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RESUMEN

Rotavirus es el principal agente etiologico de gastroenteritis aguda en nifios,
causando diarrea severa y deshidratacion grave. En células en cultivo, la infeccion
con rotavirus produce una reorganizacion del citoesqueleto de actina, sin embargo
no es claro el papel que tiene esta estructura celular en la replicacion del virus.
Con el proposito de investigar su importancia, utilizamos dos enfoques
metodoldgicos: el uso de farmacos que alteran al citoesqueleto de actina y el
silenciamiento de proteinas involucradas en la adecuada dinamica del mismo. Se
observo que el jasplakinolido, farmaco que induce la polimerizacion y estabiliza el
filamento de actina (Holzinger, 2009), no altera la formacion de particulas
infecciosas en células infectadas, sin embargo inhibe la liberacion del virus en un
60%. Historicamente se ha pensado que los virus no envueltos son liberados de
células no polarizadas por medio de lisis celular (Tucker y Compans, 1993), sin
embargo, en este trabajo encontramos que en ceélulas MA104 no polarizadas,
rotavirus comienza a salir a partir de las 9 horas post-infeccion (hpi), mientras que
el dafo celular causado por la replicacion del virus se observa hasta las 12 hpi, lo
cual sugiere que el virus es liberado por un mecanismo no litico, al menos en
tiempos tempranos de la infeccidn, y que este mecanismo de liberacién depende
del citoesqueleto de actina. La caracterizacion del virus liberado en el
sobrenadante celular por medio de gradientes de densidad en iodixanol sugirid
que éstos se encuentran asociados a estructuras membranosas, ya que migran a
zonas de baja densidad del gradiente y también encontramos que esta asociacion
no es afectada por jasplakindlido. Por microscopia de inmunofluorescencia
encontramos que, en células infectadas tratadas con jasplakindlido, la proteina
viral VP4 se acumula en una zona perinuclear, mientras que en células no tratadas
con el farmaco, VP4 se distribuye de manera mas uniforme en el citoplasma.
Previamente se habia reportado que VP4 se asocia intracelularmente a
estructuras conocidas como balsas lipidicas, ricas en colesterol y esfingolipidos, y
que se transporta a la membrana plasmatica en células MA104 infectadas
(Cuadras et al., 2006; Nejmeddine et al., 2000). En este trabajo confirmamos la
presencia de VP4 en la superficie celular y encontramos que en presencia de
jasplakindlido el transporte de VP4 hacia la membrana plasmatica disminuye en un
50% y que la interaccion del virus con balsas lipidicas también decrece en
presencia del farmaco. Finalmente, demostramos que la proteina VP4 presente en
la superficie celular se ensambla en las nuevas particulas virales liberadas al
medio, lo cual indica que, al menos parte de la morfogénesis del virus ocurre en la
membrana celular, a través de un mecanismo que requiere de la funcionalidad del
citoesqueleto de actina. Este hallazgo es completamente novedoso, y contrasta



con la idea de que el ensamble final de la particula viral ocurre en las cisternas del
reticulo endoplasmico.

Por otro lado, utilizando el sistema de RNA de interferencia, se llevé a cabo en
nuestro laboratorio un tamizaje de genes celulares involucrados en el transporte
intracelular de vesiculas, que pudieran ser importantes para la replicacién del virus
(Silva-Ayala, datos no publicados). En este tamizaje se encontré que las proteinas
Actn, Diaph y Rac1, involucradas en la reorganizacion del citoesqueleto de actina,
son necesarias para el ciclo viral. En este trabajo nos propusimos corroborar esos
datos y dilucidar la etapa del ciclo de replicacion del virus en el cual se requieren.
Observamos que la proteina Actn participa en la entrada de rotavirus, ya que su
silenciamiento redujo la infectividad en un 50%, sin embargo al transfectar por
lipofeccion DLPs, evitando el paso de entrada, la infectividad del virus no se afecta
en células silenciadas. El silenciamiento de la proteina Diaph disminuy6 la
progenie viral en un 40%, interviniendo también en el paso de entrada del virus,
ademas, por medio de Western blot observamos que esta proteina también
participa en la sintesis de proteinas virales. Los ensayos de interferencia de Rac1
decrecieron la progenie viral en un 60% y por ensayos de Western blot
demostramos que esta proteina se requiere para la sintesis de proteinas virales,
sin embargo, observamos que también es requerida para sintesis de proteinas
celulares, pudiendo inhibir la producciéon de virus infeccioso de manera indirecta.
Los datos que obtuvimos en este trabajo sugieren que el citoesqueleto de actina
participa activamente en la replicacion de rotavirus, tanto a nivel de entrada como
en la liberacién del virus a tiempos tempranos de la infeccion.
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INTRODUCCION

Generalidades de los rotavirus
Rotavirus es una de las principales causas de gastroenteritis en nifios menores de

5 afos a nivel mundial y puede ocasionar la muerte de los infantes ya que genera
una severa deshidratacion y un desbalance electrolitico (Parashar et al., 2006). A
pesar de los esfuerzos en la difusion de la vacunacion contra este agente
etiologico, aun sigue representando un serio problema de salud a nivel mundial, ya
que tan solo en el afio 2013 la Organizacion Mundial de la Salud estim6 que cerca

de 215,000 nifilos murieron debido a la infeccidon con rotavirus.

El género Rotavirus pertenece a la familia Reoviridae, es un virus icosaédrico, no
envuelto, de 70nm de diametro, su genoma esta organizado en 11 fragmentos de
RNA de doble cadena que se hallan envueltos en tres capas de proteinas. El
genoma viral codifica para seis proteinas estructurales (VP1-VP4, VP6, VP7) y
seis proteinas no estructurales (NSP1-NSP6). La capa mas interna del virién se
conforma de 60 dimeros de la proteina VP2, la cual rodea el genoma del virus,
ademas de 12 copias de VP1, la RNA polimerasa dependiente de RNA, y a 12
copias de VP3, con actividad de guanil transferasa, metilasa y fosfodiesterasa. La
capa intermedia esta compuesta por 260 trimeros de VP6, los cuales al
ensamblarse sobre la capa de VP2 forman particulas de doble capside, también
llamadas DLPs, del inglés double-layered particles (Figura 1a). La capa mas
externa se compone de 260 trimeros de VP7 y 60 trimeros de VP4, que al
ensamblarse sobre la capa de VP6 forman particulas de triple capside,
denominadas TLPs, del inglés triple-layered particles (Figura 1b), las cuales son

infecciosas (Estes y Greenberg, 2013).
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Figura 1. Imagenes de reconstrucciones 3-D de las particulas de rotavirus. A)
Particula de doble capside (DLP), en amarillo se observa la capa interna (VP2) y en rojo la
capa intermedia (VP6), B) Particula de triple capside (TLP), en rojo se observa la capa
intermedia (VP6), en azul la capa externa (VP7) y en verde la proteina VP4, la cual forma

las espiculas del viridon. Tomado de Libersou et al., 2008.

Ciclo de replicacion

Adsorcion y penetracion a la célula

El primer paso en el ciclo de replicacién de rotavirus es la interaccion que tiene la
particula viral con la superficie de la célula huésped. Esta adhesion es llevada a
cabo por las proteinas de capa externa VP4 y VP7 con diferentes receptores y co-
receptores celulares (Lopez et al., 2006), entre los cuales se han identificado al
acido sialico (Dormitzer, 2002), las integrinas a2p1, axp2, avB3 y a431 (Coulson et
al., 1997; Gutiérrez et al., 2010), ademas de la proteina de choque térmico hsc70
(Guerrero et al.,, 2002). Se ha descrito que todos estos receptores relacionados
con el reconocimiento de rotavirus se encuentran asociados a balsas lipidicas (Isa,
2004) (Figura 2).

Posterior a la union del virus con la célula, su internalizacién hacia el interior de la
célula se lleva a cabo por un proceso endocitico, el cual puede variar dependiendo
de la cepa. Por ejemplo, la cepa de rotavirus RRV, aislada de un mono rhesus,

requiere para su entrada colesterol y dinamina y no depende de clatrina ni
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caveolina; sin embargo, la cepa UK, de origen bovino, penetra por una endocitosis
mediada por clatrina (Gutiérrez et al., 2010). El desnudamiento del virus y su
salida del endosoma hacia el citoplasma requiere de diversos factores, como la
disociacion de las proteinas de la capa externa (VP7), ademas de un cambio
conformacional de VP4, que origina el pliegue de VP5 sobre si mismo adoptando
una conformacion tipo “paraguas” que expone un dominio hidrofébico de la

proteina que desestabiliza la membrana endosomal (Trask et al., 2010).

Transcripcion del genoma viral y traduccion

Las DLPs son transcripcionalmente activas, ya que rotavirus posee su propia
maquinaria de transcripcidn, la cual se encuentra en el nucleo del virion y consiste
en VP1 y VP3, sin embargo otros estudios han descrito también a VP6 como una
proteina esencial para la transcripcion del genoma (Jayaram et al., 2004). Los
MRNAS son sintetizados dentro del virion de manera coordinada con su extrusion
hacia el citoplasma a través de los poros que existen en las particulas de doble
capa, llegando a ser detectables a una hora post-infeccién (Patton, 1990). Estos
transcritos tienen dos funciones: sirven como molde para que se sintetice la
cadena de polaridad negativa durante la replicacion del genoma viral y para dirigir
la sintesis de proteinas del virus. La transcripcion del RNA de rotavirus se efectua
de modo conservativo, es decir, las dos hebras del RNA gendmico de doble
cadena del virus permanecen dentro de las DLPs, mientras que las cadenas de
RNA recién sintetizadas son translocadas como mRNA por medio de los canales

existentes en los vértices de la particula viral (Lawton et al., 1997).

Los rotavirus son capaces de modular la maquinaria de traduccion celular,
causando una inhibicion de la sintesis de proteinas celulares y de este modo
favorecer la sintesis de proteinas virales. Los mRNAs de rotavirus no poseen una
cola de poli-A, en su lugar tienen una secuencia consenso (GACC) en su extremo
3’, la cual se encuentra conservada en los once genes (Poncet et al., 1994). Esta
secuencia funciona como “enhancer” en la traduccion de los mRNAs virales,

interaccionando principalmente con la proteina no estructural NSP3, vy
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probablemente con otras proteinas del virus (Gratia et al., 2015). La traduccion de
los mMRNAs de rotavirus produce las proteinas estructurales y no estructurales del
virus. NSP2 y NSP5, dos proteinas no estructurales, son necesarias para producir
las inclusiones citoplasmaticas denominadas viroplasmas, los cuales son sitios de
empaquetamiento del ssRNA (+) en las nuevas particulas virales que se estan
ensamblando, mientras es simultdneamente replicado a dsRNA (Patton et al.,
2006). El viroplasma parece estar dividido en dos zonas, de acuerdo a la
distribucion de las proteinas virales que lo componen. La regidn mas interna esta
enriquecida con las proteinas NSP2 y NSP5, asi como las proteinas del core VP1
y VP2 (Altenburg et al., 1980; Gonzalez et al., 2000), sugiriendo que en esta zona
se forma el core (particulas de una sola capa o SLP, del inglés single-layered
particle) de la nueva progenie viral, y ocurre la replicacion del genoma y su
empaquetamiento. La zona mas externa del viroplasma parece estar enriquecida
por la proteina VPG, la cual es necesaria para la formaciéon de la DLP a partir del
core previamente formado (Lopez et al., 2005). Las DLPs geman de los
viroplasmas hacia el reticulo endoplasmico utilizando a NSP4, glicoproteina
transmembranal del virus residente en la membrana del reticulo endoplasmico,
que es utilizada como receptor de las DLPs, al interactuar con la proteina VP6 en
la superficie de las DLPs (Taylor et al., 1996).

Maduracién y salida de la particula viral

Al gemar a través de la membrana del reticulo endoplasmico las DLPs adquieren
un capa lipidica, en las cuales se encuentran presentes las proteinas NSP4 y la
glicoproteina de superficie VP7. Por un mecanismo aun no definido la cubierta de
lipidos se pierde cuando las particulas envueltas migran hacia el interior del lumen
del reticulo endoplasmico, perdiéndose también NSP4 y se adquiere la capa
externa del virus compuesta de VP7 (Estes y Greenberg, 2013). La etapa en la
cual la proteina VP4 se incorpora a la progenie viral aun no se ha dilucidado
completamente. Una primera hipétesis esta basada en estudios donde se observa
que VP4 se asocia al complejo VP7-NSP4 localizado en las membranas del

reticulo endoplasmico (Maass y Atkinson, 1990); de este modo, al gemar las DLPs
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por el reticulo endoplasmico se asociaria a estos complejos VP4-NSP4-VP7 vy
resultaria en el ensamblado de la tercera capa del virus en el lumen del reticulo.
Sin embargo, otros estudios han demostrado que VP4 se localiza en balsas
lipidicas en la membrana plasmatica (Sapin et al., 2002), lo que plantea la
hipétesis de que las DLPs salen del viroplasma, geman a través del reticulo
endoplasmico e interaccionan con los complejos VP7-NSP4, de este modo las
particulas adquieren la proteina de capa externa VP7. Posteriormente las vacuolas
derivadas del reticulo, que contienen a las particulas de triple capa, interaccionan
con las balsas lipidicas, favoreciendo la integracién de VP4 a las particulas virales
recién sintetizadas (Delmas et al., 2004a). Esta particula de tres capas representa
al virus maduro, infeccioso, el cual se ha asumido histéricamente que se libera de
células en cultivo no polarizadas, por lisis celular (McNulty et al., 1976), por
ejemplo en el caso de las células epiteliales de riidn de mono MA104 (Ver Figura
2). Por otro lado, se ha descrito que el virus se libera de células Caco-2
polarizadas, de origen epitelial de intestino grueso, por un proceso de gemacion
no litico (Gardet et al., 2006).
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superficie celular, posterior a lo cual se unen a co-receptores celulares, incluyendo
integrinas y a la proteina hsc70. La internalizacion se lleva a cabo por via endocitica, que
conduce a la particula hacia endosomas tempranos o tardios (dependiendo de la cepa).
La tercera capa de rotavirus es removida y esto libera a las DLPs, las cuales son
particulas transcripcionalmente activas. Comienza la sintesis de mRNA viral, el cual es
usado para sintetizar las proteinas del virus. Después de que se sintetizan las proteinas
virales, se forman los viroplasmas, lugar donde ocurre la replicacion del RNA gendmico y
la formacion de nuevas DLPs. Se ha propuesto que los viroplasmas interactuan con lipid
droplets, sin embargo esta propuesta esta aun en debate. En el reticulo endoplasmico
(RE) se encuentra anclada la glicoproteina viral NSP4, |la cual funciona como receptor de
las nuevas DLPs ensambladas, las cuales comienzan a gemar hacia el reticulo. NSP4 co-
localiza con el marcador de autofagia LC3 y posee actividad de viroporina, puesto que
de Ca?

momentaneamente una capa lipidica dentro del RE, sin embargo esta es removida

favorece la liberacion hacia el citoplasma. Las DLPs adquieren

cuando la particula adquiere su capa externa, compuesta por las proteinas VP7 y VP4. La
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liberacion del virus es llevada a cabo por lisis celular o en el caso de células epiteliales

polarizadas por un mecanismo no litico. Adaptada de Estes y Greenberg, 2013.

El desarrollo del ciclo viral es auxiliado por factores celulares que en parte son
modulados por accion del virus. Una de las estructuras celulares que se ve
afectada es el citoesqueleto de actina, el cual se reorganiza durante la infeccion
(Taylor et al., 2011).

