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Resumen

Los interferones (IFN) representan un componente critico en la resoluciéon de
infecciones virales. Aunque se ha demostrado que algunas cepas de rotavirus
poseen mecanismos para bloquear la producciéon de IFN; una cantidad
significativa de esta molécula antiviral es producida durante la infeccién con
distintas cepas de rotavirus en varios modelos. Ademas, se ha demostrado en
varios estudios in vivo, que en ratones los interferones restringen la replicacion
y el rendimiento viral.

En el presente trabajo se evalué el efecto de IFN en la restriccion de la infeccion
con rotavirus. Al estimular células MA104 con IFN tipo I se encontr6 que la cepa
bovina de rotavirus (UK), es sensible a la estimulacién de las células con IFN, a
diferencia de la cepa de rotavirus de simio (RRV), la cual fue escasamente
afectada por el tratamiento. Mediante la transfeccién de particulas virales de
doble capa (DLPs), que carecen de las proteinas de capa externa VP4 y VP7 pero
son transcripcionalmente activas (y por lo tanto al transfectarlas son capaces de
iniciar una infeccién productiva), se encontré que una de las proteinas de capa
externa es la responsable del fenotipo de resistencia a IFN, ya que en estas
condiciones RRV resultd ser sensible a IFN, con alrededor de 90% de
disminucion en la infectividad.

Empleando rearreglantes entre los virus RRV y UK, se determiné que la proteina
VP4 de la cepa RRV es probablemente la responsable del fenotipo de resistencia
a IFN; ya que se encontr6 una correlacion directa con el gen 4 de RRYV, el cual
codifica a la proteina VP4. También se evalud el efecto de IFN sobre las variantes
Nar3, Narl4 y Narl8, la cuales se derivan de RRV, pero tienen mutaciones
puntuales en el gen de VP4 lo cual les confiere resistencia (nar3) o sensibilidad
(nar 14 y nar 18) al tratamiento de las células con neuraminidasa (NA). Se
encontré que estas tres variantes son sensibles a IFN a diferencia de la cepa
parental RRV, lo cual sugiere que alguna de las mutaciones en comun
posiblemente les confiere este fenotipo, que es independiente de su
susceptibilidad al tratamiento con NA.

Adicionalmente, en este trabajo se demostr6 que la linea celular HUH 7.5.1 es
altamente permisiva a la infeccién una vez que rotavirus ha pasado la fase de
entrada. Con la finalidad de caracterizar los factores determinantes de esta alta
permisividad, se evaluaron dos sistemas antivirales: la actividad de PKR y la
actividad de RNasaL. En el caso de PKR, se encontr6 que el factor eucarionte de
inicio de la traducciéon (elF2a) no se fosforila en células HUH 7.5.1, muy
probablemente debido a que esta linea celular expresa bajos niveles de PKR.

Con respecto a la actividad de RNasa L, no se detect6 la degradacién de RNAs
ribosomales en la linea celular HUH 7.5.1 al transfectarla con RNAdc, a diferencia
de la linea celular MA104. Este hallazgo indica que el sistema 2’5-OAS/RNasa L
no se encuentra activo en la linea celular HUH 7.5.1. Durante la realizacién de
este proyecto, otro grupo de investigacion reporté que esta linea celular no
expresa RNasa L, lo cual explica la falta de actividad de este sistema antiviral.
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I. Introduccion
1.1 Rotavirus: Clasificacion y estructura

Los rotavirus son el principal agente causal de diarrea severa en nifos y
neonatos, y son responsables de mas de 500,000 muertes por afio a nivel
mundial, la mayoria en paises en vias de desarrollo [Parashar et al., 2010]. Estos
virus se clasifican en 7 grupos diferentes (A-G) de acuerdo a su diversidad
antigénica. La mayoria de las infecciones causadas por rotavirus son producidas

por cepas del grupo A [revisado en Estes et al,, 2007].

Estos virus pertenecen a la familia Reoviridae, poseen un genoma compuesto por
11 segmentos de RNA de doble cadena con longitudes que varian desde 660 a
3300 pares de bases. Su genoma se encuentra confinado en una capside con
simetria icosaédrica formada por tres capas concéntricas de proteina [revisado

en Arias et al,, 2004 y Estes et al., 2007].

La capa interna del virus esta compuesta por 120 moléculas de la proteina VP2,
que rodea al genoma viral cuyo tamafio total es de 18,500pb. En el nucleo de la
particula viral se encuentran doce copias de VP1, la RNA polimerasa y de VP3 la
guanililtransferasa. La capa intermedia, consta de 260 trimeros de VP6, que
cubre a VP2 y forma lo que se conoce como particulas de doble capa (DLPs por
sus siglas en inglés), las cuales son transcripcionalmente activas. La capa externa
esta formada por 60 trimeros de la proteina VP4 y 780 copias de la glicoproteina
VP7 organizada en trimeros. La particula madura mide aproximadamente
100nm de diadmetro, presenta en su superficie 132 poros que funcionan como
canales que permiten el flujo de componentes en solucién acuosa hacia el
interior de la capside y el flujo hacia el exterior de los RNA mensajeros recién

formados [revisado en Estes et al., 2007] (Fig. 1).



Figura 1. Representacién esquemadtica de una particula de rotavirus. Este virus esta compuesto
por seis proteinas estructurales, las cuales forman tres capas concéntricas. La capa interna
envuelve al genoma compuesto por once segmentos de RNA de doble cadena, y contiene a la
proteina de andamiaje VP2, a la RNA polimerasa dependiente de RNA VP1 y a la guanilil-metil
transferasa VP3. La capa intermedia estd compuesta por VP6, la proteina estructural mas grande.
La capa externa estd formada por la glicoproteina VP7 y estd decorada con espiculas de la
proteina VP4 (Tomado de Angel et al,, 2007).

1.2 Patogénesis

Rotavirus infecta a los enterocitos maduros del epitelio intestinal. Los cambios
patolégicos causados por este virus se limitan al intestino delgado y la severidad
de la infeccién varia entre distintas especies y depende de la edad del huésped.
En varios modelos animales, la infeccién con rotavirus no estd asociada a
lesiones visibles, sin embargo, en algunos hay lesiones leves como pérdida de
enterocitos y formacién de vacuolas; o en ocasiones cambios mayores, como
hiperplasia de las criptas. En los sujetos afectados por la infeccién, también se
presenta un proceso inflamatorio, sin embargo la inflamacién es moderada en
comparaciéon con la que se produce durante la infeccién con otros patégenos

intestinales [revisado en Ramig, 2004].

La infeccién con rotavirus dafia la funcién del epitelio intestinal. La diarrea que
se produce durante la infeccién es un evento multifactorial producido por efectos
de la replicacion viral y por la respuesta del hospedero [revisado en Ramig,
2004]. La malabsorcién, por ejemplo, resulta en el transito de disacaridos,

carbohidratos, grasas y proteinas dentro del colon. Este bolo no digerido es



osmdticamente activo, impidiendo que el colon absorba agua suficiente, lo cual

provoca una diarrea osmotica [Graham et al., 1988].

Durante la replicacién viral, la proteina NSP4 induce un aumento de los niveles
de Ca?* intracelular, hay un aumento en la secreciéon de CI, esto entre otras
causas, resulta en una diarrea aguda [revisado en Estes et al.,, 2007]. Asimismo,
se ha encontrado que la proteina no estructural NSP4 o fragmentos de ésta,
tienen actividad tipo enterotoxina e inducen diarrea cuando son inoculados en

ratones [Ball et al., 1996].

1.3 Ciclo replicativo

El ciclo replicativo de rotavirus (Fig. 2) comienza con la unién e internalizaciéon
de las particulas virales a su célula hospedera. Estos procesos son mediados por
las proteinas de capa externa VP4 y VP7, las cuales interaccionan con diversas
moléculas en la superficie celular en un proceso finamente osquestado. Entre los
receptores de unién se encuentra el acido sidlico presente en diversos
gangliosidos y la integrina a231. Mientras que las integrinas a21, av3, axf32,
a4B1 y la chaperona hsc70 intervienen en procesos posteriores a la unién inicial
[revisado en Lépez & Arias, 2004]. La acciéon de proteasas sobre la proteina
estructural VP4, da lugar a los polipéptidos VP8 y VP5, los cuales facilitan el
proceso de entrada debido a la interaccién de VP8 con acidos sialicos y de VP5
con integrina a2fB1 [revisado en Arias et al., 2001; Estes, 2001; Lépez & Arias,
2004].
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Figura 2. Ciclo replicativo de rotavirus. Los diferentes pasos en el ciclo de replicaciéon viral se indican con
numeros. 1: Unién del virién a la superficie celular; 2: Penetraciéon y desnudamiento de la particula viral
para dar lugar a una particula de doble capa (DLP); 3: Transcripcién inicial del RNA genémico; 4: Sintesis
de proteinas virales; 5: Ensamblaje de intermediarios de replicacién de una capa y sintesis de RNA de
polaridad negativa; 6: Ensamblaje de intermediarios de replicaciéon de dos capas; 7: Transcripcién tardia
proveniente de los intermediarios de replicacién de doble capa; 8: Segunda ronda de sintesis de
proteinas virales; 9: Ensamblaje tardio de intermediarios de replicaciéon de una capa y sintesis de RNA de
polaridad negativa; 10: Ensamblaje tardio de intermediarios de replicacién de doble capa; 11: Gemaci6on
de intermediarios de replicacion de doble capa a través de la membrana del reticulo endopldsmico y
adquisicién de una envoltura membranosa; 12: Pérdida de la envoltura membranosa y generacién de
viriones maduros de triple capa.

En el proceso de entrada, el virus pierde las proteinas de superficie VP4 y VP7,
dando lugar a una particula de doble capa que es transcripcionalmente activa
(DLP, por sus siglas en inglés). La transcripcién del genoma viral se lleva a cabo
dentro de las DLPs para producir RNA de cadena sencilla de polaridad positiva.
Parte de estos transcritos sirven como mensajeros para la sintesis de proteinas
virales, las que posteriormente se agregan para formar los viroplasmas:
estructuras electrodensas formadas principalmente por las proteinas no
estructurales NSP2 y NSP5. Otra parte de los transcritos se introduce en los
viroplasmas, en donde se lleva a cabo la replicacion del genoma, mediante
intermediarios de replicaciéon formados por las proteinas VP1, VP2 y VP3. Se ha

propuesto que a medida que los mRNA virales se replican se van ensamblando



en la nucleocapside viral. Posteriormente se afiade la proteina VP6 dando lugar a
nuevas DLPs. La morfogénesis viral culmina en el reticulo endopldsmico, donde
se anade la tercera capa proteica formada por VP4 y VP7. Las particulas virales
recién formadas salen de las células infectadas por lisis celular [revisado en

Patton & Spencer, 2000].

Los transcritos virales dirigen la sintesis de seis proteinas estructurales (VP1 a
VP4, VP6 y VP7) y seis proteinas no estructurales (NSP1 a NSP6) [revisado en
Estes et al., 2007]. En la , se describen las principales caracteristicas y

funciones de las proteinas estructurales y no estructurales de rotavirus.

Tabla 1. Principales funciones de las proteinas estructurales y no
estructurales de rotavirus.

Estructurales No estructurales

Proteina Funciones Proteina Funciones

Se une al mRNA viral en 5, envia a
RNA polimerasa dependiente de degradacién a los factores de
VP1 NSP1
RNA, se une al mRNA viral en 3’. respuesta a interferén IRF-3, IRF-5 e

IRF-7.

Tiene actividad de NTPasa, se une a
Cubre al genoma viral, interactiia
RNAss de manera inespecifica, se une a
VP2 con VP5 y se une a RNAss y NSP2
NSP5 y VP1 y forma parte de los
RNAds de manera inespecifica.
viroplasmas.

Guanilil-transferasa y  metil-
Se une al mRNA viral en 3’, inhibe
VP3 transferasa, se une a RNAss de NSP3
sintesis de proteinas celulares.
manera inespecifica.

Enterotoxina que induce diarrea,
Hemaglutinina, participa en
VP4 NSP4 moviliza calcio intracelular, funciona
unién y entrada a la célula.
como receptor para DLPs en RE.

Forma parte de viroplasmas, se une a
VP6 Antigeno especifico de grupo. NSP5 RNAss de manera inespecifica,

interactia con VP2, NSP2 y NSP6

Participa en unién y entrada a la
VP7 NSP6 Interactiia con NSP5.
célula, se une a calcio.




