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RESUMEN

RESUMEN

Los rotavirus representan la causa principal de gastroenteritis en nifios menores de
2 afnos. Durante la infeccion con estos virus hay una severa reduccion en la sintesis de
proteina celular, este fenotipo es causado en parte por la interaccion de la proteina viral no
estructural (NSP) 3, con el factor de inicio de la traduccién (elF) 4G.

Durante el inicio de la traduccion el cap de los RNAs mensajeros (MRNAS) es
reconocido por el complejo elF4F. Este complejo se compone por la helicasa elF4A, la
proteina de union al cap elF4E vy el factor elF4G. Este ultimo existe en la célula como dos
formas funcionalmente homologas, elF4GI y elF4GII. elFAA y elF4E se unen a elF4G, el
cual por medio de interacciones con otras proteinas recluta a la subunidad pequefia
ribosomal 40S en el extremo 5’ de los RNAs mensajeros. Otra interaccion muy importante
es la que se da entre elF4G y la proteina de union a poliA (PABP), ya que debido a esto se
ponen en proximidad los extremos 5’ y 3’ de los mRNAs, lo que provoca la circularizacion
de los mismos y a su vez, estimula su traduccion. En este trabajo se estudid el papel de los
factores de inicio de la traduccién que forman el complejo elF4F (elF4E, elF4AGI y
elF4Gll, y elF4Al) y de PABP, en la infeccidn del virus. El papel principal que se ha
descrito para estas proteinas es en la traduccion, sin embargo, encontramos que a
excepcion de elF4GII, su presencia no es requerida para la sintesis de las proteinas virales,
pero si lo es para la produccion de particulas infecciosas, hecho que se relaciona con una
disminucion en la cantidad de RNA mensajero y de doble cadena del virus. En células
infectadas PABP se relocaliza en el ndcleo, hecho inducido por la proteina viral NSP3.
Observamos que durante la infeccion, los mRNAs con cola poliA se hiperadenilan y
también se acumulan en el nucleo. Analizamos si las regiones no traducidas (UTRS) 5 0 3’
determinaban la eficiencia de traduccion de los mMRNAs en células infectadas, mediante el
uso del gen de luciferasa como reportero. Encontramos que sin importar los UTRs
utilizados (de origen celular o viral), los reporteros se tradujeron con mayor eficiencia en
células infectadas comparado con células sin infectar. Ademas, observamos que Si un
mMRNA reportero poliadenilado se introduce directamente en el citoplasma de células
infectadas, su traduccion es muy eficiente; en cambio, cuando el mismo reportero se
introduce a la célula a través de un plasmido, el cual tiene que ser transcrito y exportado
del nacleo, su expresion es muy pobre. En conjunto, nuestros resultados sugieren que a
través de la regulacion del exporte de mRNAs del ndcleo a citoplasma, rotavirus controla

la sintesis de proteinas celulares y a su vez la respuesta antiviral de la célula.




ABSTRACT

ABSTRACT

Rotavirus is the most important agent of severe gastroenteritis in young children.
Early in infection, these viruses take over the host translation machinery, causing a severe
shutoff of cell protein synthesis. It has been proposed that this phenotype is caused by the
viral nonstructural protein NSP3, at least in part, through its interaction with the initiation
factor elF4G.

The initiation step of translation begins upon recognition of the 5’ cap structure by
elF4F, a multisubunit complex comprising the cap binding protein elF4E, the ATP-
dependent RNA helicase elF4A, and the large molecular scaffold elF4G. Two isoforms of
elF4G, elF4GI and elF4GII, have been described in eukaryotic cells. While elFAE binds
the cap, elF4G associates with ribosome-bound elF3 to tether the 43S complex to the
mRNA 5’ end. eIF4G also engages the polyA-binding protein (PABP). PABP is actually
bound to the polyA tail at the 3° end of the messenger RNAs (MRNAS), and its interaction
with elF4G leads to mRNA circularization. In this work we studied the role of the proteins
of the elF4F complex and PABP on the replicative cycle of rotavirus. None of these
proteins seemed to be essential for the translation of viral MRNAS, with the exception of
elF4GllI, but apparently they are necessary during the replication of the virus since, in their
absence, the amount of viral genomic and mRNA was reduced with a consequent reduction
in viral yield. In rotavirus-infected cells there is a relocalization of PABP to the nucleus
that is induced by NSP3. We found that mRNAs with polyA tail also accumulate and
become hyperadenylated in the nuclei of infected cells. We analyzed if the 5* or 3> UTR
determined the efficiency of translation of mRNAs in infected cells, using the luciferase
gene as reporter. We found that irrespectively of the 5’ or 3> UTR used, the various
constructs were more efficiently translated in infected cells as compared to mock-infected
cells. Furthermore, we found that the translation of a polyadenylated reporter mRNA in
infected cells depends on its site of delivery (nuclear if transcribed from a reporter plasmid
or cytoplasmic if introduced as in vitro synthesized mRNA). Altogether, these results
suggest that nuclear retention of polyA-containing mRNAS is one of the main strategies of
rotavirus to control the expression of cellular proteins, and therefore the host antiviral and

stress responses.
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Rotavirus

Generalidades

Los Rotavirus son reconocidos como la causa principal de gastroenteritis en nifios
menores de dos afios y estan involucrados anualmente en la muerte de 453,000 nifios
menores de cinco afos en todo el mundo (1).

Estos virus fueron inicialmente descritos en humanos en 1973 por Bishop y Holmes
en Australia (2), quienes encontraron la presencia de particulas virales al observar al
microscopio electrénico biopsias de intestino delgado de nifios que tenian diarrea severa de
origen no bacteriano. En base a la morfologia de estos virus, cuya apariencia al
microscopio electronico era la de una rueda de carreta antigua, estos virus fueron
nombrados rotavirus (del latin rota = rueda) (3).

La infeccidon por rotavirus es muy comun, se ha observado que a la edad de 5 afios,
el 95 % de los nifios ya han sido infectados. El pico de incidencia de la enfermedad es en
los nifios de entre 6 y 24 meses de edad, siendo ésta, la poblacién con més alto riesgo de
sufrir una diarrea severa, que frecuentemente requiere de hospitalizacion. La infeccion en
adultos es por lo regular asintomatica, aunque ocasionalmente se presentan sintomas en los
padres de nifios infectados, en pacientes inmunocomprometidos, y en adultos de la tercera
edad. La diarrea por rotavirus ocurre principalmente durante los meses de otofio e invierno
en los paises de climas temperados; esta estacionalidad es menos marcada en los paises con
clima tropical (4).

La sintomatologia tipica de la infeccion por rotavirus es diarrea severa (mas de 8
evacuaciones al dia) acompafiada de vomito y puede, o no, cursar con fiebre. Esta es una
enfermedad autolimitada, con una duracién promedio de aproximadamente cinco dias. La
gran mortalidad asociada a esta enfermedad es debida a la severa deshidratacion que
provoca la infeccién (5).

El tropismo de los rotavirus esta limitado a los enterocitos maduros localizados en
las puntas de las vellosidades del intestino delgado, causando descamacion y muerte
celular. Se ha propuesto que, al menos en parte, la diarrea es causada por la proteina viral
no estructural NSP4 que estimula la secrecion transepitelial de cloro, por una via

dependiente de calcio, lo que desequilibra el balance idnico de la célula y provoca la salida
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de agua. Aparentemente, todo esto sucede previo a la destruccion del epitelio intestinal por

la replicacion viral (6).

Clasificacion

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

trabajo nos referimos solamente a los rotavirus del grupo A.
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Figura 1.1. Estructura y composicion de los rotavirus. (A) Patrén electroforético de los once segmentos
de dsRNA del genoma viral, asi como las proteinas para las que codifican. (B) Reconstruccion tridimensional
de la estructura de un virion maduro (TLP); ademds, se indican los tres tipos de canales presentes en la
estructura de rotavirus (I, I1, 111); las espiculas de VP4 se muestran en rojo y la capa de VP7 en amarillo. (C)
Corte de la estructura de Rotavirus (RV) donde se muestra la capa intermedia (VP6 en azul) y la
nucleocapside (VP2 en verde) y los complejos VP1/VP3 (rojo) en el interior de la capa de VP2. (D)
Organizacién estructural de la capa de VP2 (en rojo y morado se muestran algunos de los 60 dimeros). (E)
RNA genémico en la estructura de RV. Se muestra un corte de las capas de VP2 y VP6 donde queda
expuesto el RNA, el cual tiene una apariencia dodecaédrica. (F) Estructura de las DLPs transcripcionalmente
activas donde se observa los mRNAs nacientes (gris) saliendo a través de los canales tipo I. (G) Un
acercamiento de la via de salida de los MRNAs en uno de los canales. Tomado de (7).
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Caracteristicas de la Particula Viral

El virion maduro tiene un didmetro aproximado entre 75 y 100 nm y estd
compuesto de tres capas concéntricas de proteinas: nucleocéapside, capa intermedia y capa
externa, juntas forman una estructura icosaédrica y carecen de envoltura lipidica (5).

Existen tres tipos de particulas virales con diferentes caracteristicas estructurales y
funcionales: la particula completa, que contiene las tres capas proteicas, es también
Ilamada TLP (Triple—Layered Particle) y es la particula infecciosa ya que las proteinas que
conforman la capa externa, VP4 y la glicoproteina VVP7, son las responsables de la union y
la penetracion del virus a la célula huésped; la particula que contiene dos capas proteicas o
DLP (Double-Layered Particle) no es infecciosa, pero es transcripcionalmente activa; por
ultimo, las particulas que contienen una sola capa de proteinas, o nucleocapsides, poseen la
actividad de replicar al genoma viral (Figura 1.1) (5). Durante la infeccidn, en el
citoplasma celular se forman estructuras Ilamadas viroplasmas, las cuales son
acumulaciones de las proteinas estructurales VP1, VP2, VP3, VP6 y las proteinas no
estructurales NSP2, NSP5 y NSP6, asi como de RNA viral; en estas estructuras se lleva a
cabo la replicacion, el empaquetamiento del genoma y el inicio de la morfogénesis del
virus (8, 9).

Organizacion del genoma viral

El genoma viral esta constituido por 11 segmentos de RNA de doble cadena
(dsRNA) que se transcriben dentro de las DLPs (Figura 1.1A). EI RNA mensajero
(mRNA) sale de estas estructuras hacia el citoplasma celular por medio de poros formados
por la proteina VP2 (Figura 1.1F-G) (10). Los mRNAs virales tienen regiones no
traducidas de longitud variable tanto en su extremo 5’ como en el 3’ flanqueadas por dos
secuencias consenso diferentes entre si y comunes a todos los genes. Por ejemplo, en los
rotavirus del grupo A, la secuencia consenso del extremo 3’ terminal es UGACC3’ y esta
conservada entre los 11 genes de los virus de este grupo. Los mRNAs virales tienen un cap
con la secuencia m’GpppG™GP en el extremo 5°, pero a diferencia de la mayorfa de los
mRNAs celulares, no tienen una cola de poliA en su extremo 3’. Cada segmento de RNA
codifica para una proteina viral, excepto el gen 11, el cual contiene dos marcos abiertos de
lectura y codifica para dos proteinas (5). Los mRNAs virales pueden cumplir dos
funciones: ser traducidos a proteinas o bien, transportados a viroplasmas donde sirven de

moldes para la sintesis del RNA genémico de doble cadena (dsSRNA).
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Tabla I. Proteinas de rotavirus®

PROTEINAS ESTRUCTURALES

Segmento Peso Localizacién
Proteina que la molecular N Funciones y propiedades
. b en el virion
codifica (kDa)

Actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA,

VP1 1 125 Capa interna une ssRNA, forma complejo con VP3, interactla
con NSP5
Une RNA, es requerida para la actividad de

VP2 2 103 Capa interna replicasa de VP1, es un dimero, interactiia con
NSP5

. Actividad de guanililtransferasa, metiltransferasa,

VP3 3 %8 Capa interna une sSRNA, forma complejo con VP1
Actividad de hemaglutinina, posee antigenos

VP4 88 neutralizantes, sensible a proteasas, incremento de la

(VP5*/8%) 4 (60/28) Capa externa mfect.lwdad por proteasas, virulencia, |nteracc!on y

anclaje con receptores celulares, forma las espiculas
virales
Ensamblaje en trimeros, contiene los antigenos

VVP6 6 45 Capa intermedia  responsables de la clasificacién del virus en grupos
y subgrupos
Glicoproteina integral de la membrana de RE, se

VP7 9 37 Capa externa ensambla en trimeros, tiene antigenos neutralizantes,

une calcio, tiene dos regiones hidrofébicas en el
extremo N-terminal, une Ca?*

PROTEINAS NO ESTRUCTURALES

. Segmento Peso Localizacién . .
Proteina que la molecular celular Funciones y propiedades
codifica (kDa)”

Ligeramente bésica, tiene dos motivos de dedos de
NSP1 5 58 Citoplasma zinc ricos en cisteinas, une RNA, interactta con IRF
e induce su degradacion

Baésica, forma octameros, une ssRNA de manera no
especifica, actividad de NTPasa, se une a NSP5 y
VP1, involucrada en la formacion de viroplasmas,
regula fosforilacién de NSP5

NSP2 8 37 Viroplasmas

Ligeramente &cida, forma homodimero, se une
NSP3 7 35 Citoplasma especificamente a extremo 3’ del mRNA de
rotavirus, interact(ia con elFAGI

Glicoproteina transmembranal del RE, enterotoxina,

Reticulo es receptor para la gemacion de DLPs a través de la
NSP4 10 20 Endoplasmico ptorp | g o
(RE) mem_brane_l del RE, regula la sintesis de RNA,
multifuncional
Ligeramente bésica, glicosilada, rica en serina 'y
. treonina, fosfoproteina, interactia con NSP2 para
NSP5 11 22 Viroplasmas formar viroplasmas, interacttia con VP1, VP2y
NSP6
NSP6 1 11 Viroplasmas Ergggcto del segundo ORF, interactta con

*Modificada de (5).
®Prediccion del peso molecular de las proteinas de la cepa de rotavirus SA11.

Seis de los genes virales, los genes 1, 2, 3, 4, 6 y 9 codifican para las proteinas
estructurales que conforman la particula viral y que se denominan con el prefijo VP (Viral
Protein) VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7, respectivamente. Los 5 genes restantes

(segmentos 5, 7, 8, 10 y 11) codifican para seis proteinas no estructurales, las que se
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denominan con el prefijo NSP (Non Structural Protein) NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5
y NSP6. Estas proteinas, que no forman parte de la estructura del virion, tienen funciones
relacionadas con el control de la sintesis de proteinas celulares y virales, con la replicacion
del genoma, con el empaquetamiento de los genes virales y con la maduracion de la
particula viral en el interior de la célula (5, 11). Tanto las proteinas estructurales como las

no estructurales son sintetizadas en el citoplasma de la célula durante la infeccién (Tabla I).

