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Resumen

Los rotavirus, son particulas icosaédricas formadas por tres capas de proteinas
concéntricas que rodean al genoma viral constituido por once segmentos de RNA de
doble cadena, que no estan envueltas en una bicapa de lipidos. La capa proteica mas
interna esta compuesta por la proteina VP2, que rodea a las proteinas VP1 y VP3,
asociadas al genoma del virus. La capa intermedia esta formada por VPG6, la cual al
ensamblarse genera particulas de doble capa o DLPs (del inglés, Double-Layered
Particles). Finalmente, la capa mas externa de proteinas se encuentra compuesta por la
glicoproteina VP7, a partir de la cual se proyectan espiculas formadas por la proteina VP4
para formar las particulas infecciosas de triple capa o TLPs (del inglés, Triple-Layered
Particles) (Estes et al. 2013; Trask et al. 2012). En afios recientes se ha avanzado en el
conocimiento mas preciso de los mecanismos moleculares empleados por estos virus
para infectar exitosamente a la célula hospedera. Recientemente se reportd la
identificacion de mas de 500 proteinas celulares relacionadas con la replicacion de
rotavirus (Silva-Ayala et al. 2013). Entre la amplia variedad de factores celulares
identificados en este ensayo, se encontré6 que proteinas involucradas en el sistema de
transporte vesicular mediado por COPI (Coatomer Protein I) pudieran estar relacionadas
estrechamente con la replicacion de rotavirus, ya que su silenciamiento reduce la
infectividad del virus (Silva-Ayala et al. 2013). Con el fin de conocer de manera mas
precisa la funcion de este complejo en la replicacion de rotavirus, en este trabajo se
evalud la participacién de COPI en el ciclo de replicacion viral mediante el uso de
inhibidores como Brefeldina A (BFA) y Golgicida A (GCA), capaces de bloquear el
reclutamiento de COPI hacia las membranas del Golgi, a partir de las cuales se generan
vesiculas que posteriormente son transportadas a diferentes sitios de la célula
(Mossessova et al. 2003; Saenz et al. 2009). Al evaluar los efectos de estos inhibidores en
la replicacion de rotavirus, se encontré que BFA y GCA reducen alrededor de 100 veces
la produccion de la progenie viral infecciosa. Particularmente, se encontré que la
reduccion de la progenie viral provocada por BFA y GCA comienza a perderse cuando
estos inhibidores son adicionados después de la aparicidon de nuevas particulas virales,
sugiriendo que la funcion de COPI esta relacionada con la morfogénesis de rotavirus. Al
analizar el efecto de BFA y GCA sobre el ensamblado de las particulas virales, se
encontré que estos inhibidores bloquean el ensamble de la capa externa del virus

permitiendo solamente la produccién de DLPs. Asimismo, estos inhibidores también



afectaron la movilidad electroforética de VP7, se ha sugerido que el tratamiento con BFA
puede estar relacionado con la alteracion del procesamiento de la cadena de
oligosacaridos unida a VP7, que en ultima instancia pudiera afectar la morfogénesis de
rotavirus (Mirazimi et al. 1996). Sin embargo, BFA y GCA también redujeron
significativamente la progenie infecciosa de la clona 28 de SA11, la cual contiene una
proteina mutante de VP7 que no puede ser glicosilada (Estes et al. 1982). De manera
interesante, la movilidad de esta proteina mutante también se afecta por el tratamiento
con los inhibidores, por lo que el efecto de BFA y GCA parece no estar relacionado a la
alteracion del procesamiento de los oligosacaridos unidos a VP7. Por otra parte, se
encontré que el bloqueo en la adquisicion de la capa externa del virus parece estar
relacionado con la inhibicion de la formacion de los trimeros de VP7, los cuales son
necesarios para que VP7 pueda incorporarse a la particula viral (Aoki et al. 2009), ya que
durante los tratamientos con BFA y GCA no es posible detectar la forma trimérica de esta
proteina. Ademas de esto, también se encontré que los tratamientos con BFA y GCA
alteran la distribucion intracelular de los mondmeros de VP7. Estos resultados, en
conjunto, sugieren que la disrupcion del complejo COPI mediante inhibidores de la
actividad del factor GBF1, provoca una disminucion de la progenie viral infecciosa a través
de bloquear el ensamblado de las proteinas de la capa externa del virus sobre las DLPs
para formar las particulas de triple capa infecciosas, lo cual parece deberse a la inhibicion

de la trimerizacién de VP?7.



l. INTRODUCCION

1.1. Rotavirus

1.1.1. Estructura y morfologia del virién

Los rotavirus son virus no envueltos, que tienen aproximadamente 100 nm de diametro y
estan compuestos por tres capas concéntricas de proteinas que engloban al genoma viral,
el cual consta de once segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA), con un rango de
tamano entre 660 y 3300 pares de bases que codifican para doce proteinas: seis
estructurales (VP1 a VP4, VP6 y VP7) y seis no estructurales (NSP1 a NSP6) (Figura 1a)
(Estes et al. 2013).

La capa mas interna del virién esta compuesta de 120 copias de la proteina VP2 (120
kDa) que se encuentra en forma de dimeros. Asociadas a la parte interna de esta capa
estan las proteinas VP1 (125 kDa) con actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA
y VP3 (88 kDa) con actividades guanilil-transferasa y metilasa. Al interior de la capa de
VP2 se encuentra el genoma del virus. En su conjunto estas proteinas y el genoma
forman el nucleo viral, también conocido como particula de una capa o SLP (del inglés
“Single Layered Particle”) (Figura 1b) (Trask et al. 2012).

Rodeando a la SLP se localiza una capa intermedia mas gruesa formada por 260 trimeros
de la proteina VP6 (mondémeros de 45 kDa), creando particulas de doble capa o DLPs
(Double Layered Particles). El acoplamiento de la proteina VP6 es de gran importancia
para la estructura del virién, ya que ademas de conferir estabilidad al fragil nucleo de la
particula viral, también sirve como un adaptador para las proteinas de la capside exterior
del virus (Trask et al. 2012) (Figura 1b).

Finalmente, sobre la capa intermedia se acoplan 260 trimeros de la glicoproteina VP7
(mondmeros de 37 kDa) creando una estructura continua, en donde se proyectan hacia el
exterior 60 espiculas de 120 A de longitud constituidas por trimeros de la proteina VP4
(88 kDa) para formar las particulas infecciosas de triple capa o TLPs (Triple Layered
Particles) (Figura 1b) (Trask et al. 2012).

10
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Figura 1.- Genoma y estructura de las particulas de rotavirus. a) Segmentos de dsRNA que comprenden el
genoma de rotavirus, los cuales se encuentran numerados de acuerdo a su migracién en el gel. A la derecha
se indican las proteinas codificadas por cada segmento. b) Representacion de una particula madura de
rotavirus, en donde se observa la capa interna o nucleo formado por el complejo de VP1-VP3 recubierto por la
proteina VP2 (verde), asi como la capa intermedia formada por la proteina VP6 (azul) y las proteinas de la
capa externa VP7 (amarillo) y VP4 (rojo) (Tomado de Pesavento et al. 2006).

1.1.2. Proteinas de superficie de rotavirus

1.1.21. VPY

Como se menciond anteriormente, VP7 forma la capa mas externa del virus. Esta es una
glicoproteina que consta de 326 aminoacidos y tiene una cadena de azucares de alto
contenido de manosas anclada en la asparagina 69. Su traduccion inicia a partir de un
coddén de inicio con una secuencia consenso débil, no obstante esta proteina también
contiene un codon de inicio secundario con una secuencia consenso mas fuerte, el cual
esta ubicado 30 codones rio abajo. Cada uno de los codones de inicio precede dos
regiones hidrofébicas en el extremo amino terminal, que funcionan como péptido senal
para que esta proteina pueda anclarse en la membrana del reticulo endoplasmico (RE).
Durante su sintesis, de manera co-traduccional, la proteina se corta en la glutamina 51
por la sefialasa del RE (eukaryote signal peptidase), retirando de esta forma el péptido
senal (Estes et al. 2013; Stirzaker et al.1987).

11



Aunque no se ha determinado la secuencia de retencion necesaria para que VP7 se
mantenga en el RE, se ha encontrado que la presencia de los residuos lle-9, Thr-10 y Gly-
11 en el extremo N-terminal de esta proteina son de especial importancia para su

retencion en el reticulo endoplasmico (Maass y Atkinson, 1994).

La estructura terciaria de VP7, esta formada por un dominio de plegamiento de Rossman
(dominio 1) y por un dominio de barril beta (dominio Il). Esta proteina contiene 4 puentes
disulfuro, uno dentro del domino | y tres en el dominio Il, los cuales son importantes para
el correcto plegamiento de la proteina y el ensamblado de la capa externa (Figura 2a).
Para incorporarse al virion y formar la capa de externa del virus, la proteina VP7 requiere
estar en forma trimérica, lo cual depende de la presencia de iones Ca*" en el medio, ya
que dos iones de este elemento participan en la union de los monémeros de VP7, para
formar el trimero (Figura 2b). La participacién de iones Ca?* libres para la formacién de los
trimeros de VP7 es de especial importancia para la estabilizaciéon de la capa externa de
las particulas virales, ya que en concentraciones menores de 100 nm de calcio, la capa
externa se desprende de las TLPs para generar DLPs (Estes et al. 2013; Aoki et al. 2009;
Trask et al. 2012).

a)

signal I ] I
1 51 78 161 256 312 326

b)

Monomero
de VP7

Figura 2.- Estructura de VP7. a) Diagrama de la estructura primaria de VP7, donde se puede observar el
péptido sefal (residuos 1 a 50, gris claro, signal) asi como los dominios | (amarillo) y Il (naranja) de esta
proteina junto con los extremos N- y C-terminal (gris obscuro). De igual forma se muestra el patrén de los
puentes disulfuro de esta proteina con los numeros correspondientes a los residuos de cisteina. b) Diagrama
de un trimero de VP7, en el cual se puede observar la ubicacion de dos iones ca* (morado) entre la unién de
los monémeros de VP7 (Tomado y modificado de Trask et al. 2012; Aoki et al. 2009).
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1.1.22. VP4

Las espiculas del virus que se proyectan a partir de la capa de VP7 estan formadas por
trimeros de la proteina VP4, la cual estda compuesta por 776 aminoacidos y es una
proteina citosdlica que se localiza entre el viroplasma y la membrana del RE (ver abajo y
Gonzalez et al. 2000). Las espiculas de VP4 poseen una estructura distintiva formada por
dos dominios (un cuerpo central y un dominio globular) que al ser tratados con enzimas
proteoliticas como tripsina generan los fragmentos VP8 (domino globular) y VP5 (cuerpo
central). El corte proteolitico es de gran importancia para el proceso de interaccién del
virus con el receptor celular y el ingreso del virus a la célula (Figura 3) (Estes et al. 2013;
Trask et al. 2012). Sin embargo a diferencia de VP7, la proteina VP4 no se requiere para
el ensamble de la capa externa (Déctor et al. 2002), ocurrido en el ultimo paso de la

morfogénesis del virus.
a) b) [,
S

1 231 248 776

L J 1 J

VpP8* VP5*

VP4

VP5*

Figura 3.- Estructura de VP4. a) Diagrama de la estructura primaria de VP4, donde se observan la posicion de
los diferentes dominios que componen las subunidades VP8 (magenta) y VP5 (naranja). Los numeros
superiores representan las posiciones de aminoacidos que abarca cada dominio. b) Estructura terciaria de
VP4, donde se muestra la distribucidn espacial de los diferentes dominios de VP4, en donde el cuerpo central
formado por VP5 se ubica en la parte inferior de la espicula donde se realiza el anclaje de la proteina a la
capa de VP7 y el dominio globular de VP8 se localiza hacia la parte superior en donde puede interaccionar
con los diferentes receptores celulares (Tomado y modificado de Estes et al. 2013; Trask et al. 2012).

