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RESUMEN

La via antiviral 2°5-OAS/RNasa L es uno de los mecanismos mas potentes con los que
cuentan la gran mayoria de las células de mamiferos para hacer frente a las infecciones
virales. La actividad de esta via consiste en la sintesis de los 2'5-oligoadenilatos (2°5-A);
cadenas cortas de adenosinas sintetizadas por las oligoadenilato sintetasas (OAS) en
respuesta a la presencia de RNA de doble cadena (dsRNA) en el citoplasma celular. Los 2°5-A
fungen como segundos mensajeros que activan a la RNasa L; la enzima ejecutora de esta via
antiviral. Una vez activa, la RNasa L es capaz de limitar la replicacién de virus de RNA y DNA
por diversos mecanismos. Se ha descrito que muchos virus han desarrollado estrategias para
contender con los efectos antivirales de dicha via, lo cual evidencia su importante papel en el
control de las infecciones virales.

En este trabajo, caracterizamos la relevancia de esta via antiviral en el contexto de la
infeccion por los rotavirus, empleando como modelo de estudio la linea celular MA104 y el
rotavirus de simio RRV. Al silenciar la expresién de las proteinas antivirales OAS y RNasa L
mediante ensayos de RNA de interferencia (RNAi), encontramos que la produccién de
progenie viral aumentd, evidenciando el papel antiviral de dicha via. No obstante,
observamos que la infeccion con RRV es capaz de suprimir la activacion de la RNasa L
inducida por el dsRNA y los 2°5-A, lo cual demostré la capacidad de los rotavirus para
modular la via OAS/RNasa L.

Para caracterizar los mecanismos moleculares involucrados en este control, evaluamos el
efecto de la infeccién con DLPs y TLPs en el control de dicha via. Estos ensayos sugirieron que
las proteinas de la capa externa, VP4 o VP7, estan involucradas en la modulacion del
complejo antiviral durante o como consecuencia del proceso de entrada, evidenciando que la
particula viral es capaz de controlar dicha via desde las primeras interacciones con su célula
huésped. Adicionalmente, todos estos ensayos también indicaron que, si bien la particula
viral es capaz de mediar la inhibicién de esta via antiviral desde las primeras interacciones del
virus con su célula hospedera, se requiere ademas de la sintesis de novo de un componente

viral para que los rotavirus de la cepa RRV puedan mantener el control de la via OAS/RNasa L.
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Al silenciar cada una de las proteinas virales encontramos que la proteina estructural 3 (VP3),
también esta involucrada en este control. Recientemente, se demostré que VP3 tiene
actividad de fosfodiesterasa y en este trabajo mostramos que dicha actividad es Ia
responsable de prevenir la activacién de la RNasa L, al degradar a sus activadores; los 2°5-A.
Al caracterizar la relevancia de la actividad de PDE de VP3 durante el ciclo infeccioso,
encontramos que esta actividad en el control del complejo OAS/RNasa L es de suma
importancia, incluso de mayor relevancia que su actividad como guanilil-metil-transferasa

para la produccién de la progenie viral.

ABSTRACT

The 2'5-oligoadenylate (2°5-A) synthetase (OAS)/Ribonuclease (RNase) L pathway is a
powerful immune mechanism to control viral infection on mammalian cells. When activated
by dsRNA, OAS use ATP to synthesize 5'-triphosphorylated 2°5-A. Trimeric and longer species
of 2°5-A bind with high specificity and affinity to the inactive monomeric RNase L, causing it
to dimerize and become active. This RNase L dimer cleaves single-stranded regions of both
viral and cellular messenger RNA (mRNA), leading to inhibition of viral replication and protein
synthesis while enhancing type | IFN induction. The antiviral activity of the OAS-RNase L
pathway has been demonstrated during infection of numerous RNA and DNA viruses. Not
surprisingly, viruses have evolved multiple mechanisms to antagonize or prevent activation

of RNase L.