Citoesqueleto de actina
El citoesqueleto de actina interviene en una gran variedad de funciones que son

esenciales en todas las células, ya que participa en dar estructura y forma a la
célula, ademas de que sus propiedades dinamicas favorecen el movimiento y
division celular (Hall, 1998). Las moléculas individuales de actina son proteinas
globulares de 375 aminoacidos denominadas G-actina. Estos mondmeros de
actina interaccionan entre si, llegando a polimerizarse para formar filamentos de
actina (F-actina). Dado que estos filamentos se organizan por mondmeros
orientados en una misma direccion, la F-actina tiene polaridad, por lo que sus
extremos terminales (llamados extremo positivo y negativo) son distinguibles uno
del otro (Cooper, 2000). Estos microfilamentos de actina son estructuras de 7 a 9
nm de didmetro unidas por uniones no covalentes de subunidades de actina
dispuestos en hélices de redes bidimensionales y geles tridimensionales que se
encuentran dispersos en todo el citoplasma celular, sin embargo se hallan mas
concentrados en la corteza, justo debajo de la membrana plasmatica, por lo que

se le denomina actina cortical (Alberts et al., 2002).

Polimerizacion y despolimerizacién del filamento de actina
El filamento de actina es sometido a diferentes procesos de regulaciéon que le

permiten ensamblarse y desensamblarse rapidamente dependiendo de las
necesidades de la célula. En estudios in vitro se ha observado que el polimero de
actina se despolimeriza a G-actina en soluciones con baja fuerza i6nica, y al
aumentar la fuerza iénica a niveles fisiolégicos la actina comienza a polimerizarse

espontaneamente (Cooper, 2000). El primer paso para la polimerizacién de la
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actina es la nucleacién, la cual consiste en la formacion de pequefios agregados
de tres mondmeros de actina. Posterior a esto, el flamento comienza a crecer,
puesto que las subunidades de actina se van adicionando en los extremos del
filamento. En el extremo positivo la incorporacion de G-actina es entre cinco y diez
veces mas rapida en comparacion al extremo negativo, mientras que en este
extremo del filamento los monémeros se van disociando mas rapidamente. Este
mecanismo de recambio entre polimerizacion/despolimerizacion del filamento de
actina es conocido como dinamica de ensamblaje (freadmilling, en inglés) (Wegner
e Isenberg, 1983). Este proceso requiere ATP, donde la actina unida a ATP
polimeriza en el extremo positivo y la actina unida a ADP es disociada del extremo

negativo (Figura 3)

@ \ Intercambio de ATP por ADP m@

\ -
@

Figura 3. Dinamica de ensamblaje (treadmilling). La actina unida a ATP se asocia con
el extremo positivo, elongando al filamento y posteriormente el ATP es hidrolizado a ADP.
Como la actina unida a ADP se disocia mas rapidamente que la actina-ATP, existe un
desacoplamiento de actina en el extremo negativo. Adaptada de Cooper, 2000.
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Compuestos quimicos que afectan la dinamica del citoesqueleto de actina
Existen farmacos que alteran el citoesqueleto de actina, los cuales son derivados

de toxinas naturales que producen plantas, hongos o esponjas, como mecanismo
de defensa (Alberts et al., 2002). Estas drogas poseen diferentes mecanismos de
acciéon, ya que pueden llegar a unirse al filamento completo o a las subunidades
del polimero (Tabla 1), y se han aprovechado como herramientas en el estudio de

la dinamica del citoesqueleto.

Tabla 1. Drogas que afectan al citoesqueleto de actina. Adaptada de Alberts et al.,
2002.

Farmaco Efecto en el Mecanismo de accién Origen

filamento

Citocalasina Despolimeriza | Se une al extremo “+” del filamento | Hongos

de actina, evitando su polimerizacién

Faloidina Estabiliza Se une y estabiliza el filamento de | Hongos del género
actina Amanita
Jasplakindlido Estabiliza Se une y estabiliza al filamento de | Esponja marina

actina. También es capaz de inducir

la polimerizacion del mismo.

Latrunculina Despolimeriza | Se une a las subunidades de actina, | Esponja marina

evitando su polimerizacién

Swindlido Despolimeriza | Corta al filamento de actina Esponja marina

Proteinas de union a actina
La actina monomérica puede polimerizarse en un filamento y desacoplarse

nuevamente en condiciones in vitro, sin embargo, dentro de la célula existen
numerosas proteinas que son capaces de unirse al mondémero o al filamento de
actina y que regulan la dinamica del citoesqueleto. Estas proteinas son capaces
de organizar espacial y temporalmente a la actina, controlando la disponibilidad de
G-actina, la nucleacion del filamento, su elongacién y despolimerizacion (Alberts et
al., 2002).
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Un importante regulador de la elongacién del filamento de actina es la profilina, la
cual se une a los mondémeros libres, estimulando el intercambio de actina-ADP por
actina-ATP y de este modo facilita la polimerizacién (Lassing y Lindberg, 1985).
Su contraparte, la timosina, secuestra las subunidades de actina, inhibiendo su
polimerizacion (Goldschmidt et al.,, 1992). Otra proteina clave en la
despolimerizacion del filamento es la cofilina. Esta proteina puede unirse al
filamento de actina y favorece la disociacion de los mondémeros en el extremo
negativo (Hawkins et al., 1993). Ademas llega a cortar al filamento, generando
mas extremos negativos y por ende desensamblando al filamento de actina. La
cofilina también es capaz de unirse a la actina-ADP, previniendo que vuelva a
reincorporarse al filamento (Cooper, 2000). La nucleacion de novo requerida para
el ensamblaje del polimero utiliza a las proteinas Arp2 y Arp3 (Arp2/3), apoyadas
de otras proteinas como las forminas. De este modo, proteinas como profilina,
cofilina, Arp2/3 y forminas, entre otras (Figura 4), actuan de manera conjunta para
remodelar al citoesqueleto de actina, dependiendo de los requerimientos celulares.
Debido a los diferentes mecanismos por los cuales los microfilamentos pueden ser
polimerizados/despolimerizados, existe una gran variedad de vias de senalizacion
celular que permiten a la célula modular al citoesqueleto, siendo uno de los mas

importantes el sistema de las Rho-GTPasas.
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Figura 4. Proteinas que participan en la organizacion del citoesqueleto de actina.
Los mondémeros y el filamento de actina son sometidos a polimerizacion o
despolimerizacion dependiendo de las necesidades celulares, lo cual es regulado por

diferentes proteinas de unién a actina. Adaptada de Alberts et al., 2002.

Sistema Rho-GTPasas
Las Rho-GTPasas fueron descubiertas en los afios ochenta en levaduras y

mamiferos y se catalogaron dentro de la superfamilia Ras, las cuales estan
compuestas de pequefas GTPasas monoméricas con un peso de 21-25 kD (Hall,
1990). En mamiferos, la familia de Rho-GTPasas comprende 20 miembros

(Heasman y Ridley, 2008), y su localizacién celular depende de las modificaciones
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post-traduccionales a las que son sometidas, por lo que muchas de ellas pueden
encontrarse libres en el citosol y otras ancladas a membrana (Boivin y Beliveau,
1995).

Mecanismos de sefalizaciéon de las Rho-GTPasas
En la mayoria de las Rho-GTPasas los primeros pasos en su activacion

comienzan con la interaccion de un ligando con un receptor celular en la
membrana plasmatica, incluyendo tirosin cinasas, receptores acoplados a
proteinas G y varios receptores de citocinas (Hall y Nobes, 2000). La sefializacién
de estas GTPasas monoméricas involucra un estado “encendido” o activo, al estar
unidas a GTP y un estado “apagado” o inactivo al estar unidas a GDP. El ciclo
entre el estado activo e inactivo de estas GTPasas es regulado por tres grupos de
proteinas: los factores intercambiadores de guanina (GEFs, por sus siglas en
inglés, “guanine nucleotide-exchange factors”), las proteinas que activan a la
GTPasa (GAPs, por sus siglas del inglés, “GTPase-activating proteins”) y los
inhibidores de disociacién de nuclettidos de guanina (GDlIs, por sus siglas en
inglés, “guanine nucleotide-dissociation inhibitors”) (Figura 5). En humanos se han
descrito cerca de 70 GEFs, las cuales facilitan el intercambio de nucleétidos en las
Rho-GTPasas, promoviendo la liberacion de GDP al mismo tiempo que la union de
GTP (Rossman et al., 2005). Se conocen alrededor de 80 GAPs en mamiferos, las
cuales activan la funcién de las Rho-GTPasas, al promover la hidrdlisis del GTP
(Tcherkezian y Lamarche-Vane, 2007). En mamiferos se han reportado tres GDls,
estas proteinas se unen a los grupos prenilo de algunas proteinas Rho,
secuestrandolas y manteniéndolas lejos de sus respectivos blancos (Dovas y
Couchman, 2005).
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Figura 5. Activacion de las Rho-GTPasas. En un estado inactivo, las GTPasas Rho se
encuentran unidas a GDP o se encuentran inhibidas al estar unidas a proteinas GDI. Para
activarse, es necesario que las proteinas GEF intercambien el GDP por GTP en las
proteinas Rho, esto las activa y pueden interactuar con diferentes proteinas efectoras.
Para regresar a su estado inactivo, las proteinas GAPs promueven la actividad intrinseca
de GTPasa de las proteinas Rho, generandose la Rho-GTPasa-GDP. Adaptada de
Heasman y Ridley, 2008.

La union del ligando activa los GEFs, lo cual promueve la activacion de las
proteinas Rho. Una vez activadas, las Rho-GTPasas median su efecto celular al
interactuar con sus proteinas blanco, activando tirosin cinasas, serin y treonin
cinasas, fosfolipasas, proteinas de andamiaje, entre varias otras. Las proteinas
blanco activadas son responsables de diversas funciones , como la progresién del
ciclo celular, la expresion de ciertos genes o la reorganizacion del citoesqueleto de

actina, sin embargo aun se desconoce la funcién de varias de ellas (Hall, 2012).
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Regulacion del citoesqueleto de actina por Rho-GTPasas
A pesar de que las proteinas Rho fueron descubiertas en la década de los

ochenta, fue hasta mediados de los noventa cuando tres de ellas, Rho, Rac y
CDC42, se vincularon directamente en la organizacion del citoesqueleto de actina
(Ridley y Hall, 1992; Ridley et al., 1992; Nobes y Hall, 1995).

CDC42
La proteina CDC42 tiene como funciones principales regular el citoesqueleto de

actina y la polaridad celular en diversos organismos eucariotas (Heasman vy
Ridley, 2008). En muchos tipos celulares es responsable de la formacién de
filopodios (Nobes y Hall, 1995) (Figura 6), los cuales son proyecciones
citoplasmaticas altamente dinamicas y ricas en actina (Figura 8). Estas estructuras
contienen haces paralelos de F-actina y son importantes para que las células
puedan sensar el ambiente en el que se encuentran, estan involucradas en la
adhesion a la matriz extracelular y también llegan a participar en la locomocion

celular (Gupton y Gertler, 2007).

Rac
Esta GTPasa posee tres isoformas activas (Rac1, Rac2 y Rac3), sin embargo se

expresan de manera diferencial dependiendo del tipo celular. Rac1 es el miembro
mejor estudiado y se expresa de manera ubicua, mientras que la expresion de
Rac2 esta restringida a células hematopoyéticas (Shirsat et al., 1990) y Rac3 se
encuentra principalmente en el cerebro (Corbetta, 2005). Rac1 participa en la
migracion celular y promueve la polimerizacion de actina en la periferia celular
llevando a cabo la formacion de plegamientos de la membrana y lamelipodios
(Figura 6). Estas ultimas estructuras son prolongaciones laminares transitorias
producidas por la polimerizacion de actina debajo de la membrana plasmatica
(Figura 8). Una vez que Rac es activada puede interactuar con proteinas que
conducen la nucleacion del filamento de actina, incluyendo al complejo Arp 2/3 a
través de proteinas WAVE y forminas (Jaffe y Hall, 2005). Rac también puede
remover las proteinas de capping del extremo positivo del filamento e incrementar
la disponibilidad de G-actina regulando la actividad de cofilina (Jaffe y Hall, 2005;
Wang et al., 2007).
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Figura 6. Sefalizacién de Rac y CDC42 en la reorganizacion del citoesqueleto de
actina. La formacién de filopodios y lamelipodios son favorecidos por la activacion de
CDC42 y Rac a través de varias cinasas y diferentes proteinas efectoras. Estas dos
GTPasas pueden llegar a converger en algunas vias para estabilizar al filamento. PAK,
cinasa activa p-21; LIMK, cinasa LIM; MLC, cadena ligera de miosina. Modificado de

Burridge y Wennerberg, 2004.

Rho
Se conocen tres isoformas de Rho (RhoA, RhoB y RhoC), y todas ellas

promueven la formacion de fibras de estrés (Figura 7) y complejos de adhesiones
focales (Hall y Nobes, 2000). Se ha observado que RhoB se encuentra localizado
en vesiculas endociticas y es capaz de regular el trafico endosomal (Ridley, 2006).

Estas proteinas Rho actuan como los primeros interruptores en la sefializacion
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celular que comunica los receptores celulares con el citoesqueleto de actina
(Ridley y Hall, 1992).
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Figura 7. Sefializacion de Rho en la reorganizacion del citoesqueleto de actina. La
pequena GTPasa Rho favorece la formacion de fibras de estrés, asi como la
polimerizacién y estabilizacion de la actina. MLC, cadena ligera de miosina; LIMK, LIM

cinasa; mDia, proteina Diaph. Modificado de Burridge y Wennerberg, 2004.
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Figura 8. Diferentes rearreglos del citoesqueleto de actina. El citoesqueleto de actina
es una estructura altamente dinamica que puede polimerizarse/despolimerizarse
formando diferentes estructuras, dependiendo de las necesidades celulares o en
respuesta a diferentes estimulos ambientales. A.G., Aparato de Golgi; R.E., Reticulo

endoplasmico. Adaptada de Taylor et al., 2011.

Rol del citoesqueleto de actina en infecciones virales
El citoesqueleto de actina es una estructura que interviene en numerosas

funciones celulares, por lo que no es de sorprender que sea reorganizado para
optimizar el ciclo de infeccién de muchos virus. Las primeras asociaciones entre
una infeccion viral y la alteracién del citoesqueleto provienen de “células
transformadas”™ por virus como SV40, adenovirus, virus del sarcoma de Rous,

entre otros, los cuales generan cambios morfolégicos como redondeamiento
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manera anormal, puesto que suelen perder la inhibicién de crecimiento al contacto. De manera general este proceso
se efectla por una desregulacion del ciclo celular e inhibicion de la apoptosis por proteinas virales.



celular, formacion de pseuddpodos, pérdida de fibras de estrés, asi como pérdida
de la inhibicién del crecimiento por contacto (Fleissner y Tress, 1973; Goldman et
al., 1975). A partir de entonces se ha observado que el grado de alteracién en el
citoesqueleto varia entre diferentes infecciones virales, la etapa del ciclo

replicativo del virus y el tipo de célula infectada (Taylor et al., 2011).