1.1.3. Ciclo general de la replicacién de rotavirus

Aunque los rotavirus poseen un tropismo natural por enterocitos diferenciados del
intestino delgado, estos virus también son capaces de infectar otro tipo de células en
humanos y animales. Muchos de los detalles del ciclo de replicacion de los rotavirus han
sido descubiertos debido a estudios moleculares, bioquimicos y morfolégicos (microscopia
electrénica) realizados en cultivos derivados de células de epitelio renal de mono, en las

cuales el virus se replica eficientemente (Estes et al. 2013).
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Los rotavirus se replican exclusivamente en el citoplasma mediante un proceso altamente
complejo (Figura 4) que comienza con la union o adherencia del virus a la superficie de la
célula hospedera mediante diferentes receptores celulares dependiendo de la cepa, como
el acido sialico, algunas integrinas y la proteina Hsc70 (del inglés, heat shock cognate
protein 70) (Figura 4, paso 1). Hsc70 parece ser de especial importancia para todos la

cepas de rotavirus que han sido estudiadas (Estes et al. 2013).

Una vez unido a la superficie celular, la entrada del rotavirus a la célula se puede realizar
a través de distintas vias endociticas (dependientes o independientes de clatrina) de
acuerdo a la cepa viral (Gutiérrez et al. 2010). Independientemente de la via de entrada,
los virus internalizados son transportados hasta los endosomas tempranos. Algunas
cepas, como el rotavirus de simio rhesus (RRV) parecen perder la capa proteica mas
externa en estos organelos y liberar al citoplasma particulas de DLPs para comenzar la
transcripcion de los mRNAs a partir de cada uno de los segmentos del genoma viral. Sin
embargo, otras cepas virales como el rotavirus bovino UK, parece llegar hasta endosomas
tardios, a partir de los cuales entra al citoplasma (Diaz-Salinas et al. 2014; Trask et al.
2012) (Figura 4, pasos 2 y 3).

Posteriormente, los mRNAs dirigen la sintesis de proteinas virales que son reclutadas en
estructuras citoplasmaticas electro-densas denominadas viroplasmas (Figura 4, paso 4),
en los cuales se localiza la mayoria de las proteinas estructurales del virus (VP1, VP2,
VP3 y VP6), asi como las proteinas no estructurales NSP2 y NSP5, que representan los
componentes mayoritarios de estas estructuras. Particularmente, NSP2 y NSP5 son
capaces de inducir la formacion de estructuras parecidas a viroplasmas cuando son co-
expresadas en ausencia de las demas proteinas virales (Trask et al. 2012; Fabbretti et al.
1999).

Los viroplasmas pueden asociarse a las gotas lipidicas (Lipid Droplets, LDs), las cuales se
ha reportado que son necesarias para la correcta formacion de los viroplasmas, ya que el
bloqueo o la interferencia de la formacion de estos organelos reduce el numero de

viroplasmas y la produccion de virus infeccioso (Cheung et al. 2010).
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Figura 4.- Ciclo de replicaciéon de rotavirus. El virion de rotavirus se une a la superficie celular a través de
receptores celulares en la membrana y es internalizado por medio de distintas vias endociticas hacia los
endosomas, a partir de los cuales es liberado en forma de DLP al citoplasma. Una vez en el citoplasma las
DLPs producen los mRNAs encargados de dirigir la sintesis de las proteinas virales, las cuales son reclutadas
en los viroplasmas donde se lleva a cabo la replicacién del genoma y el ensamblado de nuevas DLPs. Las
nuevas DLPs geman hacia el interior del RE, donde adquieren la capa externa de proteinas para convertirse
en particulas de TLPs maduras, las cuales son liberadas al medio extracelular mediante exocitosis o lisis
celular para iniciar un nuevo ciclo de replicacion (Tomado y modificado de Trask et al. 2012).

Los viroplasmas representan las fabricas en donde se realizan la replicacion y el
empaquetado del genoma en nuevas particulas virales. Este tipo de inclusiones no solo
recluta las proteinas de la capside de rotavirus, sino que ademas en éstos se logra la
regulacion espacial y temporal de las interacciones entre las proteinas virales, permitiendo
que la replicacion y empaquetamiento del genoma esté coordinado con el ensamblado de
las particulas para permitir la produccion correcta de progenie viral infecciosa (Patton et
al. 2006) (Figura 4, paso 5 y 6). El mecanismo de empaquetamiento selectivo que permite
la presencia de cantidades equimolares de los segmentos gendmicos en las particulas de
rotavirus no se conoce con claridad, pero independientemente del mecanismo utilizado
para el ensamblado de las SLPs, se ha propuesto que éstos se unen a la superficie de los
viroplasmas, que se encuentra enriquecida con la proteina VP6, en la cual

subsecuentemente se convierten en DLPs (Patton et al. 2006).
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Posteriormente, las nuevas DLPs geman hacia el interior del RE, a través de sitios de la
membrana modificados por la presencia de VP7 y por una segunda glicoproteina viral,
llamada NSP4, a la cual ademas pueden asociarse las espiculas de la proteina VP4
(Figura 4, paso 7) (Suzuki et al. 1993; Maass y Atkinson, 1990; Soler et al. 1982).

NSP4 (20 kDa) es una proteina no estructural de 175 amino acidos, modificada en su
extremo amino terminal por dos cadenas ricas en manosa, mediante N-glicosilacién en las
asparaginas 8 y 18. Al igual que VP7, NSP4 también es una proteina residente del RE, sin
embargo, la mayor parte de ésta se encuentra orientada hacia el citosol (Estes et al. 2013;
Bergmann et al. 1989). Se ha descrito que la asociacion de NSP4 con la proteina VP6 de
las DLPs sirve como receptor para la induccion del proceso de gemacion de estas
particulas hacia el interior del RE, proceso durante el cual las particulas adquieren una
membrana transitoria que contiene a las proteinas NSP4, VP7 y VP4 (Au et al. 1989;
Chasey, 1977; Poruchynsky y Atkinson, 1991). Posteriormente, conforme la particula
avanza hacia el interior del RE, la bicapa lipidica adquirida durante el proceso de
gemacion es removida junto con NSP4, permitiendo simultdneamente el ensamble de las
proteinas VP7 y VP4, para producir asi las particulas maduras finales de triple capa, que

son infecciosas (Figura 4, paso 8) (Petrie et al. 1981; Suzuki et al. 1993).

Aunqgue el mecanismo de remocion de la capa transitoria de lipidos no se conoce, se ha
sugerido que la proteina VP7 puede ser importante para este proceso, ya que en
condiciones en que se ha disminuido su sintesis por interferencia del RNA (RNAI), o bien
por un tratamiento prolongado con un agente reductor que impida la formacién de puentes
disulfuro y el plegamiento correcto de VP7, se previene la pérdida de lipidos de las
particulas intermediarias, las cuales se acumulan en el lumen del RE (Lopez et al. 2005;
Svensson et al. 1994). Asimismo, la maduracion de las particulas de rotavirus es un
proceso dependiente de calcio, ya que tratamientos que disminuyen los niveles de calcio
en el RE reducen la produccion viral y provocan que los virus ensamblados sean casi
exclusivamente DLPs (Shahrabadi y Lee, 1986; Shahrabadi et al. 1987; Poruchynsky et
al. 1991). El calcio se requiere durante la morfogenesis de rotavirus ya que es necesario
para la formacion de los trimeros de VP7, y esta estructura trimérica es indispensable
para que la proteina se incorpore a DLPs y forme la capa externa del virus. Se ha
sugerido que la interaccion entre si de los trimeros de VP7 durante su ensamblado en la
particula, excluye eventualmente la membrana de lipidos adquirida durante la gemacion
(Aoki et al. 2009; Estes et al. 2013).
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Finalmente, estas nuevas particulas de TLPs son liberadas al medio extracelular por
medio de una ruta exocitica independiente del Golgi o por lisis celular, dependiendo del
tipo de célula (Figura 4, paso 9). Una vez liberadas las nuevas particulas, estas requieren
del corte proteolitico de VP4 para producir los fragmentos de VP8 y VP5 presentes en las
particulas infecciosas finales capaces de comenzar un nuevo ciclo de replicacion (Figura
4, paso 10) (Trask et al. 2012).

1.2. Transporte vesicular

De manera muy simple, se puede pensar que las células eucariotas son una coleccion de
organelos internos espacialmente distribuidos dentro del citoplasma. La comunicacién
entre estos compartimientos se encuentra mediada por distintos eventos de trafico
intracelular, algunos de los cuales se realizan por transporte vesicular (Alberts et al.
2002). Durante este proceso, los componentes a ser transportados (proteinas,
carbohidratos y lipidos) son seleccionados e incluidos en vesiculas con diametro
aproximado de 50 a 100 nm, las cuales al ser liberadas de su sitio de origen viajan a
través del citoplasma hasta alcanzar su compartimiento de destino, en donde su fusién

permite la entrega de su contenido (Popoff et al. 2011).

La mayoria de las vesiculas de transporte se forman a partir de regiones de membranas
cuyas superficies citosdlicas se encuentran recubiertas por proteinas distintivas. Estas
estructuras son liberadas en forma de vesiculas recubiertas de proteinas, las cuales
posteriormente pierden su recubrimiento proteico antes de fusionarse con su
compartimiento de destino. Existen varios tipos de vesiculas que actuan en distintos sitios
de la célula, las cuales se distinguen por el tipo de proteinas estructurales que las
conforman. Las mejor caracterizadas son aquellas recubiertas de clatrina, de COPI y de
COPII (Alberts et al. 2002).

1.2.1. Complejo de proteinas COPI (Coatomer protein 1)

El complejo de proteinas de COPI esta constituido por 7 subunidades diferentes (a, B, B,
0, €, Yy (), las cuales forman vesiculas recubiertas capaces de capturar de forma eficiente
proteinas de membrana que posean algunos de los motivos dilisina KKXX o KXKXX
(donde X es cualquier aminoacido), asi como proteinas luminales con la secuencia KDEL
(lisina- acido aspartico- acido glutamico- leucina) en su extremo C-terminal (Kirchhausen,
2000).
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En el evento inicial del transporte mediado por vesiculas recubiertas con COPI, la GTPasa
ARF1 (del inglés, ADP ribosilation factor 1) es activada al unirse a una molécula de GTP a
través de una reaccion mediada por el factor de intercambio de guanina (GEF)
denominado GBF1 (del inglés, Golgi-specific Brefeldin A-resistance factor 1), provocando
la asociacién de ARF1 a la membrana (Figura 5, paso 1). Posteriormente, ARF1
promueve la unién de los complejos COPI y el reclutamiento de las proteinas cargo
(Figura 5, paso 2), la union y polimerizacion del complejo COPI promueve la deformacion
de la membrana que permite la creacion de una vesicula recubierta de COPI, la cual es
escindida debido a la misma deformacién creada en la membrana (Figura 5, pasos del 3-
5).
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Figura 5.- Formacién de vesiculas recubiertas de COPI. La formacion de las vesiculas y el ensamblado del
recubrimiento de COPI son activados por el reclutamiento de ARF1-GTP en la membrana, permitiendo la
uniéon de COPI y la incorporacion de las proteinas cargo, cuando el recubrimiento de COPI se completa la
vesicula formada se libera. La inactivacion de ARF1 debido a la actividad de ARF1GAP promueve el
desacoplamiento de COPI para producir la vesicula final (tomado y modificado de Kirchhausen, 2000).

