron con medio Fluokeep (Argene). Por ultimo las muestras se

analizaron con un microscopio de epifluorescencia Nikon E600 acoplado a una camara

digital DXM1200.

Lista de anticuerpos utilizados

Nombre Origen, tipo de anticuerpo Dirigido contra Fuente
3A8 Ratén,Monoclonal VP2 H.B.Greenberg
HS2 Ratén,Monoclonal VP4 H.B.Greenberg
aTLP’s Conejo,Policlonal Capside de Rotavirus. Producido en el laboratorio
aNSP5 Conejo,Policlonal NSP5 Producido en el laboratorio
aNSP2 Conejo,Policlonal NSP2 Producido en el laboratorio
aNSP3 Conejo,Policlonal NSP3 Producido en el laboratorio
aNSP4 Conejo,Policlonal NSP4 Producido en el laboratorio
aDIG Oveja,Fab-Peroxidasa Digoxigenina Molecular
Probes(Eugene,OR)

Alexa -523  Cabra, policlonal 1gG conejo, IgG raton
Alexa-488 Cabra, Policlonal conjugado a IgG de raton/conejo Molecular

Alexa-488 Probes(Eugene,OR)
Alexa-647 Alexa-647 conejo MolecularProbes(Eugene,OR)
a-Conejo- Acoplado a peroxidasa IgG Conejo (Boston. MA)
PO
aRaton-PO  Acoplado a peroxidasa IgG Raton Zymed (San francisco, CA)

Tratamiento con inhibidores

El tratamiento de las células con los distintos inhibidores se hizo utilizando las siguientes

concentraciones.

Citocalasina D partiendo de un stock a una concentraciéon de 10000 uM diluida en DMSO,

se utilizé a una concentracion final de 10uM diluida en MEM sin suero.

Nocodazol stock a una concentracién de 10000 uM diluida en DMSO, se utilizdé a una

concentracion final de 10uM diluida en MEM sin suero.
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Células MA104 fueron crecidas a confluencia y segln sea el caso se infectaron o no con
RRV. Para ambas drogas los tiempos de tratamiento variaron de entre 30min a 6 horas
segln se especifique para cada experimento, asi como también se utilizaron tiempos de
reposo posterior al retiro de la droga de 30min a 5hr, segin el experimento. Para las
condiciones de células infectadas posterior a la hora de adsorcidn se trataron con EGTA
para eliminar el virus que ha sido internalizado a este tiempo seguido por dos lavados con

MEM sin suero.

Crecimiento de bacterias, extraccion de plasmido y purificaciéon de DNA
plasmidico

Se crecieron bacterias E. coli en medio LB /ampicilina 100pg/ml en agitacién a 37°C. Para
la extraccion del plasmido se utilizo el kit “high pure plasmid isolation kit” (Roche), se

utilizé de acuerdo al protocolo recomendado por la compaiia.

Transcripcion in vitro

Para la transcripcidon in vitro se utilizé el kit “mMESSAGE mMACHINE” (Ambion) de
acuerdo al protocolo recomendado. A manera de resumen, a partir de 2 ug del plasmido
PGem3Z-NSP4 (linearizado previamente con EcoR1) se mezclé con 2ul de ATP, 2ul de CTP,
2ul de GTP 1.3ul de UTP y 0.7ul de UTP-Digoxigenina, 2 ul del buffer de reaccion 10X, 2 ul
de la mezcla enzimatica de la T7 RNA polimerasa y el volumen necesario de H,0 libre de
nucleasas para llegar a un volumen final de 20 pl; la mezcla se incub6 a 37°C de 2 a 4
horas. Posteriormente, se agregd 1 ul de DNAsa a la mezcla anterior y se incubd de nueva
cuenta por 15 min a 37 °C. El RNA sintetizado en el paso anterior se precipitd adicionando
una mezcla de 30pul de agua DEPC y 30l de una soluciéon de LiCl incluida en el kit, a -20 °C
durante 30min y se centrifugd la muestra a 4°C por 15 min a maxima velocidad para

precipitar el RNA. Para eliminar los nucledtidos no incorporados, el precipitado se lavd
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dos veces con 1 ml de etanol al 70%. El RNA precipitado se resuspendié en 12ul de agua

DEPC, se cuantifico y se almacend a -70 °C hasta su uso.

Fraccionamiento con Digitonina

Para el fraccionamiento de las células con digitonina se utilizé el protocolo descrito por
Bernardi (Bernardi, Forster et al. 2008), células MA104 se infectaron o no vy
posteriormente se lavaron y despegaron utilizando 5ml de una solucién de EDTA (0.2%).
Las células se colectaron en un tubo y se centrifugaron por 5min a 1000rpm y se lavaron 3
veces con buffer HCN (50mM HEPES, pH7.5, 150mM NaCl, 2mM CaCl,, 10mM N-ethyl
maleimide (NEM)). Las células se resuspendieron en buffer HCN con 0.02% digitonina
(aproximadamente 100p! por cada 2x10’ células), y se incubaron en hielo por 10min,
posteriormente se centrifugaron a 16000 X g y finalmente se recuperd el sobrenadante en

un tubo nuevo y el pellet se resuspendid en un volumen igual al original de buffer HCN.

PCR

A partir de un aislado de RNA celular se utilizé el kit “ONESTEP RT-PCR KIT”(Quiagen) de
acuerdo al protocolo del fabricante; se preparé la solucién “onestep mix” la cual consta
22ul de agua DEPC, 10ul RT buffer, 10ul Q buffer, 2ul dNTP’s 12.5mM y 2ul de enzyme
mix. Por otro lado se prepard una solucidn llamada “oligo mix” la cual lleva 4ul RNA viral,
1ul de los oligos 3’y 5'del segmento 10 de RV, ésta solucién se dejo en bafio maria
(aproximadamente 100°C) por 5 minutos y colocada en hielo inmediatamente después.
Finalmente se mezclaron 2.5ul “oligo mix” y 10ul “onestepmix”, esta mezcla se coloco en
el termociclador y se siguieron las siguientes condiciones: 30 min a 50°C, posteriormente
15 min a 95° C, 40 ciclos de 30seg a 94°C seguidos por 30seg a 50°C y 60 segundos a 72°C,

finalmente un ultimo ciclo de 10 min a 72°C
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PCR en tiempo real, (QRT-PCR)

Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) utilizando el software 7500 System SDS software 1.2.1 (Applied Biosystems).
Para cada una de las placas se realizd una curva estandar utilizando distintas
concentraciones de RNA viral sintetizado in vitro (VP6), esta curva patrén se utiliza para
calcular la concentraciéon del RNA de la muestra para cada caso. Dado que el genoma de
RV es de RNA de doble cadena (dsRNA), el amplificar el RNA viral utilizando al mismo
tiempo un par de oligos no nos permitiria distinguir las cantidades de RNA+ y RNA- (ya que
tienen la misma secuencia sélo que complementaria). Por lo tanto, para cuantificar cada
tipo de RNA viral de forma especifica, el RNA se amplificé en dos pasos: En el primer paso,
se realizd una reaccidn de transcriptasa reversa utilizando el oligo complementario a la
cadena que se deseaba cuantificar, usando la siguiente mezcla de reaccién: 10ul de SYBR
green Master Mix (Applied Biosystems), 0.1ul de transcriptasa reversa 50U/ul (Applied
Biosystems), 0.16pl Inhibidor de RNasas 40U/ul (Promega), 1ul de oligo a 1.5pmol/ul, 2l
de RNA (1 ng; resuspendido en agua, y tratado en bafio maria por 5 minutos e
inmediatamente enfriado en hielo), 20ul agua c.b.p. La reaccidn se llevd a cabo a 48° C
durante 30 minutos y, posterior a esto, las muestras se incubaron a 85° C por 15 min e
inmediatamente se enfriaron en hielo, con el fin de inactivar a la transcriptasa reversa. El
siguiente paso consistié en la amplificacién del cDNA recién sintetizado, mediante PCR.
Para ello, 1pul del oligo complementario (2.5 pmol/ul) se agregd a la mezcla de reaccién
para un volumen final de 25ul. La reaccién de PCR se llevé a cabo en el equipo 7500 Real
Time PCR System utilizando el siguiente protocolo: 95° C por 10 minutos y 40 ciclos de 95°
C por 15 segundos y 60° C durante 1 minuto. Para confirmar la especificidad de la
amplificacion, se agregd una etapa de disociacién de 60° a 95° C durante 30 min.
Finalmente, se determind el Ct de cada muestra, se comparé con la curva estandar y se
calculé la concentracidon de RNA utilizando el software 7500 system SDS detection. El gen
utilizado para hacer el gPCR fue el de VP6 utilizando el siguiente juego de oligos; (5° > 3’)

CCACTTGGTATCCGACTTTGAY (5’ > 3’) GAATACGTGGACGCATCCTT
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Marcaje Radioactivo y autoradiografias

Células MA104 se crecieron en frascos de 75mm?’ y se infectaron con RRV como se
describié con anterioridad. Para cada condicidn, las proteinas sintetizadas de novo fueron
marcadas radiactivamente durante 1 hora antes de cosecharlas utilizando MEM sin
metionina suplementado con 25 uCi/ml de Easy Tag EXPRESS-*S labeling mix (Dupont-
NEN).

Las muestras se corrieron en un gel de SDS PAGE al 10%, el gel se seco al vacio en un papel
filtro y se dejo exponiendo en con un Film fotografico a -70°C durante aproximadamente

una semana.