Hasta el momento, se conocen algunos de los mecanismos mediante los cuales
rotavirus usurpa la maquinaria de traduccion de la célula y apaga la sintesis de
proteinas. Rotavirus inhibe la sintesis de proteinas celulares por dos
mecanismos diferentes: 1) Mediante la unién de la proteina viral no estructural
NSP3 al factor de inicio de la traduccion elF4GI, lo cual desplaza a la proteina de
union a poli A (PABP), limitando asi la traduccién de RNAs mensajeros celulares
[Piron et al., 1998] y 2) Por la fosforilacién del factor eucariote de inicio de la
traduccion elF2a, lo que causa la inhibicién de la traduccién de la mayor parte de
las proteinas celulares, mientras los RNAs mensajeros virales son traducidos de

manera eficiente por un mecanismo aun desconocido [Montero et al., 2008].
1.4 Respuesta antiviral
1.4.1 Mecanismos celulares de reconocimiento viral.

Diversas moléculas celulares denominadas PRRs (receptores de reconocimiento
de patrones, por sus siglas en inglés) reconocen componentes estructurales de
patégenos denominados PAMPs (patrones moleculares asociados a patdgenos,
por sus siglas en inglés) [revisado en Gantier et al., 2007]. Estas interacciones
desencadenan la produccién de moléculas involucradas en la defensa ante una
infeccion; en el caso de los virus, inicialmente se producen interferones (IFNs),
los cuales inducen la expresion de cientos de moléculas antivirales [revisado en
Gantier et al, 2007]. A continuacién se describe de manera general estos
sistemas, con un enfoque en el reconocimiento de particulas virales y la
respuesta antiviral inducida a partir de estas interacciones moleculares

tempranas.

Existen dos familias de PRRs responsables del reconocimiento de dacidos

nucleicos:

1) Receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés) los cuales se localizan en

endosomas y/o membrana plasmatica como TLR-3, TLR-7, TLR-8 y TLR-9.

2) RLRs o receptores tipo RIG-1 (del inglés, retinoic acid inducible gene I), los

cuales son receptores citoplasmicos y comprenden a RIG-I, MDA-5 (del inglés,



melanoma differentiation-associated gene 5) y LGP-2 (del inglés, laboratory of

genetics and physiology 2) [revisado en Bowie et al., 2008].

Tanto RIG-I como MDA-5 sefializan a través de la proteina mitocondrial
MAVS/IPS, lo cual induce la activacién de diversos factores de transcripcion
como los factores reguladores de interferéon 3 y 7 (IRF-3 e IRF-7, del inglés
Interferon Regulatory Transcription Factors) y el factor nuclear kB (NF-kB).
Posteriormente estos factores se traslocan al nucleo e inducen la expresion,

entre otras moléculas, de interferones [revisado en Takeuchi et al., 2008] (Fig 3).

O viralinfection Extracellular

> - 2 .
viral ss/dsRNA
O\ Cytoplasm

Endosome

k‘
ra

TRIF
MyD88
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and pro-inflammatory (
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Figura 3. Sistemas antivirales de reconocimiento de RNA. En la izquierda del esquema, se representa el
reconocimiento de productos virales de RNA de cadena sencilla por RIG-I (para RNAs con trifosfato en 5’)
o RNA de cadena doble por MDA-5. Este reconocimiento es regulado por LGP2 de manera negativa,
mientras que CARDIF transduce la sefial de RIG-I, lo cual resulta en la activaciéon de diversos factores de
transcripcion. En la derecha del esquema, se muestra el reconocimiento de RNA de cadena sencilla o
doble por receptores endosomales tipo Toll. Mediante la activacién y el reclutamiento de moléculas
adaptadoras como TRIF y MyD88, los TLRs 3, 7 y 8 activan factores de transcripciéon de respuesta a
interferén (IRFs) y NF-KkB. Estos factores de transcripcién inducen la expresion de interferones (IFNs) y
citosinas pro-inflamatorias (Modificado de Gantier & Williams, 2007).



1.4.2 Estructura y funcion de los interferones.

Los IFNs se producen en respuesta a infecciones virales e inducen un estado
antiviral en varios tipos celulares. Recientemente se ha evidenciado que ademas
de promover la transcripcién de genes que inhiben el ciclo replicativo de muchos
tipos de virus, estas citosinas también orquestan la respuesta inmune adaptativa

ante la infeccion viral [Bonjardim et al., 2009].

Existen tres tipos de interferones. Los IFNs tipo I comprenden la sub-familia mas
grande e incluyen a IFN-a (13 subtipos en humanos) e IFN-. Todos estos [FNs
comparten con los demas miembros de la misma subfamilia (w, €, x, 8 y 1) la
habilidad de ejercer actividad antiviral y se encuentran agrupados en el brazo
corto del cromosoma 9 en humanos, carecen de secuencias intrénicas y son
similares genética y estructuralmente [Revisado en Pestka et al., 2004; Sadler &
Williams, 2008]. Los IFNs tipo I transducen sefiales intracelulares a través de un

receptor comun denominado IFNAR1/2 [Novick et al., 1994].

Sélo existe un IFN tipo II denominado IFN-y. Aunque también tiene actividad
antiviral, el IFN-y es una poderosa citosina inmuno-moduladora que modifica el
ambiente intracelular por medio del reconocimiento de su receptor denominado
IFNGR1/2 [Farrar & Schreiber, 1993]. Recientemente, se identific6 una nueva
familia de IFNs denominados IFNs tipo IlI, la cual consta de tres miembros: (IL)-
29, IL-28A e IL-28B [Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003]. A diferencia de
los IFNs tipo I, los IFNs tipo III si contienen secuencias intrénicas. Su receptor
celular esta compuesto por la cadena [3 del receptor de interleucina 10 y la
cadena a del receptor de interleucina 28 [Kotenko et al., 2003; Sheppard et al,,
2003].

1.4.3 Seializacion inducida por interferones.

La interaccidn de los IFNs tipo I con su receptor heterodimérico formado por las
subunidades IFNAR-1 e IFNAR-2, desencadena la activacion de las cinasas TIK-2
y JAK-1, las cuales fosforilan a los transductores de sefiales y activadores de la
transcripciéon STAT-1 y STAT-2, induciendo su dimerizacién y la asociacion de
este heterodimero al factor IRF9, formando un complejo conocido como ISGF3, el

cual finalmente se trasloca al nucleo e induce la activacién de una gran variedad



de genes estimulados por interferén (ISGs, por sus siglas en inglés) [revisado en

Platanias, 2005; Takeuchi et al., 2008 & MacMicking, 2012] (Fig 4).

El IFN-y se une a un receptor distinto en la superficie celular. Este receptor
también estda compuesto de dos subunidades: IFNGR1 e IFNGR2, los cuales se
encuentran asociados con JAK1 y JAK2 respectivamente. La activaciéon de las
cinasas acopladas a los receptores de IFN-y resulta en la fosforilaciéon del
transductor de sefiales y activador de la transcripcion STAT1, induciendo la
formacion de homodimeros STAT1-STAT1 que se traslocan al nucleo y se unen a
elementos GAS (sitio activado por IFN- y) presentes en el promotor de ciertos

ISGs [Revisado en Platanias, 2005; Takeuchi et al., 2008 & MacMicking, 2012]
(Fig 4).

Los IFNs tipo III activan las mismas vias antivirales que los IFNs tipo I, sin
embargo aunque los factores de transcripciéon activados por ambos tipos de
interferones son idénticos (principalmente el factor ISGF3), comienzan a
apreciarse algunas diferencias en la induccién y en la accién de estas dos familias

de citosinas [revisado en Durbin et al., 2013].

Type | IFN:

IFN-ct, IFN-B,
T - ey Figura 4. Activaciéon de la via clasica JAK-STAT por
IFNAR1 (5 IFNAR2 b interferones (IFNs) tipo I y II. Todos los interferones tipo
Plasma IFNGR1 IFNGR2 [ se unen a un receptor comun en la superficie celular. El
membrane receptor para IFN tipo I estd compuesto por dos
@ @ | @4 subqnidades, IFNAP_U e IFNAR2, las cuales se er_lcuentran
} | asociadas con las cinasas JAK1 y TYK2 respectivamente.
@-@smn o o ﬁ El inico IFN tipo II, IFN- y, se une a un receptor distinto
STAT2 en la superficie celular. Este receptor también esta

compuesto de dos subunidades: IFNGR1 e IFNGR2, los
cuales se encuentran asociados con JAK1 y JAK2
respectivamente. La activacién de las cinasas acopladas a
los receptores de IFN resulta en la fosforilacion de los
transductores de sefiales y activadores de la transcripciéon
STAT2 y STAT1, lo cual conlleva la formaciéon del
complejo STAT1-STAT2-IRF9 (Factor regulador de IFN 9),
el cual se conoce como ISGF3. Este complejo se trasloca al
nucleo y se une a elementos de respuesta a IFN (ISREs) en
el DNA para iniciar la transcripciéon de genes estimulados
por IFN (ISGs). Tanto el IFN tipo I como el tipo II inducen
la formacion de homodimeros de STAT1-STAT1 que se
traslocan al nucleo y se unen a elementos GAS (sitio
) 5 . 1 activado por IFN-y) presentes en el promotor de ciertos
XGT'TTCNNTTCNCJ% 'TTC,'ANNNG/’TA)& ISGs (Tomado de Platanias, 2005).
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1.4.4 Actividad antiviral de genes estimulados por interferon.

Algunos genes estimulados por interferén ampliamente caracterizados son: RIG-I,
DAI (activador de IRFs dependiente de DNA), TRIM (proteinas de la familia con
motivos tripartita), la proteina Mx de resistencia a mixovirus, ADAR (adenosina
desaminasa de RNA), APOBEC3 (enzima reguladora del RNAm de la
apolipoproteina B), PKR (proteina cinasa dependiente de RNAdc), asi como el
sistema 2’,5’-oligoadenilato sintetasa (2’5’0AS)/RNasa L, entre muchos otros

[revisado en Liu et al., 2009].

Estos receptores se activan en respuesta a distintos componentes virales, entre
ellos el RNA de doble cadena (RNAdc). El RNAdc es uno de los PAMPs mas
importantes, ya que una vez que los receptores citoplasmicos detectan esta
molécula se activa una cadena de eventos para inhibir la sintesis general de
proteinas e inducir la produccion de interfer6n y finalmente se induce la muerte
celular de las células infectadas [revisado Gantier et al., 2007]. Recientemente, se
describié que RIG-I y MDA-5, son necesarios para la induccién de la via de IFN

durante la infeccion con rotavirus [Broquet et al., 2011; Sen et al., 2011].

Como se menciond anteriormente, hay distintas vias activadas en respuesta al
RNAdc. En este trabajo sélo se describira en detalle la activacion de PKR y del
complejo 2’-5’0AS/RNasa L, dos de los sistemas antivirales mas importantes
implicados en la inhibicién de sintesis de proteinas, los cuales son objeto de

evaluacion en este proyecto.

La cinasa PKR se expresa en bajos niveles de manera constitutiva en el
citoplasma, en estado no fosforilado y asociada a los ribosomas [Wang et al,,
2004]. Cuando interacciona con el RNAdc mediante uno de sus dos dominios de
uniéon a RNA, experimenta un cambio conformacional que induce su activacion,
su dimerizacién, y finalmente, ejerce su actividad de cinasa al fosforilar al factor
eucarionte de inicio de la traduccion elF-2a en la serina 51, lo cual resulta en la
unién de este factor con elF-2B, inhibiendo asi la sintesis de proteinas [Samuel,

1993].
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La 2’5’ oligoadenilato sintetasa (2°50AS) fue una de las primeras proteinas
antivirales caracterizadas, sin embargo hasta el momento se desconoce su
participacién en diversas infecciones virales. En mamiferos, la familia de estas
proteinas estd compuesta por cuatro miembros: 0AS1, OAS2, OAS3 y OASL
[Rebouillat et al.,, 1999]. Al reconocer al RNAdc, esta proteina experimenta un
cambio conformacional y se activa, dando lugar a la sintesis y posterior
polimerizacién de los 2’5’-oligoadenilatos (2-5A). Estas moléculas, activan a la
proteina RNasa L la cual se dimeriza y cataliza la degradaciéon de RNAs celulares

y virales [Hartmann et al., 2003].
1.5 Mecanismos de rotavirus para evadir la respuesta inmune innata.

Los virus utilizan multiples estrategias para evadir los mecanismos de defensa
de las células y rotavirus no es la excepcion. Se han identificado dos estrategias
mediante las cuales este virus inhibe la sefializaciéon para inducir la produccién
de IFN: a) Degradaciéon via proteasoma de los factores de transcripciéon
reguladores de la respuesta a IFN (IRFs) 3, 5y 7, por medio de la proteina viral
no estructural NSP1 [Barro et al., 2007] y b) Degradacién via proteasoma de la
proteina con repeticiones B-transducina ($-TrCP) mediante la proteina viral no
estructural NSP1; B-TrCP esta implicada en la activaciéon del factor nuclear kB
(NF-xB) [Graff et al., 2009]. Tanto los IRFs como NF-kB, actian como factores de
transcripciéon de IFNs y otras citosinas pro-inflamatorias, por lo cual estos
mecanismos son de suma importancia para la replicacién y propagacion de
rotavirus. Ademads, rotavirus también posee la capacidad de inhibir la
acumulacién en el nucleo de los transductores de sefiales y activadores de la
transcripciéon STAT1 y STATZ,, lo cual resulta en la inhibicién de la expresién de
genes estimulados por interfer6n (ISGs)[Holloway et al., 2009]. El mecanismo de
inhibicién de la traslocacién de estos factores aun no se ha identificado y este
hallazgo sélo se ha demostrado en células infectadas que posteriormente fueron
estimuladas por IFN y no en células estimuladas con IFN (en estado antiviral)

posteriormente infectadas.
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IL. Justificacion

Los interferones representan un componente critico en la resolucion de
infecciones virales. Aunque algunas cepas de rotavirus poseen mecanismos para
bloquear la produccién de IFN, atn asi, se produce una cantidad significativa de
esta molécula antiviral durante la infecciéon con distintas cepas de rotavirus en

varios modelos animales y celulares.