Finalmente, la proteina ARF1GAP (del inglés, ARF1 GTPasa activation protein) promueve
la actividad GTPasa de ARF1 provocando su inactivacion y la pérdida de los complejos
COPI para producir la vesicula final encargada del transporte (Figura 5, paso 6)
(Kirchhausen, 2000).
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1.2.1.1. Funciones de COPI

De acuerdo con estudios de microscopia electrénica, COPI se localiza principalmente en
membranas y vesiculas que rodean el aparato de Golgi, el RE, asi como un
compartimiento intermedio entre estos organelos denominado ERGIC (del inglés
endoplasmatic reticulum-Gogi intermedial comparment) (Griffiths et al. 1995; Duden et al.
1991). Por estas observaciones se ha establecido que la principal funcion de este
complejo es el transporte entre las cisternas de Golgi asi como el transporte existente

entre el RE y el aparato de Golgi.

Aunque la funcion mejor caracterizada de las vesiculas de COPI es el transporte
retrogrado (transporte del Golgi al RE) de proteinas y lipidos, todavia existe un gran
debate acerca de sus funciones en el transporte anterogrado (transporte del RE al Golgi),
puesto que a pesar de que la inhibicion de COPI por diferentes métodos altera el trafico
hacia el Golgi, no se ha podido establecer si esto es consecuencia de un efecto directo o
es una consecuencia secundaria de la falta del reciclado de componentes del sistema
COPII, encargado del transporte anterogrado, o de la maduracion del ERGIC (Popoff et al.
2011).

Por otro lado, las actividades de COPI encontradas en el transporte intra-Golgi han dado
lugar al estableciemiento de varios modelos para explicar sus funciones. De acuerdo al
modelo vesicular, el aparato de Golgi es estatico y gracias a la actividad anterograda de
CORPI se logra el transporte de nuevas proteinas y lipidos a las cisternas sucesivas. En el
modelo de maduracién, las cisternas del Golgi son formadas en el cis-Golgi y progresan
en el Golgi hasta desensamblarse finalmente en el trans-Golgi; ésto requierie el transporte
retrogrado de COPI para el mentenimiento de las proteinas residentes del Golgi que
permitan la maduracion de las cisternas a lo largo de este organelo (Rabouille y
Klumperman, 2005; Glick & Luini, 2011).

Asimismo, las observaciones de estos dos modelos han provocaco el surgimiento de un
tercer modelo combinado en donde COPI media el transporte bidireccional entre dos
cisternas adyacentes generando un flujo cruzado de proteinas en el Golgi (Popoff et al.
2011; Glick & Luini, 2011).

Ademas de la distribucion de COPI en organelos de la ruta secretoria (RE, ERGIC y
Golgi), también se ha identificado la presencia de COPI en membranas endosomales

(Whitney et al. 1995; Aniento et al. 1996), donde puede participar en el reciclado de
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cargos a la membrana plasmatica o en la maduracion de endosomas tempranos (Daro et
al. 1997; Gu et al.1997), asi como en la maduracion de fagosomas, autofagosomas y
peroxisomas (Botelho et al. 2000; Razi et al. 2009; Lay et al. 2006). Sin embargo, no esta
claro si para estas funciones COPI actua directamente como un recubrimiento o estos
procesos dependen de forma indirecta de las funciones de las vesiculas formadas COPI
(Popoff et al. 2011).

De igual forma, los organelos denominados gotas lipidicas o Lipid Droplets (LDs), que se
forman a partir de la membrana del RE y son liberadas al citoplasma, también requieren
de la actividad de COPI para el transporte de enzimas desde el RE a los LDs que
permitan su correcta formacién y funcionamiento, por lo cual a COPI también se le ha
relacionado de esta forma en el control de la homeostasis de los lipidos en la célula
(Wilfling et al. 2014; Guo et al. 2008; Beller et al. 2008; Ellong et al. 2011).

Las LDs fueron consideradas por décadas como inclusiones pasivas de almacenamiento
de lipidos neutros (diacilglicerol, ésteres de colesterol), sin embargo, recientemente,
debido a que se ha encontrado que en este tipo de organelos se localizan muchas de las
enzimas involucradas en la sintesis de fosfolipidos y triacilgliceroles, asi como lipasas y
reguladores lipoliticos, se les ha llegado a considerar como organelos dinamicos con un
papel esencial en la homeostasis de lipidos. Estos organelos, ademas de proveer
sustratos tanto para la produccion de energia en el metabolismo, como en la produccién
de moléculas derivadas de lipidos, como lipoproteinas, sales biliares y hormonas (Pol et
al. 2014), también pueden participar en el almacenamiento temporal de proteinas
membranales no plegadas que posteriormente son degradadas en el proteosoma, asi
como en la respuesta de estrés en el RE y la glicosilacion de proteinas (Walther y Farese,
2012; Wilfling et al. 2014).

Asi mismo, a las LDs se les ha involucrado también en el proceso de infeccion de algunos
patdgenos, como rotavirus, el virus de la hepatitis C y el virus del dengue, los cuales son
capaces de inducir un aumento en la sintesis de lipidos y estimular la biogénesis de las
LDs, que mediante su asociacién con proteinas estructurales y no estructurares de estos
virus pueden participar durante el empaquetamiento del genoma viral y el ensamblado de

las nuevas particulas virales (Cheung et al. 2010; McLauchlan, 2009; Samsa et al. 2009).
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.  ANTECEDENTES

En afos recientes se ha avanzado en el conocimiento mas preciso de los mecanismos
moleculares empleados por rotavirus para infectar exitosamente a las células.
Recientemente se describié que el sistema de transporte vesicular mediado por la
maquinaria COPI/ARF1 esta relacionado estrechamente con la replicacién de rotavirus, ya
que la inhibicién por RNAi de 2 de las subunidades de COPI (COP-a y COP-(8), asi como
de ARF1, puede reducir la infectividad (nimero de células infectadas) del virus alrededor
de un 70% (Silva-Ayala et al. 2013).

Ademas de esto, para poder determinar si estas proteinas celulares eran requeridas para
la entrada del virus o durante un paso posterior, en este trabajo se introdujeron mediante
lipofeccion a DLPs en células inhibidas con RNAI. Las DLPs son particulas no infeccionas
debido a la falta de la capa exterior de proteinas (VP7 y VP4), las cuales pueden iniciar un
ciclo de replicacion al ser introducidas directamente a las células mediante lipofeccion,
método por el cual es posible introducir directamente estas particulas al citoplasma sin
depender de la endocitosis de virus. De esta forma, se encontré que la infectividad
producida por la transfeccion de DLPs, también puede reducirse con la inhibicidon por
RNAI de los componentes de la maquinaria COPI/ARF1, sugiriendo que estas proteinas

son requeridas en un paso posterior a la entrada del virus (Silva-Ayala et al. 2013).

Por otro lado, también se ha encontrado que el tratamiento con un inhibidor como
Brefeldina A, capaz de bloquear la actividad de COPI al inhibir la activaciéon de ARF1
(Beck et al. 2009; Mossessova et al. 2003), puede reducir hasta en un 99.5% la
produccion de virus infeccioso y ademas causar distintos efectos en los procesos de
modificacion post-traduccional de las proteinas virales asociadas al RE (NSP4 y VP7), las
cuales sufren un incremento en su peso molecular, ademas de lo cual VP7 pero no NSP4,
demostré adquirir resistencia al corte de endo-b-N-acetilglucosaminidasa H (endo H)
(Mirazami et al. 1996), la cual es una enzima capaz de cortar y liberar los oligosacaridos
con un alto contenido de manosa que se encuentren unidos a las proteinas, pero que es
incapaz retirar oligosacaridos complejos (Freeze, 1999), sugiriendo con esto que para
VP7 el procesamiento de la cadena de oligosacaridos puede afectarse por la actividad de
BFA. Asi mismo, la actividad de BFA bloqueo la maduracion de las particulas
intermediaras envueltas, las cuales se acumulan dentro del interior del RE (Mirazami et al.
1996).
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A pesar de toda esta informacién todavia no se ha podido establecer un mecanismo claro
por el cual el complejo COPI participa en el ciclo de replicacion de rotavirus. Debido a
esto, en este trabajo se presenta un estudio mas detallado sobre los efectos de los
componentes del complejo COPI en la replicacion del virus, para asi poder entender mejor

su papel en este proceso.
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.  HIPOTESIS
El complejo de proteinas COPI esta involucrado en la morfogénesis de rotavirus.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Identificar las etapas del ciclo de replicacion de rotavirus afectadas por la disrupcién del

complejo de proteinas COPI.

4.2. Objetivos especificos

Analizar el efecto de inhibidores de la actividad del complejo COPI en:

La infectividad de rotavirus.
El rendimiento de la produccion de progenie viral.

La sintesis de proteinas estructurales del virus.

N =

El ensamblado de particulas virales.
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V. METODOLOGIA

5.1. Lineacelulary cepas virales

La linea celular MA104, derivada de epitelio renal de mono verde (Cercopithecus
aethiops), fue cultivada en advanced DMEM (Dubecco's modification of Eagle's minimal
essential medium) (Gibco, México), suplementado con 5% V/V de suero fetal bovino
(Gibco, México). Los cultivos se realizaron en una cabina de flujo laminar y fueron
incubados a 37°C con 5% de CO,. La cepas de rotavirus de simio RRV, SA11 y
SA11CL28 fueron propagadas en las células MA104 en MEM (Sigma-Aldrich, México),
para lo cual el inoculo viral fue activado mediante incubaciéon con 10 ug/ml de tripsina
(1%) a 37°C por 30 min. El virus activado se adiciond sobre las células y se incub6 por
una hora a 37°C, después de ese tiempo se removié el inéculo, se adicioné MEM fresco y
se incubd por 20 h a 37°C en 5% de CO,. Las células infectadas se congelaron y
descongelaron dos veces con el fin de liberar tanto el virus intracelular como el adherido a
las membranas y posteriormente el lisado fue centrifugado para retirar los restos

celulares. El lisado viral obtenido fue titulado y almacenado en alicuotas a -70°C.

5.2.  Anticuerpos y reactivos

En este trabajo se utilizaron los anticuerpos monoclonales M60 y 159 que pueden
reconocer la forma monomerica y trimerica de VP7, respectivamente. Ademas de estos,
también se empled un suero policlonal generado contra las particulas de rotavirus (anti-
TLPs), asi como anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteina viral NSP2 o contra
vimentina. Como anticuerpos secundarios se utilizaron anticuerpos acoplados a Alexa
Fluor 488, Alexa Fluor 568 y Alexa Fluor 647 (Molecular Probes, EUA).