Papel de la actina dentro del ciclo viral

Entrada

El primer paso en una infeccién viral es el proceso de entrada, donde las proteinas
virales de superficie interaccionan con receptores celulares. Estos receptores se
encuentran asociados a filamentos de actina situados debajo de la membrana
plasmatica y en muchos casos la interaccion virus-receptor desencadena el
movimiento de la particula viral (“surfing”) hacia el lugar donde ocurre la
endocitosis (Lehman et al., 2005). En otros casos la adherencia del virus a la
célula genera que sean los receptores celulares los que se agrupen (movimiento
mediado por el citoesqueleto) cerca del punto de contacto virus-célula y de este
modo faciliten la entrada del virus (Jimenez-Baranda et al., 2007). La mayor parte
de los virus entran a la célula por endocitosis (Mercer et al, 2010), y con
frecuencia se requiere de la actina para que el proceso se lleve a cabo, ya que al
utilizar drogas que interfieren con el funcionamiento del citoesqueleto de actina
algunos virus son incapaces de entrar a la célula (Mercer y Helenius, 2008;
Greene y Gao, 2009).

Replicacién del genoma viral y morfogénesis

El proceso por el cual el virus replica su genoma y lo empaqueta dentro de las
capsides viricas debe ser perfectamente coordinado para asegurar que se
produzcan virus infecciosos. La participacion de la actina en este proceso puede
darse en dos formas: en algunos virus, como el virus Sincitial Respiratorio (RSV),

la actina es necesaria para que el genoma se replique adecuadamente,
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funcionando como factor de transcripcién o estabilizando al genoma viral, sin
embargo los mecanismos exactos de cémo interactua la actina con el acido
nucleico aun falta por determinarse (Harpen et al., 2009). Por otro lado, el
citoesqueleto de actina puede transportar al genoma y las proteinas virales a sitios
especificos de la célula donde el ensamblado se lleva a cabo, como en el caso del
virus de Newcastle (NDV) y el virus Sendai (SV) (Taylor et al., 2011).

Salida del virus y su diseminacion a otras células

La progenie viral recién sintetizada debe salir de la célula infectada para poder
infectar otras células. En el caso de algunos virus envueltos que salen de su célula
huésped por gemacion, como HIV o el virus del Sarampion (MV), se ha observado
que el citoesqueleto de actina es determinante en la maduracion y liberacion de
las particulas virales (Fackler y Krausslich, 2006; Stallcup et al., 1983). Las
proteinas virales pueden interactuar directamente con el sistema RhoGTPasa o
con algunas proteinas efectoras, lo que provoca la formacién de citonemas,
filopodios o lamelipodios, y le permiten al virus salir de la célula y/o infectar células

aledanas (Taylor et al., 2011).
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ANTECEDENTES

Rotavirus modifica el citoesqueleto de actina
Se ha observado que en células infectadas con rotavirus la estructura y funcion del

citoesqueleto sufren modificaciones; a 24 horas post-infeccién (hpi) la actina
incorporada en microfilamentos (F-actina) sufre una despolimerizaciéon en las
microvellosidades de células Caco-2 (carcinoma de colon) polarizadas (Jourdan et
al., 1998). Existen reportes de modificaciones en la dinamica del citoesqueleto
independientes de la homeostasis del calcio intracelular, tal es el caso de la
formacion de fibras de estrés de actina en células MA104 (rifdn de mono verde)
no polarizadas a 3 hpi, y el cambio en la conformacion de algunas proteinas de los
filamentos intermedios en células Caco-2 a 18 hpi (Zambrano et al., 2012; Brunet
et al., 2000).

Interacciones entre proteinas virales y actina
Existen algunos reportes de proteinas virales que parecen interaccionar con el

citoesqueleto. En células Cos-7 y MA104 se demostré que a 7 hpi la proteina
NSP4 esta implicada en la variacion de calcio intracelular, lo que puede llevar a
una alteracién de las proteinas que se encargan de organizar al citoesqueleto
(Zambrano et al., 2008). Por otro lado, en células Cos-7 transfectadas con un
vector que expresa la proteina estructural VP4, se observd la interaccidn
especifica de VP4 con haces de filamentos de actina citoplasmica y su
remodelacion para formar agregados o cuerpos de actina 24 h después de la
transfeccion (Gardet et al., 2006). Se reporté también que, en células Caco-2
polarizadas, VP4 co-localiza con F-actina a 6 hpi y remodela los haces de
filamentos subcorticales en el brush border de la células, desorganizando su
estructura y probablemente favoreciendo la salida del virus (Gardet et al., 2006).
En cultivos diferenciados de células Caco-2 se ha observado que existe un
decremento en la salida apical de rotavirus por efecto del farmaco jasplakinoélido,
con aumento en su salida por la region basolateral (Gardet et al., 2007), lo cual

contrasta con la liberacidén del virus en un sistema no polarizado (como el caso de
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células MA104), la cual se asume que es llevada a cabo por un proceso de lisis
celular (McNulty et al., 1976).

A pesar de la informacion disponible, no es claro el papel que tiene el
citoesqueleto de actina en la replicacidén de rotavirus. Aun se requieren determinar
factores involucrados durante la interaccidon del virus con su célula hospedera que
desencadenan cambios en la estructura y conformacion del citoesqueleto para
favorecer la replicacion viral. Por ejemplo, experimentos efectuados en nuestro
laboratorio demuestran que inhibidores de la polimerizacion de la actina afectan la
entrada unicamente en ciertas cepas de rotavirus (Gutiérrez, 2011), ademas de
que recientemente se demostré que la interferencia de la expresion de los genes
Cdc42, RhoA y Actn, relacionados con el sistema Rho-GTPasas, disminuye la
infectividad del rotavirus RRV, y que estas proteinas participan en el proceso de

endocitosis del virus (Silva-Ayala et al., 2013).

Por otro lado, en un tamizaje reciente llevado a cabo en nuestro laboratorio se
identificaron varios genes celulares que codifican para proteinas involucradas en
la dinamica del citoesqueleto que pudieran estar implicados en el ciclo de
replicacion de rotavirus. Dentro de estos se encuentran: Diaph, que actua en el
ensamblaje de la F-actina y formacion de fibras de estrés y Rac1, GTPasa
perteneciente a la superfamilia RAS involucrada en la induccién de plegamientos y

extensiones de membrana (Silva-Ayala, datos no publicados).
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HIPOTESIS

El ciclo de replicacion de rotavirus requiere de la dinamica del citoesqueleto de

actina y de las proteinas Actn, Diaph y Rac1.
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OBJETIVOS

General
Determinar el papel del citoesqueleto de actina en el ciclo de replicacion de

rotavirus.

Especificos
1. Determinar el efecto de drogas que afectan al citoesqueleto de actina en la

produccion de particulas infecciosas del rotavirus de simio RRV.

2. Validar si existe disminucion de la infectividad del rotavirus RRV al silenciar por

RNAI la expresion de los genes que codifican para Actn, Diaph y Rac1.

3. Evaluar los pasos del ciclo de replicacion de rotavirus que se afectan al

disminuir la sintesis de Actn, Diaph y Rac1 por RNA..
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MATERIALES Y METODOS

Células y virus. La linea celular MA104, derivada de epitelio de riidn de mono
rhesus (Cercopithecus aethiops), se creci6 en medio DMEM-RS (Dubecco’s
modified Eagle’s minimal essential medium) (Thermo Scientific) (Pittsburg, USA)
en un ambiente con 5% de CO2 a 37°C. La cepa de rotavirus RRV (rhesus
rotavirus) se propagé en células MA104, previa activacion con 10 ug/ml de
tripsina a 37°C por 30 min. El virus RRV se afiadi6 a células MA104 por 1 h a
37°C, posteriormente se retird el inéculo, y se agregd MEM incubandose por un
periodo de 14 h a 37°C. Para lisar las células se procedi6 a congelar y
descongelar las células (2 veces) y se centrifugd a 600 x g por 10 min para retirar
los restos celulares. EI titulo viral fue determinado como se describe

posteriormente, y el virus se almacend en alicuotas a -70°C.

Anticuerpos y reactivos. Los anticuerpos policlonales contra la particula viral
completa (a-TLP), la proteina viral NSP2 y la proteina vimentina fueron producidos
en nuestro laboratorio. Los anticuerpos monoclonales HS2 y 2G4 contra la
proteina VP4 fueron donados por H.B. Greenberg (Universidad de Stanford, Calif.,
USA). Los anticuerpos contra las proteinas celulares Actn (Abnova) (Taipei, TW);
Diaph (Abcam) (Cambridge, UK); Rac1 (Cytoskeleton, Inc.) (Denver, USA), se
adquirieron comercialmente. Los anticuerpos secundarios utilizados para las
inmunofluorescencias fueron anti-conejo y anti-ratén acoplados a Alexa-Fluor 568
(Molecular Probes) (USA). En los ensayos de inmunoperoxidasa se utilizd un
anticuerpo de cabra anti-conejo acoplada a peroxidasa (Perkin Elmer Life
Sciences) (Waltham, USA) y para la visualizacién de actina se utilizé faloidina
acoplada a Alexa-Fluor 488 (Invitrogen™, USA). La citocalasina D se obtuvo de
Sigma (St. Louis, USA) y la latrunculina B y el jasplakindlido de Calbiochem
(Darmstadt, Alemania). Para los ensayos de biotinilacion de proteinas de
membrana se utilizé Sulfo-NHS-LC-Biotina (ThermoFisher Scientific, USA) y las
proteinas biotiniladas fueron purificadas a través de perlas magnéticas de
estreptavidina (New England BioLabs inc., USA). Los siRNA utilizados fueron de
Dharmacon —Thermo Scientific (Pittsburg, USA).
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Viabilidad celular. Las células fueron crecidas en placas de 96 pozos y
procesadas con el farmaco o infeccion respectiva para cada ensayo. A diferentes
tiempos, segun el ensayo realizado, se evalué la viabilidad por dos métodos. En el
primero se determind la liberacion de la LDH (lactato deshidrogenasa), medida en
el sobrenadante de las células, utilizando el kit Lactato Dehydrogenase kit TOX-7
(Sigma, Meéxico), de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El segundo
método consistid en medir la respiracion celular utilizando Resazurina (7-Hidroxi-
3H-fenoxazina-3-10-6xido) como indicador. Para esto, se agregaron 10 ul de
resazurina (Biotium, U.S.A) a cada pozo y se incubaron las células por 2 h a 37°C,
posterior a lo cual se midié la absorbancia a 570 nm y cada valor se ajustd a su

respectivo control.

Tratamiento con inhibidores. Monocapas confluentes de células MA104 crecidas
en placas de 96 pozos se lavaron dos veces con MEM y se inocularon con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 3 durante 1 h a 37°C. Después de este tiempo
el inéculo fue retirado, se lavaron las células con MEM y se trataron con
citocalasina D, latrunculina B o jasplakindlido durante diferentes periodos de
tiempo y a las concentraciones indicadas en cada ensayo, incubandose por 14 h a
37°C. Las células fueron congeladas y descongeladas dos veces, después de lo
cual se procedié a colocar cada lisado en tubos estériles, centrifugandose para
quitar restos celulares. Posteriormente las unidades formadoras de focos se

calcularon utilizando un ensayo de inmunoperoxidasa.

Determinacion del titulo viral. Este se llevd a cabo por un ensayo de
inmunoperoxidasa. Brevemente, monocapas confluentes de células MA104
crecidas en placas de 96 pozos se lavaron dos veces con MEM y se afnadi6 el
virus (50 pl de lisado) por 1 h a 37°C. Posteriormente las células fueron lavadas
con MEM vy se incubaron por 14 h a 37°C. Después del tiempo de incubacion las
células fueron fijadas con acetona al 80% en buffer de fosfatos (PBS) por 20 min,
después de lo cual se lavaron con PBS y se incubaron con a-TLP (1:2,000) por 1 h
a 37°C. Posterior a este periodo se lavaron las células con PBS, incubandose con
el anticuerpo anti-conejo acoplado a peroxidasa (1:3,000) por 1 h a 37°C. Por

ultimo, las células se lavaron nuevamente con PBS y se agregd carbazol y
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peréxido de hidrégeno hasta observar el desarrollo de color. Se lavé con agua y
las unidades formadoras de focos se contaron en un microscopio invertido (Nikon,

Japon).

Inmunofluorescencia. Células MA104 confluentes crecidas en cubreobjetos de
vidrio se infectaron a una MOI de 3 por 1 h a 37°C, el in6culo fue retirado y las
células se lavaron con MEM. Posterior al tiempo de infeccion correspondiente,
segun el ensayo o el tratamiento con el farmaco respectivo, las células fueron
fijadas con paraformaldehido (Sigma) (St. Louis, USA) al 2% en PBS por 20 min a
temperatura ambiente y permeabilizadas por 15 min con 0.5% de Triton X-100
(Sigma) (St. Louis, USA) en solucién de bloqueo (1% BSA (albumina sérica
bovina), en PBS con 50 mM NH4Cl). Posteriormente las células fueron incubadas
con el anticuerpo primario correspondiente para cada experimento, diluido en
solucion de bloqueo por 1 h a temperatura ambiente, después de lo cual se
lavaron las células 3 veces por 5 min con PBS-NH4Cl 50 mM. Se incubaron las
células con el anticuerpo secundario anti-conejo o anti-ratén acoplado a Alexa 568
por 1 h a temperatura ambiente. Finalmente la monocapa se incub6é con DAPI 30
nM (4°,6-diamidino-2-fenilindol) (Invitrogen™, USA) por 10 min y con faloidina
acoplada a Alexa 488 por 20 min. Los cubreobjetos fueron montados con Citifluor
AF1  (Electron Microscopy Sciences) (Hatfield, USA) en portaobjetos. Las
muestras fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia (Zeiss,
Axioskop 2, Alemania) acoplada a una camara digital (Photometrics Cool Snap
HQ).

Lipofeccidn reversa de siRNAs. Se realiz6 una mezcla de oligofectamina
(Invitrogen™, USA) en MEM, (15 pl de oligofectamina por 1 ml de MEM) y se
incubd a 37°C por 10 min. A la mezcla se afadieron diferentes concentraciones
del siRNA correspondiente y se incubd por 20 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadieron 150 pl de una suspension de 1x10° células/ml en las
placas de 96 pozos y 72 h después las células fueron procesadas.

Western blot. Células MA104 previamente tratadas con el siRNA

correspondiente, muestras biotiniladas o0 muestras provenientes de un
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fraccionamiento a través de un gradiente de densidad se lisaron con amortiguador
de carga (Tris-HCI 50 mM pH 6.8, 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol, 10%
glicerol, 1% B-mercaptoetanol) hirviendo las muestras por 5 min, y se analizaron
por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 7.5 y 12.5%, en funcion del
experimento. Las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de Inmobilon
(Milipore) (Darmstadt, Alemania) por 60 min a 130 mA. La membrana se bloqued
por 1 h a temperatura ambiente con agitacion, con 5% de leche descremada
(Carnation) en PBS-tween (0.1%). La membrana se incubd posteriormente con el
anticuerpo primario diluido en la misma solucién de leche por 1 h a temperatura
ambiente. Acabada la incubacion la membrana se lavé con PBS-tween (0.1%) tres
veces por 10 min y se afiadio el anticuerpo secundario (hecho en ratéon o conejo,
de acuerdo al experimento) acoplado a peroxidasa por 1 h a temperatura
ambiente. Finalmente se lavo la membrana nuevamente y se detectaron las
proteinas utilizando el sistema Western Lightning (Perkin Elmer) (Waltham, USA)

exponiéndose a una pelicula hipersensible Kodak (Rochester, USA).