El papel de las proteinas de rotavirus en el bloqueo de la sefializacién inducida
por interferén o en el antagonismo de genes estimulados por interferén, es un
campo poco explorado. En el presente trabajo se evalu6 el ciclo infeccioso de
rotavirus en células estimuladas con IFN tipo I, que representa un modelo de
células en “estado antiviral”, con lo cual se puede determinar si distintas cepas
son afectadas de manera diferencial por los efectos de diversos genes

estimulados por IFN.

La importancia de estos estudios se basa en: a) Generacién de conocimiento
acerca de la biologia molecular de virus de RNA de doble cadena y los
mecanismos que estos emplean para llevar a cabo una infeccién productiva y b)
Identificaciéon de moléculas inducidas por interferé6n con actividad antiviral
especifica contra rotavirus y/o proteinas virales esenciales para la replicaciéon

que puedan ser empleadas como blancos terapéuticos.

Bajo este mismo contexto, en este trabajo se evalu6 la actividad de dos sistemas
antivirales: PKR y RNasa L/2’5’-0AS. De la amplia gamma de moléculas
antivirales, se seleccionaron estos dos sistemas debido a que en nuestro
laboratorio recientemente se identificé que la cinasa PKR es responsable de la
fosforilacion de elF2a durante la infeccién con rotavirus, mientras que el sistema
2’5’-0AS/RNasa L se inhibe durante la infeccién. Tanto la activaciéon de PKR,
como la inhibicién de la RNasa L, se caracterizaron en células MA104, cuya
caracteristica principal es una alta permisividad a la infeccién por rotavirus. En
este trabajo se evalu6 la actividad de estas moléculas antivirales en una linea

celular con permisividad diferencial en fases posteriores a la entrada.
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Estos estudios permitirdn ampliar el conocimiento acerca de los mecanismos
celulares antivirales que participan en la restriccion del ciclo replicativo viral. A
pesar de las vacunas presentes en el mercado, la infecciéon con rotavirus causa la
muerte de aproximadamente 500,000 infantes y neonatos por afio a nivel
mundial, lo cual indica la urgencia de tratamientos efectivos para esta

enfermedad.
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I11. Hipotesis

La estimulacién de células en cultivo con IFN tipo I puede restringir el ciclo
infeccioso de rotavirus de manera cepa dependiente y la distinta permisividad a
la infecciéon de diferentes lineas celulares puede ser debido a variaciones en la

actividad de algunos sistemas antivirales celulares.
IV. Objetivos
Objetivo general

Caracterizar la infeccién de rotavirus en células MA104 estimuladas con IFN tipo

[ y evaluar la permisividad de distintas lineas celulares a la infeccion.
Objetivos particulares

a) Evaluar la infectividad de particulas virales de triple capa (TLPs) y particulas
virales de doble capa (DLPs) de las cepas UK y RRV en células MA104

estimuladas con IFN tipo I.

b) Determinar la contribucién de proteinas virales especificas en la resistencia a

IFN tipo I mediante la infeccién con rearreglantes de las cepas UKy RRV.

c) Estudiar el papel de VP4 en la resistencia a IFN tipo I mediante la evaluacién

de la infectividad de variantes de RRV que poseen mutaciones en esta proteina.

d) Determinar la infectividad de TLPs y DLPs en distintas lineas celulares para
identificar una linea celular con permisividad diferencial en pasos posteriores a

la entrada.

e) Evaluar la sintesis de proteinas durante la infecciéon en la linea celular con

permisividad diferencial, mediante marcaje metabdlico con 35S.

f) Determinar la actividad de PKR durante la infeccién en la linea celular con

distinta permisividad, por medio de la deteccion de elF2a fosforilado.

g) Evaluar la actividad del complejo 2’,5’-OAS/RNasa L en la linea celular con
permisividad diferencial, mediante la deteccién de la degradacién de los RNAs

ribosomales durante la infeccion.
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V. Esquema metodoldgico

Caracterizacion del ciclo infeccioso de rotavirus en células MA104 estimuladas con

IFN tipo 1

Estimular monocapa

de células con IFN
tipo |

Evaluar infectividad Medir infectividad
de TLPs y DLPs de de rearreglantes
RRV y UK RRVXUK

Titular la infectividad
de rotavirus en
distintas lineas

celulares.

Lipofectar con
particulas virales de
doble capa (DLP's) a
lineas poco
permisivas.

Detectar por
electroforesis capilar
si hay degradacion
de RNAs ribosomales
durante la infeccion.

Evaluar mediante
Western Blot si elF2 «
esta fosforilado
durante la infeccion.
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VI. Materiales y Métodos
6.1 Lineas celulares, anticuerpos y reactivos.

Las lineas celulares se crecieron en Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
suplementado con 5% de suero en el caso de MA104 (rifién de mono verde) y
10% de suero mas alta glucosa para HUH 7.5.1 (hepatocarcinoma humano),
Caco-2 (epitelio de adenocarcinoma colorrectal humano) y L929 (fibroblastos
embrionarios de raton). Se utilizaron anticuerpos de conejo anti-fosfo-elF2a y
anti-elF2a de Cell Signaling (Boston, MA). Como anticuerpo secundario se utilizé
un anti-conejo acoplado a peroxidasa A (Pekin Elmer, MA). El Interferén
recombinante IFN-aA/D Sigma-Aldrich (MO, USA), se diluy6 de acuerdo a las
indicaciones del fabricante y se emple6 en el medio de cultivo correspondiente a
cada linea celular. La neuraminidasa de Arthrobacter ureafaciens de Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO) se empled a una concentracién de 80mU/ml como se
describi6 previamente [Mendez et al., 1993]. Para el control de eficiencia de
transfeccion se emple6 el plasmido pcDNA3.1-GFP de expresién en células de

mamifero (Invitrogen, CA).
6.2 Cepas virales.

La cepa RRV de simio empleada en este estudio se obtuvo del laboratorio del Dr.
H. B. Greenberg (Stanford University, Stanford, CA), la cepa bovina UK fue
donada por el Dr. D. R. Snodgrass (Moredun Research Institute, Edinburgh,
United Kingdom) y la cepa porcina YM fue aislada en nuestro laboratorio (Ruiz et
al., 1988). Todas las cepas se propagaron en células MA104 de la siguiente
manera: se activo el virus con una concentracion final de tripsina de 10pg/ml
(Gibco, BRL) por 30 minutos a 37°C. Se infectaron células a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 10 y se cosecharon a las 16 horas mediante lisis por
congelacion. Por ultimo se determind el titulo del lisado viral obtenido como se
indica en el siguiente apartado. Las particulas virales de doble capa (DLPs) de las
cepas UK y RRV, se purificaron por gradientes de densidad en CsCl, como se
report6 previamente [Espejo et al., 1981]. Las rearreglantes RRVXUK empleadas
en este trabajo se describieron previamente [Feng et al.,, 2009], mientras que las
rearrelgantes RRVXxYM se obtuvieron en nuestro laboratorio mediante

coinfecciones con virus de ambas cepas en células MA104. Los lisados virales
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obtenidos fueron sometidos a ensayos en placa para aislar clonas especificas

como se describe en Hoshino et al., 2002.
6.3 Determinacion del titulo viral.

Se emplearon monocapas de células MA104, HUH 7.5.1, Caco-2 y L-929, las
cuales se infectaron con diluciones seriadas de virus de las cepas RRV y UK. A las
14 horas post-infeccion (hpi) se fijaron con acetona al 80% por 30 minutos a
temperatura ambiente (TA), se lavaron con PBS, se incubaron con el suero
policlonal anti-TLPs diluido 1:2000 en PBS por una hora a 37°C, se realizé un
lavado con PBS y se afiadié el anticuerpo anti-conejo acoplado a peroxidasa A
1:3000 en PBS por una hora a 37°C y se realizé un ultimo lavado antes de
proceder al revelado, en el que se anadié a la monocapa celular una solucién de
3-amino-9-etil-carbazole (Sigma), el cual funciona como sustrato para la

peroxidasa y produce una coloracién café en las células infectadas.

El conteo de células infectadas se llevo a cabo en el microscopio 6ptico, se
determiné el titulo viral utilizando la siguiente férmula: [Nimero de focos
contados]x[dilucién de lisado viral]x[9.5 (Area total del pozo)]x[20 (referencia a
1ml de lisado viral)], el resultado se expresé como unidades formadoras de foco

por mililitro (UFF/ml).

En los experimentos en los cuales se determiné el porcentaje (%) de infectividad,
se llevaron a cabo ensayos de infectividad empleando multiplicidades de
infeccion bajas (0.02) con la finalidad de contar aproximadamente 200 focos
infecciosos. Para evidenciar los focos infecciosos se llevaron a cabo ensayos de

inmunoperoxidasa como se indic6 previamente.
6.4 Purificacion de particulas de doble capa (DLPs) y RNAdc.

Los lisados virales producidos como se indic6 previamente, se centrifugaron a
30,000 rpm por 1 h a 4°C empleando un rotor SW40 (Beckman, Fullerton, CA). El
pellet obtenido se resuspendi6 en TN (10mM Tris-HCI pH 7.5, 140mM NaCl) toda
la noche (ON). Se realizaron 3 extracciones con freén, afladiendo un volumen
igual de este solvente y de TN. Al final se recolectaron las fases acuosas, las

cuales se centrifugaron sobre un colch6n de sacarosa al 45% durante 1 hora a
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30,000rpm. Las particulas virales se recuperaron en el pellet de esta

centrifugacion

Para obtener RNA de doble cadena (RNAdc), se realizaron dos extracciones con
fenol/cloroformo del pellet obtenido del colchén de sacarosa. Para obtener DLPs,
la muestra se trat6 con EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid) y se calent6 a
50°C durante 15 minutos antes de pasarla por el colchén de sacarosa, el pellet
obtenido se resuspendié en TN. Este tratamiento desprende la capa externa de

las particulas virales.
6.5 Lipofeccion de DLPs, transfeccion de plasmidos y RNAdc.

La metodologia de lipofeccion de DLPs, transfeccién de plasmidos y RNAdc sélo
varia en la concentracion de las moléculas que se desean lipofectar. En el caso de
DLPs, se diluyeron en MEM libre de suero (s/s) a una concentraciéon de 10ug/ml;
para el plasmido la concentracién usada fue de 100pg/ml; y en el caso de RNAdc
de 10 u g/ml. La concentracién de lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA)
que se emple6 fue de 20ul/ml en todos los casos. La mezcla lipofectante se
afiadi6 a una monocapa confluente de células, se incub6é a 37°C por 1h, la
monocapa se lavdo con MEM s/s y se afiadi6 el mismo volumen de medio
empleado para el crecimiento de las células. En el caso de la lipofeccion con DLPs,
después de la transfeccién, se incubaron las células 14h a 37°C y posteriormente
se fijaron y tifieron por inmunoperoxidasa como se indicé previamente. Las
células transfectadas con RNAdc se cosecharon a las 12 horas para evaluar la
integridad de los RNAs ribosomales y las células transfectadas con el plasmido
de GFP se incubaron por 18h y se cont6 el nimero de células que expresan GFP

en un microscopio de fluorescencia Apotome.
6.6 Marcaje radiactivo de proteinas.

Se infectaron monocapas de células HUH 7.5.1 y MA104 con virus de las cepas
RRV y UK a una MOI de 5, como se indicé en el apartado “cepas virales”. A las 6
horas post-infeccién se incubaron las células con MEM sin metionina (MEM-Met)
suplementado con 25uCi/ml de Easy Tag Express-[35S] labeling mix (Dupont

NEN), las células se incubaron con este medio durante 30 minutos y
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posteriormente se lisaron con RIPA, solucién que contiene: 25mM NaF, 1mM
NaOV, 50nM Tris pH 7.4, 100mM KCL, 1mM EGTA, 1mM DTT, 10% glicerol y 1%
Tritén X-100, suplementada con un coctel de inhibidores de proteasas (Complet
EDTA-free, Roche Indianapolis, IN) por 15 minutos a 4°C. Estos lisados se
centrifugaron por 5 minutos a 13,000 rpm y posteriormente se colectaron los
sobrenadantes, las proteinas se separaron por SDS-PAGE, se sec6 el gel en un
secador con vacio, y se expuso por autoradiografia durante 4 dias a 4°C en una

camara de exposicion a 70°C, para detectar la sefial de la marca radiactiva.
6.7 Western blot

A los lisados celulares obtenidos como se refiere en el parrafo anterior, se les
adicion6 buffer de carga (50mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol,
10% glicerol y 1% de B-mercaptoetanol), posteriormente se hirvieron por 5
minutos y se separaron por SDS-PAGE. Se realizé la transferencia a una
membrana inmobilon-NC (Millipore), durante 1h a 130mA utilizando buffer de

transferencia CAPS 10mM pH 11, 10% de metanol.