Por otro lado, para el bloqueo de la funcién de COPI se utilizé el inhibidor Brefeldina A
(BFA) de Sigma (B7651), asi como la Golgicida A (GCA) de Calbiochem (345862).

5.3. Ensayos de infectividad de rotavirus

Monocapas celulares crecidas en placas de cultivo de 96 pozos fueron lavadas con MEM
e infectadas con 1000 unidades formadoras de focos (UFF) de rotavirus por pozo, durante
una hora a 37°C (virus activado con tripsina, como se describié anteriormente). Al término
del tiempo de infeccion, las células fueron lavadas una vez con MEM e incubadas en
medio MEM fresco a 37°C con 5% de CO, por 12 h.
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Después del tiempo de incubacion, las células fueron fijadas con acetona al 80% V/V por
20 min a temperatura ambiente y procesadas para determinar las UFF/pozo mediante un
ensayo de inmunoperoxidasa. Para este procedimiento, las células fueron incubadas con
el anticuerpo anti-TLPs y posteriormente con proteina A peroxidasa. La actividad de la
peroxidasa fue revelada con amino-etil-carbazol (AEC) (1 mg/ml) en amortiguador 50mM
de acetato de sodio, pH 5.0 y 0.04% de H,0..

El conteo de las células infectadas o UFF fue realizado con una amplificacién 40X en un
microscopio invertido (Leika, Alemania), recorriendo los campos contenidos a lo largo de

una banda central del pozo.

5.4. Determinacion de progenie viral infecciosa de rotavirus

Se infectaron, monocapas de células tratadas con los distintos inhibidores, crecidas en
una placa de cultivo de 48 pozos, con los distintos virus a una multiplicidad de infeccién
(MOI) de 5 como se describié anteriormente e incubadas por 12 h a 37°C con 5% de CO,.
Al final del periodo de incubacion, las células fueron congeladas y descongeladas dos
veces, después de lo cual el lisado se pasé a tubos estériles y se centrifugd para retirar
los restos celulares. Finalmente, las UFF/ml de la progenie infecciosa viral producida

fueron determinadas por medio del ensayo de inmunoperoxidasa descrito anteriormente.

5.5. Viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada usando el ensayo de lactato dehydrogenasa (LDH)
Kit TOX-7 (Sigma-Aldrich, México). Para este procedimiento, 50 pl del medio extracelular
fue retirado de las células y puesto una placa de 96 pozos, las células fueron lisadas por
45 min a 37°C con 50 ul del amortiguador de lisis del kit diluido 1:10 en MEM, después de
lo cual el lisado fue diluido 5 veces. Para la medicion de la LDH citoplasmatica y
extracelular, se agregaron 50 ul de una mezcla formada por acido lactico (sustrato), un
colorante tipo tetrazolio y el cofactor NAD+. Después de 5 min de incubacion a
temperatura ambiente, la reaccién fue detenida con 15 pl de HCI 0.1N y la absorbancia de
las muestras fue leida a 490 y 610 nm en un lector de microplacas FLUOstar Omega
(BMG LABTECH, Alemania).

La LDH reduce el cofactor NAD" para producir NADH, el cual posteriormente convierte de
forma estequiométrica al colorante de tipo tretrazolio en un compuesto coloreado cuya

concentracion puede medirse a 490 nm.
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Debido a que la medicién a 610 nm puede detectar parte de la sefal de fondo de las
muestras, a los valores de las absorbancias obtenidas a 490 nm se les sustrajo el valor de
las absorbancias a 610 nm y los valores obtenidos fueron utilizados para la determinacion

de la cantidad de LDH liberada mediante la siguiente formula:

Abs del medio extracelular

% de LDH liberada = ( )X 100

Abs del medio extracelular + Abs del lisado

5.6. Analisis de proteinas por Western blot

Para este ensayo, las monocapas de las células MA104 infectadas a una MOI de 3 en
presencia o ausencia de los inhibidores, fueron lisadas con amortiguador Laemmli 1x
(Laemmli, 1970) con 5% de B-mercaptoethanol, para cosechar las proteinas virales
producidas. Posteriormente, el lisado de las muestras fue desnaturalizado por 5 min en
agua hirviendo y sujeto a electroforesis de SDS-PAGE con geles de 4 y 10%; las
proteinas separadas en el gel de electroforesis fueron transferidas a una membrana

Immobilon NC (Millipore) utilizando una corriente de 150 mA por 1 h.

Después de la transferencia, las membranas fueron bloqueadas toda una noche a 4°C
con 5% de leche baja en grasa Carnation (Nestle) en PBS y consecutivamente incubadas
con los anticuerpos primarios (anti-TLPs y anti-vimentina) diluidos en PBS, adicionado con
0.1% de Tween 20, toda una noche a 4°C en agitacion. Al final de este periodo, las
membranas fueron lavadas tres veces con la solucion de PBS-Tween 0.1% vy
posteriormente incubadas con el anticuerpo secundario acoplado a Alexa Fluor 647 por 1
h a temperatura ambiente en agitacién y los anticuerpos fueron detectados mediante el
escaneo de las membranas en una unidad Typhoon Trio (Amersham biosciences,

Alemania).

5.7. Enriguecimiento de particulas virales

Se crecieron células MA104 a confluencia en frascos de 75 cm? y posteriormente fueron
infectadas con RRV (MOI de 5) a 4°C por 1 h, después de lo cual fueron incubadas a
37°C. A diferentes tiempos post-infeccion, las células fueron lavadas con EGTA (3 mM)

por 5 s antes de ser cosechadas mediante dos ciclos de congelacion y descongelacion.

Los lisados obtenidos fueron centrifugados a 30,000 rpm (104,630 x g) en un rotor 45Ti,
4°C por 1 h en una ultracentrifuga (Beckman coulter modelo Optima L-90, México). Al final

del tiempo de centrifugacion, se retird el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendié
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en 500 pl de amortiguador TNC (10 mM de Tris pH 7.5, 140 mM de NaCl y 10 mM de
CaCly). Una vez disuelto, éste fue sometido a una extraccion con un volumen igual de

Freén 113 en donde la fase acuosa fue recuperada.

Las particulas obtenidas en la fase acuosa de la extraccion fueron colocadas sobre un 1
ml de sacarosa al 40% y centrifugadas a 40,000 rpm (194,432 x g) en un rotor SW55Ti
por 2 h. Posteriormente, la sacarosa fue retirada y las particulas purificadas fueron

resuspendidas en 50 ul de TNC.

5.8. Purificacion de particulas virales por centrifugacién isopicnica.

Se crecieron células MA104 a confluencia en frascos de 150 cm? y posteriormente fueron
infectadas con RRV (MOI de 5) a 37°C por 1 h. Al término de este tiempo, ser realizé un
lavado con MEM vy las células fueron incubadas de nuevo a 37°C. A las 12 horas pos-
infeccion (hpi) las células fueron cosechadas mediante dos ciclos de congelacion y
descongelacion. Los lisados virales obtenidos fueron centrifugados a 30,000 rpm (104,630
X g) en un rotor 45Ti y 4°C por 1 h en una ultracentrifuga (Beckman coulter modelo
Optima L-90, México).

Al final del tiempo de centrifugacion, se retiré el sobrenadante y el pellet obtenido se
resuspendié en 500 ul de amortiguador TNC, una vez disuelto éste fue sometido a una
extraccién con un volumen igual de Freén 113 en donde la fase acuosa obtenida fue

recuperada.

En la fase acuosa obtenida se diluyeron 2.2 g de CsCl, las muestras se llevaron a un
volumen de 5 ml y posteriormente fueron centrifugadas a 36,000 rpm (157,490 x g) por 18
h y 4°C en un rotor SW55Ti. Las particulas virales obtenidas en los gradientes fueron
recuperadas mediante la puncién de las bandas visualizadas, las cuales fueron

posteriormente desaladas empleando columnas de sephadex G25.

5.9. Ensayo de inmunofluorescencia

Para este ensayo se crecieron células MA104 a confluencia en cubreobjetos de vidrio
previamente esterilizados con UV por 1200 s en un UV crosslinker (Spectrolinker™ XL-
1000, Spectronics Corporation, Estados Unidos), las cuales posteriormente fueron
infectadas con rotavirus a una MOI de 1 durante 1 h a 37°C, como se describid
anteriormente. A las 6 hpi, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2% por 20

min a temperatura ambiente y permeabilizadas por 15 min a 37°C con 0.5% V/V de Triton
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X-100 en un amortiguador de bloqueo (1% P/V de albumina sérica bovina (BSA) diluida
en amortiguador de fosfatos (PBS) con 50 mM de NH,CI).

Posteriormente, las células fueron incubadas por 1 h a temperatura ambiente con los
anticuerpos primarios respectivos (M60, 159 o anti-NSP2), los cuales fueron diluidos en el
amortiguador de bloqueo, consecutivamente las monocapas fueron lavadas 4 veces con
50 mM de NH,CI e incubadas con los anticuerpos secundarios acoplados a Alexa Fluor

488 o Alexa Fluor 568 por 1 h a temperatura ambiente.

Finalmente las monocapas se incubaron con DAPI (30 nM) y los cubreobjetos fueron
montados con CitiFluor AF1 antifadent (Electron Microscopy Sciences) en portaobjetos.
Las muestras fueron observadas bajo un microscopio de epifluorescencia (Zeiss,
Axioskop 2, Alemania) acoplado a una camara digital (Photometrics Cool Snap HQ). Las
imagenes obtenidas fueron procesadas mediante el software Image J 1.47v (Schneider et
al. 2012).
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VI. RESULTADOS

6.1. La inhibicién de la actividad de COPI con Brefeldina A disminuye la

infectividad de rotavirus.

La actividad del complejo COPI puede ser bloqueada mediante inhibidores de la actividad
del factor GBF1, como Brefeldina A (BFA) y Golgicida A (GCA), los cuales son capaces
de unirse al complejo ternario formado por GBF1-ARF1-GDP, bloqueandolo en un paso
en que es incapaz de intercambiar el GDP por GTP para la activacién de la GTPasa
ARF1. Esto inhibe los pasos del transporte vesicular retrogrado al causar la disociacion de
la maquinaria de COPI/ARF1 de la membrana (Hsu y Yang, 2009; Beck et al. 2009; Saenz
et al. 2009; Mossessova et al. 2003).

ARF1 en su forma inactiva (unido a GDP) se encuentra localizada en el citoplasma, a
partir de donde interacciona con diferentes intercambiadores de nucledtidos capaces de
modular su activacion mediante la unién a GTP (Donaldson y Jackson, 2011). Por un
lado, los factores BIG1 y BIG2 (del inglés, Brefeldin A-inhibited GEF 1 y 2) promueven la
union de ARF1 a la membrana del trans-Golgi para promover el reclutamiento de
componentes de vesiculas como AP-1 (del inglés, Adaptor protein 1) y GGA3 (del inglés,
Golgi associate gama adaptin 3), importantes en el transporte del Golgi a los endosomas,
mientras que el factor GBF1 esta encargado de promover la unién de ARF1 a la
membrana cis-Golgi, necesaria para el reclutamiento del complejo COPI involucrado en el
transporte retrogrado Golgi-RE. Aunque los inhibidores BFA y GCA poseen una gran
similitud en sus efectos sobre el transporte vesicular, BFA es un inhibidor capaz de
bloguear la actividad tanto de los factores BIG1 y BIG2 como de GBF1, provocando la
dispersion de COPI del cis-Golgi, asi como la dispersion de los factores AP-1 y GGA3 del
trans-Golgi; mientras que GCA es un inhibidor mas especifico para el factor GBF1 ya que

no afecta a los factores ubicados en el trans-Golgi (Saenz et al. 2009; Popoff et al. 2011).