Fraccionamiento celular por gradiente de densidad. Células MA104 o CaCo-2
crecidas en frascos de 75cm? se infectaron con la cepa RRV a una MOl de 3. A 10
hpi (células MA104) o 18 hpi (células CaCo-2) los sobrenadantes fueron
recolectados y los detritos celulares remanentes se removieron centrifugando a
600 x g por 15 min. Posteriormente el virus se concentré por centrifugacion a 150
000 x g durante 2 h, el botéon se resuspendié en TNC (Tris-HCI 10 mM pH 7.5,
NaCl 140 mM, CaClz 10 mM) y se mezclé con una solucién de iodixanol (Sigma,
México) hasta alcanzar un 40% de este compuesto, en un volumen final de 1.2 ml.
Este volumen se colocd en un tubo de ultracentrifuga nuevo de 5 ml, y se generd
un gradiente discontinuo de iodixanol, en TNC, anadiendo sobre la muestra de
virus (1.2 ml), 1.5 ml de iodixanol 35%, 0.8 ml de iodixanol 30%, 0.8 ml de
iodixanol 20% y 0.8 ml de iodixanol 15%. El gradiente se centrifugd a 150 000 x g
por 4 h a 4 °C y posteriormente se colectaron fracciones de 400 pl para su

posterior procesamiento.

Biotinilacion de proteinas de membrana. Células MA104 infectadas y tratadas o

no tratadas con jasplakindlido se lavaron 3 veces con PBS frio. Posteriormente se
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incubaron con 0,5 mg de NHS-LC-Biotina en buffer de biotinilacion (trietanolamina
10 mM (pH 9); NaCl 150 mM; CaCl2 0,1 mM; MgCl2 1 mM) durante 30 min en
hielo y nuevamente se realizaron 3 lavados con PBS frio. Para bloquear la NHS-
LC-Biotina libre, las muestras se incubaron con 50 mM NH4CI/PBS durante 10
min. Las células se lisaron incubando con buffer RIPA (Tris 10 mM (pH 7,4); NaCl
150 mM; EDTA 1 mM; Triton X-100 1%; deoxicolato de sodio 0,5%; SDS 0,1%;
aprotinina 1%) durante 10 min en hielo. Transcurrido el tiempo de incubacién se
colocaron 20 pl de perlas magnéticas de estreptavidina durante 1 h a temperatura
ambiente. Después se realizaron 4 lavados a las perlas en el siguiente orden:
RIPA; RIPA con 0,5 M de NaCl; RIPA/TNE (10mM Tris (pH 7.4), 150mM NacCl,
1mM EDTA) 1:1; TNE. Finalmente las perlas se resuspendieron en 40 uL de buffer
de carga, conteniendo SDS 1% y 200 mM de ditiotreitol y se hirvieron durante 5

min.

Preparacion de balsas lipidicas. Células MA104 crecidas en frascos de 75 cm?
fueron infectadas y tratadas o no con jasplakindlido. Posteriormente se
despegaron con EDTA, se centrifugaron y lavaron dos veces con PBS y se
llevaron a un tubo Eppendorf en hielo. Los pasos siguientes se efectuaron en un
cuarto frio (4°C). El botén celular se lisé por 20 min en 200 yl de TNC con 1% de
Tritdbn X-100 (v/v). Posteriormente lo lisado se mezclé con iodixanol y se llevo a
una concentracién final de 40% de iodixanol y se prepar6 un gradiente de
iodixanol discontinuo, como se describid previamente, con las siguientes
caracteristicas: 600 ul de la muestra en iodixanol 40% se colocaron en el fondo de
un tubo para ultracentrifuga, seguido de 900 ul de iodixanol 35%, 900 pl de
iodixanol 30%, 900 ul de iodixanol 25% y 900 pl de iodixanol 20%, aforandose a 5
ml finales con TNC. Los gradientes se centrifugaron a 200 000 x g por4 ha 4°Cy
posteriormente se colectaron fracciones de 450 pl para su posterior

procesamiento.

Microscopia Electronica de Transmision. Los andlisis de microscopia
electrénica se realizaron en la unidad de Microscopia Electrénica del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM por la Dra. Guadalupe Zavala y también en

colaboracion con la Dra. Catherine Eichwald del Instituto de Virologia de la
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Universidad de Zurich, Suiza. Para ello células MA104 se crecieron en frascos de
75cm? y se infectaron con la cepa RRV a una MOI de 3. A 10 hpi se recolectaron
los sobrenadantes celulares y se fraccionaron por medio de un gradiente de
densidad (descrito con anterioridad). De algunas fracciones se tomd una muestra
y se tifieron con acetato de uranilo (3%) en 70% de metanol, analizandose cada
muestra por medio de un microscopio electrénico de transmision Zeiss EM 900

(Gatan, Inc., Pleasanton, California, USA).
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RESULTADOS

Efecto de farmacos que alteran al citoesqueleto de actina en el rendimiento
viral
Para conocer si el ciclo de replicacidn de rotavirus requiere la participacién del

citoesqueleto de actina se utilizaron tres farmacos que alteran su organizacion:
latrunculina B y citocalasina D (los cuales favorecen la despolimerizacion de la F-
actina) y jasplakindlido (el cual induce y estabiliza al filamento de actina). Se
determiné su toxicidad sobre monocapas de células MA104 observando el efecto
citopatico de los mismos a diferentes concentraciones, utilizando microscopia de
contraste de fases (datos no mostrados). Posteriormente, se anadié cada farmaco
a la concentraciéon mayor en la que no se observo efecto citopatico, a diferentes
tiempos post infeccidén (0, 4 y 8 h) a células MA104 infectadas con la cepa RRV
(MOI de 3). El rendimiento viral se calculd en los lisados totales de células
infectadas (células + medio de cultivo) a las 14 hpi, y por otro lado se cuantificé la
salida del virus, a través de determinar el virus presente unicamente en el medio
extracelular, definido en este trabajo como sobrenadante. Ni citocalasina D (10
mM) ni latrunculina B (1 pM) afectaron significativamente la produccion de
progenie viral total ni la salida del virus de la célula (Figuras 9 y 10). Por otro lado,
el jasplakinolido (1 uM) parecié interferir con la salida de RRV de las células

infectadas, pero no en la formacion de las particulas infecciosas (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la citocalasina D, latrunculina B y jasplakinélido sobre la salida
de RRV de células MA104. Cada farmaco fue agregado a las células a diferentes
tiempos (0, 4 y 8 hpi) y en todos estos casos las células se incubaron a 37°C hasta las 14
hpi. A este tiempo se colectd el sobrenadante de las células y el virus presente se tituld
por un ensayo de inmunoperoxidasa, como se describe en la seccion de Materiales y
Métodos. Las barras representan el error estandar de la media de tres ensayos
independientes (n=3). Los datos se expresan como porcentaje de virus en sobrenadante
respecto al control (células sin farmaco), que fue tomado como el 100% y se analizaron

por medio de GraphPad Prism por una prueba de Tukey; *p<0.01, ™ p<0.05.
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Figura 10. Efecto de la citocalasina D, latrunculina B y jasplakinolido sobre la
produccién total de virus. Cada farmaco se agrego a las células a diferentes tiempos (0,
4 y 8 hpi). A las 14 hpi a 37°C en cada caso, se colectaron las células junto con el
sobrenadante y se lisaron por varios ciclos de congelacion-descongelacion. Las barras
representan el error estandar de la media de tres ensayos independientes (n=3). Los
datos son expresados como porcentaje de rendimiento viral respecto al control (células

sin farmaco).
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Dado que nuestros resultados sugirieron que el jasplakindlido tiene efecto sobre la
salida del virus de las células, se procedid a realizar pruebas con nuevas ventanas
de tiempo con este farmaco. Los resultados confirmaron que jasplakinolido inhibe
la salida de RRV en células MA104, con un efecto mayor al agregar la droga a 4
hpi (Figura 11), sin embargo, al determinar el virus presente en lisados totales se
confirmé también que esta droga no afecta la formacién de las particulas
infecciosas (Figura 12). Como se observo que existia un efecto mayor si se afiadia

el farmaco a 4 hpi se decidio trabajar a estos tiempos en los ensayos posteriores.
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Figura 11. Jasplakindlido inhibe la salida de RRV en células MA104. El farmaco se
afadié a diferentes tiempos post-infeccion (0, 4, 8 y 10 hpi). Después de 14 h de infeccién
a 37°C, se colectdé el sobrenadante y se cuantific6 mediante un ensayo de
inmunoperoxidasa. Las barras representan el error estandar de la media de cuatro
ensayos independientes (n=4) Los datos son expresados como porcentaje de virus en
sobrenadante respecto al control (células sin farmaco) que fue tomado como el 100% y se

analizaron por medio de GraphPad Prism por una prueba de Tukey; ™ p<0.001.
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Figura 12. Jasplakindlido no afecta la formacion de particulas infecciosas de RRV.
El farmaco se afadié a diferentes tiempos post-infeccion (0, 4, 8 y 10 hpi). Después de 14
h de infeccion a 37°C, se colectaron las células junto con el sobrenadante y se lisaron por
varios ciclos de congelacién-descongelacion y se cuantifico el virus presente en el lisado.
Las barras representan el error estandar de la media de cuatro ensayos independientes
(n=4). Los datos son expresados como porcentaje de rendimiento viral respecto al control

(células sin farmaco) que fue tomado como el 100%.

Efecto del jasplakin6lido sobre la organizacion del citoesqueleto de actina en
células MA104
Para observar el efecto del jasplakinélido sobre el citoesqueleto de actina durante

diferentes tiempos de accion, células MA104 se trataron con jasplakindlido (1 uM)
a diferentes tiempos y se tifieron con faloidina fluorescente para observar al
citoesqueleto de actina. Las células control muestran una red de actina cortical
que permite observar el contorno de cada célula, ademas de presentar una red de
haces de filamentos en el citoplasma celular (Figura 13A). En las células tratadas
con el farmaco se observaron alteraciones morfolégicas en el citoesqueleto,
principalmente en la red de actina citoplasmatica, la cual tiende a desparecer

conforme avanza el tiempo (a las 10 y 14 h después de agregar jasplakindlido).
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También se puede observar lo que parecieran ser agregados de actina en el

citoplasma a tiempos largos de exposicion con el farmaco (Figura 13D), sin

embargo la actina cortical parece no afectarse en presencia del jasplakindlido.

Figura 13. Efecto del jasplakinélido sobre células MA104 a diferentes tiempos.
Células MA104 fueron o no tratadas con jasplakindlido (1uM) a diferentes tiempos: A)
Células control; B) 6 h con jasplakindlido; C) 10 h con jasplakindlido; D) 14 h con
jasplakindlido. Todas las células fueron incubadas con o sin farmaco a 37°C y fueron
fijadas y tefidas como se describié previamente en Materiales y Métodos. En azul (DAPI)
se muestran los nucleos, mientras que la actina se tifié con faloidina acoplada a Alexa-
488 (verde).

Cinética de produccion y liberacion de virus
Se ha reportado que la formacion de nuevas particulas virales comienza a las 4

hpi, y la mayor parte se encuentra ensamblada a las 8 hpi (Martinez, 2015), sin
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embargo desconociamos los tiempos post-infeccidn a los cuales el virus comienza
a salir de las células y si el jasplakindlido inhibe diferencialmente esta liberacion a
diferentes tiempos. Para determinar esto, células MA104 se infectaron con la cepa
RRV vy se les afiadié o no el jasplakindlido a 4 hpi, cuantificAndose la cantidad de
virus dentro y fuera de las células a diferentes tiempos. Como se puede observar
en la figura 14, la liberacion del virus de las células empieza a partir de las 10 hpi,
teniendo un pico maximo a las 14 hpi, y en todo este lapso de tiempo se observd
una menor cantidad de virus en el sobrenadante en células tratadas con el
farmaco respecto al control. A tiempos tardios de infeccién (=16 hpi), la cantidad
de virus en el sobrenadante disminuye, debido probablemente a que éstos se
unen a la superficie de otras células para iniciar un nuevo ciclo. La cantidad de
virus total (virus dentro y fuera de las células) se incrementa a partir de las 4 hpi,
hasta llegar a un maximo a las 14 hpi. Sin embargo, no se observo diferencia en la
cantidad de virus total en células tratadas con jasplakindlido respecto a las no

tratadas a lo largo de toda la infeccion (Figura 15).
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Figura 14. Cinética de liberacion de la cepa RRV. Células MA104 fueron infectadas con
la cepa RRV (MOI=3) y se incubaron a 37°C. A 4 hpi se afiadio el jasplakindlido (1uM) y
se mantuvo asi por el resto de la infeccidn. La cuantificacion se realizé tomando
unicamente los sobrenadantes. Las barras representan el error estandar de la media de

tres ensayos independientes (n=3).
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Figura 15. Cinética de produccion de virus infeccioso de la cepa RRV. Células
MA104 fueron infectadas con la cepa RRV (MOI=3) y se incubaron a 37°C. A 4 hpi se
afadié el jasplakindlido (1uM) y se mantuvo asi por el resto de la infeccién. La
cuantificacién se realizé colectando las células junto con el sobrenadante y lisdndolas por
congelacion. Las barras representan el error estandar de la media de tres ensayos

independientes (n=3).

Antes de las 8 hpi no se observd la presencia de virus en el sobrenadante, sin
embargo el virus liberado se puede detectar a partir de las 9 hpi. A partir de este
tiempo hasta las 14 hpi la presencia del farmaco inhibié la salida de rotavirus en

un 60% aproximadamente (Figura 16).
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Figura 16. La salida de rotavirus es inhibida por jasplakinélido. Células MA104 fueron
infectadas con la cepa RRV y se incubaron a 37°C. A 4 hpi se anadio el jasplakindlido
(Jas, 1 pM) y se mantuvo asi hasta cada tiempo respectivo para su respectiva
cuantificacién. Las barras representan el error estdndar de la media de tres ensayos
independientes (n=3). Los datos son expresados como porcentaje de virus en
sobrenadante respecto al control (Ctrl, células sin farmaco) que fue tomado como el 100%

y se analizaron por medio de GraphPad Prism por una prueba de Tukey; ™ p<0.001.

La infeccion con rotavirus no compromete la viabilidad celular a tiempos en
los que inicia su salida de células infectadas
Tradicionalmente, se ha asumido que rotavirus es liberado de células MA104 por

lisis celular (Altenburg et al., 1980), sin embargo en nuestras condiciones de
trabajo esta liberacion es inhibida por el jasplakindlido, lo cual sugiere que podria
existir otro mecanismo por medio del cual rotavirus sale de estas células no

polarizadas.