Ciclo Replicativo

El ciclo replicativo de rotavirus comienza con la union de las TLPs a receptores de
la superficie celular. Este proceso involucra varios pasos y requiere del procesamiento de
VP4 con tripsina, lo cual genera dos péptidos VP8 de 28 kDa y VP5 de 60 kDa (12). El
procesamiento de VP4 es seguido por una serie de interacciones secuenciales y especificas
entre las proteinas virales y diferentes proteinas localizadas en la superficie celular. Para
algunas cepas de rotavirus la primera interaccion con su célula hospedera es con el acido
N-acetilneuroaminico conocido como 4&cido sialico. Se han descrito varias proteinas
celulares que funcionan como receptores o coreceptores de rotavirus entre las que se
encuentran: integrinas como 021, a4pl, aVB3 y aXp2, la proteina de choque térmico
Hsc70 y algunos ganglidsidos (13-15). En un estudio reciente, la caracterizacion de la
entrada de cuatro cepas diferentes de rotavirus en la linea celular MA104 permiti6 conocer
gue aun cuando las cepas de simio (RRV), de humano (Wa), porcina (TFR-41) y bovina
(UK) comparten el requerimiento por algunos receptores como la proteina Hsc70 y el
colesterol, sélo tres de ellas (Wa, TRF-41 y UK) entran a la célula huésped a través de la
via endocitica mediada por clatrina (16). El mecanismo por el cual RRV ingresa a la célula
huésped aln no estd completamente definido y probablemente esté implicada alguna via
endocitica ain no descrita. EI proceso de entrada para la mayoria de las cepas de rotavirus
requiere de la participacion de dinamina, proteina que escinde las vesiculas de la
membrana celular (17). Una vez unidas a la superficie celular, estas particulas penetran en
las células perdiendo la capa mas externa, formada por VP7 y VP4, quedando como DLPs,
lo cual promueve que se active la transcriptasa viral y se inicie la sintesis de los MRNAs
virales (18, 19). Aun se desconoce el mecanismo a través del cual las proteinas de la capa
externa de rotavirus se disocian del virion, sin embargo se ha propuesto que una serie de
cambios conformacionales en estas proteinas, posiblemente provocados por una reduccion
en la concentracion de calcio en el interior de la célula, contribuyen al desnudamiento del

virion (20). En el interior de las DLPs la polimerasa viral VP1 utiliza los 11 segmentos de
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dsRNA como templados para sintetizar los mMRNAs, los cuales salen a través de canales
formados por VP2 y son utilizados ya sea para la sintesis de proteinas virales 0 como
moldes para la sintesis del dsSRNA que formara el genoma de la progenie viral (10, 21). Se
han identificado tres sefiales importantes en los mMRNAs para la replicacion del genoma
viral; dos de ellas incrementan la sintesis de dsSRNA y una tercera localizada en la region
no traducida (UTR, de sus siglas en inglés) 3’, es esencial para la sintesis de cadena
negativa (5, 22). Los mRNAs, a su vez, se traducen en ribosomas libres en el citoplasma
(para la mayoria de las proteinas) o asociadas al reticulo endoplasmico para las
glicoproteinas NSP4 y VP7 (5).

(e e | Maduracicn (protedlisis de VP4)

P

Exocitosis Lisis|

l Antagonista lFﬂ l Inhibicion de la traduccién celular

NSP1© @ NSP3
\ |Desplazamiento |
" de la membrana
e 7 |intermediaria |
Endosoma fTraduccoon ol rhif

RE rugoso

temprano j
,-" ‘~,'_ i \ VP4 e
= - ap - (
R, RNA_( VPL vpza VET
g NSP4¢
% -

ﬁ (s vw. V&' R =N
\ L_ra“scnpc'on Q@ E“sa"..b'e]

ey Viroplasma
,Reqlu;gclon ! NSP2-NSPS
-

VP6
\ -, 0 @
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Figura 1.2. Ciclo replicativo de rotavirus. Se muestran las principales etapas del ciclo: la penetracion a
través de la membrana celular, la transcripcion y traduccion en el citoplasma celular, la replicacion y la
morfogénesis viral en viroplasmas y reticulo endoplasmico y la salida de rotavirus, por medio de lisis celular
y exocitosis. Modificado de (27).

En células infectadas, las proteinas virales NSP2 y NSP5 interaccionan entre si y
forman estructuras conocidas como viroplasmas, donde otras proteinas virales y el RNA
viral se acumulan y donde se lleva a cabo la replicacion y el inicio de la morfogénesis viral

(23). La replicacion comienza con la formacion de intermediarios de replicacion (RI),
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Ilamados asi por contar con la actividad replicasa. Los Rls llevan a cabo la sintesis del
dsRNA utilizando como molde a los mMRNAs virales, la sintesis del dSRNA gendémico tiene
lugar en los viroplasmas. Los intermediarios de replicacion se forman a partir de un
complejo inicial denominado pre-core RI, el cual carece de actividad de replicacion e
incluye a las proteinas VP1 y VP3. El pre-core RI, es el precursor del core RI que incluye
ademas de las proteinas del nucleo viral VP1 y VP3, a VP2; este complejo si tiene
actividad de replicacion y ademas puede tener asociadas a las proteinas NSP2 y NSP5 (24).
Se ha propuesto que NSP2 puede funcionar como un motor molecular que se une al MRNA
viral y cataliza su empaquetamiento en las particulas recién formadas (25). La adicion de
VP6 da lugar a las DLPs, particulas que poseen actividad de transcripcién. Las DLPs
maduran a TLPs gemando de los viroplasmas hacia el reticulo endoplasmico adyacente,
cuya membrana estd modificada con las glicoproteinas virales NSP4 (que funciona como
receptor de las DLPs) y VP7. Como resultado de la gemacion, las particulas adquieren una
membrana lipidica transitoria que incluye las proteinas virales NSP4, VP4 y VP7 formando
particulas intermediarias. Después, por un mecanismo desconocido, las DLPs pierden la
envoltura transitoria de lipidos junto con la proteina NSP4 y retienen selectivamente a las
proteinas VP4 y VP7 que se ensamblan formando la tercera capa proteica, dando lugar a
los virus maduros. Finalmente los viriones se acumulan en el lumen del reticulo
endoplasmico hasta ser liberados. Estudios in vitro indican que la liberacion del virus
ocurre mediante mas de un mecanismo, entre ellos lisis celular y/o por la via de secrecion,
dependiendo de la linea celular (Figura 1.2) (26, 27).

Rotavirus, como todos los virus, depende completamente de la célula huésped para
la sintesis de sus proteinas, ya que su genoma no codifica para ninglin componente de la
maquinaria de traduccion. Durante la infeccion, se modifican algunas proteinas celulares
que participan en el inicio de la traduccion, para lograr que los mMRNAs virales sean
traducidos preferencialmente.

Durante la infeccién con rotavirus se ha observado que la sintesis de proteinas
celulares disminuye considerablemente, mientras que la sintesis de proteinas virales es
muy eficiente. Se ha propuesto que la proteina no estructural NSP3 es la responsable de
este fenotipo. Conforme avanza la infeccién, se ha visto que NSP3 interacciona con el
factor de inicio de la traduccion elF4G, mientras la proteina de union a tractos de poliA
(PABP, por sus siglas en inglés) es desplazada de la maquinaria de traduccion y junto con
ella los mRNAs celulares, lo que favorece que se traduzcan preferencialmente los MRNAS
virales (28).

o 9
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NSP3 es una proteina viral no estructural de 36 kDa, formada por tres dominios
funcionales. EI dominio amino terminal se une a la secuencia consenso 3’ de los mRNAs
de rotavirus de manera especifica, con alta afinidad (K4 = 79 nM) y una baja velocidad de
disociacion (ty, = 8 hr) (28, 29). ElI dominio central, que comprende los residuos 150 al
206, es necesario para la dimerizacién de la proteina y es responsable de la interaccion con
la proteina celular RoXaN (rotavirus X protein associated with NSP3, de funcion
desconocida) la cual, a su vez, se ha propuesto que interacciona con el citoesqueleto (28,
30, 31). Por dltimo, se encuentra el dominio carboxilo terminal, el cual interacciona con
elF4GI y compite con PABP por el mismo sitio de union a este factor. Por cristalografia se
ha observado que a pesar de que NSP3 y PABP tienen estructuras terciarias muy
diferentes, ambas presentan un patrén similar de residuos hidrofdbicos los cuales son

determinantes en su interaccion con elF4GI (28, 32, 33).

Sintesis de proteinas

La expresion génica es un proceso que involucra varias etapas, como son la
transcripcion, traduccién y el recambio de RNA vy proteinas. El trafico nucleo-citoplasma
también juega un papel esencial en el control de la expresion génica, al ser critico para
procesos celulares como la transcripcion, splicing, traduccion y control de crecimiento
celular (34). La regulacion de la expresion génica ocurre a través de mdaltiples niveles,
entre ellos la traduccién de los mMRNAs. Comparado con la regulacion transcripcional, el
control de la traduccion de los MRNAs ya existentes permite cambios mas rapidos en la
concentracion de las proteinas codificadas y de esta manera, puede ser utilizado para
mantener la homeostasis ademés de modular cambios en el destino y la fisiologia celular
(35).

La traduccién de los mMRNAs celulares se lleva a cabo en tres fases: la iniciacion,
elongacion y terminacion. La primera de éstas es la méas regulada y por tanto es el blanco
de accion de muchos virus para inhibir la sintesis de las proteinas celulares (36). En
esencia, la fase de iniciacion consiste en formar un complejo ribonucleoproteico (RNP),
con la finalidad de reclutar al ribosoma en el codon de inicio del mRNA.

El ribosoma se compone por dos subunidades, la pequefia o0 40S y la grande o 60S
por su coeficiente de sedimentacion. El inicio de la traduccién comienza con la disociacion
de las dos subunidades ribosomales. Los factores de iniciacion elFl, elF1A y elF3
participan en esta disociacion y se cree que elF6, una proteina que al asociarse a la
subunidad 60S, evita que las subunidades ribosomales se vuelvan a asociar (37, 38).
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Una vez que la subunidad ribosomal 40S se encuentra libre, el siguiente paso es la
formacion del complejo ternario (TC) elF2-GTP-Met-tRNAI. La proteina elF3 junto con
elF1, elF1A y elF5 promueven la union del TC a la subunidad ribosomal 40S, para formar
el complejo de pre-iniciacion (PIC) 43S, el cual es competente de unirse al mMRNA (38,
39).

El siguiente paso consiste en reclutar el mMRNA al PIC 43S, accion promovida por
elF3 y el complejo elF4F, para asi formar el PIC 48S (38). EI complejo elF4F esta
compuesto por las proteinas elF4E, elF4A y elFAG (35, 37, 40). elF4A es una proteina que
se une a RNA de cadena sencilla y tiene actividad de helicasa y de ATPasa dependiente de
RNA. La funcion de esta proteina es la de desaparear regiones con estructuras secundarias
y terciarias en el extremo 5’ de los mRNAs; en mamiferos se ha visto que su actividad es
estimulada por elF4B y elF4H (37, 41, 42). Existen tres isoformas de elF4A: elF4Al,
elF4All y elF4Alll. En humanos, elF4Al y elF4All tienen 89 % de identidad y son
funcionalmente equivalentes, pero muestran una expresion diferencial (43, 44). Por el
contrario, elF4Alll aunque tiene 65 % de identidad a nivel de aminoécidos con elF4Al, no
puede sustituirla en su funcion (45).

elF4E es una fosfoproteina que se une especificamente al cap de los mRNAs, el
cual generalmente es del tipo m’GpppNp, m’GpppN™p 0 m’GpppN™pN™p (donde m es un
grupo metilo, unido al nucledtido respectivo) y de esta manera localiza el extremo 5” de los
MRNAs (37). Se ha propuesto que elF4E es el factor limitante del complejo elF4F, ya que
es la proteina menos abundante de este complejo en células como la linea celular Hela,
ademas, su actividad estd muy regulada, a nivel de transcripcion, por fosforilacion y a
través de su union a proteinas inhibitorias (37, 46). En mamiferos elF4E es fosforilada por
la cinasa Mnk1 en la serina 209 (47, 48). Hasta ahora no se sabe con certeza el papel que
juega la fosforilacién de elF4E, sin embargo, se ha visto que el estado de fosforilacion de
elF4E cambia cuando la célula es sometida a diversos estimulos extracelulares; en la
mayoria de los casos, un incremento en la fosforilacion, coincide con un incremento en la
traduccion. Por otra parte, en casos donde la traduccion de mRNAs es baja, como sucede
durante la mitosis o cuando la célula se encuentra bajo estrés como en choque térmico o
infecciones virales, esto correlaciona con una reduccion en el estado de fosforilacion de
elF4E (49). La fosforilacion de elFAE es determinante para el crecimiento en Drosophila
melanogaster (50) y se ha visto que durante el inicio de la diferenciacion celular, elFAE se
encuentra mayoritariamente en estado fosforilado (51). elF4E también tiene un papel muy

importante en la regulacion del crecimiento celular, su sobreexpresion en células de roedor
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genera transformacion. Este efecto se ha asociado con su participacion en el transporte
ndcleo-citoplasma del mRNA de ciclina D1, la cual esta implicada en el control del ciclo
celular (52). Ademas, elF4E también tiene un papel en la degradacion de los MRNAs (52).
Tanto elF4E como elF4A se unen a elF4G, que es una proteina que funciona como un
enlace entre el mMRNA y la subunidad ribosomal 40S, a través de sus interacciones
simultaneas con elF4E, PABP y elF3 (Figura 1.3).

El factor elFAG esta compuesto por tres dominios: i) el dominio amino terminal por
medio del cual interactia con elF4E y PABP; ii) el dominio central, que participa en el
reclutamiento de la subunidad ribosomal 40S mediante su union a elF3; y iii) el dominio
carboxilo terminal, el cual une a Mnk1, la cinasa que fosforila elF4E. elF4G contiene dos
sitios de interaccion con elF4A que se localizan en el dominio central y en el carboxilo
terminal. En mamiferos, elF4G existe en dos formas funcionalmente homdlogas: elF4GI
que representa la forma mas abundante, (aproximadamente el 85 %), y elFAGII. A nivel de
aminoacidos, ambas proteinas tienen 46 % de identidad y presentan actividades
bioquimicas similares (53). Inicialmente se propuso que elF4GIl y elF4GIl eran
funcionalmente intercambiables entre si, ya que se ha observado que en condiciones donde
elF4GI no se encuentra funcional pero si elF4GlI, la sintesis de proteinas no se inhibe, lo
que indica que elFAGII puede promover el inicio de la traduccion eficientemente. Sin
embargo, en el caso contrario, cuando elFAGII no es funcional, la sintesis de proteinas se
ve afectada, ain cuando elF4GI no esté modificado (54). Ademas, se ha demostrado que
durante el inicio de la diferenciacion celular, se recluta preferencialmente a elF4GlI en el
complejo elF4F (51), lo cual sugiere que cumple un papel distinto al de elF4GI.