Como una primera aproximacién para conocer los posibles efectos del bloqueo de la
actividad de COPI/ARF1 sobre el ciclo de replicacion de rotavirus, se empledé un ensayo
para medir la infectividad de este virus en presencia de BFA y GCA. El ensayo para
cuantificar la infectividad del virus esta basado en la deteccion con anticuerpos de la
sintesis de proteinas virales (ver Materiales y Métodos), por lo que a través de este
ensayo se pueden detectar defectos en la entrada del virus, en la transcripcién de su

genoma y en la traduccién de los mRNAs virales (sintesis de proteinas).
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Para este ensayo, las células fueron tratadas por 30 min con diferentes concentraciones
de BFA o GCA y posteriormente infectadas con la cepa RRV (1000 UFF/pozo) en
presencia de los respectivos inhibidores por 1 h, al fin de este tiempo se retird el virus no
internalizado y se afadié medio nuevo con el inhibidor indicado. A las 12 hpi las células
fueron fijadas y la infectividad (numero de células infectadas) fueron determinadas por

medio de un ensayo de inmunoperoxidasa.

De esta manera, cuando las células se trataron con BFA se encontré que las
concentraciones de 0.1, 0.5 y 2.5 10 pg/ml no alteraron la infectividad de rotavirus de
forma significativa, sin embargo para una concentracién de 10 pg/ml, este inhibidor logré

reducir significativamente la infectividad del virus (Figura 6a).
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Figura 6.- La infectividad de rotavirus es reducida por BFA pero no por GCA. Las células MA104 fueron
tratadas por 30 min con diferentes concentraciones de (a) BFA o (b) GCA. Posteriormente, las células se
infectaron con la cepa RRV (1000 UFF/pozo) en presencia de los respectivos inhibidores por 1 h y después de
retirar el virus no internalizado se afiadié medio nuevo con el inhibidor indicado. A las 12 hpi las células fueron
fijadas y las células infectadas (UFF) fueron determinadas por medio de un ensayo de inmunoperoxidasa. La
infectividad se expresa como el porcentaje de células infectadas con respecto al nimero de las células
infectadas en el control, que fue tomado como el 100% de infectividad. Los valores representan la media mas
la desviacion estandar de dos experimentos independientes. Los datos fueron analizados mediante una
prueba t de Dunnett’s y el programa GraphPad Prism. *** P < 0.001.

Sin embargo, cuando las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de GCA,
se encontrd que este inhibidor no afecté la infectividad de rotavirus, ya que ninguna de las

concentraciones utilizadas logro disminuir la infectividad de forma significativa (Figura 6b).

Por otra parte, para demostrar que los inhibidores no afectan la integridad celular, se
analizé el efecto de los farmacos BFA y GCA sobre la viabilidad celular mediante ensayos
de liberacion de LDH, el cual es un indicador de la integridad de la membrana en funcion
de la cantidad de LDH liberada al medio (Legrand et al. 1992).
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Las células MA104 fueron tratadas con diferentes concentraciones de cada uno de los
inhibidores por 12 h. Para todas las concentraciones probadas tanto de BFA como de
GCA, se encontré que ninguna de estas afecta de forma significativa la viabilidad celular,
ya que independientemente de la concentracion de inhibidor utilizado, el porcentaje de
LDH liberado al medio fue muy similar al obtenido en las células crecidas en ausencia de
los inhibidores (Tabla 1). Esto demuestra que la integridad de las células no se ve
afectada por los tratamientos con estos inhibidores.

Tabla 1.- El tratamiento con BFA o GCA no altera la viabilidad celular. Las células MA104 fueron incubadas en
ausencia o presencia de BFA o GCA durante 12 h y la viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo
de liberaciéon de LDH. Para este ensayo, se determiné tanto la cantidad de LDH liberada al medio extracelular
como la de LDH intracelular, el porcentaje de LDH liberado se expresé en relacion al LDH total (LDH

intracelular mas el LDH liberado). Los valores representan la media + la desviacion estandar de tres
experiementos independientes.

BFA ) GCA .
% de LDH liberada % de LDH liberada
(ug/ml) (uM)

0 0.83+0.26 0 2.20+£0.91

0.1 1.14 + 0.19 0.1 4.76 £ 1.39
0.5 1.81+0.12 0.5 2.01£0.49
2.5 1.49+0.54 2.5 4.08 +1.91

10 1.80 £ 0.06 10.0 2.13+0.65

6.2. El tratamiento con BFA o GCA disminuye de manera significativa la

produccion de progenie viral infecciosa de rotavirus.

Por otra parte para conocer si el bloqueo de la actividad de COPI provocado por BFA y
GCA pudiera tener algun efecto sobre produccion de virus, se cuantificé la progenie viral
infecciosa producida en presencia o ausencia de estos inhibidores. Al igual que en el
ensayo de infectividad, las células fueron tratadas por 30 min con diferentes
concentraciones de BFA o GCA y posteriormente infectadas con la cepa RRV (MOI de 5)
en presencia de los respectivos inhibidores por 1 h, al fin de este tiempo se retird el virus
no internalizado y se afnadid medio nuevo con el inhibidor indicado. A las 12 hpi las
células fueron lisadas y se cuantifico por medio de un ensayo de inmunoperoxidasa la

cantidad de virus infeccioso producido (UFF/ml).

Al analizar la cantidad de progenie viral infecciosa producida por la cepa RRV de rotavirus
en las células tratadas con BFA, se encontré que desde la concentracion de 0.1 pg/ml se
disminuye significativamente la progenie viral alrededor de un 80%, llegando a disminuirse

hasta mas del 99% de la progenie para las concentraciones de 0.5 a 10 pg/ml (Figura 7a).
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Figura 7.- El tratamiento con a) BFA o b) GCA reduce de progenie viral infecciosa de rotavirus. Las células
MA104 fueron tratadas por 30 min con diferentes concentraciones de los inhibidores. Posteriormente, se
infectaron con RRV (MOI de 5) en presencia de los farmacos por 1 h y después de retirar el virus no
internalizado se afiadi6 medio nuevo con el inhibidor indicado. La progenie viral producida a las 12 hpi fue
recuperada y la cantidad de virus infeccioso fue cuantificado mediante un ensayo de inmunoperoxidasa. La
cantidad de progenie viral infecciosa se expresa como porcentaje en relacion a la progenie viral infecciosa de
las células control, que se establecid como el 100%. Los valores representan la media mas la desviacion
estandar de tres experimentos independientes. Los datos fueron analizados mediante una prueba t de
Dunnett’s y el programa GraphPad Prism. **** P < 0.0001; ** P < 0.01.

Sin embargo, para GCA se encontré que mientras las concentraciones de 0.1 y 0.5 yM no
alteraron la progenie viral, las concentraciones de 2.5 y 10 uM redujeron
significativamente la progenie viral de rotavirus, la cual para fue reducida hasta en mas de
un 99% para 10 pM (Figura 7b).

Aunque ambos inhibidores tuvieron un efecto notorio en la produccién del virus infeccioso,
se requirid6 de un menor concentracion de BFA que de GCA. Mientras que BFA redujo
mas del 99% la progenie viral a una concentracién de 0.5 pg/ml (1.78 pM), la GCA logré
una reduccién similar de la progenie viral solamente cuando se utilizé una concentracion

alrededor de cinco veces mayor (10 uM) a la empleada con BFA.

La diferencia entre los efectos de estos dos farmacos sobre la progenie viral podria
deberse a que la BFA, al ser menos especifica en su actividad, pudiera afectar funciones
de COPI y aun de otros factores celulares, que no se afectan con GCA. Esto podria
causar un efecto negativo adicional en el ciclo de replicacion de rotavirus que contribuyera
a una mayor disminucion en la produccion de progenie y que pudiera también reflejarse

en la disminucién observada de la infectividad del virus.

Debido a que las concentraciones de 0.5 ug/ml de BFA y 10 uM de GCA fueron las
concentraciones mas bajas a las cuales se pudo reducir mas del 99% la progenie viral sin
afectar la infectividad de rotavirus, estas concentraciones fueron seleccionadas para ser

utilizadas en experimentos posteriores.
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6.3. La reduccion de la progenie infecciosa de rotavirus provocada por

BFA y GCA estérelacionada con el ensamblado de particulas virales.

Con el fin de conocer si los efectos de los inhibidores BFA y GCA en la produccion viral
infecciosa podrian estar relacionados con eventos de entrada del virus a la célula o a
pasos posteriores del ciclo de replicacién de rotavirus, se evalu6é el efecto en la
produccion de la progenie viral cuando estos inhibidores fueron afadidos a diferentes

tiempos post-infeccion.

Durante este ensayo se observd que la adicion de los inhibidores a las 0 y 2 hpi reduce
mas del 90% la progenie viral infecciosa (Figura 8). Sin embargo, el efecto de BFA y GCA
sobre el rendimiento viral comenzo6 a disminuir cuando estos inhibidores se afiadieron a
partir de las 4 hpi, en donde inhibieron solamente el 60% de la produccion viral. A partir de
este tiempo, se encontré que mientras BFA no tuvo ningun efecto en la produccién viral
cuando se anadio a las 6 y 8 hpi, la actividad de GCA se mantuvo a estos tiempos, en los

cuales redujo alrededor del 60% de la progenie viral.
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Figura 8.- La reduccién de la progenie viral de rotavirus provocada por BFA y GCA disminuye cuando los
inhibidores son adicionados después de las 4 hpi. Las células fueron infectadas con RRV (MOI de 5) a 37°C
por 1 h, posteriormente se retird el virus no internalizado y las células fueron incubadas a 37°C. A las
diferentes horas pos-infeccion (hpi) indicadas se reemplazé el medio cultivo por medio suplementado con 0.5
ug/ml de BFA o 10 uM de GCA. A las 12 hpi la progenie viral producida en cada condicién fue recuperada y la
cantidad de virus infeccioso fue cuantificado mediante un ensayo de inmunoperoxidasa. La cantidad de
progenie viral infecciosa se expresa como porcentaje en relacién a la progenie viral infecciosa de las células
control, que se establecié como el 100%. Los valores representan la media mas la desviacion estandar de dos
experimentos independientes. Los datos fueron analizados mediante una prueba t de Dunnett’s y el programa
GraphPad Prism. *** P < 0.001; ** P < 0.01.
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La disminucion significativa de la progenie viral observada aun cuando BFA y GCA fueron
adicionados a las 2 hpi, sugiere que el efecto de estos inhibidores muy probablemente
estd asociado a un proceso posterior a la entrada del virus a la célula, ya que de acuerdo
con la cinética de entrada del virus, a éste le toma alrededor de 60 min para entrar y

perder la capa mas externa de proteinas (Silva-Ayala et al. 2013).