Para determinar si la infeccion con rotavirus y/o el tratamiento con jasplakinélido
causan dafno celular, y en caso afirmativo, a qué tiempos lo ocasionan, se midio la
viabilidad de las células MA104 por dos meétodos: liberacion de lactato
deshidrogenasa y reduccion de rezarsurina. El primer método nos permitié evaluar
indirectamente la integridad de la membrana celular, mientras que el segundo nos
dio indicios de la viabilidad celular por medio de su actividad metabdlica. Los
resultados muestran que este farmaco no dafia a las células MA104 a tiempos
menores a 12 hpi (Figura 17). Estos resultados sugieren que, al menos a tiempos
tempranos de la infeccion (<12 hpi), el virus sale de las células MA104 por un

mecanismo no litico.
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Figura 17. La salida de rotavirus de las células inicia cuando aln no se presenta
dafio celular. Células MA104 se infectaron a una MOI de 3 y se incubaron el tiempo
indicado a 37°C, anadiéndose el farmaco a 4 hpi. Después del tiempo de incubacién
respectivo se colectd el medio celular y la liberaciéon de LDH fue determinada (A) o la
reduccion de rezarsurina fue medida (B). Las barras representan el error estandar de la
media de tres ensayos independientes (n=3). Los datos son expresados como cantidad de
LDH liberada al medio (A) o porcentaje de sobrevivencia celular respecto al control que
fue tomado como 100% (B). Los datos se analizaron por medio de GraphPad Prism por

una prueba de Tukey; ™" p<0.01

Parte de las particulas virales extracelulares se encuentran asociadas a
estructuras lipidicas de baja densidad
La observacion de que el farmaco inhibe la salida del virus sin afectar la viabilidad

celular, sugiere que existe un mecanismo no litico por el cual el virus comienza a
liberarse de las células a partir de las 9 hpi. Para caracterizar las particulas virales
que se liberan a tiempos tempranos examinamos la hipotesis de que el virus
extracelular pudiera salir asociado a vesiculas y por lo mismo pudiera encontrarse
asociado a estructuras membranosas de la célula. Este tipo de egreso viral
asociado a vesiculas se ha reportado previamente para diferentes virus, algunos

de ellos no envueltos, como poliovirus (Feng et al., 2013).
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Para analizar la interaccién rotavirus-membranas en el medio extracelular
utilizamos un gradiente de flotacion en iodixanol, el cual permite separar proteinas
solubles de estructuras asociadas a membranas lipidicas con base en su
densidad, ya que estas ultimas flotan después de ultracentrifugarse en este tipo de
gradiente (Xia et al., 1998). En este ensayo se utilizaron los virus presentes en el
medio extracelular de células infectadas con RRV a las 10 hpi. También se analizo
el virus en el sobrenadante de células Caco-2 infectadas con RRV a las 18 hpi.
Estas ultimas células se utilizaron porque se ha descrito que rotavirus sale por un

mecanismo no litico en esta linea celular (Delmas et al., 2004b).

Los virus presentes en el sobrenadante de ambos tipos de células se fraccionaron
en un gradiente de iodixanol (como se describe en Materiales y Métodos).
Posteriormente cada fraccién se analizé por Western blot, utilizando un anticuerpo
contra TLPs, observandose que la proteinas virales se distribuyen a través de todo
el gradiente (Figura 18A), lo cual sugiere que, al menos, una fraccion de las
particulas virales se encuentra asociada a estructuras lipidicas de baja densidad al
salir de las células infectadas. Por otro lado, las células infectadas tratadas con
jasplakindlido presentan un patrén similar de distribucion de las proteinas virales
(Figura 18B), indicandonos que el jasplakinélido no modifica la interaccion entre
las proteinas virales en el sobrenadante y las posibles membranas lipidicas
asociadas a éstas. Sin embargo, pudimos observar, similar a resultados
anteriores, que existe una menor cantidad de virus en el sobrenadante cuando las
células son tratadas con jasplakindlido. De modo similar, en células Caco-2 se
observo una distribucion del virus a través de todo el gradiente (Figura 18E), y
tampoco observaron diferencias en células tratadas o no con el farmaco (Figura
18F).

Para evaluar si las proteinas virales detectadas por Western blot en las diferentes
fracciones del gradiente estan formando particulas, y si éstas son infecciosas,
determinamos la presencia de virus infeccioso en cada fraccion. En los
sobrenadantes de células MA104 (Figura 18C) observamos que si hay virus
infeccioso en el sobrenadante asociado a membranas celulares a 10 hpi, con un

pico en la fraccién 4. La misma observacion se hizo en células tratadas con el
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farmaco (Figura 18D). Observaciones similares se hicieron en células Caco-2
tratadas o no con jasplakindlido (Figuras 18G y H), aunque la cantidad de virus
asociado a membranas parece menor. Sin embargo, la proporcion de virus
aparentemente asociado a membranas celulares fue variable entre diferentes
experimentos, por lo que no se puede asegurar que en Caco-2 haya menos virus

extracelular en estructuras membranosas.

Para confirmar que la particula viral realmente esté asociada a estructuras
lipidicas y no flote por si misma en este tipo de gradiente, se analizé la distribucion
de TLPs purificadas en gradiente de iodixanol. Las TLPs se colocaron en el fondo
del tubo, se centrifugaron y se fraccion6 el gradiente como se describid
anteriormente. De modo paralelo, y como un control adicional, se trabajaron
muestras de sobrenadantes de células infectadas, como se describié en el
experimento anterior, pero una parte de estas muestras fue tratada, previo a la
centrifugacion, con el detergente Triton X-100 (1%) y posteriormente se procedid
con el fraccionamiento. Los resultados muestran que la particula viral purificada no
se encuentra en las primeras cuatro fracciones, a las cuales encontramos
asociado el virus extracelular tanto en células MA104 como en Caco-2, y que la
mayor parte del virus infeccioso se encuentra en el fondo del gradiente (Figura
19C). De modo similar, en las particulas virales extracelulares tratadas con el
detergente no pudimos hallar virus en las primeras cuatro fracciones, contrario a lo
visto en virus sin tratamiento alguno (Figura 19A y 19B), lo cual sugiere
fuertemente que el virus liberado de las células esta asociado a estructuras
lipidicas de baja densidad. Los presentes datos nos indican que rotavirus se
asocia a estructuras lipidicas al salir de células infectadas y que jasplakindlido

inhibe esta salida pero no afecta la interaccion membrana-virus.

50



VP6
VP7

Superior Fondo Superior Fondo
1 2 4 7 10 11 12
12 3 456 7829 101112 3 > 6 8 9 10
—
Tty .. . < VP4
<
\\
- —-—— —':‘-4-- ves | - .- - VP
2 —— i 22—l Pt e WA
D
3.0:406 - 25,106 -
2.0x10°
_ 2.0,40°
E —
E E 1540°1
5 L
1.0x10° + S  1.0x10° 4
5.0x105
0 Ll T L} L] T T L] L] Ll Ll T 1
0123 4586 7 8 9 101112 0 +——c—F——T—"T—T—T—T—11
Eraccién 0123 456 7 8 910111
Fraccion
Superior Fondo Superior Fondo
E — F —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
| — ) e
—p) ———— - - i -
- - - - - - - - - - e
1.0x107 - 5.0x10° 4
G H
8.0x10°6 - 4.0x10° -
E  6.0x10° 4 E  3.0x0°
S &
5 4.0x10° > 2040%1
2.0x10° - 1007 1
o+
04 0 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12
01 2 3 456 7 8 9 10111 Fraccién
Fraccion

51




Figura 18. Rotavirus est4 asociado a estructuras de baja densidad en el
sobrenadante celular. Células MA104 (A, B, C y D) y células CaCo-2 (E, F, G y H)
fueron infectadas con la cepa RRV e incubadas a 37°C. En el caso de las células tratadas
con jasplakindlido, éste se agrego a las 4 hpi. A 10 hpi, en el caso de células MA104, y a
18 hpi, en el caso de CaCo-2, se recolectaron los sobrenadantes y fueron fraccionados
por ultracentrifugacion en un gradiente de densidad con iodixanol. Doce fracciones fueron
colectadas y analizadas por Western blot con anticuerpos anti-TLPs, ya sea en las
fracciones sin farmaco (A y E) o con farmaco (B y F). De igual manera, se evalué la
presencia de virus infeccioso para cada fraccion en células tratadas (D y H) y no tratadas
(C y G) con el farmaco. La fraccidn 1 corresponde a la parte superior del gradiente

mientras que la 12 al fondo del mismo.
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Figura 19. Particulas virales purificadas no flotan en el gradiente de densidad y el
tratamiento de virus extracelular con detergente previene la flotacién del virus.
Células MA104 fueron infectadas con la cepa RRV e incubadas a 37°C. A 10 hpi se
recolectaron los sobrenadantes y se trataron o no con Triton X-100 (1%) por 30 min a
temperatura ambiente, posteriormente fueron fraccionados por ultracentrifugacién en un
gradiente de densidad de iodixanol. Doce fracciones fueron colectadas y analizadas por
Western blot con anticuerpos anti-TLPs, en las fracciones de células infectadas no
tratadas (A) o tratadas con el detergente (B); de igual manera se evalud la presencia de
virus infeccioso para cada fraccidon en células tratadas (A’) y no tratadas (B’). Por otro
lado, TLPs purificadas se fraccionaron por ultracentrifugacion en un gradiente de densidad
y se evalué la presencia del virus en cada fraccion como se mencioné anteriormente (C y
C’). La fraccion 1 corresponde a la parte superior del gradiente mientras que las 12 es el

fondo del mismo.

El virus que sugerimos que esta asociado a estructuras lipidicas se analizé por
microscopia electronica. Para esto, observamos una muestra proveniente de la
fraccion cuatro del gradiente de densidad obtenido a partir de virus extracelular de
células MA104 infectadas. Se eligi6 esta fraccibn porque mostraba un
enriquecimiento mayor del virus en comparacion a las otras fracciones flotantes (1-
3) (Figura 18A). En las imagenes obtenidas no se logré observar con claridad virus
envueltos o vinculados a vesiculas, sin embargo se pudo visualizar virus asociado
a lo que parecieran ser estructuras membranosas, ademas de virus libre no

asociado (Figura 20).

53



Figura 20. Imagenes de microscopia electrénica de virus extracelular asociado a
estructuras membranosas de baja densidad. A partir de la fraccién cuatro del
gradiente de densidad de iodixanol proveniente de virus extracelular de células MA104
infectadas con la cepa RRV se tomd una muestra para su visualizacién por medio de
microscopia electrénica. A, virus libre presente en la muestra; B, C, D, virus

aparentemente asociado a estructuras membranosas.

Analisis por microscopia electronica de células MA104 tratadas con
jasplakinélido e infectadas con RRV
Para extender la caracterizacion del efecto del farmaco sobre la salida del virus,

analizamos por microscopia electronica células infectadas con RRV, a 10 hpi, con
el objetivo de explorar la posibilidad de encontrar alteraciones o modificaciones en
la distribucion intracelular y asociacion con membranas de los virus ensamblados
en presencia de jasplakindlido. Este analisis lo llevamos a cabo en colaboracién
de la Dr. Catherine Eichwald, del Instituto de Virologia de la Universidad de Zurich,
Suiza. Células MA104 tratadas o no con el farmaco se infectaron con RRV
(MOI=250) y se fijaron a las 10 hpi. La figura 21 muestra células control, no
infectadas ni tratadas con farmaco (NI). En ellas se puede distinguir con claridad
algunos organelos celulares como mitocondrias, microtubulos, el reticulo
endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi. En las células tratadas con jasplakindlido
(NI + 100 uM) se observan células bajo estrés con abundancia de mitocondrias y

autofagosomas, y no es posible distinguir filamentos de actina ni microtubulos. En
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la parte inferior de la figura se encuentran las células infectadas tratadas y no
tratadas con jasplakindlido (RRV y RRV + 100 uM), en ambos casos se observan
con claridad los viroplasmas y las particulas virales en proceso de gemacion del
viroplasma hacia el RE y aquellas que han recientemente gemado, las cuales
estan envueltas en una capa de lipidos, asi como TLPs, en el interior del RE, que
ya han perdido la capa lipidica. En el caso de las células infectadas y tratadas con
el farmaco no se pueden visualizar flamentos de actina ni microtubulos (similar a
su respectivo control). No pudimos observar diferencias claras respecto a células
infectadas control o tratadas con jasplakinélido, sin embargo, se pudieron
visualizar lo que pareciera ser estructuras lipidicas con virus en su interior,
cercanas a la membrana plasmatica (B). De modo similar estas estructuras se
pudieron observar en células infectadas no tratadas (C), lo que pudieran ser
fragmentos del reticulo endoplasmico (caracterizado por la presencia de
ribosomas) con virus en su interior, muy proximos a la membrana plasmatica y
lejanos a los viroplasmas. Estas estructuras pudieran fungir como el medio de
liberacion del virus, sin embargo aun es necesario realizar mas estudios al

respecto para corroborarlo.
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Figura 21. Microscopia electrénica de células MA104 infectadas con RRV en
presencia 0 ausencia de jasplakindlido. A las 6 hpi las células se trataron con
jasplakinolido (100 uM) y a las 10 hpi se fijaron con glutaraldehido (2.5%) y se procesaron
para microscopia electronica. A) cuadrante superior izquierdo, células control (NI);
cuadrante superior derecho, células tratadas con jasplakinolido (NI + 100 uM); cuadrantes
inferior izquierdo, células infectadas no tratadas (RRV); cuadrante inferior derecho, células
infectadas y tratadas con el farmaco (RRV + 100 uM). En el recuadro rojo se observa
virus dentro de estructuras con membrana cercanas a la membrana plasmatica (ampliado
y sefalado con una flecha roja en B). C) células infectadas con RRV donde se puede
observar en el cuadrante superior izquierdo fragmentos del reticulo endoplasmico
conteniendo en su interior particulas virales (recuadro blanco) préoximas a la membrana
plasmatica y lejanas de los viroplasmas (su ampliacion en el cuadrante superior derecho);
cuadrante inferior izquierdo, visualizacion de estas estructuras membranosas con virus en
su interior en otras zonas de la célula infectada, indicando que no son casos aislados;
cuadrante inferior central e inferior derecho, viroplasmas y particulas virales en proceso
de gemacion hacia el interior del reticulo endoplasmico circundantes al mismo viroplasma.
Nu, nucleo; Ph, fagosoma; m, mitocondria; Gg, aparato de Golgi; ER, reticulo
endoplasmico; mt, microtubulos; PM, membrana plasmatica; v, vacuola; V, viroplasma;
flechas blancas, TLPs. Imagenes obtenidas por la Dr. Catherine Eichwald del Instituto de

Virologia de la Universidad de Zurich, Suiza.

El jasplakinélido afecta la distribucién intracelular de VP4
En células polarizadas Caco-2 se ha visto que VP4 se une a la red de actina

cortical en la parte apical de las células, y que su movilidad intracelular depende
del treadmilling de la actina (Gardet et al., 2007). Con estos antecedentes
decidimos evaluar si en nuestro sistema de células no polarizadas MA104 la
localizacion intracelular de VP4 es dependiente de actina y ésta se afectaba en
presencia del jasplakindlido. Para ello, células MA104 se infectaron con la cepa
RRV a una MOI de 3 y a diferentes tiempos post-infeccién se fijaron y se visualizé
la localizacién de VP4 por microscopia de inmunofluorescencia utilizando dos
anticuerpos monoclonales, HS2 y 2G4, los cuales se unen a diferentes epitopes
del dominio VP5 de la proteina VP4 (Zarate et al., 2003). En las células control,
VP4 tiende a tener una distribucion heterogénea, con una parte cercana a

viroplasmas, como se ha reportado (Gonzalez et al., 2000), y otra mas
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uniformemente distribuida en el citoplasma celular (mas evidente con el
monoclonal 2G4), lo cual se observa desde las 4 hasta las 10 hpi (observado con
los dos anticuerpos), sin embargo, cuando son tratadas con jasplakinolido, la
localizacion de VP4 se restringe en mayor medida a la zona perinuclear,

posiblemente localizada cerca de los viroplasmas (Figura 22).
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Figura 22. Jasplakindlido afecta la localizacion de la proteina VP4 en el citoplasma.