Western blot

Las células fueron despegadas utilizando EDTA (0.2%), se fraccionaron mediante
digitonina y posteriormente las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en
geles SDS PAGE al 10%, fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa
(Millipore, Bedford, MA). Estas membranas fueron bloqueadas con 5% de leche
descremada en PBS, incubandolas durante una hora a temperatura ambiente. Después,
las membranas se incubaron con el anticuerpo primario indicado diluido en PBS con 1% de
leche descremada durante 1 hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C
y con el anticuerpo secundario correspondiente (acoplados a peroxidasa o a los
fluoréforos Alexa 488 6 647) durante una hora a temperatura ambiente. La actividad de
peroxidasa fue revelada mediante el Kit Western Lightning Chemiluminescence Reagent
Plus (Perkin Elmer Life Sciences), siguiendo las instrucciones del fabricante. La sefial
producida por los anticuerpos fluorescentes fue visualizada en un Typhoon Trio
(Amersham), la intensidad de las bandas fue cuantificada utilizando el software Imagel,
para el procesamiento de los datos en todos los casos se normalizaron los datos con

respecto al gen correspondiente de un lisado total a las 8hpi.
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Resultados

Papel de citoesqueleto en la entrada de RV

En estudios recientes del laboratorio se ha determinado que el citoesqueleto
aparentemente no participa en los primeros pasos de entrada de RV, como son el
reconocimiento con el receptor y el comienzo de la formacién de la vesicula endocitica,
pero aun no se ha podido determinar si las etapas tardias de la formacién y el transporte
de la vesicula al interior de la célula son importantes para la entrada de RV. Para abordar
esta pregunta utilizamos drogas que inhiben la polimerizacién de actina o tubulina, éstas
son Citocalasina D y nocodazol respectivamente y utilizamos marcadores de viroplasmas

para determinar su efecto sobre la infeccién.

Actina

Para disefiar un protocolo que nos permitiera determinar si la actina desempefia un papel
durante la entrada, lo primero que hicimos fue determinar cudl es el tiempo minimo que
se necesita para que la Citocalasina D ejerza su efecto maximo. Para esto se trataron
células MA104 con Citocalasina 10uM por 30min, 1hr, 2hr, 3hr, 4hr y 5hr, se utilizé como
control células tratadas sélo con DMSO a la dilucidn apropiada. Posteriormente, las células
se fijaron y se realizd una inmunofluorescencia utilizando faloidina para teiir el
citoesqueleto de actina y DAPI para teiiir los nucleos. Las imdgenes muestran que el
efecto es especifico de la droga, ya que se observan los microfilamentos en un estado
normal en células tratadas sélo con DMSO (Fig. 5 panel A); por otra parte, el marcaje del
citoesqueleto de actina disminuyd a los 30 minutos de tratamiento con la droga lo que
indica que a este tiempo la Citocalasina ya tiene un efecto visible (dato no mostrado),
finalmente la droga alcanza su efecto mdximo a partir de 1 hora de tratamiento (Fig. 5
panel B). Tratamientos mas prolongados con la droga comienzan a dafiar la morfologia
celular y aumentar la muerte celular (Fig. 5 paneles C y D). Con estos datos podemos
concluir que 1hr de tratamiento con la droga es suficiente para obtener su efecto maximo
sin alterar gravemente la forma por lo que creemos que las actividades celulares quedan

intactas.
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2hr citocalacina

5hr citocalacina

Figura 5. Determinacion del tiempo en que Citocalasina D ejerce su maxima inhibicion

Células MA104 fueron tratadas con Citocalasina D por 30min, 1hr (B), 2hr (C), 5hr (D) y como control se
utilizaron células sin tratamiento con la droga (A), en todas las condiciones las células fueron fijadas y se tifid
actina con faloidina 488 (verde) y el nucleo con DAPI (azul).

Una vez determinado el tiempo en que la Citocalasina alcanza su efecto maximo nos
preguntamos si el efecto de esta droga es reversible y si lo es cuanto tiempo dura su
efecto una vez que ha sido retirada del medio. Para esto las células fueron tratadas
durante 1 hora con Citocalasina D, se lavaron y se dejaron reposar durante 30min, 1hr, 2hr
y 3hr utilizando como control células tratadas con DMSO; finalmente las células fueron
fijadas y se tifieron con faloidina y DAPI. Las células control que no fueron tratadas con la
droga presentan un citoesqueleto de actina intacto (Fig. 6, panel A), en contraste, en las
células tratadas con Citocalasina D por una hora, sin dejar tiempo de recuperacién se
observa el efecto maximo del tratamiento (Fig. 6, panel B). Por otra parte, las células que

se dejaron recuperar por 30min, no presentaron una recuperacion aparente de los efectos
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de la droga (Fig. 6, panel C), sin embargo, se observa una recuperacion de los efectos de la
Citocalasina D en las células que se dejaron reposar por 1 hora posterior al tratamiento
con la droga (Fig. 6, panel D) y se recuperaron totalmente después de 3hr de reposo. Por
lo que pudimos establecer que después de 1 hora de descanso del tratamiento con
Citocalasina D, se alcanza la recuperacién total del citoesqueleto de actina en células

MA104 (Fig. 6).

DAPI Faloidina Sobrelape

Control

1hr cito

30min

l1hr

3hr

Figura 6. Duracion del efecto de Citocalasina D en células MA 104

Las células fueron tratadas con Citocalasina D por 1 hora, posteriormente las células fueron lavadas y se dejaron reposar
por 30min (C) 1hr (D), 3hr (E) y como control se utilizaron células sin tratamiento (A). Como referencia en el panel B) se
muestra el efecto que tiene la Citocalasina en las células después de 1lhr de tratamiento. En verde se muestra el
citoesqueleto marcado con faloidina488 y en azul se muestra el marcaje del ntcleo con DAPI.

27



Tubulina

De la misma manera que para la Citocalasina D, con el fin de disefiar un protocolo que nos
permitiera determinar si el citoesqueleto de tubulina desempefia un papel durante la
entrada, se determiné el tiempo minimo que se necesita para que el nocodazol tenga su
efecto maximo sobre la polimerizacién de tubulina. Para esto se trataron células MA104
con nocodazol a una concentraciéon de 10uM por 30min, 1hr, 2hr, 3hr, 4hr y 5hr, y como
control se utilizaron células tratadas sélo con DMSO. Las células se fijaron y se realizé una
inmunofluorescencia utilizando a-tubulina para tefir microtubulos y DAPI para tefiir los
nucleos. Las imagenes muestran que el DMSO no tiene ningun efecto sobre los
microtubulos ya que se observan en un estado normal en células tratadas sélo con DMSO
(Fig. 7, panel A), sin embargo, el citoequeleto de tubulina se ve seriamente afectado
después de 30 minutos de tratamiento con la droga (Fig. 7, panel B). Finalmente la droga
alcanzo su efecto maximo a partir de 1 hora de tratamiento (Fig. 7, panel C) el efecto de la
droga aumenta conforme al tiempo de exposicién al nocodazol (Fig. 7, paneles D y E), sin
embargo, consideramos que el efecto observado a una hora de exposicién a la droga
permite inhibir la polimerizacion de tubulina lo suficiente para realizar nuestros
experimentos sin tener los efectos secundarios que podria causar una exposicién mayor a

ésta, por lo que utilizamos este tiempo de exposicién en experimentos posteriores.
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Sin tratamiento
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1hr nocodazol

2hr nocodazol

5hr nocodazol

Figura 7. Determinacion del tiempo en el que el nocodazol alcanza su efecto maximo

Células MA104 fueron tratadas con nocodazol por 30min (B), 1hr (C), 2hr (D) y 5hr (E) y como control se
utilizaron células sin tratamiento con la droga (A), en todas las condiciones la células fueron fijadas y se tifid
la tubulina con a-tubulina (verde) y el nicleo con DAPI (azul).

Una vez determinado el tiempo en que el nocodazol tiene su efecto, determinamos
cuanto tiempo dura el efecto de esta droga una vez que ha sido retirada del medio. Para
esto las células fueron tratadas durante 1 hora con nocodazol a una concentracién de
10uM, posteriormente se lavé la droga de las células y se dejaron reposar durante 30min,
1hr, 2hr, 3hr, 4hr y 5hr, utilizamos células tratadas sélo con DMSO como control, después
se fijaron las células y se tifieron con a-tubulina y DAPI. Tal y como se esperaba, en las
células que no fueron tratadas con la droga no se observd un efecto aparente del DMSO
sobre los microtubulos (Fig. 8, panel E), mientras que en las células tratadas por 1 hora

con nocodazol se observd el efecto de éste sobre el citoesqueleto de tubulina (Fig. 8,
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panel A) por otro lado, las células que se dejaron descansar del efecto de la droga no
mostraron una recuperacion total del citoesqueleto de tubulina en los tiempos
observados, sin embargo, si se logré observar que conforme aumenta el tiempo de
recuperacién de las células hay un incremento en el grado de recuperacién sobre la

polimerizacién de tubulina (Fig. 8 paneles B, Cy D).

DAPI a-Tubulina Sobrelape

1hr nocodazol

1hr descanso

3hr descanso

5 hr descanso

Sin tratamiento

Figura 8. Duracion del efecto del nocodazol sobre los microttibulos

Las células fueron tratadas con nocodazol por 1 hora, posteriormente las células fueron lavadas y se dejaron
reposar por 30min, 1hr (B), 2hr, 3hr (C), 5hr (D) y como control se utilizaron células sin tratamiento (E).
Como referencia en el panel (A) se muestra el efecto que tiene el nocodazol después de 1 hora de
tratamiento.
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Papel del citoesqueleto de actina en la entrada de RV

Para determinar el papel de los filamentos de actina durante la entrada de RRV, células
infectadas fueron tratadas con Citocalasina D utilizando las siguientes condiciones; para
determinar el efecto maximo de la droga durante las primeras horas de infeccién de RV se
trataron células con Citocalasina D desde la adsorcion hasta las 4hpi (Fig. 9); por otra parte
también se realizaron una serie de condiciones en las que las células fueron tratadas con
pulsos de 1hr de Citocalasina, estos pulsos se realizaron durante la adsorcion, a 1, 2, 3y

4hpi (panel A de la figura 9)

En caso de que la actina tuviera un papel en la entrada se observaria el efecto de la
citocalasina D solamente en las condiciones de tratamiento a horas tempranas (adsorcién
1y 2hpi) mientras que en las etapas mas tardias del tratamiento no observariamos ningun
tipo de efecto (3hpi y 4hpi). Como control para cada caso se utilizaron células tratadas con
DMSO (Fig. 9 panel A). En todos los casos las células fueron lavadas con EGTA después de
la adsorcién para eliminar a las particulas virales que no han entrado a la célula y
finalmente las células fueron fijadas a las 4hpi para posteriormente realizar un ensayo de
inmunofluorescencia marcando microfilamentos con faloidina, nucleo con DAPI y
viroplasmas como marcador de infeccidn utilizando un anticuerpo contra la proteina no

estructural NSP2 (a-NSP2).