Ademaés del cap en el extremo 5°, la mayoria de los mMRNAs eucaridticos contienen
en su extremo 3’ una extension formada por nucleétidos del acido adenilico (poliA), cuya
longitud varia de 50 a 300 nucledtidos, a la cual se une PABP. Esta es una proteina que
participa en multiples eventos celulares que van desde la biogenesis del mRNA, hasta la
estabilizacion y traduccion de los mRNAs (55). Su localizacion es principalmente
citoplasmica, sin embargo, se ha visto que cuando se inhibe la transcripcion o cuando se
sobreexpresa se transloca al nucleo (56). Se ha detectado que PABP puede interaccionar
con la proteina paxilina, y esta interaccidn parece ser importante para que PABP se localice
en citoplasma (57, 58). Cuando esté unida a la cola poliA de los mMRNAs, PABP interactua
con elF4G vy esta interaccion lleva a la circularizacion de los mRNAs, lo que a su vez
estimula la traduccion (Figura 3) (40). Se han propuesto varios mecanismos para explicar
cémo la interaccion PABP/elFAG estimula la traduccion, entre ellos estan: 1) ayudando al
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reciclamiento de los ribosomas; 2) estimulando la unién de la subunidad ribosomal 60S; y
3) incrementando la afinidad del complejo elF4F por el cap (59). También se ha propuesto
que esta circularizacion es un mecanismo que permite detectar la integridad de los

mRNAs, especialmente en su extremo 3’ (40).

AAAAAAAAAAAA

AUG

\— elF2-Met-tRNA-GTP

Figura 1.3. Modelo que muestra los principales factores que intervienen en la iniciacién de la
traduccion en los MRNAs de eucariotes que tienen cap y poliA. La subunidad ribosomal 40S unida, entre
otros, al complejo elF3 y al complejo ternario (elF2-Met-tRNA-GTP), es posicionado en el extremo 5’ de un
mRNA con cap (circulo azul) y poliA mediante la interaccién con elF4F. EI complejo elF4F estd compuesto
por la proteina de unién al cap elF4E (gris), elF4G (rojo péalido) y elF4A (verde). La cola poliA es
reconocida por PABP (rojo obscuro), la que a su vez se une a elF4G. Estas interacciones tienen como
resultado la “circularizacion” del mRNA, lo que pone en proximidad los extremos 5° y 3°.

En eucariotes hay dos mecanismos por los cuales los ribosomas se pueden unir al
MRNA. En la traduccion cap-dependiente (por medio de la cual la mayoria de los mMRNAs
son traducidos), el primer paso es el reconocimiento del cap por parte del factor de union al
cap elF4E; como mencionamos previamente, el factor elF4AG sirve como enlace entre el
MRNA que contiene el cap y la subunidad ribosomal 40S debido a que interacciona tanto
con elF4E como con la proteina elF3 la cual a su vez se une a la subunidad ribosomal 40S
(37, 40, 60, 61) (Figura 3).

La otra via para reclutar los ribosomas al MRNA es mediante la union directa de la
subunidad 40S a estructuras secundarias en la UTR 5’ conocidas como IRES (de sus siglas
en inglés: Internal Ribosome Entry Site). Este mecanismo conocido como cap-
independiente, se descubrid inicialmente en picornavirus (62). Los mMRNAS de picornavirus
carecen de cap y en su lugar tienen regiones 5’ no traducidas altamente estructuradas por
medio de las cuales se unen a la subunidad ribosomal 40S promoviendo asi su traduccion,

aun en condiciones donde la traduccion cap—dependiente esta inhibida (61).
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Se ha encontrado que los IRES no s6lo se encuentran en los mMRNAs de
picornavirus, sino también en los mMRNAs de otros virus e inclusive en algunos mensajeros
celulares. Todos los IRES unen a la subunidad 40S de forma interna, sobrepasando la
necesidad del cap, sin embargo, no todos requieren los mismos factores para hacerlo. Los
requerimientos son muy variados, por ejemplo, los mRNAs del virus de hepatitis A
contienen un IRES, sin embargo requieren de todos los factores candnicos de inicio,
incluyendo elF4E; por otra parte, los mMRNAs del virus de parélisis del grillo, poseen un
IRES mediante el cual pueden iniciar la traduccion sin necesidad de ningan factor de inicio
ya que su IRES mimetiza a un tRNA y por lo tanto no requiere del tRNA iniciador (61).

Como mencionamos anteriormente, elF4E es el factor de inicio menos abundante
en la mayoria de las células. Esto lo hace un blanco facil para la regulaciéon de la
traduccion. Se han descrito diferentes mecanismos para regular la actividad de elF4E, entre
ellos se encuentra su union a proteinas inhibidoras. Estas proteinas Ilamadas 4E-BPs (de
sus siglas en inglés: elF4E-Binding Proteins), inhiben la actividad de elF4E al prevenir su
asociacion con el factor elF4G, impidiendo asi la formacion del complejo elF4F (37). Las
4E-BPs inhiben la traduccion cap-dependiente, mientras que la traduccion cap-
independiente no se ve afectada (63, 64). La actividad de estas proteinas esta regulada por
su fosforilacion. Las 4E-BPs hipofosforiladas se unen eficientemente a elF4E en el mismo
sitio donde se une elF4G, mientras que la forma hiperfosforilada tiene poca afinidad por
dicho factor (39). Varios estimulos extracelulares (hormonas, factores de crecimiento,
mitodgenos, citocinas) inducen la fosforilacién de las 4E-BPs. Esto es mediado por la via de
sefializacion que involucra a la PI3K, una cinasa que, en respuesta a estimulos
extracelulares, fosforila fosfoinositidos. Los productos de PI3K, los 3 fosfoinositidos (3-
PIs), reclutan a la membrana a Akt, una cinasa de serinas y treoninas, lo que lleva a su
activacion. Akt es responsable de fosforilar a mTOR, la cinasa que se encarga de la
fosforilacion de las 4E-BPs, y por tanto, la que regula directamente su actividad (37, 65-
67).

La cinasa mTOR fue identificada como el blanco de rapamicina y de ahi su nombre
(Target of Rapamycin). La rapamicina es una droga que inhibe la proliferacion de
linfocitos y otros tipos de células; este efecto es debido a su interaccion con la inmunofilina
FKBP12; juntas forman un complejo que bloquea la actividad de la cinasa mTOR y de esta
manera se inhibe la sintesis de proteinas, arrestando el ciclo celular en la fase G1. La
rapamicina inhibe la traduccion cap-dependiente dado que al inactivar a mTOR, ésta ya no
es capaz de fosforilar a las 4E-BPs las que a su vez, al encontrarse en forma
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hipofosforilada, se unen a elF4E en el mismo sitio que el factor elF4G, inhibiendo la
formacion del complejo elF4F (67-69). Sin embargo, el grado de inhibicion varia de
acuerdo al mRNA, siendo los mRNAs con una region rica en pirimidinas en su extremo 5’
los mas afectados (69, 70). Ademas, el grado de inhibicion de la sintesis de proteinas

global es dependiente de la linea celular (37).

Una vez que la subunidad 40S ha sido reclutada al extremo 5’ del mRNA, el PIC
recorre el mMRNA en busca del coddn de inicio AUG. Cuando un codén AUG ha sido
reconocido, elF5 estimula la hidrdlisis del GTP unido a elF2, la subunidad 40S cambia su
conformacion a un estado cerrado con el Met-tRNAI localizado en el sitio P y se liberan
elF1, elF2-GDP y elF5. Después elF5B y GTP catalizan la union de la subunidad 60S del
ribosoma para formar el ribosoma 80S y finalmente se liberan elF5B y elF1A y comienza
la etapa de elongacién (35).

Después del reconocimiento del AUG de inicio, elF2 es liberado como elF2-GDP;
el reciclado de elF2-GDP, que es inactivo, a elF2-GTP activo es catalizado por la proteina
elF2B, y es necesario para iniciar otra ronda de traduccion. Este proceso de reciclado
puede ser regulado mediante la fosforilacion de elF2. La fosforilacion de la subunidad o de
elF2, en la serina 51, aumenta su afinidad por elF2B y al unirse a €l, se convierte en un
inhibidor competitivo de la actividad de elF2B; como consecuencia hay una disminucion
en la cantidad del complejo activo elF2-GTP, inhibiendo de esta manera el inicio de la
traduccion. elF2a puede ser fosforilada por alguna de cuatro cinasas celulares, que son
activadas por algun tipo de estrés especifico. La PKR (Protein Kinase Represor) se activa
por presencia de RNA de doble cadena en la célula; GCN2 responde a tRNAS no cargados
debido a la ausencia de aminoacidos o a luz ultravioleta; HRI, la hemo-represor cinasa, se
activa en condiciones de deficiencia de hierro intracelular o durante choque térmico y
PERK (PKR-like ER Kinase) es activada cuando las chaperonas del reticulo endoplasmico

estan saturadas o por un exceso de proteinas mal plegadas (39, 71).

Como se menciono anteriormente, los virus utilizan varias estrategias para manejar
la maquinaria de sintesis de proteinas a su favor. A continuacién se revisaran algunos de
los mecanismos empleados por diferentes virus para manipular la maquinaria de

traduccion.
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Virus y sintesis de proteinas

Los virus son parésitos intracelulares obligados ya que su genoma no codifica los
componentes necesarios para la traduccion de sus proteinas, y dependen en gran medida de
la maquinaria de sintesis de proteina celular para la produccion de sus proteinas, por lo que
han desarrollado mecanismos sofisticados para garantizar la traduccion de sus mRNAs vy,
en algunos casos, inhibir la sintesis de proteina celular durante la infeccion (36, 72).

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

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

Durante la infeccion por los virus de influenza, el virus de estomatitis vesicular
(VSV) y adenovirus, se observa una disminucion en la fosforilacion de elFAE lo cual
podria contribuir a la regulacién de la traduccién de los mMRNAs celulares (73, 74). En el
caso de adenovirus, la proteina viral 100K se une a elF4G y desplaza a Mnkl, la cinasa
encargada de fosforilar a elF4E, reduciendo de esta manera, la cantidad de elF4E
fosforilado, esto se ha relacionado con una inhibicién de la traduccion cap-dependiente de
los MRNAs celulares (75). Se ha visto que en algunas circunstancias, cuando este factor no
esta fosforilado, la traduccion cap-dependiente de la célula se inhibe (37, 76, 77). Por otra
parte, la proteina 100K se une a los mMRNAs tardios de adenovirus en una secuencia
especifica en la UTR 5, esta region es capaz de reclutar al complejo 43S mediante el
apareamiento de bases entre el MRNA viral y el rRNA de la subunidad ribosomal 40S (78).

La regulacion traduccional a través del factor elF4G se ha observado durante la
infeccion por virus de la familia Picornaviridae, tales como poliovirus, rinovirus y
coxsackievirus, en donde se inhibe la sintesis de proteina celular y se traducen los mMRNAs
virales de una manera muy eficiente (72). Estos virus codifican para una proteasa conocida
como 2Apro que corta especificamente a los factores elF4Gl, elF4GIl y a PABP
inhibiendo la traduccién cap-dependiente de los MRNAs celulares. Los mRNAS virales se
traducen de manera cap-independiente, debido a que poseen un IRES en el extremo 5’ ¢l
cual dirige la union del mRNA al ribosoma de manera independiente al complejo elF4F
(72, 79).

. )



INTRODUCCION

Otra proteina asociada al complejo elF4F que es blanco de los virus, es la PABP.
Proteasas codificadas por lentivirus, enterovirus, y calicivirus procesan a la PABP. Por otra
parte la proteina de la capside del virus de rubéola se une a PABP para de esta manera
inhibir la traduccion celular (80, 81).

En ocasiones ni la abundancia ni la funcionalidad de estos factores se ve alterada,
sin embargo se vuelven espacialmente inaccesibles para los mMRNAs celulares al cambiar
su localizacion dentro de las células infectadas. El virus de vaccinia y el virus de la peste
porcina africana son virus de DNA que se replican en compartimentos citoplasmicos
especializados. Durante la infeccidn por estos virus, elF4E y elFAG se redistribuyen a estos
compartimentos, lo cual podria favorecer la formacion del complejo elF4F, y por lo tanto
la traduccion de los RNAs virales y a la vez causar la inhibicion de la traduccién de los
MRNAs celulares (82, 83). De la misma manera, el virus del mosaico del nabo codifica a la
proteina VPg la cual se une a elF4E, concentrandolo junto con elF4G en sitios de
replicacion asociados a membranas (84). Otros virus no reclutan estos factores en sitios de
replicacion, en lugar de eso los relocalizan al ndcleo. Por ejemplo, durante la infeccion por
poliovirus, elF4E es redistribuido al nucleo (85). Se sabe que la traduccion de los mMRNAS
de poliovirus es independiente de elF4E (86), por lo que su relocalizacion al nucleo podria
contribuir a la inhibicion de la traduccion de los mRNAs celulares. Normalmente PABP
viaja entre el citoplasma y el ndcleo, sin embargo en células infectadas por bunyavirus,
rotavirus, HSV-1 y KSHV se acumula en el ndcleo (81, 87-92), factor que podria ayudar al

control de la traduccién durante la infeccion.

Antecedentes del control traduccional en la infeccion con rotavirus

Como se mencion6 anteriormente los mMRNAS de rotavirus se caracterizan por tener
cap en el extremo 5 y carecer de poliA en su extremo 3’. Durante la infeccién por
rotavirus se observa una severa reduccion en la sintesis de proteina celular y se ha
propuesto que la proteina viral NSP3 es la responsable de tal fenotipo. Se ha demostrado
que el extremo amino terminal de NSP3 se une a la secuencia consenso (GACC) del
extremo 3’ terminal de los mRNAs virales con muy alta afinidad y especificidad (28-30,
93); ademas, en su extremo carboxilo terminal se encuentra un dominio que une a la
proteina elF4G, en la misma region en donde se une PABP. En estudios in vitro, se ha
observado que NSP3 es capaz de desplazar a PABP de su sitio de union a elF4Gl, por lo
que se cree que el desplazamiento de PABP por NSP3 es el mecanismo por el cual
rotavirus inhibe la sintesis de proteina celular. Ademas, se ha propuesto que NSP3 al tener
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interacciones similares a las de PABP, tales como la unién a elF4GI y al extremo 3’ de los
mensajeros virales, podria tener la misma funcion que dicha proteina celular, es decir,
promover la circularizacion de los mMRNASs virales y estimular la sintesis de sus proteinas
(Figura 1.4) (28, 30, 32, 33, 94, 95).