Por otra parte, se evalué la cinética de aparicion de las nuevas particulas virales durante
el ciclo de replicacion de rotavirus. Para esto, el virus RRV se adsorbié a 4°C por 1 h,
temperatura a la cual el virus se une a la superficie celular pero no se endocita, y
posteriormente se incubaron a 37°C para permitir el inicio sincronico de la infeccién. A
diferentes tiempos post-infeccion, las células se lavaron rapidamente con EGTA para
despegar los virus que no hubieran entrado a la célula pero permanecieran unidos a la
superficie celular, para que esta forma puedan detectarse solamente la aparicion de las
nuevas particulas ensambladas y no las que se anadieron durante la infeccion. Después
del lavado con EGTA, las particulas virales producidas se semi-purificaron por
ultracentrifugacion a través de un colchén de sacarosa. En este proceso las particulas
ensambladas sedimentan en el fondo del colchdn de sacarosa, mientras que las proteinas

celulares y las proteinas virales no ensambladas permanecen en la parte superior.

De esta forma se encontré que la formacion de las nuevas particulas virales comienza
alrededor de las 4 hpi, habiéndose ya ensamblado la mayoria de las particulas alas 6y 8
hpi (Figura 9). Estos datos en conjunto con lo encontrado al adicionar los inhibidores a
distintas horas pos-infeccién, sugieren que el efecto de BFA y GCA muy probablemente
esta relacionado a la morfogénesis de las nuevas particulas virales, ya que cuando los
inhibidores son adicionados después de la aparicion de las nuevas particulas

ensambladas (4 hpi), estos tienen un menor efecto en el rendimiento de la progenie viral.
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Figura 9.-La aparicion de nuevas particulas de rotavirus comienza a partir de las 4 hpi. Las células se
incubaron con RRV (MOI de 5) a 4 °C por 1 h, subsecuentemente se retiré el virus no unido y las células
fueron incubadas a 37°C. A los tiempos post-infeccion indicados, las células fueron lavadas con EGTA (3 mM)
por 5 s para retirar las particulas virales externas que pudieran encontrarse unidas a la membrana plasmatica.
Posteriormente las células fueron lisadas y las particulas virales producidas en los lisados fueron extraidas
con Freon 113 y purificadas mediante ultracentrifugacion por un colchén de sacarosa al 40%. Imagen
representativa de 2 experimentos independientes.

6.4. El tratamiento con BFA o GCA altera la movilidad electroforética de
VP7.

Con el fin de conocer si los efectos de BFA y GCA en el rendimiento viral y posiblemente
en el ensamblado la nuevas particulas virales podrian deberse a una alteracion en las
proteinas estructurales del virus, estas proteinas fueron evaluadas por medio de SDS-
PAGE y Western blot.

De esta forma se encontré que el tratamiento de las células con los inhibidores no parece
afectar a las proteinas VP2, VP4 y VP6. Sin embargo, la glicoproteina VP7 pareciera estar
en una menor cantidad en las células tratadas a comparacién con las condiciones control,
ademas de lo cual se encontré que BFA y GCA también provocaron una disminucion en la
movilidad electroforética de esta glicoproteina, la cual en ausencia de los inhibidores
demostré poseer un peso aproximado de 35.7 kDa, mientras que en presencia de BFA y
GCA esta proteina sufrio un aumento de 3.3 kDa ya que fue detectada como una proteina

con un peso de aproximadamente 39 kDa (Figura 10a y 10b).
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Figura 10.- El tratamiento con BFA y GCA altera la movilidad electroforética de VP7. Células MA104 fueron
tratadas con a) BFA (0.5 pg/ml) o b) GCA (10 yM) por 30 min y posteriormente infectadas con RRV (MOI de
5) en presencia de los inhibidores, después de retirar el virus no internalizado se repuso medio fresco con los
respectivos inhibidores y se incubaron las células a 37°C. A las 8 hpi las proteinas producidas fueron
cosechadas en amortiguador Laemmli 1x y posteriormente analizadas por SDS-PAGE. Subsecuentemente,
las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa e inmunodetectadas con un anticuerpo
dirigido contra las particulas virales (anti-TLPs) asi como con anti-vimentina. Las posiciones relativas de las
proteinas se indican en la parte izquierda. Las posiciones relativas de los marcadores (M) y sus pesos
moleculares (kDa) se muestran a la derecha. Imagen representativa de 2 experimentos independientes

En un trabajo previo en el cual se caracterizo la replicacion de rotavirus en presencia de
BFA, se observé el cambio en la movilidad electroforética del VP7. Sin embargo, aunque
no se determino la posible causa de este cambio, se concluyé que este podria deberse a
una modificacién postraduccional de la cadena de carbohidratos de esta proteina, ya que
durante el tratamiento con este inhibidor se encontr6 que VP7 adquiria, ademas,
resistencia a endo H, una enzima que solamente puede remover cadenas de
oligosacaridos de alta manosa que no hayan sido procesadas en oligosacaridos

complejos dentro del aparato de Golgi. (Mirazimi et al. 1996; Freeze, 1999).

Aunque para GCA no existen reportes previos sobre los efectos de este inhibidor en la
sintesis de proteinas de rotavirus, muy probablemente GCA pudiera estar ejerciendo un
efecto similar a BFA en la modificacion postraduccional de VP7, la cual pudiera ser el

responsable de la alteracion en su movilidad electroforética y de su menor deteccion.
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6.5. El tratamiento con BFA o GCA bloquea la produccién de particulas de
TLPs.

Para conocer con mas detalle el efecto de BFA y GCA sobre el ensamblado de la
progenie viral infecciosa, se extrajeron y purificaron las particulas virales producidas en

presencia de BFA o GCA por medio de centrifugacion isopicnica en gradientes de CsCl.

La particulas virales obtenidas en las condiciones control, en ausencia de los farmacos,
produjeron dos bandas caracteristicas cercanas a la parte inferior del gradiente (Figura
11a y 11c), las cuales corresponden a las particulas de doble y triple capa, que se
observan normalmente en una infeccion por rotavirus. Al analizar las bandas por SDS-
PAGE, se confirmd su correspondencia a DLPs y TLPs, ya que la banda superior (TLPs)
demostré contener las proteinas VP1, VP2, VP5 (producto del corte con tripsina de VP4),
VP6 y VP7, componentes de las TLPs de rotavirus, mientras que la banda inferior del
gradiente contenia particulas con las proteinas caracteristicas (VP1, VP2 y VP6) de las

DLPs, las cuales carecian de las proteinas de capa externa (Figura 11b y 11d).

Por otro lado, en presencia de BFA o GCA (Figuras 11a y 11c) s6lo se logré detectar una
banda ubicada a una altura similar a la banda de DLPs del control (Figura 11a), la
identidad de la cual se confirmé por electroforesis al observarse exclusivamente las
proteinas VP1, VP2 y VP6, caracteristicas de las DLPs, y la ausencia de las proteinas de

capa externa (Figuras 12b y 12d).

Particularmente, para BFA se encontré ademas la presencia de dos bandas cercanas a
los 70 y 55 kDa, bandas A y B, respectivamente (Figura 12b). Las cuales no fueron
identificadas o analizadas con mas detalle en este trabajo, ya que ambas bandas no
pudieron reproducirse en todos los experimentos, muy probablemente debido a que su
union con las particulas virales es muy débil y una ligera variacion durante el proceso de

extraccidn provocaria su disociacion de las particulas.
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Figura 11.- El tratamiento con BFA o GCA bloquea la produccion de particulas de TLPs. Gradientes de CsCl
de particulas virales ensambladas en ausencia (Control) y presencia de a) BFA (0.5 pug/ml) o ¢) GCA (10 uM).
Las células MA104 fueron tratadas por 30 min con los diferentes inhibidores. Posteriormente, se infectaron
con RRV (MOI de 5) en presencia de los farmacos por 1 h y después de retirar el virus no internalizado se
afiadid medio nuevo con el inhibidor indicado. Las particulas virales producidas fueron extraidas con Fredn
113 y purificadas mediante ultracentrifugacion en gradientes de CsCl. La identificacion de las particulas virales
producidas en presencia de b) BFA o d) GCA en las bandas obtenidas en los gradientes se realizé mediante
un analisis de SDS-PAGE. Las posiciones relativas de las proteinas se indican a la derecha. Las posiciones
relativas de los marcadores (M) y sus pesos moleculares (kDa) se muestran a la izquierda. Imagenes

representativa de tres experimentos independientes.
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6.6. La cepade rotavirus SA11CL28, que contiene una mutacion en el sitio
de glicosilaciéon (Asparagina 69) en VP7, también es sensible a los
tratamientos con BFA o GCA.

Estos resultados encontrados al analizar las particulas producidas en presencia de BFA o
GCA, junto con la modificacion de la movilidad de VP7 (ver Figura 10 y 11), sugieren que
mientras que el ensamblado de las particulas de DLPs no se afecta por la adicion de BFA
o GCA, la maduracién de estas particulas hacia TLPs se encuentra bloqueada, muy
probablemente debido a una alteracion en el procesamiento de glicosilacion de VP7,
como se sugirid previamente para BFA (Mirazimi et al., 1996). Debido a esto, decidimos
evaluar los efectos de estos inhibidores en la produccion de progenie infecciosa de la
cepa de rotavirus de simio SA11CL28, la cual posee una mutacion en el sitio de

glicosilaciéon de VP7, que impide que esta pueda ser glicosilada (Estes et al. 1982).

Cuando se evaluo el efecto de BFA y GCA en la produccién de virus de la cepa silvestre
SA11 (SA11wt) asi como en la cepa mutante SA11CL28, se encontré que ambas cepas
fueron susceptibles a los tratamientos con los inhibidores (Figura 12a), los cuales lograron

reducir hasta en un 99% la progenie viral producida tanto por SA11wt como SA11CL28.

La sensibilidad de las cepas de SA11 probadas durante este ensayo indica que la posible
alteracion en la glicosilacion VP7 provocada por BFA y GCA no tiene un efecto directo
sobre el ensamble de TLPs, ya que aun para la cepa SA11CL28 estos inhibidores pueden

reducir la progenie viral de forma significativa.