Las células tratadas a 1hpi no mostraron cambios significativos ni en nimero de células
infectadas, en tamafio, forma o distribucién de viroplasmas en el citoplasma celular (Fig. 9
paneles B, Cy D). De la misma manera las células que fueron sometidas a la droga durante
las 5 hrs del experimento no mostraron ningin cambio significativo en el grado de
infeccion, tamafio, forma o distribucidn de los viroplasmas, aun cuando las células ya se
observan muy dafiadas por la exposicion a la droga al compararlas con las células control
(Fig. 9 panel E). Estos datos en conjunto muestran que la entrada de RV a la célula no

depende del citoesqueleto de actina.
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Figura 9. Determinacion del papel de los microfilamentos en la entrada de RV

A) Representacion esquematica del protocolo utilizado para cada una de las condiciones de tratamiento con
la droga. Células MA104 fueron infectadas y tratadas con Citocalasina durante los tiempos indicados
durante la infeccidn; (B) condicion control de células infectadas por 4hr sin tratamiento con Citocalasina D,
en donde se observa el citoesqueleto de actina polimerizado (verde), de manera consistente a lo reportado

para esta hora de infecciéon se observa la formacién de viroplasmas (rojo). (C) células tratadas con
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Citocalasina durante la hora de adsorcion (D) células tratadas con Citocalasina durante la 1hr de infeccién,
(E) células tratadas con la droga durante la 2hr de infeccion y (F) son células tratadas con Citocalasina desde
la adsorcidn hasta la 4hr de infeccidn, al comparar los viroplasmas de las células que fueron tratadas con
Citocalasina durante pulsos cortos con las células control no se observa ninglin cambio en el grado de
infeccidon de RV (comparar panel Bcon C, Dy E).

Papel del citoesqueleto de tubulina en la entrada de RV

En estudios anteriores se ha mostrado que la proteina viral NSP2 tiene una interaccién
directa con tubulina. También se ha observado que el citoesqueleto de tubulina es
necesario para el crecimiento de los viroplasmas durante el ciclo de infeccién de RV
(Cabral-Romero and Padilla-Noriega 2006). Por otra parte, aun no se ha determinado si el
citoesqueleto de tubulina participa en la entrada de RV a la célula. Para abordar esta
pregunta, se trataron células con nocodazol utilizando un protocolo igual al descrito
previamente para la Citocalasina D (Fig. 10 panel A). En este caso las células también
fueron fijadas a las 4hpi y posteriormente se marcaron los microtibulos con a-tubulina, el
nucleo con DAPI y los viroplasmas con a-NSP2. Como control se utilizaron células tratadas
solamente con DMSO en las que no se observd ningun cambio en los microtubulos, y
también se muestran células control solamente infectadas con RV (Fig. 10 panel A).
Sorprendentemente no encontramos cambios aparentes en el nimero, tamafio o forma
de los viroplasmas para ninguna de las condiciones utilizadas en este experimento (Fig. 10
paneles B, C, Dy E), a pesar de que se observara que los microtubulos estan afectados por
el tratamiento con nocodazol. Este resultado sugiere que el citoesqueleto de tubulina no

participa durante la entrada de RV.
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Figura 10. Determinacidn del papel de los microtubulos en la entrada de RV

Células MA104 fueron infectadas y tratadas con nocodazol durante distintos tiempos de infeccidn de RRV
(A) condicién control de células infectadas por 4hr sin tratamiento de nocodazol, en donde se observa el
citoesqueleto de tubulina polimerizado (rojo), de manera consistente a lo reportado para esta hora de
infeccion se observa la formacion de viroplasmas (verde). (B) células tratadas con nocodazol durante la hora
de adsorcidn (C) células tratadas con nocodazol durante la 1hr de infeccion, (D) células tratadas con la droga
durante la 2hr de infeccidn y (E) son células tratadas con nocodazol desde la adsorcidn hasta la 4hr de
infeccidn,

Deteccion organelo-citoplasma de proteinas virales
Aunque se tiene un conocimiento general sobre la localizacién de las proteinas, las

particulas y el RNA viral a lo largo del ciclo de infeccidn, ain no hay una caracterizaciéon
global en la que se relacione la localizacién de cada una de éstas a lo largo del ciclo de
infeccion. Por lo que decidimos abordar este tema aprovechando la capacidad de

enriguecer por un lado una fase citosolica y por otro lado una fase de organelos y
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membranas mediante un fraccionamiento con un detergente débil llamado digitonina. El
tratamiento con este detergente provoca la formacion de poros en la membrana
citoplasmica de las células, de tal manera que el citoplasma celular junto con las proteinas
solubles saldrdn al medio (sobrenadante) al someterlos a una fuerza centrifuga, mientras
que en el pellet esperamos obtener proteinas de organelos, proteinas de membrana y
complejos citopldsmicos grandes que no puedan salir después de la centrifugacion

(Bernardi, Forster et al. 2008).

Para demostrar que el fraccionamiento celular funcioné de manera adecuada realizamos
una cinética de 0 a 4 hpi donde determinamos por inmunohistoquimica la distribucién de
HSC70, como proteina marcadora de citoplasma y de PDI como proteina marcadora de
organelos. Tal como se esperaba y confirmando un fraccionamiento adecuado la proteina
HSC70 y PDI se encontraron mayoritariamente en la fraccién del sobrenadante y pellet,
respectivamente (Fig. 11), independientemente del tiempo post infeccion. Estos datos
indican que esté procedimiento nos permite separar una fracciéon enriquecida de
proteinas citopldsmicas solubles y una fraccion insoluble que contiene mayoritariamente

proteinas de organelares.
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Figura 11. Fraccionamiento de células durante las primeras horas de infeccién

Células MA104 fueron infectadas con RRV, posteriormente se realizé un fraccionamiento utilizando estas
condiciones; adsorcién, 1hpi, 2hpi, 3hpi y 4hpi. Posteriormente se realizé un WB utilizando los anticuerpos
a-HSC70 y a-PDI en el que se observd que en el sobrenadante se quedan las proteinas citoplasmicas (HSC70)
mientras que en el pellet hay una mayor concentracidn de proteinas procedentes de organelos (PDI).
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Posteriormente, como otra manera de corroborar que el fraccionamiento efectivamente
separa una fraccidn rica en proteinas de organelos y membrana (pellet) de una fraccién
rica en proteinas citoplasmicas (sobrenadante), realizamos un WB para detectar Laminina.
Esta proteina nuclear sélo se encontrd en la fraccidn no soluble (Fig. 12, panel A). Una vez
gue comprobamos que podemos separar las fracciones deseadas mediante el tratamiento
con digitonina, determinamos la localizacién organelo-citoplasma de las proteinas virales,
comenzando por buscar la localizacidon de las proteinas de capside de RV durante las
primeras 8hpi en estas dos fracciones. Para esto realizamos un WB utilizando un
anticuerpo a-TLPs (Fig. 12, panel B). Con este anticuerpo logramos observar las proteinas
de capside viral a partir de la 1hpi en la fraccidon de organelos mientras que en la fraccion
citoplasmica no logramos observar proteina viral hasta las 4hpi. De la misma manera se
puede observar que en cada una de las condiciones utilizadas las proteinas de cépside
viral se encuentran en su mayoria en la fraccién enriquecida por membranas y organelos
celulares. Debido a que no logramos detectar proteina de capside viral en el periodo de
adsorcién nos indica que no logramos tener la sensibilidad suficiente para detectar
proteina de las particulas virales que estdn siendo internalizadas a la célula. Por otra
parte, el observar una mayor concentracion de proteina viral en la fraccidon enriquecida
por membranas y organelos celulares hasta las 8hpi, sugiere que las proteinas de capside
viral podrian encontrarse principalmente dentro de alglin compartimiento celular o
ancladas directa o indirectamente a alguna membrana. Estas suposiciones requieren de
estudios subsecuentes. Existen reportes en la literatura en los que se han reportado
interacciones entre tubulina y proteinas integrales de viroplasmas (NSP2 y NSP5) (Cabral-
Romero and Padilla-Noriega 2006). Por otro lado, recientemente se ha descrito que
estructuras de membrana llamadas “lipid droplets” son necesarias para la formacion de
viroplasmas (Cheung, Gill et al. 2010). Debido a estas interacciones con la membrana y la
red de microtubulos pensamos que durante el fraccionamiento, los viroplasmas podrian
guedar atrapados en el pellet, ya que hemos encontrado a las proteinas de cépside viral
en mayor concentracién en la fraccidon no soluble. Nos preguntamos si esto es debido a

que estas proteinas se encuentran enriquecidas en los viroplasmas, lugar en donde se
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lleva a cabo la formacién de DLPs, por lo que buscamos proteinas marcadoras de
viroplasmas en ambas fracciones por medio de WB para detectar NSP5.
Sorprendentemente encontramos esta proteina enriquecida en la fraccion citopldsmica
(Fig. 12 panel C). Estos datos sugieren que los viroplasmas podrian ser estructuras
citoplasmicas o facilmente “solubles” y muestran que la mayoria de las proteinas de
capside viral no co-fraccionan con viroplasmas por lo que probablemente no se

encuentran dentro de estas estructuras o su asociacidn a estas es muy débil.