Una vez realizada la transferencia, la membrana se trat6 con solucién de bloqueo
(5% leche baja en grasa, 0.1% Tween 20, en PBS) por 12hrs a 4°C,
posteriormente se incub6 con el anticuerpo primario diluido 1:1000 en PBS, 5%
BSA, 0.1% Tween 20 por 24 horas, se realizaron 3 lavados con PBS, 0.1% Tween
20 y se incubd con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa 1:5000 en
PBS, 2% leche, 0.1% Tween 20, por 1h a TA. Por ultimo se lav6 la membrana 3
veces con PBS, 0.1% Tween 20 y se llevo a cabo el revelado con sustrato para
peroxidasa Western Lightening-ECL Enhanced Chemiluminescence Substrate
(Perkin-Elmer, Massachusetts) empleando una pelicula hipersensible Kodak® X-

Omat.
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VII. Resultados

Caracterizacion del ciclo infeccioso de rotavirus en células MA104 estimuladas con

IFN tipo I

7.1 Efecto de interferon tipo I en la infectividad de rotavirus de la cepas

RRVy UK en células MA104 y HUH 7.5.1.

En estudios previos se ha reportado que los interferones restringen la
replicacién de rotavirus y disminuyen el rendimiento viral en heces de ratones
[Broquet et al,, 2011; Frias et al.,, 2011; Pott et al,, 2011; Sen et al., 2011; Sen et al,,
2012]. En el presente trabajo se evalu6 la restricciéon del IFN sobre el ciclo
infeccioso, empleando un interferén recombinante denominado IFN-aA/D, el
cual estimula receptores de IFN tipo I y es activo en distintas células de mamifero.
Se estimularon células MA104 con diferentes concentraciones de IFN-aA/D para
determinar la concentracion y el tiempo de estimulacién 6ptimos para obtener
una maxima inhibicién de la infectividad de las cepas RRV y UK, la cual se evalué
mediante ensayos de inmunoperoxidasa (fig. 1). Se determin6 que rotavirus de
la cepa bovina UK presenta una sensibilidad mayor a IFN que rotavirus de la
cepa RRV, el cual fue escasamente afectado por el tratamiento. La sensibilidad de
rotavirus de ambas cepas aumenta de manera dependiente de la concentracién
de IFN, mientras que el tiempo de estimulacién no induce variaciones en la
sensibilidad observada, por lo cual en futuros ensayos se decidi6 emplear un

tiempo de estimulacion de 16 horas.
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Figura 1. Rotavirus de la cepa bovina UK presenta una mayor sensibilidad al efecto de IFN-aA/D
que rotavirus de la cepa de simio RRV. Se muestra el porcentaje de infectividad de rotavirus de
la cepas UK (izquierda) y RRV (derecha) obtenido en células MA104 a 12, 24 y 36 horas post-
tratamiento (hpt) con IFN-aA/D a concentraciones de 50U, 100U, 250U y 500U respectivamente.
Los datos se normalizaron a 100% con respecto a células no estimuladas con IFN, indicado como
NE. Este experimento se realizé una vez (n=1) por triplicado.

Con la finalidad de evaluar si concentraciones mas altas de IFN-aA/D restringen
en mayor medida la infectividad de rotavirus de las cepas RRV y UK, se
realizaron ensayos empleando concentraciones de 500, 1000, 2500 y 5000 UI. En
estos ensayos solamente se empled un tiempo de estimulacién de 16 horas. Con
todas las concentraciones de IFN-aA/D empleadas, la infectividad de UK fue
significativamente menor (**P<0.01) que la infectividad de RRV en cada caso (fig.
2), sin embargo no se encontraron diferencias significativas en la inhibicion de la
infectividad de UK con las distintas concentraciones de IFN tipo I empleadas, por
lo cual las condiciones que se establecieron para posteriores ensayos fueron: 16

horas de estimulacién con 500 Ul/ml de IFN-aA/D.
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Figura 2. Concentraciones entre 500U y 5000U de IFN-aA/D tienen un efecto similar en la
inhibicién de la infectividad de rotavirus. Se muestra el porcentaje de infectividad de las cepas
UK y RRV obtenido en células MA104 a 16 horas post-tratamiento con IFN-adA/D a
concentraciones de 500U, 1000U, 2500U y 5000U respectivamente. Los datos se normalizaron a
100% con respecto a células no tratadas con IFN, indicado como NT. Se muestran las medias
aritméticas mas desviacion estdndar de dos experimentos independientes (n=2) por triplicado.
Los asteriscos indican diferencias significativas entre la infectividad de UK y RRV en células
tratadas con diferentes concentraciones de IFN (**P<0.01).

Para determinar si el efecto de la estimulaciéon con interferén se conserva
durante todo el ciclo replicativo o se requiere de una estimulacién posterior a la
infeccion para una mayor inhibicién de la infectividad, se estimularon células
MA104 con IFN-aA/D por 16 horas, posteriormente se infectaron con rotavirus
de las cepas RRV y UK durante 1h, se retiré el inéculo viral y se estimularon de
nuevo con IFN-aA/D por 14 horas. Este ensayo sélo se realiz6é una vez ya que no
se observé diferencia entre las células a las que so6lo se les dio el estimulo antes
de la infeccion y aquellas que también fueron estimuladas después de la
infeccidon (fig. 3), lo cual indica que la estimulacién con IFN entes de la infeccién
es suficiente para estudiar el efecto de la inhibiciéon de la infectividad de

rotavirus mediada por esta molécula antiviral.
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Figura 3. El tratamiento con IFN-aA/D antes de la infeccién es suficiente para reducir la
infectividad de rotavirus. Se muestra el porcentaje de infectividad de las cepas RRV y UK
obtenido en células MA104 a 16 horas post-tratamiento con I[FN-aA/D (“IFN 16hrs”) y a 16 horas
post-tratamiento mas 14 horas de estimulacién durante la infeccién (“IFN 16+14hrs”),
empleando una concentracién de IFN-aA/D de 500U. Los datos se normalizaron a 100% con
respecto a células no tratadas con IFN, indicado como NT. Este experimento se realizé una vez
(n=1) por triplicado.

Para continuar con el estudio de la restriccion del ciclo replicativo por IFN tipo I,
se evaluo6 la infectividad de particulas virales de doble capa (DLPs) en células
tratadas con IFN-aA/D. Las DLPs carecen de las proteinas de la capa externa VP4
y VP7, por lo tanto no son naturalmente infecciosas; sin embargo al introducirlas
a la célula mediante ensayos de transfecciéon son transcripcionalmente activas y
son capaces de iniciar el ciclo replicativo viral. Mediante estos ensayos, se
determiné que, a diferencia de los ensayos con particulas virales completas, al
transfectar DLPs de rotavirus de la cepa RRV, este virus result6 ser sensible a IFN
tipo I, disminuyendo su infectividad de manera significativa (***P<0.001) en
alrededor de 90% (fig. 4), lo cual sugiere que alguna de las proteinas de capa
externa de esta cepa (VP4 y/o VP7) podria estar implicada en la resistencia a IFN

tipo L.
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Figura 4. Las proteinas de capa externa de rotavirus de la cepa RRV estan implicadas en la
resistencia a IFN tipo I. Porcentaje de infectividad obtenido al transfectar particulas virales de
doble capa (DLPs) de las cepas RRV y UK en células MA104 a 16 horas post-tratamiento con IFN-
aA/D a una concentracién de 500U. Los datos se normalizaron a 100% con respecto a células no
tratadas con IFN, indicado como NT. Se muestran las medias aritméticas mas desviacién estandar
de tres experimentos independientes (n=3) por triplicado. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre la infectividad de cada cepa en células tratadas con interferén y en células no
tratadas (***P<0.001).

En otros ensayos, encontramos que rotavirus se replica de manera muy eficiente
en etapas posteriores a la entrada en la linea celular HUH 7.5.1 (Ver apartado
siguiente “Evaluaciéon de la permisividad de distintas lineas celulares a la
infeccién”). Para determinar si alguno de los factores implicados en la alta
permisividad de esta linea celular pudiera ser la ausencia expresion de un gen
que se sobre-expresa en presencia de IFN tipo I, se estimularon células HUH 7.5.1
con diferentes concentraciones de IFN- « A/D. En esta linea celular se determiné
que: a) El efecto en la inhibicién de la infectividad es cepa dependiente al igual
que en la linea celular MA104 y b) Contrario a lo esperado, la inhibicién de la
infectividad es mayor que en MA104, tanto para la cepa UK como para RRV y

aumenta de manera concentracion dependiente de IFN (fig. 5).
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Figura 5. La inhibicién de la infectividad de rotavirus por IFN-aA/D es mayor en la linea celular
HUH 7.5.1. Porcentaje de infectividad de las cepas UK y RRV obtenido en células HUH 7.5.1 a 16
horas post-tratamiento con IFN-aA/D a concentraciones de 50U, 100U, 250U, 500U, 1000U,
2500U y 5000U respectivamente. Los datos se normalizaron a 100% con respecto a células no
estimuladas con IFN, indicado como NE. Se muestran las medias aritméticas mas desviacion
estdndar de dos experimentos independientes (n=2) por triplicado. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre la infectividad de RRV y UK en células tratadas con diferentes
concentraciones de interferén (*P<0.05, **P<0.01).

Para probar si el efecto observado mediante la transfeccion de DLPs en la linea
celular MA104 se conserva en la linea celular HUH 7.5.1, se realizaron los
mismos ensayos en esta linea celular. Efectivamente, se corroboré que también
en la linea celular HUH 7.5.1, rotavirus de la cepa RRV se vuelve sensible a los
efectos de IFN cuando DLPs son lipofectadas directamente al interior de las
células (fig. 6), lo cual indica que las proteinas de capa externa también estan
implicadas en la resistencia a IFN tipo I en esta linea celular y que los ISGs que
afectan la replicacion de las DLPs, también se encuentran presentes en esta linea

celular.
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Figura 6. La inhibicion de la infectividad de DLPs de rotavirus por IFN-aA/D es andloga en la
linea celular HUH 7.5.1. Porcentaje de infectividad obtenido al transfectar particulas virales de
doble capa (DLPs) de las cepas RRV y UK en células HUH 7.5.1 a 16 horas post-tratamiento con
IFN-aA/D a una concentracién de 500U. Los datos se normalizaron a 100% con respecto a
células no tratadas con IFN, indicado como NT. Se muestran las medias aritméticas mas
desviaciéon estdndar de dos experimentos independientes (n=2) por triplicado. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre la infectividad de cada cepa en células tratadas con
interferén y en células no tratadas (***P<0.001).

En resumen, se determind que existe una restricciéon de la infectividad de
rotavirus por IFN tipo 1. Se encontré que en la linea celular MA104, la cepa UK es
sensible a los efectos de esta molécula antiviral, mientras que la cepa RRV es
escasamente afectada por el tratamiento. Sin embargo RRV se vuelve sensible a
los efectos de IFN una vez que ha perdido las proteinas de capa externa VP4 y
VP7, lo cual sugiere que alguna de estas proteinas esta implicada en la
resistencia/sensibilidad a IFN tipo I, ya sea interactuando directamente con
alguna proteina antiviral o induciendo algin evento de sefializacién para inhibir
la respuesta antiviral celular; o bien, que la sensibilidad a IFN depende de la via
endocitica empleada por cada una de estas cepas de rotavirus durante el proceso

de entrada [Diaz-Salinas et al., 2013].