A AAAAAAA )
® AUG

mRNA celular

AUG

mRNA viral

Figura 1.4. Modelo propuesto para el desplazamiento de PABP del complejo elF4F por NSP3

Recientemente en el laboratorio se silencid la expresion de la proteina viral NSP3 y
se observd que no se afecta la sintesis de proteinas virales, y que la sintesis de proteinas
celulares ya no es inhibida por la infeccién. Otro efecto que se encontr6 al silenciar la
expresion de NSP3 fue un incremento de dos a tres veces en la progenie viral, comparando
con una infeccion control, esto debido a un aumento en la replicacion del genoma viral
(96). En conjunto, estos resultados sugieren que NSP3 no es esencial para la traduccion
eficiente de los mMRNAs virales, sin embargo, si juega un papel importante en la inhibicion
de la sintesis de proteina celular durante la infeccion y tiene implicaciones en la replicacion
del genoma viral. EI mecanismo que se habia propuesto para la traduccién de los mMRNAs
virales implica la interaccion de NSP3 con el factor de inicio de la traduccion elF4Gl, sin
embargo, como se explico anteriormente es claro que este factor no es necesario para la
traduccion de los mRNAs de rotavirus (96). También se ha observado que durante la
infeccion por rotavirus, la proteina PABP se acumula en el ndcleo de células infectadas,
siendo la proteina viral NSP3 necesaria para este fenotipo (91, 92). La fosforilacion del
factor elF2a por la infeccion por rotavirus también puede contribuir a la inhibicion de la

sintesis de proteinas celulares.
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HIPOTESIS

La inhibicion de la sintesis de proteina celular en la infeccion por rotavirus es un
proceso multifactorial que involucra, al menos, a la proteina viral NSP3. Bajo estas
condiciones de inhibicion de la sintesis de proteina celular, el mecanismo de traduccion
adoptado por el virus podria utilizar diferencialmente factores de inicio de traduccion e

involucrar a otras proteinas virales en este proceso.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el mecanismo por el cual se regula la traduccion de los mMRNAs

celulares y virales durante la infeccion por rotavirus.

Objetivos Particulares
1. Caracterizar el papel de factores candnicos del inicio de la traduccion (elF4E,
elF4A, elFAGI, elFAGIIl y PABP) en el ciclo replicativo viral.
2. Determinar si existen sefiales en los UTRs de los mRNAs de rotavirus que
favorezcan su traduccion.
3. Analizar si la localizacién de los mRNAs celulares durante la infeccion con

rotavirus afecta su traduccion.
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MATERIALES Y METODOS

Células y virus

Se utilizo la linea celular MA104 derivada de células epiteliales de rifion del mono
Rhesus, crecidas en medio minimo esencial de Eagle (DMEM, HyClone, Logan, UT)
suplementado con 5 % de suero fetal bovino (SFB). La cepa de rotavirus del mono Rhesus

RRV, fue proporcionada por H.B. Greenberg, Universidad de Stanford, Palo Alto, CA.

Anticuerpos

Los anticuerpos policlonales contra las proteinas purificadas de triple capa (TLPS)
de RRV Yy los dirigidos contra las proteinas virales NSP2 y NSP3 y contra la proteina
celular vimentina, fueron producidos en el laboratorio. El anticuerpo monoclonal dirigido
contra VP2 (3A8) fue obsequiado por H. B. Greenberg. Los anticuerpos monoclonales para
elFAE y PABP vy el policlonal para elF4GI, fueron obtenidos de Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA); el anticuerpo policlonal que reconoce elF4Al se obtuvo de Cell
Signaling (Danvers, MA). El anticuerpo policlonal dirigido contra la region amino terminal
de elF4GlI fue donado por el Dr. N. Sonenberg, Universidad McGill, Montreal, Canada; el
anticuerpo anti-raton acoplado a peroxidasa y el suero policlonal de conejo anti-lgG de
raton fueron obtenidos de Zymed (San Francisco, CA); el suero anti-conejo acoplado a
peroxidasa se obtuvo de Sigma (St. Louis, MO). Los anticuerpos anti-conejo acoplado a
Alexa 568 y anti-ratén acoplado a Alexa 488 se obtuvieron de Molecular Probes (Eugene,
OR). El suero policlonal de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa se adquirié de Perkin
Elmer Life Sciences (Boston, MA).

Infeccion de células y titulacion de la progenie viral

Las células transfectadas se infectaron con una multiplicidad de infeccion (MOI) de
5 virus por célula y se incubaron a 37°C por distintos tiempos. Para medir el rendimiento
viral, las células se lisaron a las 14 horas postinfeccion (hpi), mediante dos ciclos de
congelacion-descongelacion, y los lisados obtenidos se activaron con tripsina (10 pg/ml)
durante 30 minutos (min) a 37°C. A partir de estos lisados se realizaron diluciones seriadas
que se utilizaron para infectar monocapas de células crecidas en placas de 96 pozos,
dejando adsorber una hora (h) a 37°C. Los pozos se lavaron una vez con MEM sin SFB y

se incubaron de 14 a 16 h a 37°C. Después de esta incubacion, se retiro el medio de cultivo
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a las células y se fijaron con acetona al 80 % en PBS durante 30 min; transcurrido este
tiempo, las células se lavaron dos veces con PBS. Las células fijadas se incubaron con
suero policlonal anti-TLPs a una dilucion de 1:5000 (v:v) en PBS por 1 h a 37°C.
Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron por 1 h a 37°C
con proteina A-peroxidasa (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) a una dilucion
1:3000 (v:v) en PBS. Para revelar las células infectadas se us6 3-amino-9-etil-carbazole
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) como sustrato para la peroxidasa. La determinacion del

titulo viral se llevo a cabo contando las células tefidas (focos infecciosos) en cada dilucion.

SiRNAs

Los siRNAs dirigidos contra las proteinas elFAE, elFAGI, elF4GIlI, NSP3 y GFP
(control irrelevante), (Tabla I1) y los siRNAs SMART pool dirigidos especificamente
contra elF4Al o PABP se obtuvieron de Dharmacon Research (Lafayette, CO).

Tabla Il. Secuencia de los siRNAs utilizados

Gen Secuencia siRNA Nucleétidos  GenBank

GGAGGUUGCUAACCCAGAA (sentido)
elF4E o 933-951 NM_001968
UUCUGGGUUAGCAACCUCC (antisentido)

AAUUGGCUGAGGACAUGGAAA (sentido)
elF4GlI o 4245-4265 NM_182917
UUUCCAUGUCCUCAGCCAAUU (antisentido)

GGUCCUUUUUAUCCUGGAC (sentido)
elF4GlII o 533-551 NM_003760
GUCCAGGAUAAAAAGGACC (antisentido)

AAUUGGAUGACUGACUCUCGA (sentido)
NSP3 L 281-301 AY 065842
UCGAGAGUCAGUCAUCCAAUU (antisentido)

AACUUACCCUGAAGUUCAUCU (sentido)
AGAUGAACUUCAGGGUAAGAA (antisentido)

GFP

Plasmidos

El plasmido pGEM-vFv se construyé con el siguiente protocolo: el marco de
lectura abierto (ORF) que codifica para la luciferasa de luciérnaga del plasmido pGL3
Basic (Promega, Madison, WI) y rodeada por las UTRs 5 y 3 del gen 6 de RRV, se
introdujo en los sitios Kasl y Smal del plasmido pGEM3Z (Promega). Se utilizaron los
oligonucleotidos KasT7-5fw y 5ATGSpeRev (Tabla I1) para introducir la UTR 5” de VP6

precedida por el promotor de T7 y con un sitio Spel en su extremo junto al ATG del gen de
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luciferasa de luciérnaga (Luc). El gen Luc se amplifico utilizando los oligos 5 lucSpel and
3’luc Bglll (Tabla 1) que introdujeron sitios Spel y BglII en el extremo 5” junto al ATG y
después del coddn de paro del ORF de Luc respectivamente; la UTR 3’ del gen 6 se
amplifico mediante PCR utilizando los oligos VP63 fw y YM6-3" (Tabla I1l) los cuales
introdujeron sitios Bglll y Smal en los extremos 5” y 3, respectivamente.

El plasmido pBF-cRc se construy6 subclonando el ORF digerido de luciferasa de
Renilla del plasmido pRL-CMV (Promega) con Xbal, el plasmido linearizado se tratd con
T4 DNA polimerasa para convertir los extremos cohesivos en romos y después se digirio el
plasmido con Nhel. Después de hacer una purificacién de gel, el fragmento se ligo al
vector de expresion pOO2 (proporcionado amablemente por O. Pantoja, Instituto de
Biotecnologia, UNAM, Mex) el cual contiene las UTRs 5’ y 3’ de B-globina de Xenopus
laevis (GenBank: NM_001096347.1), y que previamente se digirié con Xbal y Pvull. En el
plasmido pO02, la UTR 5" del gen de globina esta precedido por un promotor de SP6, y al
final de la UTR 3 se encuentran 60 adeninas seguidas por un sitio Mfel. Todas las
construcciones se verificaron por secuenciacion. Un esquema de los mRNAs generados
con estas construcciones se muestra en la figura 2.8A.

El plasmido pTK-GLuc que contiene la secuencia que codifica para Luciferasa de

Gaussia (Gluc) se obtuvo de New England BioLabs (Ipswich, MA).

Transcripcion in vitro de mMRNAs

Para obtener los MRNAs del gen 10 de rotavirus y vFv, los plasmidos pGEM-NSP4
(97) y pGEM-vFv se linearizaron con Sacll (New England BioLabs, Ispwich, MA), se
purificaron con fenol-cloroformo y precipitaron con etanol. Los plasmidos linearizados se
utilizaron como templados para la transcripcion in vitro utilizando el kit MEGAscript T7
(Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante,
en presencia de un analogo de cap m’G(5’)ppp(5’)G (New England Biolabs, Ipswich,
MA). De manera similar el mRNA del plasmido pBF-cRc se obtuvo por transcripcion in
vitro a partir del plasmido linearizado con Mfel, utilizando el kit MEGAscript SP6
(Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante
en la presencia de un analogo de cap. Para transcribir in vitro la regién codificante de Gluc,
se utilizaron los oligonuclettidos Kas/T7/Gluc y Gluc/Mfel (secuencias en Tabla Ill), para
amplificar el ORF Gluc por PCR e introducir un promotor para T7 en el extremo 5’ y un
sitio Mfel en el extremo 3°. El producto de PCR se digiri6 con Mfel, se tratd con
proteinasa K (2 mg/ml) y se extrajo con fenol-cloroformo. El producto de PCR purificado
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se utiliz6 como templado para transcripcion in vitro usando el kit MEGAscript T7, en
presencia de un analogo de cap como se menciond previamente. Después de la
transcripcion el mRNA Gluc se poliadenilo in vitro utilizando la PoliA polimerasa de E.
coli (New England BioLabs) por 20 min a 37°C. El incremento en tamafio del transcrito

poliadenilado se verifico corriendo el mMRNA en un gel de agarosa al 1 % en buffer TAE.

Tabla I11. Secuencia de los oligonucledtidos usados para creacién de plasmidos.

Oligonucledtido Sequencia 5°- 3’

KasT7-5fw AGC AGA TCT AGG ACC AAG CT

5ATGSpeRev GCG ACT AGT CAT GTT GAAGACTTC GTT

5’lucSpel ACG CAC TAG TGA AGACGC CAAAAAC

3’lucBglll GGA AGATCT ACAATTTGG ACT TTC CG

VP63 fw AGC AGA TCT AGG ACC AAG CT

YM6-3’ CAG ACC CGG GCCGCG GTCACATCCTCTCACT
Kas/T7/Gluc CGC GGC GCCTAATACGACTCACTATAG GCT TGG TAC
Gluc/Mfel GAA TGC AAT TGT TGT TGT TAC

Transfeccion de siRNAs

La transfeccion de los siRNAs se llevé a cabo en monocapas de células MA104
confluentes crecidas en placas de 48 pozos. Se mezclaron 2ul de lipofectamina (Invitrogen,
Carlsbad, CA) por cada 100 pl de siRNAs (a una concentracion de 600 pmol/ml) en MEM
sin antibioticos, y se incubaron por 20 min a temperatura ambiente. Después de esta
incubacion se adiciond la mezcla de transfeccion a las células y se incubaron por 8 h a
37°C, al cabo de este tiempo las células se lavaron con DMEM con 5 % de SFB vy se
incubaron por 72 h antes de la infeccion con rotavirus. Para obtener el efecto especifico de
los siRNAs que no habian sido utilizados previamente en el laboratorio, se ensayaron
varias concentraciones a diferentes tiempos de transfeccion, con lo cual se determiné la
condicion donde se obtiene el silenciamiento Optimo de la expresion de cada proteina
blanco.

ANSP3 se [levo a cabo utilizando el método de transfeccion

La transfeccion del siRN
reversa. Brevemente, se prepard una mezcla de oligofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA)
(15 pl/ml) y 200 pmol/ml del siRNA en MEM. Esta mezcla se incub6 en placas de 48

pozos por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 200 pl de una
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suspension de células MA104 por pozo (1.5 x 10° células/ml) y se incubaron por 48 h a

37°C. Después de este tiempo las células se infectaron a una MOI de 5.

Transfeccion de Plasmidos

El plasmido pTK-GLuc se transfectdo en monocapas de células confluentes
utilizando Lipofectamina LTX (Invitrogen, Carlsbad, CA). Brevemente, células MA104
crecidas en placas de 48 pozos, previamente lavadas con MEM, se incubaron por 3 h a
37°C con una mezcla de Lipofectamina LTX (40 pg/ml) y 7.5 pg/ml del plasmido.
Después de este tiempo, la mezcla de transfeccion se reemplazé por MEM, vy las células se

incubaron por distintos tiempos antes de ser cosechadas.

Transfeccion de RNA

Para lipofectar mMRNAS transcritos in vitro, células crecidas en cajas de 48 pozos se
incubaron por 3 h a 37 °C con una mezcla que contiene Lipofectamina 2000 (40 pg/ml)
(Invitrogen) y 2.5 pg/ml de mRNA en MEM. Después de este tiempo, se removio la
mezcla de transfeccion, las células se lavaron 4 veces con MEM vy se incubaron por 30 min
a 37°C con una solucién 10 mg/ml de RNasa A en MEM, para eliminar cualquier RNA
unido de manera inespecifica a las células. Al terminar el tiempo de incubacion, las células
se lavaron 4 veces con BSA al 1 % en MEM y 4 veces con MEM vy se incubaron por
distintos tiempos a 37°C. La infeccion de células transfectadas se realizd agregando el

virus inmediatamente después de los lavados recién descritos.