Células MA104 se infectaron con la cepa RRV a una MOI de 3. Posteriormente se anadio
jasplakindlido (1pM) a diferentes tiempos, de acuerdo al tiempo de fijacion de la
monocapa celular: a 0 hpi, en el caso de las células fijadas a 4hpi y 6hpi; a 4 hpi en el
caso de células fijadas a 10 hpi. A las células control no se les anadié el farmaco. En
todos los casos las células se incubaron a 37°C hasta su procesamiento. Las células
fueron fijadas y tefiidas contra VP4 (color rojo) con los anticuerpos monoclonales HS2 (A)
0 2G4 (B).

Estos resultados sugieren que la proteina VP4 es sintetizada y distribuida en el
citoplasma de las células infectadas por medio del citoesqueleto de actina, sin
embargo el farmaco inhibe dicha distribucion, al tiempo que restringe su

distribucion a las zonas aledafias de los viroplasmas.
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Nejmeddine y colaboradores (2000) reportaron previamente que una fraccion de la
proteina VP4 se encuentra expuesta en la superficie de la membrana plasmatica
en células MA104. Decidimos entonces evaluar si la presencia de VP4 en
membrana plasmatica se afecta por la accion del farmaco. Para ello, células
MA104 fueron infectadas y a diferentes tiempos post-infeccion las proteinas en la
superficie celular se marcaron por biotinilacion. En este tipo de ensayo el agente
biotinilante, Sulfo-NHS-Biotina (ThermoFisher Scientific) uUnicamente marca
proteinas presentes en la membrana plasmatica, ya que es impermeable a la
membrana celular. Posteriormente, las células se lisaron y las proteinas
biotiniladas fueron purificadas por perlas magnéticas de estreptavidina, y se
separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida y se transfirieron a una
membrana de PVDF (Fluoruro de polidivilino). Las membranas se incubaron
secuencialmente con estreptavidina-peroxidasa y con un anticuerpo policlonal anti-
TLPs para revelar la presencia de proteinas virales y su posible estado biotinilado.
De modo paralelo, se analizaron con el mismo procedimiento proteinas obtenidas
de células infectadas no biotiniladas, como control. Igualmente, se analizaron por
Western blot lisados de células infectadas biotiniladas, aplicados directamente en
el gel, esto es, sin purificar con las perlas magnéticas-estreptavidina, como control

de sintesis de las diferentes proteinas virales estructurales.

Los resultados confirmaron que efectivamente VP4 se encuentra en membrana
plasmatica, ya que se logré biotinilar y purificar, a diferencia de las otras proteinas
virales que se encuentran en citoplasma (Figura 23), en concordancia con los
resultados de Nejmeddine y colaboradores (2000). En células tratadas con
jasplakinélido no se observo una disminucién en la produccion de las proteinas
virales, sin embargo la cantidad de VP4 presente en membrana plasmatica
disminuyé hasta en un 50% (analizado por densitometria, Figura 23C) y esto se
mantuvo a las 6, 8 y 10 hpi. Estos resultados corroboran que jasplakindlido no
afecta la formacién de particulas virales, sin embargo altera la movilidad de VP4
hacia la membrana plasmatica en un porcentaje similar a la inhibiciéon observada

respecto a la salida del virus.
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Figura 23. El jasplakindlido inhibe el transporte de VP4 hacia la membrana
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no con jasplakindlido (1uM) por 6 h, previo a la biotinilacion. Posteriormente las proteinas
de membrana fueron biotiniladas a diferentes tiempos post-infeccion, como se indica. Las
células se lisaron y las proteinas biotiniladas se purificaron por medio de perlas de
estreptavidina y se analizaron por Western blot utilizando un anticuerpo contra TLPs, en el
caso de las proteinas virales (A), o en el caso del control de carga, estreptavidina-
peroxidasa (B). C, cuantificacion por densitometria de la cantidad de VP4 en membrana
celular de células infectadas y tratadas con jasplakinodlido a diferentes tiempos post-
infeccion respecto a células infectadas y no tratadas con el farmaco, que fue tomado
como el 100%. Se muestra un Western blot representativo de al menos tres experimentos
independientes. Como control de carga se tomdé una proteina celular de membrana
biotinilada. Las barras representan el error estandar de la media de tres ensayos
independientes (n=3). Los datos se analizaron por medio de GraphPad Prism por una
prueba de Tukey; ™ p<0.01, ™ p<0.001.

La asociacion entre balsas lipidicas y rotavirus requiere del treadmilling del
citoesqueleto de actina
Se ha reportado que en la infeccion con rotavirus las particulas virales son

capaces de unirse a balsas lipidicas en células MA104, y que esta asociacion
depende en gran parte de VP4 (Cuadras et al., 2006), por lo que en nuestro
trabajo evaluamos si la asociacion rafts-virus requiere de la movilidad de VP4 a
través del citoesqueleto de actina. Las balsas lipidicas son microdominios de
membrana resistentes a la extraccion con detergentes no id6nicos y flotan en un
gradiente de densidad por ultracentrifugacién, mientras que las proteinas celulares
solubles se concentran en el fondo del gradiente (Brown y Rose, 1992). A través
de un gradiente discontinuo de iodixanol purificamos las balsas lipidicas a partir de
células MA104 infectadas con la cepa RRV (descrito en Materiales y Métodos). Se
colectaron once fracciones del gradiente, y se caracterizaron las proteinas virales
presentes en cada fraccion por medio de Western blot, utilizando un anticuerpo
contra TLPs. Para corroborar que efectivamente estdbamos purificando balsas
lipidicas se realiz6é un dot blot para detectar GM1, gangliésido que se considera un
marcador tipico de rafts (Dietrich et al., 2001). Para su deteccion se utilizd a la
subunidad B de la toxina de Vibrio cholera acoplada a peroxidasa. Como se puede
ver en la figura 24, se obtuvo un mayor enriquecimiento de GM1 en la fraccién
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cuatro, la cual corresponde a una regién de baja densidad en el gradiente, y al
mismo tiempo en esa fraccion se observdo una cantidad importante de virus
infeccioso, lo cual concuerda con lo reportado por Cuadras et al., (2006) (Figura
24A y D). Lo interesante fue que en presencia del jasplakinélido la asociacién de
virus infeccioso a las balsas lipidicas se redujo (Figura 24D) en fracciones que
flotan en el gradiente, y solo en las ultimas fracciones del fondo del gradiente
(correspondientes a proteinas solubles) la cantidad de virus infeccioso era similar
en células infectadas tratadas y no tratadas con el farmaco. Por Western blot
también se observd una reduccion de proteinas virales, mas evidente en las
fracciones que flotan (Fig. 24B). Jasplakinolido no afectd la integridad de estos
microdominios de membrana, ya que GM1 fue encontrada enriquecida en
fracciones que flotan, ya sea en células tratadas y células no tratadas con el
farmaco. La cuenta total de virus infeccioso en ambos casos fue muy similar
(datos no mostrados), por lo que la disminucion de la asociacion entre rafts y virus
no se debe a una menor produccion de virus infeccioso. De acuerdo a lo reportado
por Cuadras y colaboradores (2006), VP4 es importante para la asociacion del
virus con balsas lipidicas y nuestros resultados indican que se requiere de un
adecuado funcionamiento del citoesqueleto de actina para que esta proteina
estructural sea transportada a membrana, ademas de que pueda interactuar con

las balsas lipidicas.
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Figura 24. La asociacién entre RRV y balsas lipidicas requiere del treadmilling del
citoesqueleto de actina. Células MA104 se infectaron con la cepa RRV a una MOl de 3y
a las 4 hpi fueron tratadas (B) o no (A) con jasplakindlido (1uM), y se incubaron a 37°C
hasta las 10 hpi, cuando fueron resuspendidas y se procedié a la extraccion de rafts.
Once fracciones se colectaron del gradiente y se analizaron por medio de Western blot
utilizando un anticuerpo policlonal contra TLPs en el caso de las proteinas virales (A y B)
o por dot blot en el caso del gangliésido GM1 (C) utilizando a la subunidad B de la toxina
colérica acoplada a peroxidasa. Para cada fraccion se cuantifico el virus infeccioso a
través de un ensayo de inmunoperoxidasa (D). Se muestra un Western blot representativo
de al menos tres experimentos independientes. Las barras representan el error estandar

de la media de tres ensayos independientes (n=3).

La proteina VP4 presente en membrana plasmatica se incorpora a particulas
infecciosas.
Nuestros resultados muestran que VP4 requiere del citoesqueleto de actina para

que el virus se asocie a balsas lipidicas y para que la proteina viral se traslade a la
membrana plasmatica, sin embargo, no se sabe si la VP4 asociada a membrana
es capaz de ensamblarse en viriones maduros. Por tanto, en un siguiente paso,
evaluamos si la VP4 hallada en membrana plasmatica se ensambla en TLPs. Para
esto, se infectaron células MA104 y a 6 hpi se biotinilaron las proteinas presentes
en membrana plasmatica por 30 min, posteriormente se lavaron las células y se

saturo el exceso del agente biotinilante con glicina 100 mM, se lavd y se dejo con
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MEM sin suero incubandose las células a 37°C hasta las 12 hpi. A este tiempo las
células se lisaron por tres ciclos de congelacidon/descongelacion y las TLPs se
purificaron en gradientes isopicnicos de CsCl (Mason et al, 1980).
Posteriormente, las TLPs se incubaron con perlas magnéticas unidas a
estreptavidina (descrito con anterioridad) para purificar las particulas biotiniladas,
en caso de que la VP4 presente en membrana (previamente biotinilada) haya sido
incorporada a la particula de triple capa. Las TLPs purificadas de células
infectadas biotiniladas y no biotiniladas se analizaron por Western blot, utilizando
un anticuerpo policlonal contra TLPs y con estreptavidina acoplada a peroxidasa.
A pesar de que se utilizaron TLPs purificadas por CsCl, el revelado con
estreptavidina peroxidasa mostr6 muchas bandas inespecificas de proteinas
biotiniladas y probablemente a VP4, deducido por su peso molecular y por
nuestras observaciones previas. Sin embargo, la purificacion de TLPs utilizando
perlas de estreptavidina nos corroboré de manera indirecta que efectivamente la
TLPs habian incorporado a la VP4 biotinilada, ya que logramos enriquecer a estas
TLPs utilizando estas perlas (Figura 25). La especificidad de este ensayo se
comprobd utilizando como control TLPs preparadas de la misma manera,

obtenidas de células que no se habian biotinilado.
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Figura 25. La VP4 localizada en membrana plasmatica es incorporada a particulas
infecciosas. Células MA104 se infectaron con la cepa RRV a una MOl de 3 y a las 6 hpi
se biotinilaron (o0 no, como control) las proteinas de membrana por 30 min. Posteriormente
las células se lavaron e incubaron a 37°C hasta las 12 hpi. A este tiempo las células
fueron lisadas por tres ciclos de congelacién/descongelacion y se purificaron las TLPs por
medio de un gradiente de CsCl. Las TLPs obtenidas a partir de células infectadas
biotiniladas y no biotiniladas (control) se incubaron con perlas magnéticas de
estreptavidina (TLPs purificadas) y después se analizaron por Western blot utilizando un
anticuerpo policlonal contra TLPs (A) o con estreptavidina acoplada a peroxidasa (B).
Flecha verde, banda que pudiera corresponder a VP4 biotinilada (peso molecular de VP4:
88 KDa).

Caracterizacion del papel de proteinas reguladoras de la dinamica del
citoesqueleto de actina en la replicacion de rotavirus utilizando la
interferencia de RNA.

Como un enfoque alternativo para estudiar el papel del citoesqueleto en la

replicacion de rotavirus, estudiamos el efecto de silenciar la expresién de genes
que codifican para proteinas que intervienen en la reorganizacion del citoesqueleto
de actina mediante el uso del sistema de interferencia de RNA (RNAI). Puesto que
en nuestro laboratorio se determiné por medio de un tamizaje de varios genes
celulares que Diaph, Actn y Rac1 eran posiblemente requeridos en la infeccién
con RRV (Silva-Ayala, datos no publicados), decidimos validar estos resultados y
en caso de corroborarlo dilucidar la etapa del ciclo viral en la cual participan. Para
ello, células MA104 fueron transfectadas con el RNAI respectivo o un RNAI
irrelevante y 72 horas post-transfeccién las células fueron infectadas con la cepa
RRV a una MOI de 3, y a las 12 hpi las células se lisaron y se cuantificd la
progenie viral. En estas condiciones observamos un 60% de disminucion de la
progenie viral total (células mas sobrenadante) cuando las células fueron
transfectadas con el RNAI de la proteina Rac1 (Figura 26). Esta GTPasa pequefia
es una proteina que fomenta la polimerizacién del filamento de actina, activando a
proteinas efectoras como Wave2 y al complejo Arp2/3 (Jaffe y Hall, 2005), lo que
sugiere que la polimerizacion de la actina es requerida para que se sinteticen

nuevas particulas virales. En apoyo a lo anterior observamos que al silenciar la
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proteina Diaph (proteina efectora que es activada por la GTPasa Rho) la progenie
viral disminuye en un 40%. Esta proteina forma parte de la familia de las forminas
y promueve la nucleacion y elongacion del filamento de actina (Goode y Eck,
2007). Por otro lado se observo que la interferencia de Actn disminuy6 en un 50%
la produccion de particulas infecciosas (Figura 26). Actn es una proteina de union
a actina encontrada a lo largo de la F-actina, entrecruzando los filamentos,
ademas de estar presente en las uniones celulares adherentes (Ehrlicher et al.,
2015), y los resultados apuntan que su participacion en la modulacién del polimero
de actina es necesaria para que rotavirus lleve a cabo su ciclo infeccioso. La
eficiencia de los silenciamientos se evaludé para corroborar que la disminucién de
la progenie viral se debia a la interferencia de los genes anteriormente
mencionados (Figura 27), y a su vez se realizaron ensayos de viabilidad celular
por liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) (Figura 28), los cuales sugieren

que el silenciamiento de estas proteinas no compromete la viabilidad celular.
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Figura 26. Rotavirus requiere de proteinas que reorganizan el citoesqueleto de
actina. Células MA104 fueron transfectadas con los siRNAs indicados y a las 72 horas
post-transfeccién fueron infectadas con RRV (MOI=3). A las 12 hpi las células se lisaron y
se determind la progenie viral infecciosa por medio de un ensayo de inmunoperoxidasa.

Las barras representan el error estandar de la media de tres ensayos independientes
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(n=3). Los datos son expresados como porcentaje de virus respecto al control (células
infectadas transfectadas con un RNAI irrelevante) que fue tomado como el 100% y se

analizaron por medio de GraphPad Prism por una prueba de Tukey; ™ p<0.001
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Figura 27. Analisis de la eficiencia de los silenciamientos. Células MA104 fueron
transfectadas con el RNAI respectivo o con un RNAI irrelevante (Irre). La eficiencia del
silenciamiento se corroboré por Western blot (B) y los datos fueron expresados como
unidades de expresion relativa respecto a las células transfectadas con un RNAI
irrelevante (A). Como control de carga se utiliz6 vimentina. Las barras representan el error

estandar de la media de tres ensayos independientes (n=3).
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Figura 28. El silenciamiento de Actn, Diaph y Racl no afecta la viabilidad celular.