Por otro lado, para corroborar que la cepa de SA11CL28 empleada en este ensayo poseia
una proteina VP7 no glicosilada, la migracion de VP7 se analizé por Western blot. En este
analisis se encontré que la proteina VP7 glicosilada de la cepa SA11wt posee un peso
molecular aproximado de 37.4 kDa, mientras que la proteina VP7 de SA11CL28 (sin
glicosilar) tiene un peso molecular menor, el cual se determiné aproximadamente en 34.5
kDa (Figura 12b). Al analizar la diferencia de los pesos moleculares de las proteinas VP7
de estas dos cepas, se encontrd que la proteina VP7 no glicosilada de SA11CL28 resulté
2.9 kDa mas ligera que la proteina glicosilada de SA11, indicando que esta proteina en la
cepa SA11CL28, en efecto, no se encuentra glicosilada ya que el peso aparente de una

cadena de oligosacaridos promedio se encuentra entre 1.5y 3 kDa (Freeze, 1999).
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Figura 12.- El tratamiento con BFA o GCA reduce la progenie viral infecciosa de la cepa SA11 de rotavirus asi
como la progenie de la clona 28 de SA11. a) Células MA104 fueron tratadas con BFA (0.5 pg/ml) o GCA (10
uM) por 30 min a 37°C, posteriormente las células fueron infectadas a una MOI de 5 con una cepa de SA11
tipo silvestre (SA11wt) o con una cepa mutante que carece de glicosilacion en VP7 (SA11CL28), todo esto en
presencia de BFA y GCA. Una vez retirado el virus no internalizado se agregdé medio nuevo con los diferentes
inhibidores. La progenie viral producida a las 12 hpi fue recuperada y la cantidad de virus infeccioso fue
cuantificado mediante un ensayo de inmunoperoxidasa. La cantidad de progenie viral infecciosa se expresa
como porcentaje en relacion a la progenie viral infecciosa de las células control, que se establecié como el
100%. Los valores representan la media mas la desviacion estandar de tres experimentos independientes. b)
Células MA104 fueron infectadas con las cepas de SA11wt o SA11CL28 (MOI de 5) y posteriormente a las 8
hpi las proteinas producidas fueron cosechadas en buffer Laemmli 1x y procesadas por SDS-PAGE.
Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa e inmunodetectadas con
un anticuerpo dirigido contra las particulas virales (anti-TLPs) asi como con anti-vimentina. Las posiciones
relativas de los marcadores (M) y sus pesos moleculares (kDa) se muestran a la izquierda. Las posiciones
relativas de las proteinas se indican en la parte derecha. Imagen representativa de dos experimentos
independientes.

Por otra parte, aunque se ha sugerido que estos inhibidores pudieran estar alterando la
glicosilacién de VP7 provocando un aumento en su peso molecular, cuando se evaluaron
los efectos de BFA y GCA sobre la movilidad de la proteina VP7 de las cepas SA11wt y
SA11CL28 mediante Western blot, se encontré6 que tanto BFA como GCA alteran la
movilidad electroforética de la proteina VP7 de las dos cepas, la cual durante los
tratamientos con los inhibidores redujo su movilidad electroforética en comparacion a la

proteina VP7 de las condiciones control (Figura 13a y 13b).

Para el caso de SA11wt se encontré que el peso de la proteina VP7 aumento 2.6 kDa
durante los tratamientos con BFA y GCA, ya que en presencia de estos inhibidores su
pudo detectar una forma de VP7 con un peso aproximado de 40 kDa. Asi mismo, los
tratamientos con BFA y GCA provocaron un aumento 2.5 kDa en la proteina VP7 de

SA11CL28, la cual fue detectada como una proteina con un peso aproximado de 37 kDa.
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Figura 13.- El tratamiento con BFA o GCA altera la movilidad de la proteina VP7 no glicosilada de SA11CL28.
Células MA104 tratadas con BFA (0.5 pyg/ml) o GCA (10 uM) por 30 min fueron infectadas con SA11 o
SA11CL28 (MOI de 5) en presencia de los inhibidores. Después de retirar el virus no internalizado se repuso
medio fresco con los farmacos indicados y se incubaron las células a 37°C. A las 8 hpi las proteinas
producidas fueron cosechadas en buffer Laemmli 1x y procesadas por SDS-PAGE. Posteriormente, las
proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa e inmunodetectadas con un anticuerpo dirigido
contra las particulas virales (anti-TLPs) asi como con anti-vimentina. Las posiciones relativas de los
marcadores (M) y sus pesos moleculares (kDa) se muestran a la izquierda. Las posiciones relativas de las
proteinas se indican en la parte derecha. Imagen representativa de dos experimentos independientes.

Estos resultados sugieren fuertemente que el efecto de BFA y GCA sobre la proteina VP7
no se encuentra ligado a una alteracion en su glicosilacion, por lo que la reduccion de la
produccién de TLPs provocada por estos inhibidores pudiera estar relacionada a una

diferente alteracion pos-traduccional de la proteina VP7.

6.7. El tratamiento con BFA o GCA bloquea la trimerizacion de VP7 y

modifica su distribucién intracelular.

Para investigar si una alteracion de VP7 provocada por BFA y GCA pudiera impedir su
incorporacién a la particula viral, se evalué el efecto de estos inhibidores en la
trimerizaciéon de VP7 mediante inmunofluorescencia. Para esto se utilizé el anticuerpo
monoclonal 159 (mAb 159), que reconoce a VP7 Unicamente cuando ésta se encuentra
en forma trimérica, ya sea ensamblada en la particula viral o en forma de trimeros
independientes (Dormitzer et al. 2000). Asi, las células MA104 se infectaron en presencia
0 ausencia de los inhibidores y se fijaron a las 6 hpi. Las células fijadas se tifieron tanto
con el mAb 159 como un anticuerpo dirigido contra la proteina NSP2 (proteina marcadora

de viroplasmas) y el colorante DAPI.
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Durante este ensayo se encontré que los tratamientos con BFA y GCA no afectan de
forma notoria el tamafo y el numero de viroplasmas marcados con la proteina NSP2,
comparados con las condiciones control (Figura 14). Sin embargo, cuando se analizo la
formacion de los trimeros de VP7, se encontré que mientras en las condiciones control los
trimeros de VP7 se detectan facilmente con el anticuerpo mAb159 alrededor de los
viroplasmas, formando una estructura de anillo, en las células tratadas con BFA o GCA no

se logro detectar la presencia de la forma trimérica de VP7 (Figura 14).
s
)

\

Figura 14.- Los tratamientos con BFA o GCA impiden la formacion de los trimeros de VP7. Monocapas de
células MA104 crecidas en cubreobjetos de vidrio fueron tratadas con BFA (0.5 pyg/ml) o GCA (10 uM) por 30
min y posteriormente infectadas con RRV a una MOI de 1 en presencia de los inhibidores. Después de retirar
el virus no internalizado, se afadié medio nuevo con BFA o GCA. A las 6 hpi las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 2% e incubadas con un anticuerpo contra la proteina viral NSP2 (rojo) y con el anticuerpo
mAb159 capaz de reconocer la forma trimérica de VP7 (verde), asi como con DAPI y anticuerpos secundarios
acoplados a Alexa fluor 488 (para VP7) y 568 (para NSP2).

Dapi, NSP2 y VP7

Control

Dapi, NSP2 y VP7

Dapi, NSP2 y VP7

Estos resultados sugieren que el bloqueo en la adquisicion de la capa externa durante el
ensamblado de las particulas de rotavirus en presencia de los farmacos, se debe a la
inhibicion de la formaciéon de los trimeros de VP7 que, como se menciond en la

introduccion, son esenciales para el ensamblado de esta proteina en la particula viral.
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Aunque en el caso de la cepa RRV, el efecto en la trimerizacién de VP7 pudiera deberse
a la alteracién del procesamiento de VP7 provocado por BFA y GCA, el cual podria
provocar un mal plegamiento de VP7 que inhiba su capacidad para trimerizar, también
existe la posibilidad de que estos inhibidores pudieran estar reduciendo los niveles de
Ca?" dentro del RE hasta una concentracion en la cual la trimerizacién de VP7 es incapaz

de llevarse a cabo.

Por otra parte, para conocer con mas detalle los efectos de BFA y GCA sobre la proteina
VP7 en las células infectadas, se evalué mediante inmunofluorescencia la distribucion
intracelular de la forma monomérica VP7 utilizando el anticuerpo monoclonal M60 (mAb
M60), el cual puede reconocer los monémeros de VP7 ya sea cuando estos estan
integrados en trimeros o de forma independiente (Svensson et al. 1994; Dormitzer et al.
2000).

En las condiciones control, se encontré que la forma monomérica de proteina VP7 se
organiza mayormente como una estructura de anillo asociada al contorno los viroplasmas.
Sin embargo, durante los tratamientos con BFA y GCA, la proteina VP7 no fue reclutada
hacia la periferia de los viroplasmas, sufriendo una redistribucidn hacia el citoplasma de la
célula, en donde se detectd de forma punteada, con una minima asociaciéon a los

viroplasmas (Figura 15).

El cambio en la distribucién intracelular de la forma monomérica de VP7 y su ausencia de
la periferia de los viroplasmas parece indicar que la inhibicidon del transporte provocada
por BFA y GCA podria estar impidiendo que VP7 se asocie a los sitios de gemacion y
ensamblado de las particulas virales que se encuentran estrechamente asociados a los
viroplasmas, previniendo asi la adquisicion de la capa externa para la produccion de
TLPs. Sera interesante ver si la trimerizacion y distribucién de la proteina VP7 de la clona

28 de SA11 se altera de la misma manera.
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Figura 15.- El tratamiento con BFA o GCA modifican la distribucion intracelular de VP7. Monocapas de células
MA104 crecidas en cubreobjetos de vidrio fueron tratadas con BFA (0.5 ug/ml) o GCA (10 uM) por 30 min y
posteriormente infectadas con RRV a una MOI de 1 en presencia de los inhibidores. Después de retirar el
virus no internalizado, ser puso medio nuevo con BFA o GCA. A las 6 hpi las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 2% e incubadas con un anticuerpo contra la proteina viral NSP2 (rojo) y con el anticuerpo
M60 capaz de reconocer la forma monomérica VP7 (verde), asi como con DAPI y anticuerpos secundarios
acoplados a Alexa fluor 488 (para VP7) y 568 (para NSP2).
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VII. DISCUSION

Las células eucariotas utilizan un elaborado sistema para el control del trafico de
proteinas tanto en la ruta endocitica como secretoria. Dentro de este sistema, la
maquinaria de COPI/ARF1 participa en varios procesos de transporte que ocurren entre el
RE vy el aparato de Golgi, asi como entre las diferentes capas del aparato de Golgi (Beck
et al. 2009), pudiendo ademas participar en eventos relacionados con la maduracion y

funcién de las LDs, entre otras funciones (Popoff et al. 2011).

Por otra parte, se ha descrito también que la maquinaria de COPI/ARF1 es importante
para la replicacion de diferentes virus, como influenza A, SV40, virus de la estomatitis
vesicular (VSV), de hepatitis C (HCV) y coronavirus de hepatitis de ratén (MHV); para
todos ellos, COP/ARF1 pudiera participar tanto en los pasos de entrada de los virus a la
célula (influenza A, SV40 y VSV), como en pasos posteriores, como la replicacion del
genoma (VSV, HCV y MHV), expresion de proteinas virales (VSV e influenza A) y el
ensamblado de las particulas virales (influenza A) (Konig et al. 2010; Sun et al. 2013;
Norkin et al. 2002; Cureton et al. 2012; Goueslain et al. 2010; Verheije et al. 2008).

Recientemente también se encontré que el complejo COPI puede estar involucrado en la
replicacion de rotavirus, ya que el silenciamiento de dos de sus subunidades redujo la
infectividad de este virus (Silva-Ayala et al. 2013). En el presente trabajo se presenta
evidencia de la importancia del complejo COPI en el proceso de morfogénesis de
rotavirus, en particular en el ensamble de la capa externa formada por las proteinas de
superficie VP7 y VP4.