Otras dos proteinas importantes durante la infeccion de RV son NSP3 y NSP4, aunque
ahora sabemos que NSP3 no es necesaria para la sintesis de proteinas virales, parece que
tiene un papel en la regulacién de la traduccidn celular por RV ya que al silenciar la
expresion de esta proteina aumenta la traduccion de mensajeros celulares (Montero,
Arias et al. 2006). Por otra parte, NSP4 es una proteina de membrana y fue la primera
enterotoxina viral descrita, también esta implicada en el ensamblaje de la particula viral
funcionando como un receptor intracelular de VP6 para la gemacidn de las DLPs hacia el
lumen del RE (Ball, Mitchell et al. 2005), asi como en la desregulacion de la homeostasis
de Ca?* celular a través de su dominio de viroporina (Hyser, Collinson-Pautz et al. 2010).
Para determinar la fraccion en donde se encuentran estas 2 proteinas realizamos un WB
utilizando anticuerpos especificos para cada una de estas proteinas (Fig. 12, panel F), en el
cual observamos que la concentracién de NSP3 es la misma para las dos fracciones hasta
las 8hpi, mientras que como lo esperabamos la proteina NSP4 sélo se encuentra en la

fraccidén no soluble ya que es una proteina integral de membrana de RE.
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Figura 12. Localizacién de proteinas virales por medio de WB

A) WB contra la proteina nuclear lamina, la cual sélo se encuentra en la fraccién no soluble B) WB utilizando
o-TLPs en el que se marcan las proteinas de cépside viral en los distintos fraccionamientos obtenidos con el
ensayo de digitonina. C) WB con anticuerpos a-NSP5, se observa esta proteina sélo en la fraccidn soluble. D)
y E) WB para detectar a las proteinas de capside VP2 y VP4, de manera congruente a lo observado en el
panel B) observamos una mayor concentracién de estas proteinas en el pellet, por lo que confirmamos con
dos anticuerpos distintos la observacion de que las proteinas estructurales estan enriquecidas en la fraccion
no soluble. F) deteccién de NSP3 y NSP4 mediante WB en donde observamos la distribucion organelos
citoplasma de NSP3 es practicamente 1:1 mientras que en el caso de NSP4 sdlo se encuentra en la fraccidn
no soluble.
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Una vez que determinamos la presencia de proteina viral mediante ensayos de WB, nos
preguntamos si en algin momento de la infeccion hay cambios en la expresién y/o
distribucién de las proteinas virales en las fracciones aisladas, por lo que cuantificamos la
sintesis de novo de proteinas en células infectadas y no infectadas, fraccionadas mediante
digitonina a 4, 8, y 12hpi, marcando con metionina radioactiva durante los ultimos 30
minutos antes de cosechar, en este mismo experimento como control negativo utilizamos
células no infectadas, por otro lado, como control positivo y para ver el patrén normal de

proteinas de RV utilizamos un lisado total no fraccionado a las 8hpi.

Como es de esperarse en las células no infectadas observamos sélo proteinas celulares y
una baja concentracién de proteina viral (Fig. 13, Panel A). En células infectadas a partir de
las 4 hpi se puede observar el aumento en la concentracidén de proteinas virales mientras
que la concentracidon de proteinas celulares disminuye con el tiempo de infeccidn, asi
mismo también podemos observar que la distribucién organelo-citoplasma de proteinas

virales no cambia con el tiempo, con excepcion de VP4, NSP2 y NSP3 (Fig. 13).

Ademas, al medir la concentracion de proteinas totales mediante WB, también
observamos que la concentracidon de proteinas de capside viral sintetizada de novo
durante la infeccidon es mayor en la fraccion de organelos y membranas. Cabe recalcar que
s6lo encontramos a VP7 en la fase organelar del fraccionamiento; este dato es congruente
con lo reportado en la literatura ya que esta es una proteina que se sintetiza y se retiene

en el RE, lugar en donde se termina el ensamble de RV (Fig. 13 panel Ay B).

En el caso de NSP4, de manera esperada solo aparece en la fase organelar del
fraccionamiento, lo que correlaciona con los datos reportados hasta ahora para esta

proteina (Fig. 13 panel B).

Como sabemos NSP2 y NSP5 son proteinas marcadoras de viroplasmas, en los
experimentos anteriores encontramos que la mayoria de NSP5, se encuentra en la rica en
organelos y membrana del fraccionamiento (Fig. 13 panel B) sin embargo, podemos
observar que conforme avanza la infeccion hay un aumento en la concentracién de NSP2

no soluble y soluble hasta que a las 12 horas observamos que la relaciéon de la
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concentraciéon organelo-citoplasma de esta proteina se invierte a expensas de una

reduccidon marcada en la concentracion de NSP2 en la fraccidn citoplasmica.

Finalmente como se ha mencionado anteriormente NSP3 es una proteina importante en la
regulaciéon de la traduccidn de proteinas virales, a las 4hpi se observa que esta proteina se
encuentra en mayor concentraciéon en la fase no soluble, sin embargo a las 8 hpi su

concentracion es la misma en las dos fases y esto se mantiene hasta las 12hpi.

Estos datos en conjunto nos muestran la distribucidn de proteinas virales sintetizadas de
novo, por un lado las proteinas de capside viral se encuentran enriquecidas en la fraccion
no soluble, mientras que en la fraccidn soluble logramos observar todas las proteinas
virales con excepcion de las sintetizadas en el RE, y esta distribucion se mantiene a lo largo

del ciclo de infeccion.
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Figura 13. Comparacion organelo-citoplasma de sintesis de novo de proteinas virales

A) Autoradiografia de lisados virales marcados por 1hr con metionina s* durante los tiempos indicados y
posteriormente fraccionadas con digitonina, utilizando como controles células no infectadas y un lisado total
a 8hpi. B) Densitometria de las autoradiografias realizadas mediante el programa imagel, en todos los casos
la cuantificacidon se hizo normalizando los datos con respecto a la concentracién de la proteina respectiva en
el lisado total de 8hpi. Las concentraciones se encuentran representadas en Unidades Relativas.
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Deteccion organelo-citoplasma de particulas virales
Se sabe que la mayor parte de la infeccidn de RV tiene lugar en el citosol, es en este sitio

en donde se lleva a cabo la replicacién del genoma viral, la transcripcién, la traduccion de
proteinas virales, asi como las primeras fases de la morfogénesis del virus (formacion de
DLP y la encapsidacion del genoma viral). Por otra parte, el RE también juega un papel
importante durante la infeccidén, ya que en este organelo se realiza la traduccién de
glicoproteinas virales (VP7) asi como la sintesis de la enterotoxina viral NSP4, por otro
lado, las DLPs recién sintetizadas requieren entrar al lumen del RE en donde se termina la
maduracion de la particula viral adquiriendo la ultima capa de la capside. Sin embargo,
aun se desconoce el momento en que comienza la morfogénesis viral asi como la
distribucién de particulas virales entre organelos y el citoplasma. Por lo que nos
preguntamos qué tanto de la proteina viral detectada en los ensayos anteriores se
encuentra ensamblada formando particulas o intermediarios de morfogénesis viral (DLP,
SLP). Para contestar esta pregunta realizamos un ensayo en el que marcamos proteinas
radioactivamente tal y como se ha descrito anteriormente a las 4hpi y 8hpi, y
posteriormente realizamos un fraccionamiento con digitonina (como control negativo
utilizamos células sin infectar y como control positivo un lisado total a 8hpi). Para separar
las particulas virales de proteinas no ensambladas las fracciones obtenidas se
ultracentrifugaron sobre un colchdn de sacarosa al 40%, de tal manera que en el pellet
obtenido se encontraran particulas ensambladas, agregados y complejos proteicos
mientras que en el sobrenadante del colchdn encontraremos todas las proteinas solubles.
Para mostrar que las muestras obtenidas con el primer fraccionamiento son iguales a las
mostradas anteriormente, primero realizamos una autoradiografia con las fracciones
antes de pasarlas por el colchdn de sacarosa, en el cual observamos que se reproduce
exactamente el mismo resultado del experimento anterior (Fig. 13 panel A vy Fig. 14 panel
A izquierda). Al pasar la fraccion citoplasmica del fraccionamiento con digitonina por el
colchdn de sacarosa observamos que practicamente no hay proteinas en el pellet lo que
indica que no hay particulas o subparticulas virales en el citoplasma. Aunque de manera
interesante, al sobre-exponer los films logramos observar 3 proteinas que por su peso

podrian ser VP1, VP2 y VP3, las cuales son las proteinas que forman la capa mas interna de
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la capside de RV (SLP), lo que nos hace pensar que podriamos estar observando un
intermediario de replicaciéon y morfogénesis rotaviral (Fig. 14 panel B). Por otro lado, fue
sorprendente no encontrar DLPs en el citoplasma, ya que la formacidn de estas particulas
se lleva a cabo en inclusiones citoplasmicas denominadas viroplasmas. Este dato se podria
explicar si pensamos que la exportacion de DLPs hacia el RE es inmediata después de su
formacién, de esta manera la concentracién de las DLPs citopldsmicas “libres” se
mantiene lo suficientemente baja para ser indetectable por este método. Es de resaltar
también que al menos hasta las 8hpi no observamos TLPs libres en citoplasma, estos
resultados pueden explicarse por: 1) El RE funciona como un almacén de virus armados; 2)
Una vez que el virus se ha ensamblado completamente requiere de alguna interaccién con
membranas celulares, 3) Puede ser que simplemente se requiere que la infeccidén prosiga
hasta proporcionar un medio citoplasmico en el que las TLPs puedan liberarse. Por otra
parte, al centrifugar la fraccién enriquecida de organelos y membranas obtenida a partir
del fraccionamiento con digitonina sobre el colchén de sacarosa logramos detectar a las
proteinas de la cdpside en el pellet, lo que indica que las TLPs y las DLPs se encuentran en
la fraccién en organelos o ancladas a membranas. Encontrar dichas particulas virales en
esta fraccidn no fue sorprendente debido a que los pasos finales de la morfogénesis viral
son llevados a cabo dentro del RE. Ademas, cabe destacar que en esta fraccién también
logramos observar a NSP4, aunque se sabe que esta proteina no forma parte de ningln
complejo podemos explicar su presencia en esta fase debido a que es una proteina
membranal y por lo tanto tendera a ser arrastrada hacia el pellet por las membranas a las
gue se encuentra asociada. Finalmente podemos observar como proteinas libres en la
fraccién organelar a VP4 y posiblemente a VP7. Este resultado era de esperarse ya que

estas proteinas se sintetizan en el RE (Fig. 14, panel A derecha y panel C).
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Figura 14. Distribucién organelo-citoplasma de particulas virales

Células MA104 infectadas fueron marcadas con metionina radioactiva por una hora antes de cosecharse, se
lisaron y fueron fraccionadas con digitonina, posteriormente las fracciones citoplasmicas y de organelos
obtenidas de este primer fraccionamiento se centrifugaron por un colchén de sacarosa para separar virus
particulado y proteinas agregadas (Pellet) de proteinas no agregadas (SN). Autoradiografias de
fraccionamiento con digitonina (izquierda) A) de las muestras obtenidas de los colchones de sacarosa del
citoplasma B) y los organelos (derecha) a 4hpiy 8hpi C).