In this work, we studied the relevance of the OAS/RNase L pathway during rotavirus infection
using MA104 cells and Rhesus rotavirus strain as a model. When we silenced the expression
of OAS and RNase L by RNA interference (RNAI), the yield of infectious virus increased,
suggesting that this pathway has a deleterious effect on rotavirus infections. Nevertheless,
we could not find RNase L activity in rotavirus-infected cells. Interestingly, we observed that
RRV infection prevents RNase L activation induced by dsRNA or 2°5-A. These results
suggested that the virus is capable of antagonizing the OAS/RNase L pathway. To
characterize the mechanism through which rotavirus controls the OAS/RNase L pathway, we

studied if the entry of the virus had a role in the control of the pathway. To achieve this, we
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evaluated the infection with TLPs, DLPs or iRRV and their capacity to avoid the RNase L
activation induced by dsRNA. These results suggested that the entry of viral particles triggers
a signal that prevents the initial degradation of rRNA, and later on, the virus has a second
mechanism, which depends on the de novo synthesis of a viral component, to keep RNase L
inactive. To identify the second viral component, we silenced the expression of each viral
protein using RNAI, and the effect of the absence of each viral protein on rRNA stability was
determined. We found that the knockdown of VP3 was the only treatment that caused

degradation of rRNAs.

Until recently, the functions attributed to VP3 were its activity as a guanylyltransferase and
as a methyltransferase responsible for the 5'capping and the 2°0-methylation of the 5'cap
structures of viral transcripts. Recently, it was found, that the carboxyterminal domain (CTD)
of certain rotavirus VP3 has a 2'5-phosphodiesterase (PDE) activity. This particular
phosphodiesterase cleaves the 2'5-phosphodiester bond of the 2°5-A, antagonizing the
OAS/RNase L pathway.

To determine the relevance of the phosphodiesterase activity of VP3 compared with its
capping function during virus replication, we silenced the expression of VP3 and RNase L
simultaneously by RNAI, with the rationale that in the absence of RNase L we could evaluate
the relevance of the guanylyltransferase and methyltransferase functions of this protein in
the replication cycle of the virus. Cosilencing the expression of VP3 and RNase L in infected
cells resulted in yields of viral infectious particles at levels similar to those obtained in control
infected cells, where no genes were silenced, suggesting that the capping activity of VP3 is

not essential for the formation of infectious viral particles.
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I.  INTRODUCCION
1.1 Los rotavirus
1.1.1 Importancia epidemiolégica de las infecciones causadas por rotavirus

De acuerdo al Ultimo reporte de la Organizacion Mundial de la Salud, las

enfermedades diarreicas son la segunda causa de muerte en nifios menores de cinco afios,

representando un serio problema de salud publica a nivel mundial. tuesiusheint/mmenistion/opics/rotavirus/en)
Se han identificado a los rotavirus como el principal agente etiolégico de dichas
enfermedades. La infeccion por rotavirus es la responsable de alrededor de 200 000 muertes
anuales, primordialmente en paises en vias de desarrollo, pese a la introduccion de dos
vacunas seguras y efectivas. La tasa de incidencia de la infeccidn por rotavirus es similar en
los paises en vias de desarrollo y en los desarrollados, en donde ni la calidad del suministro
de agua ni las condiciones higiénicas y sanitarias han tenido un impacto positivo en el control
de la infeccidn; sin embargo, en los paises mds pobres la tasa de mortalidad es mayor, como
consecuencia de la desnutricidon y de las dificultades para acceder oportunamente a los
servicios de salud (1-3). Los rotavirus presentan también un importante problema econémico
y veterinario, puesto que infectan a una gran cantidad de mamiferos de interés econdmico

(4).

1.1.2 Generalidades de los rotavirus

Los rotavirus fueron descubiertos en 1973 por Ruth Bishop y colaboradores al estudiar
por microscopia electrdnica biopsias del intestino delgado de nifios que presentaron diarrea
de causa desconocida. Posteriormente, se propuso el nombre de rotavirus (del latin rota
“rueda”) con base en su morfologia y se les incluyé en la familia Reoviridae (5).

Los rotavirus estan divididos inmunolégicamente en siete serogrupos, del A al G. El serogrupo
A es el mas importante epidemioldgicamente y por tanto es el que mas se ha estudiado; este

serogrupo esta a su vez subdividido en diferente serotipos y genotipos, clasificacién basada
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en las proteinas que forman la capa externa del virus, las cuales seran descritas en la

siguiente seccion (5).