Western blot

Se prepararon extractos celulares lisando las células con buffer de lisis (25 mM
NaF, 1 mM ortovanadato de sodio, 50 mM Tris (pH 7.4), 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 1
mM ditiotreitol (DTT), 10 % glicerol, y 1 % Triton X-100, suplementado con un coctel de
inhibidores de proteasas (Complete, EDTA-free; Roche)). Los lisados celulares se
centrifugaron por 5 min a 10,000 x g y se colectaron los sobrenadantes. Las muestras se
diluyeron en buffer Laemmli (50 mM Tris pH 6.8, 2 % de SDS, 0.1 % de azul de
bromofenol, 10 % de glicerol y 0.5 % de 2 B-mercapto-etanol), se hirvieron por 5 min antes
de separar a las proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas
a membranas de nitrocelulosa (Millipore, Bedfore, MA). Las membranas se bloquearon
con una solucién al 5 % de leche descremada (Carnation, Nestlé, Vevey, Suiza) en PBS-

% 24



MATERIALES Y METODOS

0.1 % Tween. Al finalizar el tiempo de bloqueo se incub6 la membrana con el anticuerpo
correspondiente y posteriormente se realizaron tres lavados con PBS-0.1 % Tween, y se
incubo con el anticuerpo secundario correspondiente, conjugado a peroxidasa. Al finalizar
la incubacion se lavo tres veces con PBS-0.1 % Tween. Los anticuerpos marcados con
peroxidasa se detectaron con el sustrato para peroxidasa Western Ligthning™, siguiendo
las instrucciones del proveedor (Perkin-Elmer Life Sciences, Boston, MA) y exponiendo la
membrana a placas fotograficas X-Omat (Kodak, Rochester, NY) durante diferentes
tiempos. Los anticuerpos marcados de manera fluorescente se visualizaron en un Typhoon
Trio (Amersham, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) y las bandas se cuantificaron

utilizando el software ImageQuant TL.

Marcaje metabolico

Las células transfectadas con el siRNA correspondiente se marcaron con [*°S] a
diferentes tiempos, para esto, el medio se reemplaz6 por MEM sin metionina suplementado
con la mezcla de marcaje Express [*°S] a una concentracion de 25 pCi/ml (Dupont NEN,
Wilmington, DE) y se incubd por 30 min. Posteriormente, las células se lisaron como se
describi6 anteriormente y las muestras se analizaron por SDS-PAGE. La concentracion de
proteinas se ajustd por tincién con azul de coomassie y, finalmente, los geles se secaron y

se expusieron para autorradiografia.

Cuantificacién de incorporacion de marca por precipitacion con TCA

Diez pl de lisado celular se mezclé con 100 pl de una solucion de hidroxido de
sodio (NaOH) 1M, vigorosamente. Después de incubar 5 min a 37°C, 50 pl de esta
solucion se paso por papel filtro y se dejo secar. El papel filtro se incub6 en una solucion
de &cido tricloroacético (TCA) al 10 % v:v en agua, por 3 min a 4°C. Después se lavé dos
veces en esta solucion por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron dos
lavados con etanol al 95 % v:v en agua. El papel filtro se dejo secar, para finalmente
colocarlo en liquido de centelleo Ecolite (ICN, Costa Mesa, CA). La cantidad de
radioactividad incorporada se detectd en un contador de centelleo (Beckman Coulter, Inc.,
Brea, CA).

Inmunofluorescencia
Las células se crecieron sobre cubreobjetos de vidrio, se transfectaron con el SiRNA
correspondiente como esta descrito anteriormente y 48 h postransfeccion las células se
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infectaron a una multiplicidad de 3. A las 6 hpi, las células se fijaron con paraformaldehido
al 2 % en PBS por 20 min. Después de este tiempo, las células se lavaron tres veces con
una solucion de NH4Cl 50 mM en PBS (PBS/NH,CI), la cual se utilizd posteriormente en
todos los lavados. Las células se permeabilizaron con PBS-0.5 % Triton X-100-50 mM
NH4CI por 15 min y después se lavaron tres veces. Las células se dejaron bloqueando toda
la noche en una solucién de bloqueo (BSA al 1 % en PBS/NH,CI) a 4°C. Posteriormente,
los cubreobjetos se incubaron por una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
primario diluido en la solucion de bloqueo. Las células se lavaron 4 veces con PBS/NH,CI
por 5 min y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a un
fluordforo (Alexa), por una hora a temperatura ambiente. Las células se incubaron por 15
min con una solucién de DAPI 30 nM, para la tincion de nucleos y se realizaron 4 lavados
de 5 min con PBS/NH,CI; posteriormente, los cubreobjetos, se montaron en portaobjetos
de vidrio con Fluoprep (BioMérieux, Inc., Durham, NC). Se analizaron con un microscopio
de fluorescencia Nikon E600 acoplado a una cdmara digital DM1200 (Nikon, Tokyo,
Japon).

RT-PCR en tiempo real

Las células se transfectaron con siRNAs y se infectaron con rotavirus RRV, como
se describio anteriormente. A los tiempos indicados, las células se lisaron con Trizol
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA), y el RNA total se purificd, de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. EI RNA total purificado de los lisados celulares se trat6 con
DNAsa libre de RNasas (Roche, Basel, Suiza) para eliminar cualquier posible
contaminacion con DNA. El nivel de los mMRNAs de luciferasa de luciérnaga, luciferasa de
Renilla, luciferasa de Gaussia, grp94, grp78 y GAPDH se determind mediante RT-PCR en
tiempo real (QRT-PCR) de acuerdo al protocolo implementado por Ayala-Breton (97); los
oligonucleotidos utilizados para las amplificaciones se muestran en la Tabla V. Cada tubo
de reaccion contenia 100-200 ng de RNA total, 10ul de SYBR Green Master Mix 2X
(Applied Biosystems, Foster City, CA), 0.1ul de Transcriptasa reversa 50 U/ul (Applied
Biosystems), 0.16 ul de inhibidor de RNasa 40 U/ul RNAsin (Promega, Madison, WI) y
1.6 pl de oligos (2.5 pmol/ul) en un volumen final de 20 ul. Las amplificaciones se
realizaron empleando el siguiente protocolo: transcripcion reversa 30 min a 48°C;
inactivacion de la transcriptasa reversa 10 min a 95°C; PCR: 40 ciclos a 95°C por 15
segundos y 60°C por 1 min; fase de disociacién de 60°C a 95°C por 30 min; en el equipo
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA). Los
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resultados se normalizaron con los niveles de RNA mensajero de gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) en cada muestra. Las veces de aumento o disminucion se
calcularon utilizando el método de 24" (98).

Tabla IV. Secuencia de los oligonucledtidos usados para gRT-PCR

Gen Oligo Sentido Oligo Antisentido

Luciferasa de Luciérnaga  GCCTGAAGTCTCTGATTAAGT ACACCTGCGTCGAAGATGT
Luciferasa de Renilla GTGCCACATATTGAGCCAGT CCATTACCAGATTTGCCTGA
Luciferasa de Gaussia CACGCCCAAGATGAAGAAGT TTGAACCCAGGAATCTCAGG
Grp94 TCCGCCTTCCTTGTA GCAGATA  TTGTCGTTCCCCGT CCTAGA
Grp78 ACCGCTGAGGCTTATTTGGG TGCCGTAGGCTCGTTGATG
GAPDH ACCTGACCTGCCGTCTAGAAA CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT
Gen 10 de RRV TCCTGGAATGGCGTATTTTC GAGCAATCTTCATGGTTGGAA
rRNA 18S CGAAAGCATTTGCCAAGAAT GCATCGTTTATGGTCGGAAC

Cuantificacion del mRNA viral

Dado que el genoma de rotavirus 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 s6lo que
complementaria). Por lo tanto, para cuantificar de forma especifica las hebras positiva y
negativa del RNA del gen 10 de rotavirus, se realizd una amplificacion del RNA viral en
dos pasos: En el primer paso, se realiz6 una reaccion de transcriptasa reversa utilizando
unicamente el oligonucleétido complementario a la cadena que se deseaba cuantificar,
usando la siguiente mezcla de reaccion: 100-200 ng de RNA total (hervido por 5 min y
enfriado en hielo inmediatamente después), 10 pl de SYBR Green Master Mix 2X
(Applied Biosystems), 0.1 ul de Transcriptasa reversa 50 U/ul (Applied Biosystems), 0.16
pl RNAsin 40 U/ul (Promega) y 0.8 pl de oligo (2.5 pmol/ul) en un volumen final de 19.2
pl. La reaccién se llevé a cabo a 48° C durante 30 min y, posterior a esto, las muestras se
incubaron a 90° C por 10 min y se enfriaron en hielo, esto con el fin de inactivar a la
transcriptasa reversa.

El siguiente paso consistio en la amplificacion del cDNA recién sintetizado,
mediante PCR. Para ello, 0.8 pul del oligo complementario (2.5 pmol/ul) se agrego a la
mezcla de reaccion para un volumen final de 20 pl. La reaccion de PCR se llevo a cabo en

el equipo 7500 Real Time PCR System utilizando el protocolo previamente descrito para
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PCR. Finalmente, se determino el Ct de cada muestra con el software 7500 system SDS

detection.

El RNA puede ser cuantificado en forma absoluta y relativa. La primera consiste en
calcular la cantidad exacta (e.g. en nanogramos o nimero de copias por célula) del RNA
blanco. La segunda consiste en determinar cuantas veces mas hay de RNA blanco entre
una muestra y otra. Es importante mencionar que en ambos tipos de cuantificaciones, la
cantidad de RNA de polaridad negativa serd expresada como dsRNA, ya que el RNA
negativo Unicamente se encuentra presente de esta forma. Mientras que la cantidad de
MRNA viral es determinada al restarle a la cantidad de RNA viral de polaridad positiva
calculada, la cantidad de RNA viral de polaridad negativa cuantificada para el mismo gen.
Es decir, mMRNA viral = RNA positivo — RNA negativo. Debido a que el RNA de polaridad
positiva puede encontrarse tanto como mRNA como dsRNA (97).

A continuacion se describirdn las dos formas de cuantificar al RNA mediante RT-
PCR en tiempo real:

Cuantificacion absoluta

La cantidad de RNA viral, ya sea de dSRNA o0 mRNA, se determind al extrapolar el
Ct obtenido de las muestras con cantidad de RNA viral desconocido contra una curva
estandar generada a partir de muestras con una concentracion conocida de mRNA viral
puro.

Cuantificacion relativa

El Ct obtenido al amplificar el RNA negativo o positivo se utilizé para calcular el
incremento mediante el método 24", Este método consiste en lo siguiente (98):

1) EI RNA de cada condicion se amplifica con los oligos dirigidos contra el gen de interés
y contra el gen que servira como control enddgeno (en este trabajo utilizamos
GAPDRH).

2) Calcular el Ct para la amplificacion de cada muestra (problema y control enddgeno)

3) ACt = Ct de la muestra a amplificada con los oligos para el gen x — Ct de la muestra a
amplificada con los oligos para el gen control endégeno.

4) Después, se determina el valor del AACt = ACt de la muestra a - ACt de la referencia,
gue es la muestra contra la que se desee determinar los incrementos (e.g. T0).

5) Los valores de incremento o decremento se calculan de la siguiente forma: Incremento

= 2/\-AACt

Debido a esto, el valor de la muestra de referencia llevara el valor de 1.
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En este trabajo, la cantidad de RNA fue normalizada contra la cantidad de mMRNA
de GAPDH.

Ensayos de luciferasa

Células MA104 que se transfectaron con mRNAs que expresan luciferasa de
luciérnaga o luciferasa de Renilla se lisaron con el buffer de lisis del kit Dual-Luciferase
Reporter Assay System (Promega, Madison, WI). Los lisados celulares se dividieron en
dos partes, una parte se utilizo para extraer el RNA con Trizol de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La otra parte del lisado celular se utilizd para determinar la
actividad de las dos luciferasas con el kit mencionado. Por otra parte las células MA104
que se transfectaron con el plasmido pTK-GLuc o con mRNAs que expresan luciferasa de
Gaussia se les retird el sobrenadante con el cual se midio la actividad de luciferasa de
Gaussia utilizando el kit The BioLux Gaussia Luciferase Assay Kit (New England
BioLabs, Ipswich, MA), y las células se lisaron con Trizol para extraer el RNA total. La
actividad de los diferentes tipos de luciferasa se determind utilizando el luminémetro
Monolight 2010 (Analytical Luminescence Laboratory, Ann Arbor, MI).

Preparacion de extractos citoplasmicos y nucleares

Células MA104 se cosecharon por tripsinizacion, se lavaron dos veces con PBS y
se colectaron por centrifugacién. Las celulas se resuspendieron y lisaron mediante
incubacion con el Buffer 1 (25 mM HEPES, pH 7.9, 5 mM KCI, 0.5 mM MgCl,, 1 mM
DTT, 0.5 % v:v NP-40 suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas (Complete;
Roche)) por 15 min a 4°C. Los nucleos se cosecharon por centrifugacion (5000 rpm, 5
min), y el sobrenadante se colectd como el extracto citoplasmico. Los nucleos se lavaron
una vez en el Buffer 2 (25 mM HEPES, pH 7.9, 5 mM KCI, 0.5 mM MgCl,, ImM DTT,
0.25 % v:v NP-40 suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas). EI RNA total
se purifico de cada una de las fracciones con Trizol Reagent. La identidad de las fracciones
se corrobor6 mediante deteccion por western blot de las proteinas ldmina A/C (nucleo) y

hsc70 (citoplasma).

Cuantificacion de mRNAs poliadenilados

Después de extraer el RNA total de los extractos citoplasmicos y nucleares, los
MRNAs poliadenilados se purificaron de estas fracciones con el kit Oligotex Direct mMRNA
mini kit (Qiagen, Germantown, MD) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
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concentracion de los mRNAs eluidos se determind por absorbancia a 260 nm en el

espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE).

Preparacion de RNAs con o sin PoliA para hibridacion

De 10 a 13 ug de RNA total se mezclaron (o no) con 500 pmol de oligo-dTs, y se
incubaron a 65°C por 8 min. Posteriormente, a esta mezcla se le agregé 1U de RNasa H
(NEBiolabs, Ipswich, MA), 40U de RNasin (Promega, Madison, W1) y buffer de RNasa H
(para una concentracion final 1X), y se incub6 a 37°C por 30 min. Finalmente el RNA se
extrajo con Trizol y se separ6 por electroforesis en gel para posteriormente someterse a

ensayos de Northern blot.

Northern blot

El RNA total se extrajo con Trizol, después se mezclé con 2X RNA Loading Dye
(Fermentas, Life Technologies) y se incubd por 15 min a 65°C antes de separarlo mediante
electroforesis en geles de agarosa-formaldehido al 0.8 %. EI RNA separado por
electroforesis se incubd por 30 min en NaOH 0.05 M y después en SSC 20X (3 M de
NaCl, 0.3M de Citrato de Sodio) por 45 min. Posteriormente se transfirio a membranas
Hybond-N* (Amersham, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). La membrana se incubd
por 15 min en NaOH 0.05 M antes de ser radiada por luz UV para inmovilizar el RNA.
Después, la membrana se pre-hibridé por al menos 30 min con la soluciéon ULTRAhyb-
Oligo Hybridization Buffer (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA) a 42°C. Al
finalizar esta incubacién la membrana se hibridé por al menos 10 h a 42°C con un
oligonucledtido complementario al mMRNA de grp78 marcado con *2P, el cual se marco
utilizando la enzima T4 Polynucleotide Kinase (NEBiolabs, Ipswich, MA). Transcurrido el
tiempo de hibridacién se realizaron dos lavados con una solucion 2X SSC/ 0.1 % SDS por
30 min a 42°C y finalmente la membrana se seco, expuso y analiz6 en un Typhoon 8600
phosphorimager.