La infectividad de TLPs y DLPs de las cepas UK y RRV también se evalu6 en la
linea celular HUH 7.5.1, en la cual el comportamiento de DLPs de ambas cepas es
similar, sin embargo la inhibicién de la infectividad de TLPs es mayor en esta
linea celular (fig. 7). Con estos estudios, se estableci6 que MA104 es un buen
modelo para el estudio del efecto de la sensibilidad a interferén de las cepas de
rotavirus UK y RRV, ya que el fenotipo de sensibilidad de UK y resistencia de RRV

es mas contrastante en esta linea celular.
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Figura 7. La sensibilidad a IFN de rotavirus depende de la cepa viral empleada y este efecto es
independiente de la linea celular utilizada. Porcentaje de infectividad de particulas virales de
triple capa (TLPs) o doble capa (DLPs) de las cepas de rotavirus RRV y UK en células MA104 y
HUH 7.5.1 a 16 horas post-tratamiento con IFN-aA/D empleando una concentracién de 500U.
Los datos se normalizaron a 100% con respecto a células no tratadas con IFN, indicado por la
linea punteada. Se muestran las medias aritméticas mas desviaciéon estiandar de tres
experimentos independientes (n=3) por triplicado para la linea celular MA104 y dos
experimentos independientes (n=2) por triplicado para la linea celular HUH 7.5.1. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre la infectividad de cada cepa en células tratadas con
interferén y en células no tratadas (**P<0.01, ***P<0.001).

7.2 Infectividad de rearreglantes y variantes de rotavirus en células

estimuladas con IFN tipo L.

Una estrategia para identificar el gen o genes virales responsable(s) de algin
fenotipo determinado de rotavirus es el uso de rearreglantes entre cepas que
presentan caracteristicas diferentes. En el presente trabajo, para encontrar una
correlacion entre la resistencia a IFN de algunas cepas de rotavirus y alguna
proteina viral, se evalu6 la infectividad de rearreglantes entre las cepas RRV y
UK en células MA104 estimuladas con IFN tipo I, la tabla 2 muestra el genotipo

de estas rearreglantes.
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Tabla 2. Genotipo de rearreglantes entre las cepas de rotavirus RRV (simio)
y UK (bovino) empleadas en este estudio.
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Al probar la infectividad de las rearreglantes en células MA104 tratadas con IFN
tipo I, se encontré que hay una correlacién entre la sensibilidad a IFN de las
rearreglantes 5, 6 y 7, las cuales tienen los segmentos 3, 4 y 8 de la cepa UK y la
resistencia de las rearreglantes 1, 2, 3 y 4, que tienen segmentos equivalentes de
la cepa RRV (fig. 8). Los ensayos de transfeccidon de DLPs realizados previamente,
sugerian que una de las proteinas de capa externa es la responsable de
determinar la sensibilidad/resistencia a IFN tipo I. Los resultados obtenidos con
las rearreglantes sugieren que la proteina VP4 de la cepa RRV probablemente es
la responsable del fenotipo de resistencia para sobrepasar el “estado antiviral”
de las células estimuladas con IFN tipo [; ya que se encontré una correlacién
directa entre el fenotipo de resistencia observado y el gen 4 de RRY, el cual

codifica la proteina VP4.

Infectividad (%)

RRVUK 1 2 3 4 5 6 7
Cepa viral/Rearreglante

Figura 8. La proteina VP4 de la cepa RRV confiere resistencia a los efectos de IFN tipo I
Porcentaje de infectividad de las cepas UK, RRV y de rearreglantes de estas cepas (presentadas
en orden numérico; ver genotipo correspondiente en Tabla 1) obtenido en células MA104 a 16
horas post-tratamiento con IFN-aA/D empleando una concentracién de 500U. Los datos se
normalizaron a 100% con respecto a células no tratadas con IFN, indicado por la linea punteada.
Se muestran las medias aritméticas mas desviacién estdndar de tres experimentos
independientes (n=3) por triplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas entre la
infectividad de cada virus en células tratadas con interferén y no tratadas (*P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001).
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Para probar si el fenotipo de resistencia/sensibilidad a IFN de las rearreglantes
se conservaba en la linea celular HUH 7.5.1.,, se realizaron los mismos ensayos en
esta linea celular. Se observé el mismo fenotipo en la linea celular HUH 7.5.1, lo
cual indica que el mecanismo de inhibicién de la infectividad por IFN tipo I es

similar en ambas lineas celulares (fig. 9).

Infectividad (%)

RRVUK 1 2 3 4 5 6 7
Cepa viral/Rearreglante

Figura 9. La inhibicion de la infectividad de rearreglantes RRVXUK por IFN-aA/D es andloga en
la linea celular HUH 7.5.1. Porcentaje de infectividad de las cepas UK, RRV y de rearreglantes de
estas cepas (presentadas en orden numérico; ver genotipo correspondiente en Tabla 2) obtenido
en células HUH 7.5.1 a 16 horas post-tratamiento con IFN-aA/D empleando una concentracién
de 500U. Los datos se normalizaron a 100% con respecto a células no tratadas con IFN, indicado
por la linea punteada. Este experimento se realiz6 una vez (n=1) por triplicado.

Se verificé la identidad de las rearreglantes RRVxXUK, para cerciorarnos de que
los resultados de resistencia a IFN tipo [ obtenidos corresponden con el genotipo
descrito. Para esto se extrajo el RNA genémico de las particulas virales de cada
rearreglante, se corrié en un gel de poliacrilamida, y se evidenciaron las bandas
correspondientes a los distintos segmentos del genoma de rotavirus mediante
tincion con plata. Se corrobor6 que todas las rearreglantes poseen los segmentos

indicados en la tabla 2 (fig. 10).
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Figura 10. Confirmacién del genotipo de las rearreglantes RRVxUK. Corrimiento electroforético
del RNA gendmico de las distintas rearreglantes empleadas en este estudio. El RNA se extrajo de
lisados virales por el método de fenol-cloroformo, las muestras se corrieron en geles de
poliacrilamida y las bandas se evidenciaron por tinciéon de plata. De izquierda a derecha se
cargaron las muestras de RNA como se indica: La cepa parental RRV; una mezcla 50:50 de la cepa
RRV y de la cepa UK; la cepa parental UK; las rearreglantes de acuerdo al nimero indicado en la
Tabla 1. Los carriles 3ay 3b indican dos lisados distintos de esta misma rearreglante.

Para corroborar el papel de la proteina VP4 de rotavirus de la cepa RRV en la
resistencia a IFN tipo I, se evalu6 la infectividad de las cepas Nar3, Narl4 y
Nar18 en células MA104 estimuladas con IFN-aA/D. Estas cepas son variantes de
la cepa RRV, pero tienen mutaciones puntuales en el gen codificante para la
proteina de capa externa VP4, lo cual induce cambios estructurales en dicha
proteina que a su vez modifican su via de entrada a la célula. La mutante Nar3 no
requiere de la interaccion con acidos sidlicos para su entrada a las célula, lo cual
la hace resistente al tratamiento de las células antes de la infeccién con
neuraminidasa; enzima que cataliza la hidroélisis de acidos sialicos presentes en
glicanos de la superficie celular [Kim et al., 2011]; de hecho Nar3 fue producida
al realizar varios pases de la cepa RRV en células tratadas con neuraminidasa
[Mendez et al., 1993]. Por el contrario, la cepa parental RRV, debido a su
requerimiento de acidos sidlicos, es sensible a dicho tratamiento. Por otro lado,
las revertantes Narl4 y Narl8, las cuales derivan de la cepa Nar3, también

dependen de la presencia de acido sidlico para unirse a las células y son sensibles
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a neuraminidasa [Mendez et al., 1996]. Las mutaciones en VP4 de la cepa Nar3
se encuentran en los siguientes aminoacidos: 37 (Leu a Pro), 187 (Lys a Arg), y
267 (Tyr a Cys). Mientras que las revertantes Nar14 y Nar18 conservan la lisina
original en la posicién 187 y tienen las mutaciones en los aminoacidos 37 y 267

al igual que Nar3.

Inicialmente se evalué el requerimiento de acidos sidlicos terminales en la
entrada de RRV, Nar3, Narl4 y Narl8. Para esto, se realizaron ensayos de
infectividad en células tratadas con Neuraminidasa. Se corroboro el fenotipo, en
el cual la infectividad de RRV y de las revertantes Nar14 y Narl8 disminuye
drasticamente con el tratamiento de las células con neuraminidasa, mientras que
la infectividad de la mutante Nar3, por el contrario aumenta en un 30%

aproximadamente (fig. 11).
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Figura 11. RRV, Nar14 y Nar18, pero no Nar3, requieren de acidos sidlicos terminales para su
entrada a las células. Porcentaje de infectividad de la cepa parental RRV, la mutante Nar3 y las
revertantes Nar1l4 y Narl8, obtenido en células MA104 tratadas con neuraminidasa a una
concentraciéon de 80mU/ml. Los datos se normalizaron a 100% con respecto a células no
tratadas, indicado por la linea punteada. Se muestran las medias aritméticas mas desviacion
estdndar de dos experimentos independientes (n=2) por triplicado. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre la infectividad de cada cepa en células tratadas con
neuraminidasa y en células no tratadas (*P<0.05).
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Debido a que estas variantes tienen cambios en la proteina VP4, se decidi6
caracterizar su fenotipo con respecto a su sensibilidad a IFN tipo [; se encontré
que independientemente de su sensibilidad o resistencia a neuraminidasa, Nar3,
Nar14 y Nar18, resultaron ser sensibles a IFN (fig. 12). Probablemente si VP4 de
la cepa RRV es la responsable del fenotipo de resistencia a IFN tipo I, una de las
mutaciones en comun en los aminodacidos 37 (Leu a Pro) y/o 267 (Tyr a Cys) les
confiere este fenotipo. Es interesante explorar estos hallazgos con otras
estrategias y determinar el mecanismo mediante el cual VP4 de la cepa RRV

ayuda a sobrepasar los efectos de IFN tipo I durante la infeccién rotavirus.
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Figura 12. Nar3, Narl4 y Narl8, pero no RRV, son sensibles a IFN-aA/D. Porcentaje de
infectividad de la cepa parental RRV, la mutante Nar3 y las revertantes Nar14 y Nar18, obtenido
en células MA104 a 16 horas post-tratamiento con IFN-aA/D a una concentracién de 500U. Los
datos se normalizaron a 100% con respecto a células no tratadas con IFN, indicado por la linea
punteada. Se muestran las medias aritméticas mas desviacién estandar de tres experimentos
independientes (n=3) por triplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas entre la
infectividad de cada cepa en células tratadas con interferon y en células no tratadas
(***P<0.001).

Finalmente, para determinar si el papel de la proteina VP4 en la resistencia a IFN
tipo I se conserva en otras cepas de rotavirus, se evalué la infectividad de la cepa
porcina YM en células estimuladas con IFN tipo I. Debido a que se encontré que
YM al igual que UK es sensible a IFN tipo I, también se evalué la infectividad de
rearreglantes de RRV y YM (Tabla 3). Sin embargo, a diferencia del fenotipo
encontrado usando las rearreglantes de RRV y UK; con las rearreglantes de RRV

y YM no se logr6 encontrar un fenotipo claro de sensibilidad o resistencia a IFN

32



tipo I dado por proteinas virales especificas (fig. 13). Probablemente el
mecanismo de inhibicién de la infeccién sea distinto entre las distintas cepas que
son sensibles a esta molécula antiviral. Se requiere de futuros estudios para

entender la inhibicién de la infectividad de la cepa porcina YM por IFN tipo I.

Tabla 3. Genotipo de rearreglantes de las cepas de rotavirus RRV (simio) y
YM (porcino) empleadas en este estudio.

< < ®» ™ ™ < B
< « = <« W =< B
< ®» ® B = =<« B
< « ®» ® W < B
™ <« ® ® W™ <« ®
< « ®» ® ™ <« ® I
< « <« ®» W <« ®
< < ®» ®» ™ < ®

100 === ————————————

Infectividad (%)

RRV YM 1 2 3 4 5
Cepa viral/Rearreglante

Figura 13. La sensibilidad a IFN tipo I de la cepa YM es un proceso multigénico. Porcentaje de
infectividad de las cepas RRV, YM y de rearreglantes de estas cepas (presentadas en orden
numérico; ver genotipo correspondiente en Tabla 3) obtenido en células MA104 a 16 horas post-
tratamiento con IFN-aA/D empleando una concentracion de 500U. Los datos se normalizaron a
100% con respecto a células no tratadas con IFN, indicado por la linea punteada. Se muestran las
medias aritméticas més desviacién estandar de tres experimentos independientes (n=3) por
triplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas entre la infectividad de cada virus en
células tratadas con interferén y no tratadas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).
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Evaluacion de la permisividad de distintas lineas celulares a la infeccién.

7.3 Determinacion del titulo de rotavirus de las cepas RRV y UK en distintas

lineas celulares.