Los procesos de replicacion, empaquetamiento del genoma viral asi como los primeros
pasos de la morfogénesis son al parecer procesos interdependientes; existen reportes en
los que aislan sub-particulas virales formadas por VP1, VP2 y VP3, las cuales han mostrado
actividad de replicasa en experimentos in-vitro (Helmberger-Jones and Patton 1986;
Gallegos and Patton 1989). Estos datos sugieren que las 3 proteinas virales encontradas en
el pellet de la fraccién citoplasmica podrian estar formando un intermediario de
replicacion. Para comprobar la presencia de VP1, VP2 y VP3 como complejo en la fraccién
citoplasmica, decidimos realizar un fraccionamiento de un lisado de una infeccion de 8hr
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en el que marcamos radioactivamente a las proteinas por 2hr. Por otro lado, para
comprobar que la centrifugacion a través del colchén de sacarosa permite separar una
fraccion particulada de una fraccién soluble, centrifugamos DLPs purificadas por el
colchén de sacarosa (Fig. 15, panel B). Mediante este método logramos observar
claramente la presencia de lo que por peso molecular aparentemente son las proteinas
estructurales VP1, VP2 y VP3 de RV, las cuales no se encuentran en las células no
infectadas (Fig. 15, panel A). De manera interesante, ademas de estas 3 proteinas
observamos otra proteina que también se encuentra formando parte de un complejo
proteico, por su peso molecular esta proteina podria ser la proteina marcadora de

viroplasmas NSP2 o la proteina NSP3.
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Figura 15. Deteccidn de proteinas agregadas citosolicas.

A) Autoradiografia hecha a partir de lisados de células infectadas o no infectadas (MOCK) a 8hpi marcadas
durante 2hr con 535, las células fueron fraccionadas con digitonina y las fracciones del pellet y el
sobrenadante se centrifugaron sobre un colchdn de sacarosa para separar las proteinas particuladas de las
libres. En este paso los pellets se concentraron resuspendiendo en un volumen muy pequefio por lo que la
concentracion de proteinas que se muestra en los pellets y los sobrenadantes es distinta. Por este método
logramos observar 4 proteinas asociadas en la fraccidn citopldsmica, mientras en la fraccién no soluble se
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observan todas las proteinas que forman las TLPs. No observamos ninguna proteina viral en células no
infectadas. B) WB utilizando el anticuerpo contra TLPs, a muestras de DLPs purificadas (derecha) que fueron
centrifugadas por un colchén de sacarosa y concentrados en un menor volumen (banda izquierda).

Las proteinas que se encontraron asociadas en la fraccién citoplasmica fueron
identificadas mediante WB utilizando anticuerpos especificos para cada una de ellas (VP1
y VP2). En la figura 16 se muestra que efectivamente las proteinas observadas en la
autoradiografia son VP1 y VP2. No fue posible realizar un WB para VP3 ya que no
contamos con un anticuerpo especifico para esta proteina. Por otra parte, para
determinar que otras proteinas virales co-migran con VP1, VP2 y VP3 también realizamos
un WB contra las proteinas NSP2 y NSP3. El resultado muestra que la cuarta proteina
observada en la autoradiografia es NSP2 mientras que NSP3 no se encuentra asociada a
ninguna particula ni en la fraccién citopldsmica, ni en la no soluble (Fig. 16). En resumen,
estos datos muestran que las proteinas VP1 y VP2 (y probablemente VP3) se encuentran
asociadas entre si formando un complejo posiblemente encargado de la replicacion del
genoma viral. De la misma manera el encontrar a NSP2 en esta fraccién nos indica que

este complejo de replicacion posiblemente se encuentra asociado a viroplasmas.

8hpi Mock

Figura 16. Proteinas formadoras de
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En los experimentos anteriores sélo logramos observar a las TLPs en la fraccidén no soluble
durante las primeras 8hpi, estos resultados indican que hasta este tiempo las particulas
virales se encuentran dentro de algln organelo o asociadas a algun tipo membrana. Para
explorar si en algin momento de la infeccién las TLPs se encuentran libres en el
citoplasma, infectamos células durante 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 hpi, y posteriormente
realizamos un fraccionamiento con digitonina de cada una de las muestras y finalmente se
tituld la infectividad de los virus presentes en las fracciones obtenidas. Los resultados de
este ensayo muestran que aunque desde las 10hpi logramos observar una pequefia
cantidad de virus libres en el citoplasma, durante todo el ciclo de infecciéon la mayor
cantidad de TLPs se encuentra en la fraccién no soluble (Fig. 17), lo que sugiere que el
virus infeccioso siempre se mantiene ya sea en el interior de algin compartimiento de la

célula o interactuando con alguna estructura celular.
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Figura 17. Deteccidn de progenie viral organelo-citoplasmica

Gréfica en la que se muestra la infectividad de progenie viral obtenida en unidades formadoras de focos por
ml (UFF/ml) de una cinética de 2 a 14hpi fraccionada con digitonina,.
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Deteccion de RNA viral
Una vez que determinamos la distribucién organelo-citopldasmaa de las particulas y sub-

particulas virales determinamos la distribucién de los mRNAs y el dsRNA en las fracciones
y determinar si esta correlaciona con la distribucidn de las particulas virales anteriormente
descritas. Para lo anterior realizamos gqPCR’s de las fracciones citoplasmicas y no solubles

después de centrifugarlas a través de sacarosa.

Los resultados muestran que la mayor concentracion de dsRNA se encuentra en el pellet
de la fraccion organelar, en donde se encuentran todas las TLPs y DLPs (Fig. 18), por lo que
podemos suponer que este es dsRNA gendmico encapsidado. Por otra parte también
encontramos dsRNA en el sobrenadante de la fraccion organelar. En el caso de la fraccion
citopldsmica encontramos la mayor concentracién de dsRNA en el pellet (Fig. 18),
probablemente interactuando con los posibles intermediarios de replicacién viral.
También encontramos una baja concentracién de dsRNA libre en el citoplasma de la
célula. Por otra parte en la fraccidon no soluble encontramos una baja concentracion de
mRNA (Fig. 18), mientras encontramos la mayor cantidad de mRNA viral en las fracciones
citoplasmicas tanto en el pellet, probablemente asociado a ribosomas o a los

intermediarios de replicacidn, como en el sobrenadante libre en el citoplasma celular.
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Figura 18. Deteccion de RNA viral particulado y no particulado

Muestras de células infectadas por 8hr y no infectadas fueron fraccionadas mediante digitonina y pasadas
por sacarosa. Posteriormente se realizo un qPCR para determinar la concentracion de RNA viral de cada una
de las muestras obtenidas del colchdn de sacarosa.
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Inicio de la transcripcion durante la infeccion

Para determinar el momento y el lugar en la célula en que inicia la transcripcién viral
realizamos ensayos de hibridacidon fluorescente in situ (por sus siglas en ingles FISH). Para
estos ensayos se utilizé una sonda de RNA que reconoce al mRNA del segmento 10 que
codifica para NSP4 de la cepa RRV de RV. La secuencia utilizada en el disefio de la sonda
estd reportada en el banco de datos de NCBI bajo el Gl: 186910047. A esta secuencia se le
determiné el patrén de corte con varias enzimas de restriccion mediante la utilizacion del
programa NEBcutter disponible en linea. De esta manera se observéd que el segmento 10
solo tiene un sitio de restriccion para la enzima Eco Rl entre los nucleétidos 427 al 431

(Fig. 19, panel A).

Para la obtencién de la sonda se utilizd el plasmido PGem3Z-NSP4; en este plasmido el gen
de NSP4 se encuentra flanqueado por los promotores de las polimerasas T7 y SP6. Este
vector se linearizé utilizando la enzima de restriccidon Eco Rl (Fig. 19, Panel B en medio), y
ya que el pldsmido no tiene sitios de corte para esta enzima, el Unico sitio de restriccion
en esta construccion es el aportado por el segmento 10 del genoma rotaviral.
Posteriormente, para la obtencién de la sonda de RNA se realizé una reaccién de
transcripcion in vitro utilizando un promotor SP6, en donde la sonda fue marcada
utilizando UTP-Digoxigenina (Fig. 19, Panel B derecha); por otro lado, utilizando un
promotor de T7 se obtuvo una sonda control la cual es complementaria al RNA de

polaridad negativa.
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Figura 19. Obtencion de la sonda de RNA del segmento 10

A) Diagrama del gen 10 de RV en donde se muestra el Unico sitio de restriccion que tiene para la enzima Eco
RI (arriba), asi como una representacidén de las dos sondas obtenidas por transcripcién in vitro utilizando
cada uno de los promotores. B) gel de agarosa en el que se muestra el plasmido linearizado con EcoR1 (que
corta sélo en un sitio). C) gel de agarosa en el que se corrié 1ul del producto de la transcripcion in vitro
utilizando la polimerasa de SP6 y marcandolo con UTP-DIG. El producto es un fragmento de RNA
complementario al mRNA del segmento 10 del genoma de RV, el cual se utilizé como sonda para hibridacion
in situ.