Cromatografia con cap

Células MA104 se lavaron con PBS y posteriormente se lisaron en buffer NLB (50
mM HEPES pH 7.5, 100mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 2mM NazVOy, 50 mM
NaF, 0.5 % v:v IGEPAL A-630 suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas
(Complete; Roche)). Posteriormente los lisados se clarificaron por centrifugacion a 14000
g por 15 min a 4°C. Los sobrenadantes se preaclararon con resina sefarosa 4B (GE
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Healthcare, Buckinghamshire, UK) por 20 min. El sobrenadante preaclarado se incub6 con
7-Methyl GTP-Sepharose (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) por una hora,
posteriormente la resina se lavo 4x con buffer NLB para al final resuspenderse en NLB

adicionado con GTP a una concentracion final de 1 mM.
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Papel de los componentes del complejo elF4F en la traduccidn de los mRNAs celulares

El inicio de la traduccién es un proceso muy regulado y uno de los principales
puntos de control es el complejo elF4F. Los virus son parasitos intracelulares que
dependen de la maquinaria de traduccién celular para producir sus proteinas y una de las
estrategias mas comunes utilizadas para lograr que sus mMRNAs sean traducidos mientras se
inhibe la traduccion de los mMRNAs celulares es la de modificar el complejo elF4F.

Se sabe que durante la infeccion por rotavirus, PABP es desplazada del complejo
elF4F, sin embargo, no se ha observado si el virus interfiere de otra manera con la funcién
de este complejo y qué tan importante es éste para el progreso de la infeccion. Con este fin
se decidid estudiar el papel de la proteinas que forman parte del complejo elF4F que son
elF4E, elFAGI y su homdlogo elF4GII, elF4Al y PABP sobre la sintesis de proteinas
virales; para lo cual se silencié la expresién de cada una de estas proteinas utilizando el
método de RNA de interferencia (RNAI). En estos ensayos, las células MA104 fueron
transfectadas con siRNAs dirigidos contra cada una de estas proteinas o contra una
secuencia irrelevante (siRNA") como control, fueron infectadas 0 no con RRV y
marcadas metabélicamente con [**S]. Se analiz el efecto de interferir la expresion de estas
proteinas sobre células sin infectar, cuantificando la incorporacion de radioactividad en
células interferidas. En la figura 2.1 observamos que cuando se inhibi6 la expresion de
estos factores, la sintesis de proteinas celulares disminuy6 alrededor del 40 %, siendo la
interferencia simultanea de elF4Gl y elF4GII la que més afecto, al reducir en casi 60 % la

sintesis de proteinas celulares.

Papel de los componentes del complejo elF4F en el ciclo replicativo de rotavirus

Una vez que caracterizamos el efecto que tiene la inhibicion de la expresion de los
factores elF4E, elF4GlI, elFAGII, elF4Al y PABP sobre la sintesis de proteinas celulares,
se analizé el resultado de estos tratamientos sobre la produccion de proteinas virales
durante la infeccion. Con este fin, las células tratadas con los distintos interferentes se
cosecharon a 3, 6 y 9 hpi y después se realizé la inmunodeteccion de las proteinas virales,

y se cuantificaron por densitometria.
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Figura 2.1. Sintesis de proteinas celulares al inhibir la expresion de los factores del complejo elF4F y
PABP. Células MA104 fueron transfectadas con siRNA®™E (4E), siRNA®™C! (4GI), siRNA®™C" (4Gl1), una
mezcla de los dos anteriores (4GI/11), sSIRNA®™A (4Al), siRNA™®" (PABP) o un siRNA irrelevante (Irre)
como control y 72 h postransfeccién (hpt) fueron cosechadas. A) Las células se marcaron metabélicamente
con [*S] 30 min antes de la cosecha. La incorporacién de radioactividad en proteinas fue determinada por
precipitacién con acido tricloroacético (TCA) y normalizada con la cantidad de proteina total cuantificada
por el método de Bradford. EI 100 % es la incorporacién obtenida en células transfectadas con el sSiRNA
control. B) Inmunodeteccion de elF4E, elF4Al, PABP, elFAGI y elF4AGII. La grafica muestra el promedio de
tres experimentos y la desviacion estandar entre ellos.

Como se ha mencionado previamente, los mMRNAs virales contienen cap pero no
cola poliA, por lo que esperariamos que su traduccion fuese cap-dependiente y por lo tanto
requiriera de la proteina de union al cap, elF4E y a su vez, fuese independiente de PABP.
Lo que observamos es que a tiempos tempranos en la infeccidn (3 hpi), la traduccién de los
MRNAs virales parece verse afectada por la reduccién en la cantidad de elF4E, sin
embargo, interesantemente, este efecto parece disminuir y desaparecer conforme avanza la
infeccion, dado que a 6 hpi la produccion de proteinas virales se ve menos afectada que a 3
hpi; y a 9 hpi ya no observamos ningun efecto (Figura 2.2A y 2.2C). Esto sugiere que la
traduccion de los mMRNAs virales pudiera llevarse a cabo de una manera cap-dependiente al
inicio de la infeccidn, cuando comienza el ciclo de replicacion del virus y a medida que
progresa la infeccion su traduccion se va haciendo independiente de ciertos factores

celulares.
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Figura 2.2. La disminucion de la cantidad de elF4GlI en la célula afecta la sintesis de proteinas virales.
Células MA104 fueron transfectadas con un siRNA irrelevante (Irre), sSIRNA®™E (4E), siRNA®™A (4Al),
SIRNAPAB® (PABP), siRNA®™C! (4GI), siRNA®™C!" (4G11), 0 una mezcla de los dos anteriores (4G1/Il) y 72 h
postransfeccion fueron infectadas. A las 2.5, 5.5 0 8.5 hpi las células fueron marcadas metabdlicamente con
[*°S] por 30 min, para después ser cosechadas. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 10 % y se
realizé la inmunodeteccion de VP2, VP4, VP6, VP7 y NSP2 (A) se muestra las inmunodetecciones a 9 hpi,
con hsp70 como control de carga. (B) Inmunodeteccion de elFAE, elF4Al, PABP, elF4Gl y elFAGII. C) Se
cuantificaron las proteinas virales de cada una de las inmunodetecciones por densitometria. EI 100 % esta
referido a la cantidad proteinas virales producidas en células control transfectadas con el siRNA irrelevante a
los diferentes tiempos. La grafica muestra el promedio de al menos dos experimentos y la desviacion estandar
entre ellos. *P < 0.05.

Por otro lado observamos que el silenciamiento de la expresion de elF4Al y de
PABP no tuvo efecto sobre la produccion de proteinas virales a ningun tiempo durante la
infeccion (Figura 2.2A, 2.2B y 2.2C). Este resultado era esperado sobre todo para PABP ya
gue, como mencionamos anteriormente, los mMRNAs virales no contienen cola poliA, y
ademas se ha visto que durante la infeccion PABP se transloca al nucleo por lo que no se

encuentra disponible para participar en la traduccion.
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A 9 hpi la baja expresion de la proteina elF4GI no afecta la traduccion de los
mRNAs virales, sin embargo, de manera interesante, cuando se silencia la expresion de su
homdlogo, elF4GlI, la sintesis de proteinas virales disminuye (Figura 2.2A y 2.2C). Esto
sugiere que en la infeccion se utiliza diferencialmente a elF4GIl y que su papel es
importante en la traduccion de los MRNAs virales y no puede ser sustituido por elF4Gl.
Este resultado es interesante, dado que no se han reportado ejemplos de virus que utilicen
de manera preferencial elFAGII sobre elF4GI para la traduccion de sus mMRNAs, aunque

este hecho si se ha observado en la traduccion de mRNAs celulares (2,3).
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Figura 2.3. La inhibicién de la expresion de los factores del complejo elF4F y PABP afecta la
produccion de particulas virales infecciosas. Células MA104 fueron transfectadas con siRNA®'™F (4E),
SIRNA®™C! (4G1), siRNA*™C" (4GII), una mezcla de los dos anteriores (4GI/11), siRNA®™A (4Al),
SiIRNAPA®” (PABP) o0 un siRNA irrelevante (Irre) y 72 hpt fueron infectadas con RRV con una MOI de 5; 14
hpi las células se cosecharon para determinar el titulo viral. EI 100 % de rendimiento viral esta referido al
encontrado en células control transfectadas con el siRNA irrelevante. Se muestra el promedio de tres
experimentos y la desviacion estandar entre ellos. *P < 0.05.

Como parte de la caracterizacion del papel de las proteinas del complejo elF4F en
la infeccion por rotavirus se decidié examinar su importancia sobre la produccion de
progenie viral. Para esto se silencio la expresion de los factores elFAE, elFAGI y elF4GII,
elF4Al y PAPB, las células transfectadas se infectaron, a 14 hpi se cosecharon y se midio
la cantidad de virus producido en cada condicion. Se observé una reduccién de entre 40 y
60 % en el titulo viral relacionado con la disminucién de la sintesis de elF4E, elF4Gll,
elF4Al y PABP, siendo la interferencia de la expresion de elF4GI la que afectd maés la
produccion de particulas virales infecciosas, reduciéndolas en un 65 % con respecto al
control (Figura 2.3). En el caso de la interferencia de la expresion de elF4Gll la

disminucién en el rendimiento viral es consistente con la disminucién de la sintesis de
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proteina viral observada bajo estas condiciones, sin embargo, los resultados obtenidos con
los demés factores (elF4E, elF4AGI, elF4Al y PABP) no muestran una relacion directa entre
la sintesis de proteina viral y la produccion de virus infeccioso.

Dado que en condiciones donde se silencio la expresion de las proteinas del
complejo elF4F y PABP, el rendimiento de la progenie viral disminuyo, hecho que no
coincide con la disminucidn en la sintesis de proteinas virales, a excepcion de elF4Gll, se
decidio examinar si la sintesis del mMRNA y del dsRNA viral se veian afectadas en la
ausencia o en bajas cantidades de estas proteinas. Con este fin se determind mediante un
ensayo de gRT-PCR la cantidad de mRNA y dsRNA viral producida a distintos tiempos en
celulas transfectadas con SiRNA dirigidos contra estas proteinas o con un SiRNA

irrelevante.
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Figura 2.4. La sintesis de dsRNA y mRNA viral disminuye en células donde se inhibe la expresién de
las proteinas del complejo elF4F y PABP. Células MA104 transfectadas con los siRNAs indicados fueron
infectadas con RRV y a los tiempos indicados las células fueron cosechadas y el RNA fue extraido con
Trizol. La cantidad de RNA de polaridad positiva y negativa, fue cuantificada por gRT-PCR. Se determiné la
cantidad relativa de A) mRNA y B) dsRNA del gen 10 viral. Los valores se muestran como porcentaje con
respecto a la cantidad del control determinada a nueve horas postinfeccién. Se muestra el promedio de tres
experimentos independientes y la desviacién estandar entre ellos.

Encontramos que la cantidad relativa de mRNA, asi como de dsRNA viral fue menor en
las células en las que se silencio6 la expresion de elFAE, elFAGI, elF4GII, elF4Al y PABP
con respecto a células transfectadas con un siRNA irrelevante (Figura 2.4A 'y 2.4B). A 9
hpi podemos observar que tanto la cantidad de mRNA como de dsRNA viral se reduce
hasta aproximadamente un 85 y 90 %, en las células transfectadas con siRNAs dirigidos
contra las proteinas del complejo elF4AF y PABP. Estos datos sugieren que la replicacion
viral es afectada por la disminucion de las proteinas del complejo elF4F y por PABP, ya
sea porque estas proteinas estén implicadas directa o indirectamente en este proceso, o tal

vez porque estén involucradas en aumentar la estabilidad de los transcritos virales.
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La relocalizacién de PABP no depende de su interaccion con elF4G

La interaccion directa de NSP3 con elF4G y el consiguiente desplazamiento de
PABP, se ha propuesto como una de las causas de la relocalizacion de PABP hacia el
nucleo de células infectadas (91). Esta idea sugeriria que la union de PABP con elF4G
podria servir para anclar a la PABP en el citoplasma y si esta interaccion es interrumpida,
la PABP se liberaria y se relocalizaria al nicleo. Para explorar esta posibilidad, decidimos
interferir la expresion de las dos isoformas de elF4G (elF4GI y elFAGII) para evitar su
interaccion con PABP y determinamos la localizacion subcelular de PABP bajo estas
condiciones.

En la Figura 2.5 podemos observar que en las condiciones control (SiRNA
irrelevante) la localizacion de PABP es principalmente citopldsmica. Asimismo, cuando se
silencié la expresion de elF4GI, de elF4GIl, o de ambas, se observé un patron de
distribucion de PABP muy semejante (Figura 2.5), sugiriendo que la localizacion
citoplasmica de PABP no depende de su interaccion con elF4G. Este resultado también nos
permite concluir que durante la infeccion, el desplazamiento de PABP de su union con

elF4G por NSP3 no debe ser suficiente para que PABP se relocalice al nucleo.

La proteina viral VP2 se encuentra en complejos proteicos asociados al cap

Como ya hemos mencionado, durante la infeccion por rotavirus, PABP es
desplazada del complejo elF4F, sin embargo, no se ha estudiado si el virus interfiere de
alguna otra manera con la funcion de este complejo. Con el fin de estudiar la funcionalidad
del complejo elF4F durante la infeccion por rotavirus, se realizé una cromatografia de
afinidad con 7-metil-GTP sefarosa que es un analogo del cap. Para esto, lisados de células
MA104 infectadas o no con rotavirus y marcados radioactivamente con [*S] fueron
incubados con sefarosa 4B (resina 4B) para preaclararlos y posteriormente se incubaron
con 7-metil-GTP (cap) sefarosa, (resina cap). Las proteinas que se unieron a la resina se
analizaron en geles de SDS-PAGE. Encontramos que el patron de proteinas presentes en
complejos con afinidad al cap es distinto entre células infectadas y no infectadas (Figura
2.6A\), lo que sugiere que procesos que involucran la unién de proteinas al cap, como es el

inicio de la traduccién, pudieran ser distintos durante la infeccién por rotavirus.
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Figura 2.5. Distribucién de PABP en células donde se interfiere la expresiéon de los factores elFAGI y
elF4GlI. Células MA104 fueron transfectadas con los siRNAs indicados. A) 72 hpt las células fueron fijadas
y preparadas para inmunofluorescencia. PABP fue detectada utilizando un anticuerpo monoclonal anti-PABP
(PABP), mientras que elF4GIl fue detectado con un anticuerpo policlonal (elF4Gl), seguidos de una
incubacién con anti-raton Alexa 568 y anti-conejo Alexa 488, respectivamente. El tercer panel muestra el
empalme mas la tincién con DAPI para ver nucleos. B) En pozos paralelos, las células fueron transfectadas
con los siRNAs indicados como en (A), y 48 hpt las células se lisaron y las proteinas fueron resueltas en
SDS-PAGE al 7 % e inmunodetectadas con los anticuerpos indicados.