La linea celular MA104 se emplea cominmente como modelo para estudiar el
ciclo infeccioso de rotavirus. Con la finalidad de encontrar una linea con mayor o
menor permisividad a la infecciéon con rotavirus que MA104, se determiné el
titulo viral de las cepas RRV y UK en las lineas celulares Caco-2, L929 y HUH 7.5.1.
En la figura 14, se presenta un ensayo realizado con un lisado viral de titulo:
2.00E+08 y 5.40E+006 para RRV y UK, respectivamente, obtenido en la linea
celular de referencia MA104. Se puede observar que en todas las lineas celulares
probadas, el titulo viral disminuye con respecto a MA104. Sin embargo, el titulo
obtenido en la linea celular L929, tanto para RRV como para UK, es
aproximadamente dos logaritmos menor que en MA104; lo cual indica que esta
linea es un buen candidato para evaluar si es menos permisiva a la infecciéon con
rotavirus en fases posteriores a la entrada. Por el contrario, en las lineas HUH

7.5.1 y Caco-2 el titulo viral es similar al obtenido en MA104.
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MA104 Caco-2 HUH7.51 L929

Linea celuar

Figura 14. Las lineas celulares Caco-2, HUH 7.5.1 y L929 son menos permisivas a la infeccién
que MA104. Titulo viral de particulas de triple capa (TLPs) de las cepas RRV y UK, representado
como unidades formadoras de foco por mililitro (UFF/ml), en las lineas celulares MA104, Caco-2,
HUH 7.5.1 y L929. Los datos presentados son representativos de un ensayo, el ensayo fue
realizado tres veces con distintos lisados virales de cada una de las cepas.
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En la figura 15, se presenta el niimero de veces que disminuye el titulo viral de
RRV y UK en las distintas lineas celulares en comparacion con MA104. Es decir, el
titulo viral obtenido en MA104 dividido entre el titulo viral obtenido en cada una
de las lineas celulares. Como se puede observar, la diferencia en la linea Caco-2
es de menos de 10 veces. En HUH 7.5.1, el titulo es similar al obtenido en MA104,
siendo s6lo 0.5 veces menor en el caso de RRV y 3 veces el en caso de UK. Sélo se
encontraron diferencias significativas (***P<0.001) en el nimero de veces que
disminuye el titulo en las células L929, siendo aproximadamente 150 veces

menor que en MA104, tanto en el caso de UK como de RRV.
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Figura 15. La linea celular L929 es muy poco permisiva a la infeccién con rotavirus. Nimero de
veces que disminuye el titulo viral de las cepas RRV y UK en distintas lineas celulares con
respecto a MA104, el cual se obtuvo dividiendo el titulo en MA104 entre el titulo obtenido en las
lineas Caco-2, HUH 7.5.1 y L929 respectivamente. Se muestran las medias aritméticas mas
desviaciéon estdndar de tres experimentos independientes (n=3) por triplicado. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre la infectividad viral en cada linea celular con respecto a la
linea celular MA104 (***P<0.001).

7.4 Lipofeccion de particulas virales de doble capa en células poco

permisivas a la infeccion.

Con la finalidad de determinar si el bajo titulo obtenido al infectar con rotavirus
de las cepas UK y RRV a células L929, es debido a la incapacidad del virus para

entrar a las células o a factores enddgenos que impiden su replicacion, se
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llevaron a cabo ensayos de lipofeccion de particulas virales de doble capa (DLPs)

en células MA104 y L929.

En la figura 16 se muestra el nimero de focos infecciosos obtenidos al lipofectar
con particulas de doble capa de las cepas RRV y UK en las lineas celulares MA104
y L929. Se puede observar que el nimero de focos infecciosos al lipofectar DLPs
de ambas cepas es similar en ambas lineas celulares, ain cuando la linea celular
L929 se infecta alrededor de 150 veces menos que MA104 con TLPs. Esto sugiere
que el bloqueo en la infeccién de células L929 es principalmente a nivel de
entrada y que sobrepasando esta barrera estas células son tan permisivas a la

infeccién como células MA104.
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Figura 16. La permisividad de las lineas celulares MA104 y L929 es similar en etapas
posteriores a la entrada. Niimero de focos infecciosos obtenidos al transfectar particulas virales
de doble capa (DLPs) de rotavirus de las cepas RRV y UK en células MA104 y .929. Se muestran
las medias aritméticas mas desviacion estandar de tres experimentos independientes (n=3) por
triplicado. No se encontraron diferencias significativas entre la infectividad de cada virus en las
diferentes lineas celulares.

7.5 Lipofeccion de particulas virales de doble capa en la linea celular

HUH 7.5.1.

La linea celular HUH 7.5.1 es uno de los modelos celulares utilizados
actualmente para el estudio del virus de hepatitis C (HCV)(Bartenschlager &

Pietschmann, 2005; Zhong et al.,, 2005). Esta clona se gener6 a partir de otra
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denominada HUH 7.5, mediante la transfeccion de replicones del genoma de HCV
y la posterior eliminacion de estos mediante el tratamiento con IFN (Zhong et al.,
2005). La clona HUH 7.5 posee mutaciones en el dominio CARD de RIG-I;
asimismo, esta linea al igual que otras lineas celulares hepaticas expresan bajos

niveles de TLRs (Bartenschlager & Pietschmann, 2005; Sumpter et al., 2005).

Las caracteristicas de la linea HUH 7.5.1 y los datos obtenidos previamente, en
donde se determiné que rotavirus se replica muy bien en esta linea celular, con
titulos apenas 3 veces menores que en MA104 en el caso de UK y 0.5 veces
menor para RRV, sugieren que esta linea celular podria ser altamente permisiva
a la infeccién con rotavirus en fases posteriores a la entrada. Debido a esto, se
realizaron ensayos de lipofeccion de particulas de doble capa de las cepas RRV y
UK. Se determindé que la cantidad de focos infecciosos en HUH 7.5.1 es
significativamente mayor que en MA104 (***P<0.001); alrededor de 6 veces mas
en el caso de RRV y 3 veces mas en el caso de UK (fig. 17). Esto sugiere que, en
etapas posteriores a la entrada, el ciclo replicativo viral se lleva a cabo de manera

mas eficiente en la linea HUH 7.5.1 que en MA104.
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Figura 17. La linea celular HUH 7.5.1 es altamente permisiva en etapas posteriores a la entrada.
Numero de focos infecciosos obtenidos al transfectar particulas virales de doble capa (DLPs) de
rotavirus de las cepas RRV y UK en células MA104 y HUH 7.5.1. Se muestran las medias
aritméticas mas desviacién estandar de tres experimentos independientes (n=3) por triplicado.
Los asteriscos indican diferencias significativas entre la infectividad de cada virus en células
MA104 y HUH 7.5.1 (***P<0.001).
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Para descartar que la diferencia en el nimero de focos infecciosos obtenidos
fuese debido a variaciones en la eficiencia de transfecciéon entre ambas lineas
celulares, se llev6 a cabo un control de transfeccién utilizando un plasmido que
expresa a la proteina verde fluorescente (GFP). No se encontraron diferencias
significativas entre el nimero de células que expresan GFP en células MA104 y
HUH 7.5.1 (fig. 18); lo cual indica que ambas células se transfectan con una

eficiencia similar.
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Figura 18. La eficiencia de transfeccién de las lineas celulares HUH 7.5.1 y MA104 es similar.
Numero de células que expresan GFP al ser tratadas con 500ng/pozo-48 de plasmido pcDNA3.1-
GFP. Las medias aritméticas mas desviacion estandar se obtuvieron de tres experimentos
independientes (n=3) contando 20 campos en cada experimento. No se encontraron diferencias
significativas en la eficiencia de transfeccion

7.6 Cinética de replicacion de rotavirus en células HUH 7.5.1.

Para caracterizar el ciclo replicativo y la produccién de particulas infecciosas de
rotavirus de las cepas RRV y UK en células HUH 7.5.1, se llev6 a cabo una cinética
en donde se infectaron células HUH 7.5.1 y MA104 a una MOI de 3 y la
produccion de progenie viral se cuantificé a las 2, 4, 6 y 8 horas post infeccién en
células MA104. Como se puede observar en las figuras 19 y 20, la produccién de
particulas infecciosas de la cepa UK a las horas estudiadas es similar en ambas
lineas celulares, sin embargo en el caso de la cepa RRV hay mads variaciones,
sobre todo en tiempos intermedios (4 y 6 horas post-infeccién). Esto puede
deberse a la cinética del ciclo replicativo, incluyendo la capacidad de entrada del
virus en ambas lineas celulares. Es interesante evaluar la produccién de progenie

viral infecciosa a tiempos mdas avanzados del ciclo replicativo. Cabe mencionar
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que estos experimentos se realizaron a una multiplicidad de infeccién de 3 con
respecto a la linea celular MA104 y se emple6 la misma cantidad de virus para
infectar células HUH 7.5.1, se requiere realizar estos estudios ajustando la MOI a

la linea celular HUH 7.5.1, la cual se infecta menos que MA104.
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Figura 19. La producciéon de progenie viral de la cepa RRV es mayor en la linea celular MA104
que en HUH 7.5.1. Histograma representativo de la produccién de particulas virales infecciosas
de la cepa RRV en la lineas celulares MA104 y HUH 7.5.1. Las infecciones se llevaron a cabo a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 3. Se cosecharon los lisados virales a 2, 4, 6 y 8 horas post-
infeccién y posteriormente se midié el titulo viral de cada lisado, el cual se expresa como
Unidades Formadoras de Foco (UFF)/ml. Este experimento se realizé una vez (n=1) por
triplicado.
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Figura 20. La produccion de progenie viral de la cepa UK es similar en la linea celular MA104
que en HUH 7.5.1. Histograma representativo de la producciéon de particulas virales
infecciosas de la cepa UK en la lineas celulares MA104 y HUH 7.5.1. Las infecciones se llevaron
a cabo a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 3. Se cosecharon los lisados viralesa 2,4, 6y
8 horas post-infecciéon y posteriormente se midié el titulo viral de cada lisado, el cual se
expresa como Unidades Formadoras de Foco (UFF)/ml. Este experimento se realizé una vez
(n=1) por triplicado.
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7.7 Evaluacion de sintesis de proteinas en células HUH 7.5.1 infectadas con

rotavirus.

En células MA104 infectadas con rotavirus se inhibe severamente la sintesis de
proteinas celulares, sin embargo la sintesis de proteinas virales no se ve afectada
(Montero et al.,, 2008). Para estudiar la sintesis de proteinas celulares y virales en
la linea celular HUH 7.5.1 durante la infeccién con rotavirus, se decidi6 evaluar
su produccion mediante experimentos de pulzo y caza. En la figura 21, se
presenta una autoradiografia de un gel de poliacrilamida en donde se corrieron
muestras de lisados de células infectadas con rotavirus de la cepa RRV a una MOI
de 5, tratadas por 1 h con MEMMet/- suplementado con p25 Ci/ml de Easy-tag
express-[35S] antes de la cosecha, la cual se realizé a las 6 horas post-infeccion.
Como controles positivos de inhibicion de la sintesis de proteinas se
transfectaron células con RNA de doble cadena (dsRNA), un activador de la
cinasa PKR; y se trataron células con Tapsigargina, una droga que activa a la
cinasa PERK; ambas cinasas inducen la fosforilacién de elF2q, lo cual resulta en
la inhibicién de la sintesis de proteinas celulares. Como control negativo se
muestran lisados de células no infectadas (Mock Infected, MI). Es importante
notar que en células HUH 7.5.1 infectadas con RRV, no se observa una inhibicién
de la sintesis de proteinas en comparacién con MA104. Este mismo efecto se
observa al transfectar células de ambas lineas con dsRNA. Sin embargo, al tratar
células HUH 7.5.1 con Tapsigargina, se abate completamente la sintesis de
proteinas celulares, al igual que en células MA104. En conjunto estos resultados
sugieren que en la linea celular HUH 7.5.1, se puede inhibir la produccion de
sintesis de proteinas por medio de la fosforilaciéon de elF2a inducida por PERK,
pero no por PKR, la cual se activa en respuesta a dsRNA y es la responsable de la
fosforilaciéon de elF2a durante la infeccién con rotavirus en células MA104 [Rojas

etal., 2010].
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Figura 21. La sintesis de proteinas celulares no se inhibe en la linea celular HUH 7.5.1 durante la
infeccion con rotavirus, pero si mediante el tratamiento con Tapsigargina. Células HUH 7.5.1 y
MA104 se sometieron a los siguientes tratamientos: a) Mock Infected (MI), b) Tapsigargina 1uM,
c) Transfeccion de RNA de doble cadena (dsRNA) 500ng/pozo48 y d) Infeccidén con rotavirus de
la cepa RRV a MOI de 5. A las 6 horas post-infeccion/tratamiento, se realizé un marcaje
metabolico por 30 min con u25 Ci/ml de Easy-tag express-[35S]. La Tapsigargina se afiadi6 30
min antes del marcaje metabdlico y se conservé durante este tratamiento (1h en total). Se
cosecharon las células con RIPA, las proteinas marcadas radiactivamente se resolvieron en 10%
SDS-PAGE y se detectaron por autoradiografia.

7.8 Evaluacion de la fosforilacion de elF2- o en células HUH 7.5.1 infectadas

con rotavirus.