Hibridacion in situ

Para demostrar que la sonda obtenida es funcional para determinar la localizacion del

segmento 10 de RV realizamos un ensayo de FISH a las 6 horas post infeccién ya que a

este tiempo la concentracién de mRNA viral es muy grande, de manera tal que si la sonda
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es capaz de hibridar con los transcritos del segmento 10 de RV se observara una seial
proveniente de la sonda en esta condicidén, ademas de que ya ha sido reportado que la
localizacion del mRNA de este segmento a este tiempo es citopldsmica (Ayala-Breton,
Arias et al. 2009), por lo que también se realizo una comparaciéon de los resultados
obtenidos de este ensayo con los reportados en la literatura. Para comprobar la
especificidad del ensayo se realiz6 una inmunolocalizacién utilizando un anticuerpo a-
NSP5, lo cual nos permite localizar viroplasmas (utilizada aqui como marcadores de células
infectadas), asi como una condicién control de células sin infectar (Fig. 20 panel C). De la
misma forma, para demostrar que la sefial fluorescente es producto de la hibridacion de la
sonda, se realizd un control de células infectadas, las cuales no fueron tratadas con la
sonda (Fig. 20 panel A). Para comprobar la especificidad del anticuerpo contra NSP5 se
realizé un control con células no infectadas tratadas con a-NSP5 (Fig. 20 panel C), y
finalmente, para demostrar que la sonda sélo tiene acceso a mRNA viral y no al genoma
viral (dsRNA) se utilizé un control con células infectadas que fueron tratadas con una
sonda complementaria al RNA de polaridad negativa (RNA (-)) (Fig. 20 panel D). Como se
esperaba, sdlo se obtuvo sefial proveniente de la sonda en la condicién experimental, de
la misma manera también se observd que la seiial de la sonda sélo se encuentra en las
células NSP5 positivas (Fig. 20 panel B). Finalmente se observé que la localizacién del
mensajero del segmento 10 es citoplasmatica, lo cual es consistente con el patrén
reportado previamente. Estos datos muestran que la sonda complementaria al mRNAs de

NSP4 funciona de manera especifica para marcar a los transcritos del segmento 10 de RV.
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Figura 20. Hibridacidn in situ

Imagenes de FISH obtenidas utilizando una sonda de RNA complementario al mRNA de NSP4 (rojo) e
inmunofluorescencia de viroplasmas utilizando a-NSP5 (verde), la condicién experimental fueron células
infectadas tratadas con la sonda (B) y como control se utilizaron las siguientes condiciones; células
infectadas sin tratamiento con la sonda (A), células no infectadas con sonda (C) y células infectadas tratadas
con una sonda complementaria al RNA (-) (D). Se observa una sefial especifica proveniente de la hibridacién
de la sonda con el mRNA del segmento 10 de RV (comparar B con A, Cy D paneles de izquierda).

Caracterizacion del inicio de la transcripcion

Una vez que comprobamos la especificidad de la hibridacién de la sonda de NSP4 con los
transcritos del segmento 10, tratamos de determinar en qué momento de la infeccion se
puede detectar a los mRNAs de NSP4 por medio de hibridacién in situ, de esta manera
correlacionaremos el momento en el que comencemos a ver sefial proveniente de la
sonda con el inicio de la transcripcion. Para esto realizamos un ensayo de FISH a distintos
tiempos de la infeccién de RV (0, 1, 1.5, 2 y 3hpi). Las condiciones utilizadas en este
experimento fueron células infectadas tratadas con la sonda a-NSP4; como control para

probar que la sefial obtenida es especifica se utilizaron células tratadas con la sonda
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contra la cadena de polaridad negativa, asi como células sin infectar (Fig. 21). Mediante
esta técnica logramos detectar mRNA del gen 10 de RV a partir de las 1.5hpi (Fig. 21 panel
C), se observa que la cantidad de mensajeros marcados aumenta conforme avanza el ciclo
de infeccién (Fig. 21 panel D), mientras que en horas mas tempranas no logramos ver
ninguna sefal proveniente de sonda (Fig. 21 paneles A y B). Estos resultados nos dan una
idea de que el inicio de la transcripcion se da aproximadamente a 1.5hpi, aunque debido a
la resolucién de esta técnica no podemos descartar que la transcripcion comience antes

de este tiempo. (Fig. 21 panel C).

Sonda Sonda No infectadas/
polaridad (-) Polaridad (+) sonda polaridad (-)

adsorcion

1hr

1.5hr

3hr

Figura 21. Inicio de la transcripcion

Marcaje del mRNA del gen 10 de RRV (verde), mediante hibridacion in situ a distintos tiempos de la infeccion
para determinar el momento en el que se da el inicio de la transcripcion de los genes virales, los controles
utilizados son células no infectadas tratadas con la sonda en la que no se observa ninguna sefial, asi como
células infectadas tratadas con la sonda de polaridad negativa en la que tampoco observamos sefial.
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Identificacion de compartimiento celular donde inicia la transcripcién

Como se ha mencionado anteriormente, datos en la literatura apuntan a que RV entra
mediante un proceso de endocitosis, y se piensa que el desnudamiento de la particula
viral se da dentro de una vesicula de procedencia endocitica y este proceso es necesario
para su escape hacia el citoplasma (Ruiz, Cohen et al. 2000). Por otro lado, se sabe que la
particula resultante del desnudamiento de RV (DLP) es transcripcionalmente activa, sin
embargo no se ha podido determinar si las DLPs requieren llegar al citoplasma para iniciar
la transcripcion del genoma viral o si son capaces de comenzar este proceso dentro de las
vesiculas en las que se encuentran. Por lo que, una vez que comprobamos que mediante
el fraccionamiento con digitonina podemos separar fracciones enriquecidas con proteinas
citoplasmicas por una parte y de procedencia membranal y de organelos por otra, nos
preguntamos en cudl fraccién se encuentra el RNA viral durante las primeras 4 horas de
infeccion. Para esto realizamos un ensayo de RT-PCR con las fracciones de sobrenadante y
pellet de células infectadas y cosechadas a las 1, 2, 3, y 4hpi. En la Figura 22 se muestra un
gel de agarosa en el que se corrié el producto de RT-PCR de cada condicidn; en este caso
los controles negativos utilizados fueron el RNA aislado de células no infectadas y una
reaccion RT-PCR sin RNA, los cuales no presentaron ninguna sefal. Con esta técnica se
logré detectar el RNA viral desde la primera hora de infeccidn en la fraccién no soluble en
donde se encuentran los organelos y membranas, mientras que sélo logramos ver RNA en
la fracciéon citopldsmica a partir de la 2hpi (Fig. 22). Aunque debido a que observamos el
RNA total del virus no podemos discernir entre mRNA y RNA gendmico viral, estos datos
sugieren que durante la primera hora el virus entrante se encuentra en su mayoria dentro
de algun compartimento celular, probablemente el endosoma. Otra observacién
importante es el aumento gradual en la concentracion de RNA citoplasmico mientras que
el RNA presente en la fraccidn insoluble disminuye para las 4hpi (Fig. 22). De manera
esperada en los controles de células no infectadas y en el carril en el que se corrid el

producto de una amplificacion sin RNA no se observd ninguna banda.
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Para determinar de una manera mas fina el sitio celular en el que se encuentra el RNA
viral durante las primeras horas de infeccidn realizamos un ensayo de PCR en tiempo real
(gPCR) de las fracciones obtenidas con digitonina, utilizando primers especificos para
detectar las cadenas de RNA de polaridad positiva (como marcador de mRNA y dsRNA) y
de RNA de polaridad negativa (como marcador de dsRNA gendmico), con la finalidad de
determinar con mayor precision el momento en el que inicia la transcripcién, asi como el
compartimiento celular en el que inicia la transcripcidon de RV. Los tiempos de infeccion
utilizados para este experimento fueron: inmediatamente después del periodo de la
adsorcién, 20min, 40min, 1, 2 y 4hpi, utilizando al gen de VP6 como reportero. Los
resultados de este experimento muestran un pequefio aumento en la concentracién de
MRNA de VP6 en el pellet, llegando al maximo de concentracién a los 20 minutos de
infeccion y posteriormente se observé una disminucién gradual del mRNA en esta fraccion
hasta llegar a 0 y que se mantiene asi hasta las 4hpi (Fig. 23, linea azul). Estos resultados
sugieren que RV inicia la transcripcion antes de la primera hora de infeccion y que
posiblemente no necesita llegar al citoplasma para iniciar este proceso. En contraste,

durante los primeros 40 minutos de infeccion no se observd mRNA en la fraccion
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citopldsmica, sin embargo comenzamos a detectarlo a los 40min y se observd que la
transcripciéon de VP6 aumenté a los 60min manteniéndose esta forma de incremento
hasta las 4hpi (Figura 23, linea verde). Detectar mRNA viral entre los 40 y los 60min post
infeccidn sugiere que el escape de RV de la via endocitica hacia el citoplasma tiene lugar
en estos tiempos de la infeccién. Por otro lado observamos que la concentracién de
dsRNA se incrementa de manera lineal en la fraccidn membranal desde los primeros
40min de la infeccién hasta las 2hpi, sin embargo se observd que la tasa de incremento en
la concentracion de dsRNA del pellet entre las 2 y las 4 hpi aumenta (Fig. 23, linea roja),
probablemente debido al aumento de DLPs en citoplasma, los cuales son responsables de
la transcripcién secundaria. EI dsRNA que observamos en la fraccion membranal,
posiblemente corresponde al RNA gendmico de particulas virales recientemente
formadas, las cuales se encuentran en el proceso de morfogénesis en el RE para la
obtencién de la Ultima capa de la capside. Finalmente, también se puede detectar dsRNA
en el sobrenadante desde la primera hora de infeccién y dicha concentracién aumenta
con el progreso de la infeccién (Fig. 23, linea morada). Hasta hace poco tiempo se creia
qgue el dsRNA sdlo se encontraba en viroplasmas y nunca de manera citopldsmica.
Recientemente en nuestro laboratorio se mostré la presencia de dsRNA en citoplasma a
través de inmunofluorescencias con anticuerpos a-dsRNA (Rojas, Arias et al. 2010), de tal
manera que encontrar dsRNA citopldsmico en este ensayo no es sorprendente; aunque
por otro lado, la observacion de dsRNA en ambas fracciones durante las primeras 4h de
infeccion nos hace pensar que la replicacién del genoma de RV comienza desde tiempos
de infeccion muy tempranos aun anteriores a la formacién de viroplasmas, lo que indica
gue este proceso no depende de la formacion de viroplasmas por lo menos al inicio de la

infeccion.
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Figura 23. Cuantificacion de mRNA y dsRNA en fracciones organelo-citoplasma por medio de RT-PCR