Uno de los complejos proteicos con afinidad al cap mas caracterizados es el

complejo elF4F. Para analizar si se encuentra presente en células infectadas y no
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infectadas, realizamos ensayos de inmunodeteccion de cada uno de sus componentes
(Figura 2.6B).
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Figura 2.6. VP2 se encuentra en complejos que se unen al cap. Células MA104 fueron infectadas con
RRV (+) 0 no (-) con una MOI de 5. De 0 a 6 hpi las células se marcaron metabélicamente con [*°S] e
inmediatamente después fueron cosechadas. Se prepararon extractos solubles los cuales fueron preclareados
con sefarosa 4B y posteriormente se incubaron con 7-metil-GTP sefarosa. Las proteinas unidas a la 7-metil-
GTP sefarosa fueron eluidas con una solucién 100 mM de 7-metil-GTP. A) Las proteinas fueron separadas
por SDS-PAGE vy detectadas por autorradiografia. B) Inmunodeteccion de las proteinas indicadas. (Total)
Lisado celular antes de ser incubado con la resina; (NP) proteinas que no se unieron a la resina; (P) fraccion
gue contiene las proteinas eluidas de la resina con cap.

La proteina de unién al cap, elF4E asi como elF4Gl y elF4GlI, que se encuentran
directamente asociadas a este factor, no muestran diferencias entre ambas condiciones. Las
proteinas PABP y elF4Al no se detectaron asociadas al cap en ninguna condicion, lo cual
podria ser debido a que solo una pequefia fraccion de estas proteinas se encuentra en estos
complejos y podria estar debajo del limite de deteccion del anticuerpo. Por otra parte,
encontramos a la proteina viral NSP3 (Figura 2.6B), en complejos unidos al cap en células
infectadas, lo cual era esperado, dado que durante la infeccion, NSP3 sustituye a PABP en
su interaccion con elF4G. Con el fin de determinar si ademas de NSP3, alguna otra
proteina viral se encuentra asociada a los complejos que se unen al cap, se analiz6 la
presencia de proteinas virales por ensayos de inmunodeteccion. Sorprendentemente,

encontramos que la proteina viral VP2 se encuentra asociada a la resina 7-metil-GTP, este
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resultado es interesante ya que abre la posibilidad de que esta proteina viral tenga una
participacién en el proceso de traduccion.

De los resultados anteriores surgieron varias preguntas, entre ellas si la presencia de
VP2 en la fraccion celular asociada al cap se debe a que se puede asociar de manera directa
a esta estructura o tal vez sea a través de una interaccion con alguna proteina que se una al
cap, como elF4E. Tratando de aclarar esto, decidimos analizar la asociacién de VP2 con el
cap en un contexto fuera de la infeccion. Con este fin, se produjo VP2 recombinante en la
linea celular de insecto, sf9. Para esto, células sf9 fueron infectadas con un baculovirus
recombinante que expresa VP2, 96 hpi, se cosecharon las células y los lisados se incubaron
con la resina cap. En la Figura 2.7A observamos que la VP2 se expresa eficientemente en
este sistema y también podemos ver que una pequefia cantidad de VP2 es capaz de
asociarse a la resina con cap, aunque el pegado no es muy eficiente, dado que es apenas
detectable. Esto podria deberse a que necesita asociarse a otras proteinas que pudieran no
estar presentes en estas condiciones y que aumenten su afinidad hacia el cap. Como control
de especificidad del pegado de VP2 a la resina, se decidio utilizar como control a la
proteina viral VP6. Para ello, se expresd esta proteina en el sistema de baculovirus de
manera similar que con VP2 y los lisados de las células sf9 expresando VP6 fueron
incubados con la resina cap. VPG, al igual que VP2, se expresd de manera eficiente y
también encontramos que una pequefia fraccion estaba asociada a la resina cap (Figura
2.7B). Este resultado fue inesperado puesto que en los ensayos anteriores (Figura 2.6B)
habiamos observado que la VVP6 producida durante la infeccion no se asocia a la resina cap.
Sin embargo, también observamos que la proteina VP6 se unid a la resina 4B con la que
preaclaramos los lisados, por lo que tal vez la fraccion de VP6 que observamos unida a la
resina cap, esta asociada a la matriz de la resina mas que al cap en si (Figura 2.7B). Otra
posible explicacion es que tal vez durante la infeccion, VP6 presenta caracteristicas
distintas a las de VP6 expresada con el sistema de baculovirus, que le impiden asociarse al

cap.
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Figura 2.7. Union de VP2 y VP6 recombinantes a la resina cap. Células sf9 fueron infectadas con un
baculovirus recombinante que expresa la proteina VP2 (A) o VP6 (B) de rotavirus. Las células fueron
cosechadas y los lisados fueron posteriormente incubados con 7-metil-GTP sefarosa (resina cap). Las
proteinas se separaron por SDS-PAGE vy después se realiz6 una inmunodeteccion de VP2 o VP6. (Total)
Lisado celular antes de ser incubado con la resina; (NP) proteinas que no se unieron a la resina; (P) fraccion
gue contiene las proteinas pegadas a la resina cap.

Hasta ahora hemos analizado el papel de las proteinas que forman parte del
complejo elF4F que son elF4E, elF4GI y su homologo elF4GII, elF4Al y PABP en el
ciclo replicativo de rotavirus. Lo que se observd es que al inhibir la expresion de estos
factores de inicio de la traduccién, la sintesis de proteinas celulares disminuye alrededor
del 40 % lo que sugiere que si bien estas proteinas son importantes para el inicio de la
traduccion de los mRNAs celulares, no son indispensables. Sin embargo, existe la
posibilidad que al no tener un silenciamiento completo de estos factores, la cantidad
remanente sea suficiente para llevar a cabo este porcentaje de sintesis de proteinas
celulares. Por otra parte se observd, de manera interesante, que la traduccion de los
MRNAs virales no requiere de los factores elF4E, elF4Al, PABP y que utiliza
diferencialmente elF4GIl sobre elF4Gl y ademaés, que estos factores de traduccién
pudieran tener una participacion, directa o indirectamente, en la replicacion y/o en la
transcripcion del genoma viral. Asimismo, se encontrd que la proteina viral VP2 esta
presente en complejos proteicos asociados al cap, aunque no se determinG si esta
asociacion es directa o a través de otras proteinas. Este resultado es muy interesante y abre
la posibilidad de una participacion de proteinas virales en la traduccion de los mMRNAS de

rotavirus.

Efecto de las regiones no traducidas de los RNAs mensajeros virales en la eficiencia de
traduccion en células infectadas
En el control traduccional si bien son importantes los factores de traduccion, es un

hecho que otro factor determinante es el mMRNA. Hay varios aspectos de un mRNA que
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pueden afectar su traduccion. La regulacion transcripcional es un punto de control muy
importante en la expresion de un gen, ya que un mensajero determinado al tener una mayor
tasa de transcripcion, serd& més abundante y aumentardn sus probabilidades de ser
traducido. Ademas del cap en el extremo 5’ y la cola poliA en el 3°, la traduccion de los
MRNAs se puede ver afectada por secuencias que se encuentran alrededor del codén de
inicio asi como por potenciadores traduccionales. Estos Gltimos se encuentran tipicamente
en las UTRs del mRNA pero también pueden estar en la region codificante. Los mRNAs
de rotavirus se caracterizan por tener UTRs pequefias lo cual teéricamente les confiere
ventaja traduccional al no tener una fuerte dependencia especialmente por el complejo de
inicio de la traduccion elF4F. Esto es debido a que su UTR 5’ al no ser muy grande no
deberia formar estructuras secundarias complejas, por tanto su requerimiento por la
helicasa elF4A deberia ser bajo (5, 99).

Considerando la posibilidad de que los mRNAs virales tengan propiedades
intrinsecas que les dan una ventaja traduccional sobre los mRNAs celulares, decidimos
estudiar algunas caracteristicas de los mRNAs de rotavirus que pudieran favorecer su
traduccion durante la infeccion. Parte de los resultados de este trabajo que a continuacion
se describen se publicaron en el articulo “Rotavirus Prevents the Expression of Host
Responses by Blocking the Nucleocytoplasmic Transport of Polyadenylated mRNAs”
(Anexo). Como primer acercamiento decidimos analizar si las UTRs de los mMRNAs virales
jugaban un papel en su traduccion preferencial durante la infeccion. Para esto se
construyeron dos vectores que dirigen la sintesis de dos mMRNASs quiméricos, cRc y VFv
(Figura 2.8A) (construcciones realizadas por I. Mora). cRc contiene el marco de lectura
abierta (ORF) que codifica para la proteina luciferasa de Renilla flanqueado por las UTRs
del MRNA del gen que codifica para globina. Por su parte vFv tiene el ORF que codifica
para la luciferasa de luciérnaga flanqueado por las UTRs derivadas del mMRNA del gen 6 de
rotavirus que codifica para la proteina estructural VP6 (Figura 2.8A). En estos ensayos,
células MA104 fueron transfectadas con los mMRNASs cRc y VFv (transcritos in vitro) antes
0 después de la infeccidén con rotavirus y la traduccion del mRNA de luciferasa, fue
evaluada a las 8 horas postransfeccion en todos los casos. En la figura 2.8B se muestra el
disefio del experimento. El tiempo cero estd determinado por el momento de la
transfeccion y los tiempos a los cuales se infectd se muestran de manera relativa a este
punto. La traduccién de los mRNAs fue determinada midiendo la actividad de cada tipo de

luciferasa y normalizandolas con la cantidad del mRNA correspondiente, que fue
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cuantificado por qRT-PCR. El nivel de traduccion de los mRNAs cRc y vFv en células

infectadas fue comparado con el de células sin infectar.
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Figura 2.8. Las UTRs 5’ y 3’ no determinan la eficiencia de traduccién de mRNAs reporteros en
células infectadas. (A) Representacion esquematica de los mMRNAs reporteros cRc y vFv. cRc contiene el
ORF que codifica para la proteina luciferasa de Renilla flanqueado por 19 y 25 nt derivados de los UTRs 5” y
3’ respectivamente, del mMRNA celular de globina. EI mRNA contiene ademés una cola poliA, la cual fue
introducida en el plasmido que se utilizd como templado para su transcripcién. vFv contiene el ORF que
codifica para la luciferasa de luciérnaga, flanqueado por 23 y 139 nt de los UTRs 5’ y 3’ respectivamente, del
gen 6 de RRV, que codifica para la proteina VP6. (B) Disefio experimental para el analisis de la sintesis de
luciferasa en células MA104 transfectadas a dos tiempos diferentes con respecto a la infecciéon. cRc y vFv
fueron transfectados en células MA104 sin infectar (Mock), 2 h antes de la infeccién con rotavirus RRV
(Prel), o justo después del periodo de adsorcion del virus (Postl). (C) Diez horas después de la transfeccion
del RNA, las células fueron lisadas, y la actividad de cada luciferasa se midié y normalizé con la cantidad del
mRNA transfectado correspondiente, el cual fue cuantificado por qRT-PCR en el mismo lisado. Las
actividades estan representadas como el porcentaje de la actividad normalizada obtenida cuando cada mRNA
(cRc o vFv) fue transfectado en células sin infectar, el cual fue tomado como 1. Se muestra el promedio de
tres experimentos independientes y el error estandar entre ellos.

Observamos que cuando los mMRNAs fueron transfectados antes de que la célula sea

infectada, su nivel de traduccién es muy similar. Para determinar si el tiempo en el cual los
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MRNAs entran a la célula con respecto a la infeccion es importante para su traduccion,
celulas MA104 se transfectaron con cRc y vLv a dos tiempos diferentes con respecto a la
infeccion (Figura 2.8B). De manera interesante cuando los mMRNAs se transfectaron en
células previamente infectadas, la traduccién de ambos se incrementd considerablemente.
Bajo estas condiciones la traduccion del reportero vFv fue ligeramente mejor que la del
reportero cRc (Figura 2.8C). Estos datos sugieren que las UTRs de los mRNAs de
rotavirus no son las responsables de la traduccion preferencial de los mMRNAs virales sobre
los MRNAs celulares y también sugiere que una vez que las células han sido infectadas hay
un cambio en la maquinaria de traduccién que la vuelve mas eficiente, independientemente
del mMRNA que se esté traduciendo. Sin embargo, estos resultados no descartan la
posibilidad que dentro de la region codificante, existan secuencias que estimulen la

traduccion de los mMRNASs virales de manera preferencial.

Localizacion de los mMRNAs poliadenilados en células infectadas

Los datos anteriores indicaron que existe un aumento en la traduccion de un mRNA
poliadenilado transfectado en células infectadas por rotavirus. Entonces, si la traduccion de
los mRNAs poliadenilados no esta blogueada durante la infeccion, sino por el contrario, se
encuentra aumentada, ¢por qué hay una disminucién en la produccion de proteinas
celulares? Una posibilidad es que durante la infeccion se bloquee algun otro paso en la via
de la expresion génica, tal como el exporte de mMRNAs de nicleo a citoplasma, lo cual
provocaria una disminucion de los mRNAs en el citoplasma como consecuencia de su
acumulacion en el nacleo. Para determinar si hay un cambio en la localizacion de los
mRNAs poliadenilados durante la infeccidn, las células MA104 fueron infectadas o no con
RRV vy a las 8 hpi se fijaron e hibridaron con una sonda complementaria a la cola poliA,
(oligo-dT) la cual estaba marcada con biotina. Al mismo tiempo las células se
inmunotifieron con anticuerpos dirigidos contra la proteina viral NSP3 para verificar la
infeccion (experimento realizado por C. Ayala). En la Figura 2.9, panel superior, podemos
observar que los mRNAs poliadenilados se encuentran distribuidos homogéneamente entre
el nacleo vy el citoplasma en células no infectadas. Sin embargo, en las células infectadas,
la cantidad de mRNAs con cola poliA en el citoplasma disminuyd, pero no en el nucleo

(panel medio).
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Figura 2.9. Los mRNAs poliadenilados se acumulan en el nicleo de células infectadas. Células MA104
crecidas en cubreobjetos fueron transfectadas con un siRNA dirigido contra NSP3 (siNSP3) o contra una
secuencia irrelevante como control; 48 hpt las células fueron infectadas (+Virus) o no (-Virus) y 9 hpi las
células se fijaron, permeabilizaron e hibridaron con una sonda de RNA marcada con Biotina. La proteina
viral NSP3 o la sonda marcada fueron detectadas usando los anticuerpos correspondientes y los anticuerpos
secundarios conjugados con un fluoréforo.