Células MA104 se transfectaron con el RNAI respectivo y a las 72 horas post-transfeccién
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se evalud la liberacién de lactato deshidrogenasa como se describe en Materiales y
Métodos. Las barras representan el error estandar de la media de tres ensayos

independientes (n=3)

Los resultados obtenidos sugieren que la adecuada dinamica del citoesqueleto de
actina se requiere para la eficiente produccion de rotavirus infeccioso. Para
corroborar que efectivamente la interferencia de las proteinas Diaph, Actn y Rac1
estaba afectando al citoesqueleto de actina, se analiz6 su organizaciéon por
microscopia de inmunofluorescencia utilizando faloidina marcada con fluoresceina,
en células transfectadas con los RNAI respectivos, asi como también en células

infectadas transfectadas o no transfectadas (Figura 29).
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Figura 29. Efecto de los RNAIi en la reorganizacién del citoesqueleto de actina.
Monocapas de células MA104 crecidas en cubreobjetos de vidrio se transfectaron con el
RNAI respectivo y 72 h post-transfeccién se procesaron. El control se transfecté con una
RNAI irrelevante. En el caso de las células infectadas, estas se infectaron con la cepa
RRV a una MOI de 3 y a las 12 hpi las células fueron fijadas con paraformaldehido y
permeabilizadas con Tritbn X-100 para su posterior procesamiento por
inmunofluorescencia. Como marcador de infeccién se utilizd un anticuerpo contra NSP2
(rojo), ademas de DAPI para la tincion de nucleos (azul) y faloidina acoplada a un Alexa
fluor 488 para la visualizacion los filamentos de actina (verde). Flecha roja, fibras de

estrés; flecha amarilla, agregados de actina semejantes a centros de nucleacion.

El arreglo del citoesqueleto de actina mostré diferencias dependiendo del RNAI
utilizado. En el caso de la interferencia de Actn las células mostraron fibras de
estrés (Figura 29, flecha roja), las cuales no se formaron en células transfectadas
con un RNAi irrelevante, ademas de mantenerse este fenotipo durante la infecciéon
viral. En otras lineas celulares, como HelLa, se ha reportado que la interferencia de
Actn no afecta la dinamica del citoesqueleto de actina (Ding et al., 2006), sin
embargo, bajo nuestras condiciones experimentales en células MA104, la
interferencia de esta proteina siempre reflejé la formacion de estos haces
paralelos de actina. La interferencia de la proteina Diaph mostré una disrupcion de
la F-actina y la formacién de agregados de actina con haces del filamento
aparentemente surgiendo de alli (Figura 29, flecha amarilla), patrén que se repitio
en todas las transfecciones con este RNAi y en las células silenciadas e
infectadas. En el caso de la GTPasa pequefia Rac1, su silenciamiento generd una
pérdida de los haces del filamento de actina, lo cual es consistente con
silenciamientos de esta proteina hechos en otras lineas celulares epiteliales, como
MDCKIl (Noritake et al., 2003). Los tres interferentes mostraron afectar la
estructura del citoesqueleto de actina y su silenciamiento redujo la progenie viral,
lo que sugiere que rotavirus requiere de esta estructura para generar
eficientemente particulas infecciosas, aunque el mecanismo por el cual la actina

facilite la produccién de viriones maduros aun queda por determinar.
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Efecto de los diferentes siRNAs que modifican al citoesqueleto de actina
sobre diferentes etapas del ciclo replicativo de rotavirus
Las proteinas Rac1, Diaph y Actn son requeridas en el ciclo replicativo de

rotavirus. Para que se efectue un ciclo infeccioso viral, el virus debe pasar por
diferentes etapas (unién y entrada, transcripcion y replicacion, morfogénesis y
liberacidn), en cada una de las cuales se requieren diversas proteinas celulares.
Para conocer el papel de Rac1, Diaph y Actn en la infeccion viral, evaluamos su
papel en distintos pasos del ciclo de infeccion de rotavirus silenciando la expresion

de los genes que las codifican por RNA..

Debido a los resultados previos obtenidos con jasplakindlido, quisimos investigar
en primer lugar si la liberacién del virus se veia inhibida en células transfectadas
con los diferentes interferentes (siRNAs). Para esto, células transfectadas con los
diferentes siRNAs por 72 h, se infectaron con RRV, y a las 12 hpi se tomaron
sobrenadantes celulares y se cuantificd la cantidad de virus infeccioso por un
ensayo de inmunoperoxidasa. De modo paralelo se cuantificé el virus presente en
lisados de células infectadas totales para evaluar si la disminucion del virus en
sobrenadante se debia a la inhibicion de la salida y no a una menor produccion de
virus infeccioso. Como se aprecia en la Figura 30, observamos una menor
cantidad de virus presente en el sobrenadante. Sin embargo, la produccion de
particulas virales totales (intracelulares+extracelulares) también se abatio, por lo
que la relacién virus extracelular/virus intracelular para cada siRNA empleado,
respecto al control de células transfectadas con un siRNA irrelevante, fue igual en
todos los casos, es decir, que se liberaba menos virus como consecuencia de que
se producian menos particulas infecciosas (Figura 30). Dado los resultados

anteriores los genes trabajados no participan en la salida de rotavirus.
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Figura 30. Las proteinas Diaph, Actn y Racl no intervienen en la salida de rotavirus
de células infectadas. Células MA104 fueron transfectadas con los siRNAs indicados y a
las 72 horas post-transfeccion fueron infectadas con la cepa RRV a una MOI de 3. A las
12 hpi se tomaron sobrenadantes (B) y por otro lado se tomaron lisados de células
infectadas (A) y se determind la progenie viral infecciosa por medio de un ensayo de
inmunoperoxidasa. La relacion entre virus extracelular e intracelular es mostrada en
porcentaje (C). Las barras representan el error estandar de la media de tres ensayos
independientes (n=3). Los datos son expresados como porcentaje de virus respecto al
control (células infectadas transfectadas con un RNAi irrelevante) que fue tomado como el
100%.

Para determinar si las proteinas estudiadas eran requeridas para la entrada del
virus 0 en un paso posterior, DLPs de RRV se transfectaron por lipofecciéon en
células silenciadas para cada proteina. De este modo se evita el paso de entrada
y las DLPs en el citoplasma celular son capaces de iniciar un ciclo replicativo. Si
las proteinas silenciadas estan involucradas en el paso de entrada, la infectividad
del virus en células transfectadas con DLPs seria muy similar al control, sin
embargo, si la proteina silenciada participa en pasos del ciclo viral posteriores a la
entrada, la infectividad se veria disminuida. Los resultados obtenidos muestran

que la proteina Actn se requiere en el proceso de entrada de RRV, ya que las
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células silenciadas con este interferente y transfectadas con las DLPs mostraron
una infectividad muy similar al control (Figura 31). Aparentemente la proteina
Diaph también participa en el proceso de entrada, ya que al transfectar DLPs a las
células silenciadas la infectividad se recupera, aunque no por completo, lo cual
sugiere que posiblemente esta proteina intervenga también en otras partes del
ciclo viral. En el caso de Rac1 la infectividad disminuyd en la infeccion con DLPs y
TLPs, indicando que esta GTPasa se requiere en un paso del ciclo viral posterior a
la entrada. Estos resultados apuntan a que existe una participacion de la actina
dentro del ciclo viral a diferentes niveles, y que posiblemente pudieran ser

modulados por alguna (s) proteina (s) viral (es).
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Figura 31. Actn y Diaph son requeridas para la entrada de rotavirus. Células MA104
fueron transfectadas con los RNAI respectivos y a las 72 horas post-transfeccion fueron
infectadas con las cepa RRV (MOI de 0.02) o transfectadas por lipofeccion con DLPs de
RRV. En los dos casos las células fueron incubadas a 37°C hasta 14 hpi y los focos
infecciosos se cuantificaron mediante un ensayo de inmunoperoxidasa. Las barras
representan el error estandar de la media de tres ensayos independientes (n=3). Los
datos son expresados como porcentaje de virus respecto al control (células infectadas
transfectadas con un RNAI irrelevante) que fue tomado como el 100%. Los datos se

analizaron por medio de GraphPad Prism por una prueba de Tukey;”* p<0.01, ™ p<0.001.

73



Rac1 no parece participar en la entrada del virus a las células, por lo que
decidimos evaluar si esta GTPasa se necesitaba en la sintesis de proteinas
virales. Para ello, células silenciadas para cada interferente respectivo fueron
infectadas con la cepa RRV a una MOI de 3 y se incubaron hasta las 4 y 6 hpi; las
células fueron posteriormente lisadas y se analizé la sintesis (acumulativa) de
proteinas virales por Western blot, utilizando un anticuerpo contra TLPs. Los
resultados obtenidos sugieren que el silenciamiento de la expresion de los genes
que codifican para las tres proteinas disminuye la cantidad de proteina viral a
tiempos tempranos de la infeccion (Figura 32). Considerando que por el ensayo de
transfeccion de DLPs la proteina Actn mostrd participar en la entrada del virus, el
hecho de que se observe una menor cantidad de proteina viral se debe
probablemente a que el ingreso del virus a la célula fue menor. Diaph
aparentemente participa en la entrada del virus, sin embargo, observamos que
también disminuyo la sintesis de proteinas, probablemente debido a que participa
en el proceso de entrada y en otra etapa posterior del ciclo viral. Por otro lado,
Rac1 parece no participar en el proceso de entrada de rotavirus (Fig. 31), sin
embargo, los resultados que se muestran en la figura 32 sugieren que esta
proteina es importante para la sintesis de proteinas del virus. Cabe mencionar que
a tiempos posteriores de la infeccidbn (6 hpi) la cantidad de proteina viral
acumulada en células silenciadas era muy similar al control, indicandonos que
probablemente la sintesis de proteinas virales en las células control alcanzé un
umbral maximo detectable por el Western blot y esto permitié que la sintesis de
proteinas virales en las células silenciadas alcanzara este rango y por ende no

pudiéramos observar diferencias.

74



Racl

Actn

Diaph

6 hpi

4 hpi

__6hpi . _ 4hpi . __6hpi_

4 hpi

IVNd

10YLINOD

IVNY

104LNOD

IVNd

10Y1NOD

IVNd

10Y1INOD

IVNd

TOd1INOD

IVNd

TOYLINOD

VP4

VP6
VP7

Vimentina

[edin eul101d %

\.O
(S)
Y
H %,
. BRZ
[S)
&@@
S S s %
m n
[eJiINeUl9101d %
*
N,O
(S]
Y
L3 —I - NA\OV\
©
&N@
4
o o o @\e\
S 5 7

RNAI

RNAI

75



Figura 32. La GTPasa Racl se requiere para la sintesis de proteinas de
rotavirus. Células MA104 fueron transfectadas con los siRNAs indicados y a las 72
horas post-transfeccion fueron infectadas con la cepa RRV a una MOI de 3 y se incubaron
a 37°C hasta las 4 y 6 hpi. Posteriormente las células fueron lisadas y se analizaron por
Western blot utilizando un anticuerpo policlonal anti-TLPs para la visualizacion de las
proteinas virales. También se corrobord la eficiencia del silenciamiento para cada
interferente (A). Como control de carga se utilizdé vimentina. Los datos fueron expresados
como % de proteina viral respecto al control (células transfectadas con un RNAI
irrelevante) que fue tomado como el 100% a 4 hpi (B) y a 6 hpi (C). Las barras
representan el error estandar de la media de cuatro ensayos independientes (n=4). Los

datos se analizaron por medio de GraphPad Prism por una prueba de Tukey;* p<0.05.

Considerando que el ensayo de Western blot detecta las proteinas virales
acumuladas, decidimos evaluar ahora la sintesis de novo de las proteinas virales.
Para esto determinamos la incorporacion de 3°S-Met en las proteinas virales,
marcando radiactivamente a las células infectadas por media hora a las 4 y 6 hpi.
La incorporacion de la marca se evalu6é posteriormente por SDS-PAGE y una
autorradiografia (Fig. 33). Los resultados indican que no existe diferencia en la
sintesis de novo de proteinas virales cuando se silencia Rac1, lo cual sugiere que
el fendmeno observado con anterioridad en la disminucion de sintesis de proteinas
virales acumuladas a 4 hpi se debe a una degradacion de las mismas o a otro
mecanismo inhibitorio en etapas tempranas de la infeccion. Otro aspecto
importante que pudimos notar fue que la sintesis de proteinas celulares se vio
disminuida en células no infectadas y silenciadas para Rac1, lo cual nos indica
que esta proteina es requerida para la sintesis de proteinas celulares, apuntando
a que la disminucién de la produccién de virus infeccioso pudiera no ser debido a
Rac1 directamente, si no a la falta de una proteina (s) celular requerida por el virus

y que posiblemente no es sintetizada por la interferencia de Rac1.
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Figura 33. Racl afecta la sintesis de proteinas celulares. Células MA104
fueron transfectadas con el RNAI respectivo o un irrelevante y a las 72 horas post-
transfeccion se infectaron con la cepa RRV a una MOI de 3 y se incubaron a 37°C.
A 4 y 6 hpi las células fueron incubadas con DMEM sin metionina y con marca
radiactiva (S3%) por media hora. Tiempo después las células se cosecharon y se
analizaron por medio de SDS-PAGE. En la parte izquierda se muestra la
autorradiografia del gel y en la parte derecha se muestra el gel tefiido con azul de

Coomassie como control de carga.
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DISCUSION

El citoesqueleto de actina es una estructura altamente dinamica que se encarga
de dar forma y movimiento a las células, ademas de participar en diversos
procesos celulares como la fagocitosis, distribucion de organelos y la
comunicacioén intercelular (Pollard y Cooper, 2009). Por esta razén muchos virus
modulan a esta estructura celular para llevar a cabo su ciclo infeccioso (Taylor et
al., 2011). En este proyecto nos concentramos en dilucidar la participacion del
citoesqueleto de actina en el ciclo de replicacién de rotavirus utilizando dos
enfoques metodoldgicos: el uso de farmacos que alteran la dinamica del
citoesqueleto y el silenciamiento de proteinas celulares involucradas en la

reorganizacion del mismo.

En el enfoque farmacolégico utilizamos tres compuestos que alteran al
citoesqueleto de actina (citocalasina D, latrunculina B y jasplakindlido). Ninguno de
los tres farmacos estudiados afectd la produccién de particulas infecciosas, sin
embargo, el jasplakindlido disminuyo la liberacion de particulas virales en un 60%.
Se ha reportado que este farmaco también afecta la liberacion de virus envueltos
(con membrana lipidica), como virus sincitial respiratorio (Kallewaard et al., 2005),
el virus de sarampidn (Dietzel et al., 2013) y el virus dengue (Wang et al., 2010).
Histéricamente se ha descrito que los virus no envueltos (sin membrana de
lipidos), como rotavirus, son liberados de su célula huésped por medio de lisis
celular (Tucker y Compans, 1993), sin embargo, estudios realizados en células
polarizadas han demostrado que algunos de ellos pueden salir antes de la lisis
celular, como poliovirus (Tucker et al., 1993) y SV40 (Clayson et al., 1989). En el
caso de rotavirus, Jourdan y colaboradores (1997) demostraron que el virus es
capaz de salir de células Caco-2 polarizadas preferentemente por el polo apical,
antes de observarse lisis celular. Sin embargo, tradicionalmente se ha descrito que
rotavirus sale de células no polarizadas, como MA104, cuando las células se lisan
por efecto de la infeccion. No obstante, en este trabajo observamos que rotavirus
comienza a ser liberado de células MA104 a tiempos donde todavia no se detecta
lisis celular y que esta liberacion es dependiente del citoesqueleto de actina. Es

interesante observar que ni citocalasina D ni latrunculina B afectaron la liberacion
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de rotavirus, en contraste a lo observado con jasplakindlido. Esto pudiera ser
explicado por el diferente mecanismo de accion de cada farmaco, puesto que
citocalasina D y latrunculina B desestabilizan al filamento de actina: el primero se
une directamente al extremo positivo del filamento, provocando su
despolimerizacion, mientras que latrunculina B secuestra a los mondmeros de
actina, evitando que se incorporen al filamento (Spector et al., 1999). Por su parte,
jasplakindlido es un farmaco que induce la polimerizacion de actina y se une al
filamento estabilizandolo (Holzinger, 2009). Esto sugeriria que rotavirus no
requiere de la disponibilidad de mondmeros de actina para su liberacion, aunque
pareciera utilizar la dinamica propia del filamento, conocido como treadmilling
(movimiento de una banda sin fin), para liberarse de las células infectadas. En
este proceso la F-actina permanece de tamafo constante mientras existe una
constante incorporacion de G-actina en el extremo positivo y una disociacion en el
extremo negativo, lo cual hace que las moléculas unidas al filamento se desplacen
a través del citosol. En células polarizadas Caco-2, se ha reportado que la
inhibicion de este proceso por accion del jasplakindlido disminuye la cantidad de
virus liberado (Gardet et al., 2007), lo cual indica que este sistema de liberacion
viral asociado a actina se encuentra conservado en diferentes sistemas celulares.
Por otra parte, cabe resaltar que el farmaco inhibe la salida del virus en las fases
iniciales de su liberacion (antes de observarse lisis celular), e inclusive en tiempos
posteriores (>12 hpi) donde los ensayos de viabilidad muestran ya dafio celular,
indicando que este mecanismo de liberacion dependiente de actina pudiera ser la
principal via de salida y posteriormente se complementaria con el virus liberado

de células dafadas como producto de la misma infeccion.