1.1.3 Estructura de los rotavirus

Los rotavirus son virus no envueltos, cuya particula infecciosa con un diametro de 75-100
nm esta formada por tres capas concéntricas de proteinas que rodean el genoma viral,
constituido por 11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA), los cuales codifican para seis
proteinas estructurales: VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7 (VP; Viral Protein) asi como para seis
proteinas no estructurales: NSP1-NSP6 (NSP; Non Structural Protein). Debido a la variedad
del tamano de los genes y las proteinas de los rotavirus, es posible obtener un patrén
electroforético caracteristico del genoma viral, asi como de sus proteinas, ver Figura 1.0 (5,

6).

Proteinas

Figura 1.0: Estructura de la particula viral de rotavirus y los patrones electroforéticos de su genoma viral asi
como de sus proteinas. Modificada de (7, 8).

El genoma viral de los rotavirus se encuentra rodeado por la nucleocdpside, la cual esta
compuesta por 60 dimeros de la proteina VP2 y por pequeias cantidades de las proteinas
VP1 y VP3. A su vez, la nucleocdpside se encuentra rodeada por una capa intermedia
compuesta por 260 trimeros de VP6; a las particulas de dos capas se les conoce como DLPs
(Double Layered Particles) que tienen la actividad de transcriptasa. La capa externa esta
compuesta por 780 moléculas de VP7 y de esta capa se proyectan 60 espiculas formadas por

trimeros de VP4. La particula de tres capas conocida como TLP (Triple Layered Particle)
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constituye la particula infecciosa (5, 9). Las proteinas no estructurales de los rotavirus tienen

diversas funciones durante la replicacion, la morfogénesis del virus y el control de la

respuesta antiviral de la célula. Algunas de las caracteristicas de las proteinas virales se

resumen en la Tabla 1.0.

Tabla 1.0: Caracteristicas de los genes y proteinas de los rotavirus. Adaptada de (5-7).

Gene

Tamano
(pb)

Proteina Masa Molecular
(KDa)

Funcion y propiedades de la proteina

3302

VP1 125

RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp)
Existen 12 copias de VP1 en la particula viral. Se une al
dsRNA e interacciona con VP2 y VP3.

2687

VP2 94

Componente estructural de la nucleocdpside
Existen 120 copias de VP2, es una proteina que se une
al dsRNA. Su presencia es requerida para la actividad
de la RdRp.

2592

VP3 88

Enzima con actividad de guanilil-metil transferasa
Y fosfodiesterasa
Existen 12 copias de VP3, es una proteina de unioén al
RNA de cadena sencilla, forma complejos con VP1.

2362

VP4 86

Actividad de hemaglutinina
Existen 180 copias de VP4, es una proteina importante
en la interaccion con los receptores de la célula
huésped y en la penetracion del virus. Constituye las
espiculas de las TLPs.

1611

NSP1 59

Antagonista de respuestas celulares antivirales
Implicada en la modulacidn de la respuesta mediada
por los interferones.

1356

VP6 45

Componente estructural de la capa intermedia
Con 780 copias asociadas en 260 trimeros por
particula viral. Es una proteina altamente hidrofébica.

1104

NSP3 37

Regulador de la traduccion de los mRNA virales
Proteina de unidn al dsRNA, interactua con elF4G en el
mismo lugar que PABP.

1059

NSP2 35

Componente estructural de los viroplasmas
Importante en la replicacion y empaquetamiento del
genoma viral, tiene actividad de NTPasa.

1062

VP7 37

Componente estructural de la capa externa
Con 780 copias asociados en 260 trimeros por
particula viral. Proteina de unidn a calcio.

10

751

NSP4 20

Enterotoxina viral
Glicoproteina que se asocia al reticulo endoplasmico,
importante en los procesos de morfogénesis.

11

667

NSP5 26

NSP6 11

Componentes estructurales de los viroplasmas
Interactia con NSP2, proteina de unién al RNA y con
actividad de cinasa.