Como resultado de diversos estimulos, se pueden activar cinasas que fosforilan al
factor eucarionte de inicio de la traduccién elF2-q, lo cual resulta en la inhibicion
de la sintesis de proteinas (Sonenberg & Hinnebusch, 2009). La falta de
inhibicién de sintesis de proteinas en la linea celular HUH 7.5.1 durante la
infeccién con rotavirus o al transfectar dsRNA, sugiere que algiin componente de
la via de PKR no permite que elF2a se fosforile. Por esta razdn, se decidié evaluar
esta via en células HUH 7.5.1 durante la infeccién. Se infectarén células de las
lineas MA104 y HUH 7.5.1 a multiplicidades de infeccién de 1, 5y 10. A las 6
horas post-infeccion se cosecharon las muestras y se realizaron ensayos de

western blot, empleando anticuerpos contra elF2a fosforilado (elF2a-P), elF2a
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total (elF2a), Proteina-cinasa R (PKR) y particulas virales de triple capa (TLPs).
En la figura 22 se puede observar que durante la infecciéon no se detect6 elF2a-P
en células HUH 7.5.1. Sin embargo la cantidad de elF2a total es similar en todas
las muestras. También se observa que la linea celular HUH 7.5.1 expresa bajos
niveles de PKR, lo cual puede ser la causa de la falta de fosforilacién de elF2a.
Estos resultados sugieren de manera interesante que la regulacién de la
traduccion durante la infeccion en células MA104 y HUH 7.5.1 podria ser
diferente y que ain cuando elF2a no se fosforila y no se inhibe la sintesis de

proteinas, rotavirus se puede replicar de manera eficiente.
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Figura 22. elF2a no se fosforila en la linea celular HUH 7.5.1 durante la infecciédn con rotavirus,
probablemente por la baja expresiéon de PKR en esta linea celular. Se infectaron células HUH
7.5.1 y MA104 con rotavirus de la cepa RRV a multiplicidades de infeccién de 1, 5 y 10. Se
cosecharon las células con RIPA y las proteinas se resolvieron en 10% SDS-PAGE. Se analizaron
las muestras por Western Blot empleando anticuerpos contra elF2a fosforilado (elF2a-P), elF2a
total (elF2a), Proteina-cinasa R (PKR) y particulas virales de triple capa (TLPs).
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7.9 Evaluacion de la actividad del sistema 2’5’-0AS/RNasa L en células

HUH 7.5.1.

Para continuar con la caracterizacion de la linea celular HUH 7.5.1 y los factores
que determinan su alta permisividad a la infeccién con rotavirus en etapas
posteriores a la entrada, se evalu6 la actividad del complejo 2’5-OAS/RNasa L.
Para esto, se infectaron células HUH 7.5.1 y MA104 con virus de la cepa RRV a
una MOI de 5. Como control positivo de la activacion del complejo 2’5-
OAS/RNasa L se transfectaron células con RNA de doble cadena y como controles
negativos se utilizaron células tratadas con lipofectamina o mock infected.
Posteriormente se extrajo el RNA total y las muestras se analizaron en Nano
Chips RNA 6000 utilizando el Bioanalyzer Agilent 2000 para evaluar la
integridad de los RNAs ribosomales. No se detectdé degradacién de las
subunidades 28S y 18S en células infectadas en la linea celular HUH 7.5.1, al igual
que en la linea celular MA104, en la cual ya se habia determinado previamente
en el laboratorio que durante la infeccién con rotavirus la actividad de este

complejo se encuentra inhibida (Sanchez et al., datos no publicados, y fig. 23).
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Figura 23. Evaluacidén de la integridad de los RNAs ribosomales. Células HUH 7.5.1 y MA104 se
sometieron a los siguientes tratamientos: a) Transfeccion de RNA de doble cadena (dsRNA) a
500ng/pozo48, b) Infeccidn con rotavirus de la cepa RRV a MOI de 5, c) Control de lipofectamina
y d) Mock Infected (MI). Se cosecharon las muestras y se extrajo el RNA total, el cual se analizé
mediante la plataforma basada en microfluidos Agilent 2100 Bioanalyzer, para evaluar la
integridad de los RNAs ribosomales 28S y 18S. El primer carril izquierdo corresponde al
marcador de pesos moleculares y los carriles subsecuentes las muestras en el orden indicado.
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Un hallazgo muy interesante fue que en células HUH 7.5.1 no hubo degradacién
de RNAs ribosomales cuando se transfectaron con RNA de doble cadena. Esto
indicaba que en esta linea celular el complejo 2’5-OAS/RNasa L no se encuentra
activo, lo cual podia ser debido a que estas células per se no expresan
componentes de este sistema antiviral o debido a que el sistema fue alterado
durante el proceso de seleccién de la clona a partir de células HUH 7.5. Mientras
se exploraban estos hallazgos, se reporté que la linea celular HUH 7.5.1 no
expresa RNasa L [Kwon et al., 2013], lo cual explica la ausencia de degradacién

de RNAs ribosomales en esta linea celular.
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VIII. Discusion

Diversos factores determinan la eficiencia del ciclo replicativo viral en una célula.
Algunos de estos incluyen: la presencia de receptores celulares adecuados para
la unién y entrada de las particulas virales a las células hospederas, el control
eficiente de la maquinaria de traduccién y de varios sistemas importantes para el
funcionamiento celular, asi como mecanismos inherentes a la inhibicion de la
respuesta antiviral para lograr una infeccién productiva. Este proyecto se llevé a
cabo con la finalidad de entender la participacién de algunos sistemas antivirales

durante la infeccién con rotavirus.

Una parte de este trabajo se enfoc6 en la caracterizacion del ciclo infeccioso de
rotavirus en células MA104 estimuladas con IFN tipo I. Si bien se ha demostrado
que algunas cepas de rotavirus poseen mecanismos para bloquear la produccién
de IFN [Barro et al,, 2007; Graff et al., 2009], aun asi se produce una cantidad
significativa de esta molécula antiviral durante la infeccién con distintas cepas de
rotavirus en modelos celulares [Holloway et al., 2009; Sen et al., 2011], animales
[La Bonnardiere et al., 1981; Pott et al.,, 2011; Sen et al.,, 2012] y en humanos [De
Boissieu et al., 1993]. Ademas, se ha demostrado en varios estudios que los
interferones restringen la replicacién de rotavirus y disminuyen el rendimiento
viral en heces de ratones [Broquet et al,, 2011; Frias et al., 2011; Pott et al,, 2011;
Senetal,, 2011; Sen etal., 2012].

En el presente trabajo se encontré que la infectividad de la cepa bovina UK en
células MA104 se ve altamente restringida mediante el tratamiento con IFN-
aA/D, con alrededor de un 90% de inhibiciéon; por el contrario, la infectividad de
rotavirus de la cepa de simio RRV fue escasamente afectada. Estos resultados
coinciden con reportes que indican que cepas homoélogas al organismo al que
infectan se replican de manera mas eficiente que cepas heterdlogas [Ciarlet et al.,
1998; Feng et al, 2008]. En fibroblastos embrionarios de ratéon (MEFs), la
replicacién de rotavirus de las cepas UK (bovina), NCDV (bovina) y OSU
(porcina) se ve altamente restringida, mientras que rotavirus de las cepas ETD
(murina) y EHP (murina) se replican de manera eficiente en esta linea celular
[Feng et al., 2009]. De manera interesante, en el trabajo de Feng et al, se

encontrd que la replicacion de la cepa heteréloga de rotavirus de simio RRV es
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similar a la de cepas murinas; evento asociado a la capacidad de degradacién del
factor de respuesta a interferén 3 (IRF-3) mediado por la proteina viral NSP1. De
hecho, la secuencia de aminoacidos de NSP1 de RRV tiene un alto porcentaje de
identidad con respecto a la NSP1 de cepas murinas, por el contrario, la secuencia
de la NSP1 de cepas bovinas o porcinas tiene un porcentaje de identidad mucho
menor con la cepa RRV [Dunn et al., 1994]. Se sugiere que esta homologia de
secuencias determina la capacidad de degradacién de IRF-3 [Feng et al.,, 2009],

sin embargo este hallazgo no ha sido fehacientemente demostrado.

Dado el papel bien establecido de NSP1 en la degradaciéon de IRF3 en MEFS,
pareceria consistente que la baja replicacién de UK en esta linea celular es
debido a la incapacidad de esta cepa para inhibir la produccién de IFN, mientras
que la elevada replicacion de rotavirus de la cepa RRV se asociaria a la inhibicién
efectiva de la produccion de IFN, como se ha propuesto recientemente [Feng et
al,, 2009]. Sin embargo, nuestros resultados indican que aunado a la inhibicién
de la produccion de IFN, existe un bloqueo cepa-dependiente de la infectividad
de rotavirus mediado por moléculas efectoras inducidas por IFN tipo I, como se
ha descrito para otros virus [Schoggins et al., 2011]. Esto implica que, al menos
en la linea celular MA104, rotavirus de la cepa RRV tiene la capacidad de
controlar los mecanismos antivirales inducidos por IFN tipo I, mientras que la

cepa bovina UK no posee dichas caracteristicas.

Mediante una aproximacion sencilla y directa, se evalu6 la participacion de las
proteinas de capa externa de rotavirus en la resistencia a IFN tipo I. Se
transfectaron particulas virales de doble capa (DLPs); las cuales son
transcripcionalmente activas pero carecen de las proteinas externas VP4 y VP7.
Se encontré que rotavirus de la cepa RRV resulté ser sensible al tratamiento con
IFN en ausencia de estas proteinas estructurales, disminuyendo su infectividad
en alrededor del 90%, al igual que la cepa bovina UK. Este hallazgo sugiere que
una o ambas proteinas de la capa externa de rotavirus de la cepa RRV podria ser
responsable de antagonizar alguna(s) molécula(s) efectoras de la respuesta a IFN
tipo I al inicio de la infeccién. Aunque existe la posibilidad de que la via
endocitica que sigue cada una de estas cepas sea determinante de la

resistencia/sensibilidad a IFN tipo 1.
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Se ha demostrado que la infectividad de rotavirus de la cepa Wa disminuye
drasticamente en células de epitelio intestinal (Caco-2 y HT-29) estimuladas con
IFN alfa (tipo I) o gamma (tipo II) [Bass DM, 1997]. Este reporte y nuestros
resultados demuestran que la capacidad infecciosa de distintas cepas de
rotavirus en células en estado antiviral puede variar dependiendo de la cepa
empleada. No obstante, nuestros resultados y los de Bass DM, indican que las
cepas Wa, RRYV, y UK, son sensibles a IFN tipo I una vez que han perdido las
proteinas de capa externa VP4 y VP7. En este mismo reporte, se evalud el efecto
de IFN tipo II en la infectividad de rotavirus de la cepa Wa y se determiné que
dicha cepa también es sensible a esta molécula antiviral, sin embargo cuando se
transfectaron particulas virales de doble capa en células estimuladas con IFN
tipo 1, la infectividad no disminuyé [Bass DM, 1997]. Este hallazgo sugiere que la
expresion diferencial de genes estimulados por interferén tipo I y II afecta de
distinta manera la infectividad de rotavirus. Seria interesante evaluar el efecto de
los tres tipos de IFN (I, Il y III) en la infectividad de particulas virales completas y
de doble capa de distintas cepas. El resultado de estos estudios muy
probablemente ayudaria a entender algunos mecanismos antivirales inducidos

por IFN que afectan el ciclo replicativo de rotavirus.

Una estrategia para identificar un gen viral responsable de algin evento
caracteristico del ciclo replicativo que ocurre de manera cepa dependiente; es el
uso de rearreglantes entre las cepas en las cuales se encuentran dichas
diferencias. En estudios previos, empleando rearreglantes entre algunas cepas de
rotavirus en distintos modelos animales, se ha descrito que las diferencias en los
niveles de replicacidn, produccién de progenie viral y/o virulencia de distintas
cepas es un fenémeno que implica mas de una proteina viral [Offit et al., 1986;
Broome et al,, 1993; Hoshino et al., 1995; Bridger et al., 1998; Ciarlet et al., 1998;
Feng et al, 2011; Wang et al, 2011; Feng et al, 2013]. En cada uno de estos
estudios fueron empleadas distintas condiciones , incluyendo distintos modelos
animales y cepas virales, asi como rearreglantes con una combinacién muy
variada de genes. En la gama de estudios realizados al respecto, se han asociado
varias proteinas estructurales como VP3, VP4 y VP7, asi como las proteinas no

estructurales NSP1, NSP2 y NSP4 con la eficiencia del ciclo replicativo de
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rotavirus [Offit et al., 1986; Broome et al., 1993; Hoshino et al., 1995; Bridger et
al., 1998; Ciarlet et al., 1998; Feng et al,, 2011; Wang et al,, 2011; Feng et al,,
2013].