Anteriormente en nuestro laboratorio se habia demostrado que durante la infeccién
por rotavirus hay una relocalizacion de la PABP, del citoplasma al nucleo, y que la
responsable de esta relocalizacion es la proteina viral NSP3, ya que al silenciar su
expresion durante la infeccion, la PABP se mantenia en el citoplasma (92). Para determinar
si NSP3 esta involucrada en la disminucion de los mMRNAs poliadenilados en el citoplasma
de células infectadas, decidimos silenciar la expresion de esta proteina viral para después
analizar la localizacién de los mMRNASs celulares. En la Figura 2.9 observamos que cuando
se silenci6 la expresion de NSP3, los mMRNAs con cola poliA permanecen en el citoplasma
de las células, a pesar de estar infectadas. Estos datos sugieren que durante la infeccion
podria haber un blogueo en el exporte de mMRNAs celulares del nudcleo al citoplasma
dependiente de la proteina viral NSP3, lo que resulta en una disminucion en la cantidad de

estos MRNAs en el citoplasma.
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La expresion de un gen reportero en células infectadas depende de su localizacion
subcelular

Para determinar si un bloqueo en el transporte de mMRNAs del ndcleo al citoplasma,
es una de las razones por las cuales se disminuye la produccion de proteinas celulares
durante la infeccion, decidimos evaluar la expresion del reportero luciferasa al introducirlo
a la célula por dos vias distintas. En la primera se transfect6 un plasmido que codifica para
luciferasa de Gaussia. El plasmido tiene que llegar al nucleo, para ser transcrito y
posteriormente el mMRNA debe ser exportado al citoplasma para ser traducido. Por otra
parte, se transfectd directamente el mMRNA de la luciferasa de Gaussia (transcrito in vitro a
partir del mismo plasmido que se transfecto), y al que se le adicion6 o no cola poliA. Para
descartar que diferencias observadas en la actividad del reportero pudiesen ser debidas a
diferencias en las cantidades del mRNA correspondiente (transcrito en la célula o
transfectado directamente), se cuantificd la cantidad de mMRNA presente en cada condicion
por qRT-PCR y la actividad de luciferasa se normaliz6 a la cantidad de mRNA presente en
cada condicion.

En la Figura 2.10A se observa que la actividad del reportero que es expresado por
medio de un plasmido, se inhibe en ceélulas infectadas alrededor de un 80 % en
comparacion con su expresion en células no infectadas. En contraste, cuando el reportero
se expresa a partir de la transfeccion del mRNA transcrito in vitro, la actividad aumenta
aproximadamente 3.5 veces en las células infectadas (Figura 2.10B); de manera interesante
los mRNAs que fueron poliadenilados in vitro se tradujeron mas eficientemente que los
mRNAS que no contienen cola poliA.

Dado que la proteina viral NSP3 es la responsable de la inhibicion de la sintesis de
proteinas celulares, estudiamos si esta proteina es también responsable de la disminucion
en la expresion de luciferasa por medio de un plasmido. Con este fin, analizamos la
expresion de luciferasa en células en las que se interfirid la expresion de NSP3 mediante
RNAI. Los resultados muestran que en condiciones donde se silencié la expresion de
NSP3, la traduccién de luciferasa a partir del plasmido ya no estad disminuida en células
infectadas, y la expresion del reportero a partir de la transfeccion de los MRNASs transcritos
in vitro no se vio afectada (Figura 2.10A y B).

Estos resultados sugieren que en células infectadas, la traduccion de los mMRNAS
poliadenilados, como tal, no se encuentra inhibida. En cambio la inhibicion en la sintesis
de proteinas podria deberse a un bloqueo en el exporte de mRNAs del ndcleo al
citoplasma.
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Figura 2.10. La traduccion de los mRNAs transcritos en el nucleo es inhibida durante la infeccion por
rotavirus. Células MA104 fueron transfectadas con un siRNA dirigido contra NSP3, o contra una secuencia
irrelevante (Irre), e infectadas o no con RRV a una MOI de 5. Inmediatamente después de infectar las células,
se transfectaron con el plasmido pTK-GLuc (A) o con mRNAs transcritos in vitro a partir del mismo
plasmido (B) que codifica para la luciferasa de Gaussia. Doce hpi las células fueron cosechadas y la
actividad de luciferasa fue medida y normalizada con la cantidad mRNA de luciferasa de Gaussia presente en
cada condicidn, (determinado por gRT-PCR). En (A) las actividades estan expresadas como porcentaje con
respecto a la actividad de luciferasa obtenida en células no infectadas, que se tomé como 100 %; en (B) las
actividades estan relacionadas a la actividad obtenida para el mMRNA poliadenilado en células no infectadas,
transfectadas con el siRNA irrelevante. Se muestra el promedio de tres experimentos y el error estandar entre
ellos.

La infeccion por rotavirus cambia la distribucion subcelular de algunos mRNAs
celulares

Para determinar si los mRNAs celulares también cambian su distribucion
subcelular durante la infeccion, decidimos estudiar la localizacion del mRNA de grp78,
cuya transcripcion aumenta en células infectadas, el mMRNA de grp94 que no aumenta y el
MRNA de GAPDH como control. Con este fin, células MA104 fueron infectadas o no y a
distintos tiempos post-infeccion fueron cosechadas separando las fracciones nuclear y
citoplasmica. Los mRNAs de cada gen fueron cuantificados por qRT-PCR en cada
fraccion. En la Figura 2.11 podemos observar que en células no infectadas, los mMRNAs de
grp78, grp94 y GAPDH se localizan principalmente en la fraccion citoplasmica; a medida
que transcurre la infeccion observamos que la cantidad del mRNA de grp78 aumenta, pero
ese aumento se localiza solamente en la fraccion nuclear. Por otra parte, aunque no vemos
un cambio en la cantidad total del mRNA de grp94, observamos que la fraccion
citoplasmica de este mRNA va disminuyendo conforme transcurre la infeccion, mientras
que la cantidad de este mMRNA en el nicleo va en aumento. Como consecuencia podemos
ver que a 12 hpi los mMRNAs tanto de grp78 como de grp94 se encuentran localizados

principalmente en la fraccion nuclear, comparado con las células sin infectar. En contraste,
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el mMRNA de GAPDH mantiene su localizacion principalmente citoplasmica durante toda la

infeccién.
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Figura 2.11. Distribucién subcelular de los mMRNAs celulares en células infectadas. Células MA104
fueron infectadas o no con rotavirus RRV, con una MOI de 5 y a los tiempos post-infeccion indicados (3, 6, 9
y 12 h) se cosecharon separando las fracciones citoplasmica (rosa) y nuclear (azul). EI RNA de cada una de
las fracciones se extrajo con Trizol y los mRNAs de GRP78 (A), GRP94 (B) y GAPDH (C) fueron
cuantificados por qRT-PCR usando oligonucleétidos especificos. (D) Células MA104 fueron tratadas con
400 nM de tapsigargina (Taps) o no (N/T) y a 12 h post-tratamiento las células fueron cosechadas separando
las fracciones citoplasmica y nuclear. La cantidad de los mRNAs de grp78, grp94 y GAPDH fue determinada
en cada fraccion como en A, B y C. Los resultados estan expresados como veces de aumento con respecto a
la cantidad de cada mRNA (grp78, grp94 o GAPDH) presente en la fraccién citoplasmica de células no
infectadas, la cual se tom6 como 1. Se muestra el promedio de tres experimentos y el error estandar entre
ellos. Los asteriscos representan diferencias significativas determinadas por ANOVA (P < 0.05) entre células
tratadas y sus contrapartes sin tratamiento.

Para determinar si el cambio en la distribucion de los mMRNAs de grp78 y grp94 es
un evento disparado por la infeccidn por rotavirus y no una respuesta generalizada de la
celula hacia un estrés, decidimos estudiar la localizacion de estos mMRNAs en células
tratadas con un inductor farmacoldgico de estrés de reticulo endoplasmico, la tapsigargina
(Taps). En la Figura 2.11D podemos ver que a pesar de que hay un gran incremento en la
cantidad de los mMRNAs de grp78 y grp94 causado por el tratamiento con Taps, estos
MRNAs se acumulan principalmente en la fraccion citoplasmica a diferencia de lo que se

observa en las células infectadas. Estos resultados sugieren que durante la infeccién con
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rotavirus la salida de los mRNASs del ndcleo al citoplasma esta bloqueada; de esta manera
si durante la infeccion se transcriben nuevos mRNAs éstos se acumularan en el nucleo de
la célula, como en el caso del MRNA de grp78, en donde observamos que a pesar de que su
transcripcion es inducida, los MRNAS que se estan produciendo permanecen en el nicleo.
También podemos concluir que este cambio en la localizacion de los mMRNASs no es un
evento generalizado provocado por estrés en la célula, sino que es inducido
especificamente por la infeccion viral.
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Figura 2.12. La proteina viral NSP3 es necesaria para el cambio en la distribucion de los mRNAs
celulares durante la infeccion. Células MA104 fueron transfectadas con el siRNA indicado y fueron
infectadas (c/v) o no (s/v) con RRV a una MOI de 5. Doce hpi las células se cosecharon, separando las
fracciones citoplasmica (rosa) y nuclear (azul), para posteriormente extraer el RNA con Trizol. Los mRNAs
de grp78, grp94 y GAPDH fueron cuantificados en cada fraccion por qRT-PCR. Los resultados estan
expresados como veces de aumento con respecto a la cantidad de cada mRNA (grp78, grp94 o GAPDH)
presente en la fraccion citoplasmica de células no infectadas, la cual se tomo como 1. Se muestra el promedio
de tres experimentos y el error estandar entre ellos. Los asteriscos representan diferencias significativas
determinadas por ANOVA (P < 0.05) entre células tratadas y sus contrapartes sin tratamiento.

Para entender el mecanismo que opera durante la retencion de los mMRNAs celulares
en el nucleo de las células infectadas por rotavirus, decidimos estudiar si alguna proteina
viral participa en ello. Se ha descrito previamente que la proteina viral NSP3 es la
responsable de la relocalizacion de la proteina PABP del citoplasma al nucleo durante la

infeccion. Pensando que NSP3, pudiera estar involucrada en la inhibicion de la exportacion
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de los mRNAs celulares, decidimos estudiar si la localizacion nuclear de los mRNAs de
grp78 y grp94 durante la infecciéon depende de la presencia de NSP3. En estos ensayos se
transfectaron células con el siRNA de NSP3 y se determind la distribucion de los mRNAs
mencionados. En la Figura 2.12 observamos que en ausencia de NSP3 hay una
acumulacién de los mMRNAs de grp78 y grp94 pero a diferencia de lo que ocurre durante la
infeccion, esta aparece principalmente en la fraccion citoplasmica. Estos resultados
sugieren que la proteina viral NSP3 estd directa o indirectamente relacionada con la

retencion de mRNAs celulares en el nlcleo de células infectadas.

Durante la infeccion, se hiperadenilan los mMRNAs celulares que se acumulan en el
nucleo.

¢Cual es el mecanismo por el cual NSP3 impide que los MRNAs celulares puedan
ser exportados en células infectadas? Se sabe que la proteina celular PABP viaja entre el
nacleo y el citoplasma de la célula, sin embargo su principal localizacién es citoplasmica.
Se ha reportado que cuando este equilibrio se rompe y PABP se acumula en el nucleo, los
MRNAs que se encuentran en el nicleo se hiperadenilan, es decir su cola poliA es mas
larga de lo normal, sin embargo el mecanismo responsable alin no se ha descrito. Esto a su
vez provoca que el transporte nucleo-citoplasma de estos MRNAs sea inhibido (100). Para
determinar si durante la infeccion los mMRNAs celulares se encuentran hiperadenilados, se
monitore6 el tamafio del mMRNA de grp78 mediante Northern blot. En estos ensayos las
células fueron infectadas o no con rotavirus y a las 12 hpi, el RNA total fue extraido y se
hibridé con oligo-dT, después de la incubacion, el RNA se tratdé con RNasa H y los
productos fueron separados por electroforesis e hibridados con un oligonucleétido marcado
con 3P cuya secuencia es complementaria a una region del mRNA de grp78. En células
infectadas con rotavirus se observo que el tamafio del mRNA de grp78 aument6 de manera
heterogénea comparado con celulas no infectadas (Figura 2.13A). La diferencia en tamafo
es resultado de una hiperadenilacion ya que el tratamiento con RNasa H que degrada la
cola poliA hibridada al oligo-dT, resulté en una migracion similar de los mMRNAs de grp78
provenientes de células sin infectar. Estos resultados sugieren que los mRNAs se
hiperadenilan durante la infeccidn, probablemente debido a la relocalizacion de PABP al

nucleo, lo cual a su vez podria estar bloqueando su exportacion al citoplasma.
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Figura 2.13. Los mRNAs celulares estan hiperadenilados durante la infeccion por rotavirus. (A)
Células MA104 fueron infectadas o0 no con RRV, y a 12 hpi las células fueron lisadas. EI RNA se extrajo con
Trizol, se hibridd, o no, con oligo-dT y posteriormente fue digerido con RNasa H. Los productos de este
tratamiento se resolvieron en un gel de agarosa-formaldehido al 0.8 % y se hibridaron con un oligonucle6tido
para detectar grp78 marcado con *P. Los mRNAs hiperadenilados estan indicados por el corchete [hip(A)
grp78]. Se muestra el RNA ribosomal 18S como control de carga. (B) Células MA104 fueron infectadas o no
con RRV y 12 hpi fueron cosechadas separando las fracciones citoplasmica y nuclear. EI RNA total de cada
una de las fracciones fue extraido por Trizol y posteriormente los mMRNAs poliadenilados se purificaron por
cromatografia de afinidad para ser cuantificados por espectrofotometria. Se muestra el promedio de tres
experimentos y el error estandar entre ellos.

Cuantificacion de mRNAs poliadenilados en células infectadas

Después de establecer que la salida de los mMRNAs celulares esta inhibida durante la
infeccion por rotavirus, nos preguntamos, ¢qué pasa con los mMRNAs poliadenilados ya
existentes en el citoplasma? Para determinar si estaban siendo degradados, se infectaron o
no células MA104 y fueron cosechadas a 12 hpi, separando las fracciones citoplasmica y
nuclear. Se aislaron los mMRNAs poliadenilados mediante una columna de oligo-dT vy
posteriormente se cuantificaron por espectrofotometria. Observamos que en el citoplasma
de células infectadas hay wuna reduccion de los mMRNAs poliadenilados de
aproximadamente 50 % comparado con el citoplasma de células sin infectar (Figura
2.13B). Por otra parte la cantidad de mMRNAs poliadenilados en el ncleo no cambia. Estos
datos sugieren que la disminucion de la cantidad de mRNAs poliadenilados en el
citoplasma de células infectadas podria deberse a la degradacién que normalmente existe
en las células, sin embargo, al estar inhibido el transporte ndcleo-citoplasma de mRNAs,
los que estan siendo degradados en el citoplasma no se pueden restituir por nuevos
MRNAs. Otra posibilidad es que durante la infeccion la degradacion de los mRNAs
aumente, ya sea porque el virus induzca algin mecanismo de degradacion especifico, o

como una respuesta de la célula a la infeccion.
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Figura 2.14. Cuantificacion absoluta del mMRNA y dsRNA del gen 10 de RRV. Células MA104 fueron
infectadas con RRV a una MOI de 5. A los tiempos indicados, las células fueron cosechadas y el RNA fue
extraido con Trizol. Las cantidades del mMRNA (A) y dsRNA (B) del gen 10 de rotavirus (NSP4), 