Gréfica en la que se muestra la concentracion calculada por RT-PCR de mRNA y dsRNA del gen 6 (VP6) en las
fracciones citopldsmicas (verde y morado respectivamente) y no solubles (azul y roja respectivamente)
obtenidas a partir de muestras de lisados virales a los tiempos indicados.

Escape de RV

Como se ha mencionado anteriormente, aunque existe una descripcion detallada acerca
de las primeras interacciones de la particula viral con la célula huésped, aun no se ha
caracterizado completamente la via de entrada que siguen los RV para llegar al citoplasma
de la célula y en qué punto de esta via el virus atraviesa la membrana de la vesicula y llega
a citoplasma. Como mencionamos en la introduccidn, se ha observado que después de la
entrada, la cepa de RV RRV llega al endosoma temprano, posiblemente con la ayuda de la
GTPasa Rab5 y posteriormente pasa a endosomas tardios. Para establecer el punto en que
el virus sale de este sistema de vesiculas hacia el citosol celular decidimos silenciar la
expresion de las GTPasas Rab5 y Rab7 y de la proteina EEA1 mediante siRNAs. Rab5 vy

EEA1 se silenciaron para inhibir la maduracién hacia los endosomas tempranos y Rab7
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para inhibir el paso de endosomas tempranos a endosomas tardios. En la figura 24 se

muestra la inhibicion de cada una de las proteinas interferidas.

A) DAPI EEAL Merge

siRNA
EEA1L

control

8 EEA1 RAB5A RAB7A

Figura 24. Inhibicién de EEA1, Rab5 y Rab7 mediante siRNAs

(a) Inmunofluorescencia de células infectadas tratadas y no tratadas con un siRNA contra EEA1. En las
células control se observa el patrén normal de distribucion de la proteina EEA1, mientras observamos una
disminucion en la concentracién de dicha proteina en las células tratadas con el interferente de EEAL. (b)
deteccion de EEA1 y las GTPasas Rab5 y Rab7 mediante WB, en donde se puede observar claramente el
silenciamiento de estas proteinas, como control de carga se utilizo vimentina para cada caso.

Una vez que comprobamos la disminucion de las proteinas EEA1, Rab5 y Rab7, realizamos

una cinética de infeccion de 0 a 2hpi y medimos la concentracién de mRNA y del dsRNA
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gendmico mediante RT-PCR para cada fracciéon obtenida mediante el fraccionamiento con
digitonina de células tratadas con los interferentes y utilizando como control células
infectadas sin interferente. Los tiempos utilizados en cada caso fueron adsorcidn, 20, 40,
60, y 120min postinfeccién. Cuando las células son tratadas con los interferentes de EEA1
y Rab5 los resultados muestran una clara disminuciéon en la concentracion de mRNA
citoplasmico asi como una disminucién de dsRNA en ambas fracciones con respecto de las
muestras no tratadas (Fig. 25 comparar lineas morada y azul con linea roja), mientras que
no se observa diferencias significativas en la concentracion de mRNA y RNA gendmico en
ninguna de las fracciones de las células tratadas con Rab7 al compararlas con las células
control. De manera interesante al medir la concentracion de mRNA en la fraccién no
soluble de las células tratadas con los interferentes para Rab5 y EEA1 observamos el
incremento de concentracidn previamente descrito a los 20min de infeccidn; sin embargo
la concentracion del mRNA no disminuyd en esta fraccion, mientras que en las células
control y tratadas con el interferente de Rab7 observamos el decaimiento en la
concentracion del mRNA en el pellet practicamente hasta llegar a 0 a las 2hpi. Estos datos
sugieren que el virus se queda atrapado en vesiculas procedentes de la etapa temprana de

la via endosomal.
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Figura 25. Concentracion organelo-citoplasmica de RNA viral en células tratadas con siRNAs

Graficas de concentracion de mRNA y dsRNA viral obtenidas a partir gPCR hecho de lisados fraccionados con digitonina,
obtenidos de células tratadas con interferentes contra; EEA1 (azul), Rab5 (morado), Rab7 (verde) y células no tratadas

(rojo).
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Discusion
Inicio de la transcripcion y distribucién de RNA viral

Como sabemos durante la entrada de RV, la particula viral pierde la capa mds externa de
la capside en un proceso denominado desnudamiento; este proceso libera a las DLPs, las
cuales son capaces de llevar a cabo la transcripcién de los genes virales (revisado en
(Baker and Prasad 2010)). Dado que el desnudamiento se lleva a cabo dentro de vesiculas
endociticas, se desconoce si las DLPs necesitan llegar al citoplasma para comenzar la
transcripcién viral o si son capaces de iniciar este proceso dentro de las vesiculas
endociticas. De manera sorpresiva encontramos que hay un aumento en la concentracion
de mensajeros a los 20 minutos en la fraccién no soluble lo que es una muestra de que los
RV posiblemente puedan iniciar la transcripcidon dentro de las vesiculas durante su entrada
o asociadas a membrana. Otro dato que apoya la hipdtesis de que la transcripcion
comienza desde las vesiculas endociticas, es la disminucién en la concentracion de
mensajeros virales observada después de los 40min de infeccidon en la fraccion no soluble,
mientras la concentracion de mRNA en el citoplasma aumenta. Por otro lado al inhibir
EEAL, o Rab5, proteinas que participan en la fusion de vesiculas endociticas entrantes con
los endosomas tempranos no se observa dicha disminucidn de mensajeros en la fracciéon
no soluble. Nuestros resultados también muestran que el virus comienza su transcripcion
de manera citoplasmica entre los 40 y 60min (Fig. 23). Ya que la particula viral producto
del desnudamiento de rotavirus es transcripcionalmente activa, de manera indirecta, el
aumento de mRNA en la fraccién no soluble sugiere que el desnudamiento de la particula

viral se puede dar desde los 20min post-infeccién.

Por otro lado no fuimos capaces de observar dsRNA durante los primeros 40 minutos de
infeccion, lo que nos indica que no logramos observar a las particulas virales que estan
entrando a la célula. Sin embargo, observamos un incremento de dsRNA desde la 1°hpi, lo
gue nos da una idea de que la replicacién del genoma viral se da desde el comienzo de la
infeccion; ademas, también observamos que la tasa de replicacion viral es practicamente
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lineal durante las primeras 2hpi. Cabe recalcar que no se pueden detectar viroplasmas
durante la primera hora de infeccién y para las 2hpi la cantidad y el tamafo de los
viroplasmas es baja (Carreno-Torres, Gutierrez et al. 2010), por lo que detectar replicacion
desde estos tiempos es sorprendente ya que se piensa que los viroplasmas son
estructuras indispensables para la replicacion del genoma. Por otro lado, hacia las 4hpi
observamos que la tasa de replicacién aumenta en gran medida. Este aumento en la tasa
de replicacién se puede deber a que para este tiempo la concentracion de mRNA
citopldsmico ya es muy grande y por otra parte al aumento de tamafo y numero de

viroplasmas por célula (Carreno-Torres, Gutierrez et al. 2010).