La mayoria de estos estudios se han realizado en modelos animales, en los cuales
es complicado determinar el nivel al que una proteina viral actia de manera
especifica. Empleando rearreglantes de rotavirus en células en cultivo
estimuladas con IFN es posible estudiar el papel de las proteinas virales en el
antagonismo de la respuesta a IFN. En el presente trabajo, se encontré que hay
una correlacién entre la sensibilidad a IFN de las rearreglantes UK-RRV 5, 6 y 7,
las cuales tienen los segmentos 3 (VP3), 4 (VP4) y 8 (NSP2) de la cepa UK y la
resistencia de las rearreglantes 1, 2, 3 y 4, que tienen segmentos equivalentes de

la cepa RRV.

En los ensayos de transfeccion de DLPs, se encontré que muy probablemente una
de las proteinas de capa externa puede ser la responsable la resistencia a IFN
tipo I. En conjunto, estos datos sugieren que la proteina VP4 de la cepa RRV
probablemente es la responsable del fenotipo de resistencia para sobrepasar el
“estado antiviral” de las células estimuladas con IFN tipo; ya que se encontré una
correlacion entre el fenotipo de resistencia observado y el gen 4 de RRYV, el cual
codifica la proteina VP4. Sin embargo se requieren mas estudios para corroborar
el papel de VP4 y excluir a los genes 3 y 8. Para esto, se propone emplear una
rearreglante que posee todos los genes de RRV excepto el gen 4, la cual se

encuentra en proceso de purificacién en el laboratorio.

La variante Nar3, obtenida a partir de la cepa RRV, tiene mutaciones en el gen
que codifica para VP4, lo cual la hace independiente de acidos sialicos durante el
proceso de entrada [Mendez et al., 1993]. Por otro lado, Nar14 y Nar18, que
fueron seleccionadas a partir de Nar3, poseen una reversion de la arginina 187 a
lisina, lo cual les confiere un fenotipo de dependencia de acidos sidlicos similar al
de la cepa silvestre RRV [Mendez et al.,, 1996]. Recientemente se demostr6 en
nuestro laboratorio que estas mutaciones en VP4, también son determinantes en
la via endocitica empleada por rotavirus [Diaz-Salinas et al., 2013]. En este

trabajo se evalud la infectividad de Nar3, Nar14 y Nar18 en células estimuladas
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con IFN tipo I. Se demostré que todas las variantes son sensibles a esta molécula
antiviral. La explicacién mas factible a este resultado, es que una de las
mutaciones en comun en el gen codificante para VP4, les confiere este fenotipo
(con excepcién de la arginina/lisina, en la posiciéon 187, la cual difiere entre la
mutante Nar3 y las revertantes Narl4 y Narl8). Sin embargo, estas tres
variantes poseen el gen 5 de rotavirus de la cepa humana DS1 [Mendez et al,
1996], lo cual podria considerarse como la causa de la sensibilidad a IFN tipo L.
Esto es poco probable debido a lo siguiente: a) La capacidad/incapacidad de
rotavirus de la cepa DS1 de degradar a los factores de respuesta a interferén
(IRFs) en células tratadas con IFN y células no tratadas es la misma en ambas
condiciones, lo cual funciona como un control interno, b) En los experimentos
realizados en este trabajo, las células se encuentran en estado antiviral, siendo
muy probable que diversos ISGs sean responsables de la restriccién a este nivel y
no la produccién de IFN adicional provocada por la ausencia de degradacion de
IRF3 mediante la proteina NSP1 de la cepa DS1 [Arnold & Patton, 2011], c)
Experimentos realizados en el laboratorio (fig 3 de resultados) indican que el
tratamiento con IFN tipo I después de la infeccién (en células previamente
tratadas con interferdn), no produce una diferencia significativa en la inhibicion
de la infectividad y d) No existe ninguna correlacién con el gen 5 en los

experimentos realizados con las rearreglantes RRVxUK.

Adicionalmente, en este proyecto se realizaron los mismos estudios empleando
rearreglantes entre rotavirus de la cepa porcina YM y la cepa de simio RRV. A
diferencia del fenotipo encontrado usando las rearreglantes de UK, con las
rearreglantes de YM no se logré encontrar una correlacién clara entre el
genotipo y el fenotipo de resistencia a IFN tipo . Muy probablemente el
mecanismo de inhibicién de la infeccion es distinto entre las distintas cepas que
son sensibles a esta molécula antiviral, siendo probablemente de caracter

multigénico en el caso de YM.

Las interacciones entre las dos proteinas de capa externa de rotavirus puede
alterar la especificidad de unién a receptores celulares [Mendez et al., 1996].
Existe la posibilidad de que la interaccién de la proteina VP4 con VP7 determine

la resistencia a IFN y probablemente la interacciéon entre estas proteinas de la
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cepas UK y RRV es distinta a la de las cepas YM y RRV. Se requieren futuros
estudios para caracterizar el papel de las proteinas virales de YM y de otras

cepas en la resistencia/sensibilidad a IFN tipo I.

La segunda parte de este proyecto, se centr6 en la evaluacién de la permisividad
de distintas lineas celulares a la infeccién con rotavirus. Se evalué la infectividad
de TLPs de las cepas UKy RRV en las lineas celulares MA104, Caco-2 y L-929. Los
titulos obtenidos variaron de manera considerable entre cada linea celular, con
diferencias de hasta 150 veces en el caso de la linea celular L-929. Sin embargo al
transfectar DLPs de estas mismas cepas virales, la cantidad de focos infecciosos
fue muy similar en todos los casos. Estos resultados concuerdan con reportes
previos en los que se evalud la infectividad de TLPs y DLPs de diversas cepas
virales en una amplio repertorio de lineas celulares [Bass et al., 1992; Ciarlet et
al.,, 2002]. En conjunto, estos datos indican que el bloqueo principal en el ciclo
replicativo de rotavirus se presenta durante la fase de entrada de las particulas

virales a su célula hospedera.

La linea celular HUH 7.5.1 es uno de los modelos celulares utilizados
actualmente para el estudio del virus de hepatitis C (HCV)(Bartenschlager &
Pietschmann, 2005; Zhong et al.,, 2005). Esta clona se gener6 a partir de otra
denominada HUH 7.5, mediante la transfeccion de replicones del genoma de HCV
y la posterior eliminaciéon de estos mediante el tratamiento con interferén
(IFN)(Zhong et al.,, 2005). La clona HUH 7.5 posee mutaciones en el dominio
CARD de RIG-], asimismo se ha determinado que esta linea, al igual que otras
lineas celulares hepaticas expresan bajos niveles de TLRs (Bartenschlager &

Pietschmann, 2005; Sumpter et al., 2005).

Los sistemas antivirales defectivos en HUH 7.5.1 nos permitieron hipotetizar que
esta linea celular seria altamente permisiva a la infeccién con rotavirus; por lo
cual, se llevaron a cabo ensayos de infectividad con TLPs y DLPs de la cepas UKy
RRV en esta linea celular. Se determin6 que esta linea es altamente permisiva a la
infeccion en pasos posteriores a la entrada. Posteriormente, con la finalidad de
explorar si otros mecanismos antivirales se encontraban defectivos, se evalu6 la

actividad de los siguientes sistemas durante la infeccion: a) Inhibicion de sintesis
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de proteinas mediante la fosforilaciéon del factor eucarionte de inicio de la
traduccién elF2a y b) Degradacién de RNAs ribosomales inducida por el

complejo 2’5’-0AS/RNasa L.

Como resultado de diversos estimulos, se pueden activar cinasas que fosforilan al
factor eucarionte de inicio de la traduccién elF2-q, lo cual resulta en la inhibicion
de la sintesis de proteinas (Sonenberg & Hinnebusch, 2009). En células MA104
infectadas con rotavirus se inhibe severamente la sintesis de proteinas celulares,
sin embargo la sintesis de proteinas virales no se afecta (Montero et al., 2008).
Recientemente en nuestro laboratorio se describié que la proteina-cinasa R
(PKR), la cual se activa en presencia de RNA de doble cadena, es la responsable
de la fosforilacién de elF2a durante la infeccién con rotavirus [Rojas et al., 2010],
probablemente por el reconocimiento de material genético de rotavirus presente
en el citoplasma celular o bien, por el reconocimiento de complejos de
replicacion de RNA de doble cadena, sin embargo no se ha demostrado la

interaccién directa de PKR con ninguno de estos blancos durante la infeccion.

Nuestros resultados indican que en la linea celular HUH 7.5.1, el factor
eucarionte de inicio de la traduccién (elF2a) no se fosforila durante la infeccién
con rotavirus. La falta de fosforilacion de elF2a podria explicarse debido a los
bajos niveles de expresién de PKR, la cinasa que fosforila a este factor durante la
infeccién con rotavirus, sin embargo, no se descarta algin otro factor que
pudiera intervenir; como cambios en la estructura de la proteina elF2-a
producidos durante el proceso mediante el cual se hizo mas permisiva esta linea
celular [Zhong et al., 2005] o algun tipo de desregulacion de esta via en esta linea
celular. Estos resultados sugieren que la regulacion de la traducciéon durante la
infeccion en células MA104 y HUH 7.5.1 podria ser diferente y que aun cuando
elF2a no se fosforila y no se inhibe la sintesis de proteinas celulares, rotavirus se

puede replicar de manera eficiente.

De manera interesante, durante la infeccion con HCV en la linea celular HUH
7.5.1 se detecta al factor elF2a en su estado fosforilado en niveles comparables a
otras lineas celulares [Zhang et al., 2013]. En conjunto estos resultados sugieren

que en la linea celular HUH 7.5.1, se puede inhibir la produccién de sintesis de
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proteinas por medio de la fosforilacion de elF2a inducida por PERK, pero no por
PKR. Se requieren futuros estudios para determinar la contribucién de la via de

PKR durante la infeccion con rotavirus.

Finalmente, se evalud la actividad del sistema 2’,5’-0AS/RNasa L, no se detectd
degradacion de RNAs ribosomales en la linea celular HUH 7.5.1 al transfectarla
con RNAdc, a diferencia de la linea celular MA104. Estos resultados indican que
el sistema 2’5-0AS/RNasa L no se encuentra activo en la linea celular HUH 7.5.1.
Estos resultados se reportaron recientemente por otro grupo de investigacion,
en este trabajo se encontré que la linea celular HUH 7.5.1, al igual que las clonas
HUH 7.5 y HUH 7 no expresan RNasa L, lo cual explica la falta de actividad de este

sistema antiviral [Kwon et al., 2013].
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IX. Conclusiones

1. Se encontr6 que la cepa UK es sensible a IFN tipo I, mientras que la cepa
RRV es poco afectada por esta molécula antiviral en la linea celular
MA104.

2. Los resultados sugieren que una de las proteinas de capa externa es la
responsable del fenotipo de resistencia a IFN tipo I; ya que RRV es
sensible en ausencia de las proteinas VP4 y VP7, con alrededor de 90% de
disminucion en la infectividad.

3. Empleando rearreglantes de los virus RRV y UK, se determiné que la
proteina VP4 de la cepa RRV probablemente es la responsable del
fenotipo de resistencia a IFN tipo I.

4. Se evalud el efecto de IFN tipo I en las cepas Nar3, Nar14 y Nar18. Se
encontrod que las tres cepas son sensibles a IFN, lo cual sugiere que una de
las mutaciones en comun en los aminoacidos 37 (Leu a Pro) y/o 267 (Tyr
a Cys) les podria conferir este fenotipo.

5. Se evalu¢ la infectividad de TLPs y DLPs en distintas lineas celulares y se
identifico que la linea celular HUH 7.5.1 posee una alta permisividad en
pasos posteriores a la entrada.

6. Se determiné que la sintesis de proteinas celulares no se inhibe en células
HUH 7.5.1 durante la infeccién con rotavirus.

7. Se demostré que elF2a no se fosforila en células HUH 7.5.1 durante la
infeccion, probablemente debido a los bajos niveles de expresién de PKR.

8. Se detectdé que el sistema 2’5-0AS/RNasa L no se encuentra activo en la
linea celular HUH 7.5.1. Este hallazgo se report6 recientemente por otro
grupo [Kwon et al., 2013] y se describié que es debido a que esta linea

celular no expresa RNasa L.
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X. Perspectivas

1. Determinar si la resistencia a IFN tipo | mediada por VP4 de la cepa RRV
es debido a la via endocitica empleada durante el proceso de entrada a las

células.

2. Estudiar los genes estimulados por IFN tipo I que inhiben la replicacion

de cepas sensibles a [FN como UKy YM.

3. Estudiar el efecto de otros tipos de IFN (II y III) en la restriccion del ciclo

infeccioso.

4. Determinar cudl(es) de los sistemas antivirales que se encuentran

defectivos en la linea celular HUH 7.5.1 son los determinantes de la alta

permisividad a rotavirus.

5. Estudiar la repercusiéon de la falta de inhibicién de sintesis de proteinas

celulares en la linea HUH 7.5.1 durante la infeccién con rotavirus.

6. Continuar con la caracterizaciéon de la actividad de otros mecanismos

antivirales en la linea celular altamente permisiva HUH 7.5.1.
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