La visualizacién a través de microscopia confocal de las células tratadas con
jasplakindlido nos permitié apreciar la formacién de agregados de F-actina en el
citoplasma, dependiente del tiempo de exposicion al farmaco, mientras que la
actina cortical pareci6 no modificarse. Esto es consistente con lo reportado en
otras lineas celulares epiteliales, donde existe una acumulacion de agregados de

F-actina al utilizarse este farmaco en tiempos prolongados (Spector et al., 1999).
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Estos datos sugieren que los haces de actina citoplasmatica son importantes en la

liberacion del virus y que la actina cortical no participa en dicho proceso.

Dado que se ha reportado que otros virus no envueltos, como poliovirus, hepatitis
A y coxsackievirus, pueden ser liberados por medio de estructuras lipidicas como
exosomas o microvesiculas (Bird et al., 2014; Feng et al., 2013; Robinson et al.,
2014), decidimos evaluar la posibilidad de que rotavirus pudiera ser liberado
asociado a algun tipo de membranas celulares. El gradiente de flotacion de
iodixanol mostré que rotavirus se asocia a estructuras lipidicas de baja densidad al
salir de las células MA104. A pesar de que se ha descrito que rotavirus sale de las
células Caco-2 de manera no litica, en estas células observamos una cantidad
menor de virus extracelular asociado a lipidos, en comparacion a las células
MA104. Posiblemente esto se deba a que el ciclo infeccioso del virus en Caco-2
es mas lento y se requeria mas tiempo de infeccidon para observar una mayor
presencia de virus en el sobrenadante o que en este sistema celular al liberarse el
virus se pierde su aparente cubierta lipidica. Lo que resultdé similar en ambos
casos fue que el jasplakindlido no alterd la interaccién virus-membrana y solo
disminuy6é la cantidad de virus presente en los sobrenadantes. La posible
asociacion del virus con membranas la investigamos por microscopia electrénica
de transmision del virus extracelular, pero las imagenes adquiridas no nos
permitieron observar con claridad al virus vinculado a vesiculas; lo que si pudimos
determinar fue que el virus esta asociado a ciertas estructuras membranosas. Por
otro lado, el analisis por microscopia electronica de transmision de cortes de
células infectadas en presencia o ausencia del farmaco permitidé observar
particulas virales dentro de vesiculas aparentemente derivadas del reticulo
endoplasmico. En el proceso de maduracion de rotavirus éste gema hacia el
lumen del reticulo endoplasmico, sin embargo la observacién de estos fragmentos
de reticulo endoplasmico con virus en su interior cerca de membrana plasmatica y
lejos de los viroplasmas podria sugerir que estas membranas funcionan como
medio de liberacién del virus, sin embargo aun queda mucho por determinar para

corroborar esta afirmacion.
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Los datos anteriores sugieren que rotavirus sale de las células MA104 asociado a
membranas, sin embargo el mecanismo por el cual la actina participa en el
proceso de liberacion del virus no era claro. Para empezar a esclarecer este
mecanismo, determinamos la distribucién intracelular de las proteinas de
superficie del virus. La localizacion de VP7 no se alter6 en presencia del
jasplakindlido (datos no mostrados), a diferencia de la localizacion de VP4, la cual
si se modificd. Reportes previos han mostrado que en células polarizadas Caco-2,
VP4 se une a los microfilamentos de actina en la parte apical de las células (brush
border), provocando la remodelacion del filamento, ademas de que la movilidad
intracelular de VP4 es dependiente del treadmilling de la F-actina (Gardet et al.,
2006, 2007), por lo que nuestros resultados apoyan la hipétesis de que la
distribucion intracelular de VP4 depende del citoesqueleto de actina tanto en
células polarizadas como en no polarizadas. También observamos que VP4 se
encuentra en membrana plasmatica en células MA104 desde las 6 hpi, de acuerdo
a lo reportado previamente (Nejmeddine et al., 2000), y que el traslado de esta
proteina hacia la membrana es sensible al tratamiento con jasplakindlido,
apuntando que la F-actina esta involucrada en este proceso. Cabe resaltar que
Nejmeddine y colaboradores explican el movimiento de VP4 a través de los
microtubulos, ya que observan un arreglo tubular por inmunofluorescencia de la
sefal de VP4 y posteriormente ven co-localizacion de VP4 con los microtubulos.
Bajo nuestras condiciones de estudio no pudimos observar este arreglo tubular de
VP4 (utilizando los anticuerpos monoclonales HS2 y 2G4), mas bien observamos
una distribucion uniforme de la proteina en el citoplasma. Esto pudiera deberse a
que en su trabajo utilizaron otro modelo viral (cepa de rotavirus UK, de origen
bovino) y anticuerpos contra la proteina VP4 diferentes a los utilizados por
nosotros, ademas de que no indagaron en el efecto de farmacos que
desorganizaban al citoesqueleto de actina, lo cual podria indicar una participaciéon
dual del citoesqueleto de actina y microtubulos en la localizacién intracelular de
VP4.

En virus envueltos como HIV y el virus del sarampién se ha reportado que el
traslado de algunas proteinas de la envoltura hacia la membrana plasmatica es
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dependiente de actina y esto facilita el ensamblaje y la gemacién del virus (Ehrnst
y Sundquist, 1976; Giuffre et al., 1982), sin embargo en el caso de rotavirus no se
conoce con certeza la razén por la cual se requiere que VP4 se traslade a la
membrana plasmatica. La etapa en la cual se lleva a cabo la incorporacién de VP4
en la particula de triple capa aun es tema de controversia, ya que algunos estudios
sugieren que ésta se incorpora en el lumen del reticulo endoplasmico (Maass y
Atkinson, 1990), mientras que por otro lado se plantea la posibilidad de que las
DLPs geman al reticulo endoplasmico, adquieren la capa externa compuesta por
VP7 y posteriormente interaccionan con las balsas lipidicas, donde VP4 es
incorporada al virion (Delmas et al., 2004a). En este trabajo observamos que una
parte importante de las particulas de triple capa producidas durante la infeccion
adquieren la VP4 localizada en membrana plasmatica, lo cual sugiere que algunos
virus llegan a ensamblarse en zonas préoximas a la membrana celular o que esta
proteina estructural se traslada a la membrana por un mecanismo dependiente de
actina y posteriormente es reciclada por el trasporte vesicular y llevada
posiblemente al ERGIC (compartimiento intermedio entre el reticulo endoplasmico
y el aparato de Golgi), lugar donde se ha propuesto la maduracion de VP7

(Mirazimi et al., 1996) y probablemente también la incorporacion de VP4.

La asociacion rotavirus-balsas lipidicas ha sido vinculada con el proceso de
entrada del virus (Isa et al., 2004) y en etapas tardias de la infeccion, donde se ha
observado que VP4 es la proteina responsable de esta interaccion (Cuadras et al.,
2006). Puesto que jasplakindlido afecta la distribucion espacial de VP4 y su
traslado a membrana plasmatica, evaluamos si también la asociacién entre
particulas virales y balsas lipidicas dependia del citoesqueleto de actina. Los
resultados indican que jasplakindlido decrece la cantidad de virus asociado a rafts,
lo cual sugiere que la movilidad de VP4 a través del citoesqueleto de actina
favorece la interaccion entre rotavirus y estos microdominios de membrana. La
asociacion entre virus y balsas lipidicas se ha reportado en otros virus, como en el
caso de influenza y HIV (Scheiffele et al., 1999; Lindwasser y Resh, 2001), donde
estos microdominios participan directamente en el ensamblado y liberacién del

virus. En el caso de rotavirus, Cuadras y Greenberg (2003) describieron que el
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virus infeccioso se encuentra asociado a balsas lipidicas in vitro e in vivo, y que el
tratamiento con drogas que interfieren con la integridad de las rafts decrece la
cantidad de virus asociado a ellas y también disminuye el virus liberado al medio
extracelular. Esto concuerda con nuestros resultados, donde observamos que
jasplakindlido disminuye la progenie viral liberada y también decrece la asociacion
entre virus y balsas lipidicas, apoyando la hipotesis de que estos microdominios
resistentes a detergentes son requeridos tanto en entrada como en la salida de

rotavirus.

El silenciamiento de genes por medio de RNAI ha sido una técnica muy utilizada
en nuestro laboratorio, y mediante un tamizaje de 144 genes involucrados en el
transporte intracelular de vesiculas realizado por Silva-Ayala, utilizando esta
metodologia, se identificaron varios genes celulares que disminuyeron la
infectividad de rotavirus (datos no publicados). Entre estos se encontraron genes
que codifican para proteinas involucradas en la reorganizacion del citoesqueleto
de actina: Diaph, Rac1 y Actn. Interesantemente, las tres proteinas participan en
diferentes procesos en la dinamica de los microfilamentos de actina. Los datos
obtenidos sugieren que estas proteinas son necesarias para el ciclo replicativo de
rotavirus. Diaph es una proteina perteneciente a la familia de las forminas que
favorece la nucleacion y elongacion de la F-actina (Goode y Eck, 2007). La funcion
de esta proteina parece ser necesaria en la entrada de rotavirus a la célula. Sin
embargo, el mecanismo aun queda por determinar, puesto que estudios previos
utilizando citocalasina D sugieren que la cepa RRV no requiere de la
polimerizaciéon de actina para entrar a células MA104 (Sanchez-San Martin et al.,
2004).

Por otro lado, encontramos que la proteina Actn disminuye la infectividad de
rotavirus. Esta proteina entrecruza los filamentos de actina y se encuentra en las
uniones adherentes celulares, promoviendo la unién de la actina cortical a la
membrana plasmatica (Ehrlicher et al., 2015), y existen reportes que vinculan a
esta proteina como factor de transcripcion necesario en la replicacion de otros
virus, como es el caso de influenza (Sharma et al, 2014). En este trabajo

observamos que la inhibicion de la sintesis de esta proteina interfiere con la
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entrada del virus, indicando que la participacion de Actn en la dinamica de la
actina cortical es importante para el proceso de entrada. Por otro lado se ha
descrito que RRV utiliza integrinas para la adhesion y entrada del virus a la célula
(Coulson et al., 1997), y se ha reportado que Actn puede interaccionar con
diversas integrinas (Otey et al., 1990), lo que sugiere que esta proteina pudiera
facilitar la interaccién del virus con las integrinas celulares, facilitando su entrada a

la célula.

Dentro del sistema de las Rho-GTPasas se encuentran tres GTPasas pequefias
monomeéricas que son capaces de modular al citoesqueleto de actina: Rac1,
CDC42 y Rho. En trabajos anteriores han observado que dos de ellas se
encuentran involucradas en el ciclo replicativo de rotavirus: la activacion de Rho es
estimulada por la interaccion del virus con integrinas, promoviendo la formacion de
fibras de estrés (Zambrano et al., 2012) y CDC42 es importante en el paso de
entrada de la particula viral (Silva-Ayala et al., 2013). Rac1 es una proteina
multifuncional que participa en la reorganizacion del citoesqueleto de actina, pero
que se ha vinculado también con el trafico intracelular y la endocitosis, con la
generacion de especies reactivas del oxigeno y en la proliferacién celular (Bosco
et al., 2008). En nuestro trabajo observamos que la interferencia de Rac1
disminuye la progenie viral de rotavirus. Al indagar en la etapa del ciclo replicativo
dénde participaba esta GTPasa observamos que existe una disminucién en la
sintesis de proteinas virales acumuladas en tiempos tempranos de la infeccion,
detectadas por Western blot. A pesar de que los ensayos de viabilidad no
mostraron dafio en células transfectadas con este interferente, la caracterizacion
de la sintesis de novo de proteinas celulares y virales, dando un pulso con 3°S-
Met, revelé que el silenciamiento de Rac1 disminuye la sintesis de proteinas
virales, pero también de las celulares, lo que sugiere que el efecto visto en la
disminucion de la sintesis de progenie viral podria ser un efecto indirecto. Para
corroborar esto se podrian usar otras técnicas como farmacos especificos que
inhiban a esta proteina o el uso de dominantes negativas para dilucidar si esta

pequefia GTPasa es importante para el ciclo infeccioso de rotavirus.
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En resumen, los datos generados en este trabajo nos indican que el citoesqueleto
de actina participa en los estadios de entrada y salida del ciclo de replicacién de
rotavirus. Sera importante seguir investigando mas en detalle el mecanismo a
través del cual se libera rotavirus de las células infectadas y qué proteinas
celulares se encuentran involucradas en el proceso, ademas de encontrar el

mecanismo por el cual Diaph, Actn y Rac1 afectan la replicacion de estos virus.
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CONCLUSIONES

- Rotavirus se libera de las células MA104 por un proceso no litico, al menos
en tiempos tempranos de la infeccion, y este proceso es dependiente del

citoesqueleto de actina.

- El virus que se libera de las células infectadas se encuentra asociado a

estructuras celulares de baja densidad.

- La proteina VP4 se transporta desde su sitio de sintesis en el citoplasma
hasta la membrana plasmatica, en la cual queda expuesta en la superficie

de la misma, en un proceso dependiente de actina.

- La proteina VP4 en la superficie celular se ensambla en virus infecciosos

- La asociacion del virus y de la proteina VP4 a balsas lipidicas es

dependiente de actina.

- Las proteinas Actn y Diaph son necesarias para que el virus entre a las
células MA104

- Rac1 afecta la progenie viral, posiblemente por un efecto indirecto, al inhibir

la sintesis de proteinas celulares.
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PERSPECTIVAS

- Investigar el mecanismo por el cual la actina participa en la liberacion del

virus y determinar si los microtubulos participan también en este proceso

- Determinar la via por la cual rotavirus se libera de las células no polarizadas

MA104 (vesiculas extracelulares, microvesiculas, exosomas, etc...)

- Dilucidar el mecanismo por el cual Actn y Diaph participan en la entrada de

rotavirus

- Verificar si Rac1 participa directamente en el ciclo infeccioso del virus
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