Endocitosis y entrada de RV

Hasta el momento se tiene una caracterizacién precisa acerca de las primeras
interacciones que llevan a cabo los RV con receptores y co-receptores en la célula
huésped. Pero hasta ahora hay un pobre entendimiento de los pasos subsecuentes
mediante los cuales los RV se internalizan. Por ahora es claro que estos virus necesitan de
procesos activos para entrar al citoplasma celular (revisado en Baker and Prasad 2010).
Resultados del laboratorio han mostrado que distintas cepas de RV pueden entrar
mediante distintas vias endociticas (Gutierrez, Isa et al. 2010). Por otro lado también
sabemos que el desnudamiento de la particula viral se lleva a cabo dentro de una vesicula
de procedencia endocitica y este proceso es necesario para su escape hacia el citoplasma.
Sin embargo, no se tiene un conocimiento detallado de a qué etapa del trafico vesicular
necesita llegar la particula viral dentro de la via endocitica para llevar a cabo su salida
hacia el citoplasma celular. Nuestros resultados obtenidos por RT-PCR muestran que los
RV se escapan de la via endocitica entre los 40 y los 60min post-infeccién (Fig. 23). Por
otro lado, también observamos que al inhibir EEA1 o Rab5 disminuye la concentracién de
MRNA y dsRNA en la célula, y ya que EEA1 y Rab5 son necesarias para la fusién de las
vesiculas entrantes con los endosomas tempranos (Seaman 2008), podemos sugerir que al

menos se necesita de la maduraciéon de la vesicula endocitica hasta el endosoma
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temprano para que se dé el escape de RV hacia el citoplasma (Fig. 25). Estos son datos
interesantes ya que como sabemos, cada tipo de vesicula endocitica provee un
microambiente distinto en su interior. EI ambiente encontrado en los endosomas
tempranos consta entre otras caracteristicas, de un pH entre los 6.5 y 6, por lo que las
condiciones de este compartimiento difieren ligeramente del ambiente exterior de la
célula; sin embargo, ademas de las diferencias de pH entre los compartimientos
endociticos también existen diferencias en las concentraciones de iones como Ca** y CI
(Saito, Hanson et al. 2007; Galione, Evans et al. 2009; Grabe and Oster 2001) Hasta ahora
estas diferencias son poco comprendidas debido a la dificultad de su estudio; sin
embargo, actualmente se conocen al menos 2 tipos de canales de Ca® cuyas propiedades
fisicoquimicas hacen que sélo funcionen en el interior de endosomas sacando al ion Ca**
de la vesicula, la actividad del canal incrementa conforme el pH disminuye (Saito, Hanson
et al. 2007). Como se ha mencionado anteriormente, se ha demostrado que Ia
disminucién de Ca®* es suficiente para llevar al desnudamiento de la particula (Chemello,
Aristimuno et al. 2002), y aln no se ha logrado determinar la concentracion de Ca’ en el
interior de cada vesicula endocitica en MA104. Experimentos llevados a cabo en el
laboratorio han mostrado que la concentracién de Ca® citoplasmico no es suficiente para
provocar el desnudamiento de la particula viral (Pando, Isa et al. 2002), por lo que
podemos deducir que posiblemente la baja concentracién de Ca®* en vesiculas no es
suficiente para el desnudamiento de RV, sino que ademas es necesaria la disminucién del
pH en la ruta endosomal o incluso cambios conformacionales ocasionados por la unién del

virus con sus receptores para que se lleve a cabo el proceso de desnudamiento.

Por otra parte, también se tiene conocimiento de que el citoesqueleto de la célula es de
gran importancia para la formacién de la vesicula endocitica, asi como para el transporte
vesicular dentro de la célula (Ohashi, Tanabe et al. 2011). En el caso de los filamentos de
actina se sabe que durante la endocitosis mediada por clatrina tienen la funcién de
controlar las deformaciones que se dan en la membrana de la célula para la formacién de
la vesicula endocitica (Ohashi, Tanabe et al. 2011). Por otra parte, recientemente se ha
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caracterizado que los microfilamentos tienen un papel importante en la regulacién del
transporte desde el endosoma temprano hacia la via degradativa o la via reciclativa
(Ohashi, Tanabe et al. 2011), mientras que la red de microtubulos forma los rieles por los
que el transporte vesicular se lleva a cabo con la ayuda de motores moleculares como
dinamina (Honda 2006; Tooney, Agrez et al. 1993). Tanto el papel de las redes de actina
como de tubulina son importantes para las vias de endocitosis conocidas en la actualidad.
De manera sorpresiva nuestros datos no mostraron ningun papel del citoesqueleto en la
entrada de RV. Esto puede deberse a que la inhibicion en la polimerizacion de actina y de
tubulina no fue al 100% por lo que no fuimos capaces de inhibir todos los procesos que
dependen de éstas; desafortunadamente es practicamente imposible eliminar al 100% el
citoesqueleto, debido a que la inhibicidn total del citoesqueleto lleva a la muerte de la

célula.

Distribucion organelo-citosol de proteinas y particulas virales

La distribucidn de particulas y proteinas virales en el interior de la célula a lo largo de la
infeccion es aun pobremente entendida. Al estudiar la localizacién de las proteinas
virales, lo primero que observamos fue que las proteinas de cédpside viral se encuentran en
su mayoria en la fraccidn no soluble durante todo el ciclo de infeccién, de manera
congruente observamos que las proteinas observadas en esta fraccién se encuentran
formando TLPs, y esto se da aun desde tiempos de infeccién muy tempranos, por lo que
podriamos pensar que las DLPs recién armadas son reclutadas rdpidamente hacia el RE
para la formacién de nuevas TLPs. Finalmente mediante ensayos de progenie viral
determinamos que las TLPs se encuentran practicamente en su totalidad en la fraccién no
soluble aln en tiempos tardios de la infeccién de RV, mientras que no logramos ver nunca
la presencia de DLPs en la fraccion citopldasmica, lo que se puede explicar si: 1) la
concentracion de DLPs libres en citosol se mantiene en todo momento muy bajas vy

practicamente todas las DLPs recién sintetizadas se internalizan al RE a finalizar Ila
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morfogénesis; o 2) si las DLPs citoplasmicas se encuentran anclados a algun tipo de

membrana, o con el citoesqueleto de la célula.

Sabemos que las etapas finales de la morfogénesis viral se realizan en el lumen del
reticulo endopldsmico, ya que este organelo es el sitio en donde se almacena el Ca** y
mantiene un pH prdcticamente neutro, lo que provee un ambiente favorable para el
ensamblaje de la dltima capa de la particula viral. Por otro lado, a pesar de que el
citoplasma celular mantiene un pH neutro, la concentracion de Ca?* se mantiene en
niveles bajos, por lo que se espera que las TLPs se mantengan en un reservorio que les dé
el ambiente necesario para mantener sus tres capas intactas, por lo que es logico
encontrar a las particulas infecciosas en las fracciones no solubles. Por otra parte, se ha
comprobado que durante la infeccion con RV, la proteina NSP4 descompensa el
metabolismo de Ca®* provocando el vaciamiento de las pozas internas de Ca* y por
consiguiente el aumento de este ién en el citoplasma celular (Hyser, Collinson-Pautz et al.
2010), por lo que en tiempos tardios de la infeccidn el citoplasma también deberia ser un
sitio en donde las TLPs podrian mantenerse sin perder la Ultima capa de su capside, sin
embargo, en este trabajo demostramos que las particulas infecciosas se mantienen
durante todo el ciclo de infeccion en la fase no soluble. Esto puede ser debido a que las
TLPs se mantienen en el RE o asociadas a membranas o citoesqueleto, tal y como se ha
reportado para otros virus como poxvirus, asfavirus, iridovirus y poliovirus entre otros

(Novoa, Calderita et al. 2005).

Replicacion de RV y sub-particulas virales

Aunque se ha estudiado durante muchos afios los procesos de morfogénesis, replicacion y
empaguetamiento del genoma viral, su estudio ha sido dificil debido a que estos procesos
parecen ser interdependientes, por lo que aun no se comprende con detalle cémo es que
se llevan a cabo. Recientemente se han descrito dos hipdtesis para tratar de explicar cémo
es que se dan estos procesos: la primera hipdtesis propone que la replicacién comienza
con la formacion de precores constituidos por VP1 y VP3 asociados al mRNA viral. Una vez
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que se da esta primera interaccion, se lleva a cabo la “seleccion” (assortment) de cada uno
de los segmentos mediante el reconocimiento entre UTR presentes en cada uno de los
mRNA virales, una vez que la seleccidn de los segmentos esta listd, VP2 interacciona con
VP1 y VP3 permitiendo el empaquetamiento del genoma y ya empaquetado se replica
cada segmento; la segunda hipdtesis propone que la replicacién comienza con la
interaccion de las proteinas VP1, VP2 y VP3, lo que lleva a la formacién de una SLP vacia,
la cual posteriormente interactia con hebras de cada uno de los 11 distintos segmentos
de mRNA viral, las cuales se internalizan al momento en que se realiza la replicacién del
genoma (McDonald and Patton 2011). Estas dos hipdtesis parten del supuesto de que el
dsRNA nunca se encuentra libre en el citoplasma celular; sin embargo, los resultados
mostrados aqui y resultados obtenidos recientemente por el Dr. Rojas en el laboratorio
demuestran la existencia de dsRNA citopldsmico (Rojas, Arias et al. 2010), aunque hasta
ahora no podemos asegurar que este dsRNA citoplasmico se encuentra interactuando o
no con alguna proteina o complejo proteico. En este trabajo también mostramos que la
mayoria del dsRNA citosdlico baja a la fraccién insoluble después de pasar la fraccidon
citoplasmica por un colchdn de sacarosa, esto puede explicarse al suponer que realmente
el dsRNA citoplasmico se encuentra interactuando con un complejo de proteinas,
presumiblemente con un posible intermediario de replicacién encontrado en esta misma
fraccidén. Con estos datos podriamos proponer que no es necesaria la formacién del core
del virus para la sintesis de RNA. Por otro lado también encontramos mRNA en el pellet de
la fraccion citopldsmica, lo que se podria explicar pensando en que es mensajero viral

interactuando con ribosomas o posiblemente con los pre-complejos de replicacién.
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Conclusiones

Aunque hace falta un estudio mas detallado es probable que el inicio de la
transcripcion se lleve a cabo aproximadamente a los 20min de infeccidn, dentro de

vesiculas endociticas.
El virus sale de la via endocitica entre los 40 y 60 minutos de infeccidn.
Por medio de rtPCR en tiempo real fuimos capaces de detectar dsRNA citosdlico.

EEA1 y Rab5 son necesarias para la entrada de RV, por lo que pensamos que el

virus necesita llegar hasta el endosoma temprano para su escape al citoplasma.
El citoesqueleto no tiene un papel esencial durante la entrada viral.

El observar las DLPs y TLPs en la fraccidn no soluble, asi como la observacion de
particulas infecciosas en mayor concentracién en dicha fraccién son muestras de
gue estas particulas se encuentran dentro de alglin organelo o asociado a alguna

membrana o estructura celular durante todo el ciclo de infeccion.

Las proteinas del core de la cdpside forman un complejo en el citoplasma,
posiblemente este complejo entre VP1, VP2 y VP3 forme uno de los intermediarios

de la replicacién de RV.
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