Como una primera aproximacion para conocer con mas claridad la probable funcion de
COPI en el ciclo de replicacién de rotavirus, se realizaron algunos ensayos con siRNAs
dirigidos para el silenciamiento de tres de las subunidades de COPI (COP-a, COP-8,
COPI-8). Sin embargo, se encontr6 que el silenciamiento de estas subunidades disminuye
la viabilidad celular, resultando en un menor crecimiento y una mayor mortandad de las
células tratadas con los diferentes siRNAs (resultados no mostrados). Debido a este
problema se eligi6 utilizar a inhibidores de la funcion de COPI como Brefeldina A (BFA) y
Golgicida A (GCA), los cuales bloquean la actividad del factor GBF1, lo que impide la
activacion de la proteina ARF1 y con ello los pasos del transporte vesicular de COPI (Hsu
y Yang, 2009; Beck et al. 2009; Saenz et al. 2009; Mossessova et al. 2003).
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Cuando los inhibidores se afnadieron a células MA104 durante la infeccion por rotavirus,
se encontro que mientras BFA disminuye significativamente la infectividad del virus
(alrededor de 70%) a una concentracion de 10 pug/ml, las concentraciones evaluadas de

GCA no alteraron la infectividad del virus.

Aunque no se puede descartar la posibilidad de algun efecto de BFA en la entrada del
virus, ya que se ha reportado que este inhibidor puede afectar algunos procesos
endociticos (Klausner et al. 1992), los efectos de este inhibidor encontrados con la
concentracién de 10 ug/ml pudieran reflejar una alteracion indirecta de este proceso. BFA
al ser un inhibidor menos especifico para COPI, capaz de bloquear el transporte de
proteinas del trans-Golgi hacia los endosomas, podria estar alterando el transito de
factores hacia los endosomas o a la membrana plasmatica, los cuales son necesarios

para la endocitosis del virus (Saenz et al. 2009).

En contraste, ambos inhibidores afectaron de manera importante la produccion de
progenie viral, reduciéndola en un 99% a concentraciones de 0.5 pyg/ml (BFA) y 10 uM
(GCA). En conjunto, estos resultados sugieren que los inhibidores pudieran no tener un
efecto sobre la entrada del virus a la célula, (al menos GCA), sino que su accion parece
estar relacionada con el bloqueo de un paso posterior en el ciclo de rotavirus. Un
argumento adicional que indica que el efecto principal de los inhibidores no es a nivel de
la entrada del virus es que la adicion de BFA o GCA, aun a las 2 hpi, produce una
reduccion significativa de la progenie viral. A este tiempo el virus ya ha logrado ingresar al

citosol celular, lo cual ocurre en alrededor de 60 min (Silva-Ayala et al. 2013).

Por otra parte, la similitud de los efectos de BFA reportados en un trabajo previo, en el
cual este inhibidor fue adicionado cada 4 h para evitar la pérdida de su actividad debido a
su metabolizacion (Mirazimi et al. 1996), con los efectos encontrados en este estudio
donde BFA no fue adicionado a lo largo de la infeccion, sugirid que la actividad de este
inhibidor asi como de GCA se encuentra involucrada con eventos ocurridos durante las
primeras 4 hpi, lo cual fue confirmado al encontrar que la adicion de BFA o GCA a partir
de las 4 hpi resulta en una reduccién minima de la progenie viral, teniendo una actividad
significativamente menor cuando estos son afadidos a las 6 y 8 hpi. Asimismo, la
observacion de que la aparicion de nuevas particulas virales inicia alrededor de las 4 hpi
apoya la idea de que el efecto primario de estos compuestos esta relacionado con el

ensamblado de virus.
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Al indagar con mayor detalle el ensamblado de particulas virales en presencia de BFA y
GCA se encontr6 que ambos inhibidores bloquearon el ensamble de las proteinas de la
capa externa del virus, permitiendo unicamente la formacion de DLPs. Aunque la causa
de este bloqueo es desconocida, muy probablemente esto pudiera deberse a una
alteracion de la proteina VP7, ya que se encontré que la presencia de GCA y BFA durante
la infeccion de rotavirus modificdé de manera clara la movilidad electroforética de esta

glicoproteina.

Previamente se habia descrito que BFA es capaz de alterar la movilidad electroforética de
la proteina VP7 aunque no se exploré el mecanismo a través del cual esto sucedia
(Mirazimi et al. 1996). Nuestro hallazgo de que GCA es también capaz de alterar la
movilidad de VP7, de manera similar a BFA, y considerando que GCA actua de manera
mas especifica sobre el factor GBF1, sugiere que el efecto de estos inhibidores es sobre
este factor, cuya actividad parece ser de especial importancia para el procesamiento de
VP7.

Para BFA se ha sugerido que el cambio en la movilidad electroforética de VP7 podria
deberse a una alteracion en el procesamiento pos-traduccional de la cadena de
oligosacaridos unida a esta proteina, el cual pudiera ser el responsable de la disminucién
en la progenie viral infecciosa. Sin embargo, cuando se evalué el efecto de BFA y GCA en
la clona 28 de SA11, cuya VP7 no es glicosilada, se encontré que la produccién de
particulas virales infecciosas de esta cepa mutante, al igual que la cepa silvestre de SA11,
cuya VP7 si esta glicosilada, es sensible al tratamiento con estos inhibidores, indicando
que el efecto de los farmacos sobre la progenie viral no esta relacionado directamente a la

alteracion de la cadena de oligosacaridos de VP7.

Por otro lado, el hecho de que la movilidad electroforética de la proteina VP7 de
SA11CL28 también esté alterada, sugiere que esta alteracién podria deberse a algun otro
tipo de modificacion pos-traduccional. En este sentido, una posibilidad interesante es que
estuviera bloqueada la remocion de los primeros 50 aminoacidos que componen el
péptido sefal de la proteina, los que en condiciones control se procesan durante la
sintesis de la proteina en el RE. Asimismo, la movilidad diferente de VP7 en las células
tratadas con ambos compuestos también pudiera deberse al favorecimiento del empleo
de alguno de los dos sitios de iniciacion de la traduccion de VP7, promoviendo el
enriquecimiento de una especie de VP7 con mayor peso molecular, que en condiciones

normales se encuentra en cantidades reducidas (Stirzaker et al. 1987).
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Independientemente de la causa de la alteracion en la movilidad electroforética de VP7,
ésta podria tener repercusiones importantes para el proceso de morfogénesis de
rotavirus, por ejemplo impedir la trimerizacion de la proteina y por lo tanto su ensamble en

la particula viral.

Considerando las posibilidades mencionadas en el parrafo anterior, se decidioé evaluar por
inmunofluorescencia los efectos de BFA y GCA sobre la trimerizacion de la proteina VP7,
utilizando el MAb159, que reconoce exclusivamente la forma trimérica de la proteina y el
MAb 60, que interacciona con la forma monomérica (Dormitzer et al. 2000). Los
resultados mostraron que tanto BFA como GCA bloquean completamente la formacion de
los trimeros de VP7, mientras que la forma monomeérica de la proteina si es detectable,
aunque con una distribucién intracelular alterada. Por otro lado, la formacién de
viroplasmas, detectados con un anticuerpo contra la proteina NSP2, no parece afectarse,
cuando menos de forma notoria, durante los tratamientos con los inhibidores, por lo que
aunque el efecto de BFA y GCA parece alterar la asociacién de VP7 con los viroplasmas,
estas inclusiones permanecen de modo normal durante la infeccion. Posibilidad que

requiere demostrarse.

Aunque los resultados anteriores pudieran indicar que la falta de trimerizacion de VP7 es
el resultado de un mal plegamiento en esta proteina debido a una alteracion en sus
modificaciones post-traduccionales, no se puede excluir la posibilidad de que los
inhibidores pudieran disminuir los niveles de Ca®* en el lumen del RE, lo que pudiera
provocar la inhibicion en la trimerizacién de la proteina, ya que se ha reportado que el
tratamiento de células infectadas con BFA puede inhibir el incremento en la permeabilidad
de Ca* en la membrana plasmatica asi como el incremento en la toma de calcio hacia el

interior del RE que se produce durante la infeccion de rotavirus (Ruiz et al. 2005).

En conclusion, los resultados de este estudio sugieren que la disrupcién del complejo
COPI mediante inhibidores de la actividad del factor GBF1, provoca una disminucién de la
progenie viral infecciosa a través de bloquear el ensamblado de las proteinas de la capa
externa del virus sobre las DLPs para formar las particulas de triple capa infecciosas, lo

cual parece deberse a la inhibicion de la trimerizacién de VP7.

Sera importante en estudios posteriores determinar de manera mas precisa la causa por
la cual la VP7 no es capaz de trimerizar, asi como identificar la via intracelular (transporte

retrogrado Golgi-ER o maduracién de LDs) relevante para que ocurra esta trimerizacion.
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VIIl. CONCLUSIONES

La inhibicion de la actividad de COPI producida por BFA provoca la disminucion de
la infectividad de RRV. Sin embargo, GCA no altera la infectividad de este virus.
Tanto BFA como GCA reducen la produccion de mas del 99% de la progenie viral
infecciosa de rotavirus en células MA104.

El efecto de BFA y GCA en el ciclo de replicacion de rotavirus no se encuentra
relacionado con los eventos de internalizacion del virus, ya que la adicién de estos
inhibidores a las 2 hpi reduce la progenie viral de forma similar a cuando se
afiaden al inicio de la infeccion.

La disminucion de la progenie viral provocada por BFA y GCA se mantiene
solamente cuando los inhibidores son adicionados a las 4 hpi, antes del inicio del
ensamble de las nuevas particulas virales.

El tratamiento con BFA o GCA en células infectadas provoca una reduccion en la
movilidad electroforética de la proteina VP7.

La presencia de BFA y GCA inhibe el ensamblado de particulas virales infecciosas
de triple capa (TLPs), al bloquear la adquisicion de las proteinas de capa externa
VP7 y VP4,

La disminucién en la produccién de progenie viral de rotavirus no esta relacionada
a una alteracion en la glicosilacién de VP7, ya que la cepa de SA11CL28 de
rotavirus también demostro sensibilidad al tratamiento con BFA y GCA.

La alteracion en la movilidad de VP7 provocada por BFA y GCA no esta
relacionada a un cambio en el procesamiento de la glicosilacién de esta proteina,
puesto que estos tratamientos también inducen un cambio en la movilidad de la
proteina VP7 no glicosilada de la variante SA11CL28.

El tratamiento con BFA o GCA modifica la distribucion intracelular de VP7 e impide

su trimerizacion.
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IX. PERSPECTIVAS

Caracterizar los cambios en el procesamiento de VP7 (formacién de puentes
disulfuro, remocién del péptido senal, etc) durante los tratamientos con BFA y
GCA que pudieran estar involucrados en el fenotipo observado.

Determinar si la inhibicion en la formacion de trimeros de VP7 durante los
tratamientos con BFA y GCA puede estar relacionada con una alteracion
(disminucioén) en los niveles de calcio en el lumen del RE.

Evaluar si la presencia de los farmacos bloquea o no la gemacion de las DLPs
hacia el lumen del RE y la pérdida de la capa de lipidos de las particulas
intermediarias.

Analizar la ubicacion intracelular de la proteina VP7 durante el tratamiento con
BFA y GCA, mediante la evaluaciéon de su co-localizacién con proteinas
marcadoras del RE, el ERGIC y el aparato de Golgi.

Definir cual(es) de las funciones asignadas al complejo COPI/Arf1 (transporte
retrogrado Golgi-RE o formacién de LDs) se requiere para el ensamble de la

capa externa de rotavirus.
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