Interactia con NSP5.
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1.1.4 Ciclo replicativo

Los rotavirus tienen un alto tropismo por los enterocitos maduros presentes en las
vellosidades del intestino delgado. Estos virus infectan varias lineas celulares de origen
epitelial de rifidn y de intestino (5, 9). También presentan un rango de hospedero definido, lo
gue se evidencia cuando RVs aislados de cierta especie animal disminuyen su virulencia y
capacidad de replicacion en especies heterdlogas. Se ha sugerido que las bases que
restringen el rango de hospedero de los RVs son multifactoriales; se ha reportado que los
principales determinantes del rango de huésped son las proteinas virales VP4 y NSP1 (10,
11).

El ciclo replicativo de los rotavirus se resume en la Figura 1.1. Este inicia cuando la
particula viral se une a sus receptores presentes en la membrana celular (1) y posteriormente
es internalizada por endocitosis (2). Dentro de la célula, la particula viral pierde su capa mas
externa quedando como una DLP; que inicia la transcripcidon de los 11 segmentos de RNA,
que codifican para las 12 proteinas virales (3,4). Una vez que se acumula una cantidad critica
de proteinas virales, los mensajeros virales sirven como moldes para la sintesis del RNA
gendmico, proceso llevado a cabo en los intermediarios de replicacion dentro de los
viroplasmas, que son granulos macromoleculares compuestos de proteinas virales, RNA viral
y algunas proteinas celulares. En los viroplasmas, los intermediarios de replicacién dan origen
a las particulas de una sdéla capa y de dos capas (6-8), las cuales posteriormente migran al
reticulo endoplasmico rugoso (RER) (9), en donde se completa el ensamble de la particula
madura, la TLP, que puede ser liberada de manera dependiente o no dependiente de la lisis

celular (10) (5-9, 12).
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Figura 1.1: Ciclo replicativo de los rotavirus. Tomada de (3).

1.1.5 Eventos iniciales durante la infeccién

El término entrada, definido como el primer paso del ciclo infeccioso de un virus, describe
la manera en la que un virus puede atravesar la membrana celular para llegar hasta el
citoplasma. En el caso de los rotavirus, el (o los) mecanismo(s) mediante el cual estos virus
entran a su célula hospedera siguen en estudio. Se ha propuesto que durante este proceso,
la particula viral podria sufrir cambios conformacionales; causados en parte por su
interaccidn secuencial con varios de los receptores que han sido descritos para dichos virus.
Las proteinas VP4 y VP7 han sido ampliamente estudiadas ya que estan involucradas en las
interacciones iniciales del virus con su célula huésped. Se han identificado varias moléculas
celulares que podrian servir como receptores para los rotavirus. Para el rotavirus de simio de
la cepa RRV, el acido sialico, diversos glicanos, las integrinas a,B1, avfs, oxP2 y auf1 y la
proteina Hsc70 juegan un papel importante en la unién y entrada a su célula huésped (13,

14).
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» La proteina VP4

VP4 es una proteina clave en la entrada del virus a su célula huésped. Algunas de las
propiedades que se le han identificado a la fecha son: hemaglutinacién, unién a la célula
huésped, aumento en la infectividad por el tratamiento con tripsina, virulencia vy
antigenicidad, entre otras (15, 16). Para que el virus sea infeccioso, éste tiene que ser tratado
con tripsina, lo cual produce tres cortes muy cercanos en VP4 (aminoacidos 231, 241 y 247),
generando asi dos productos de protedlisis: 1) la proteina VP8 (231 aminoacidos) localizada
en el extremo amino terminal de VP4 y 2) la proteina VP5 (528 aminodcidos) hacia el

extremo carboxilo de VP4 (ver Figura 1.2).

ap, B, hsc70
VP4
Protedlisis por
tripsina VRS
VPB 8=5
8=S pGe .- -, HR IDA KID
T L SRV ! L
Yy Yy ¥ I]I:I[ 308 I I 538 842-658 '
. I HA l ‘ 248 776
1 - o 231
100 200 300 400 500 600 700

Figura 1.2: Esquema de la proteina VP4. La escala representa a los aminodcidos que conforman a la proteina.
HA; dominio de hemaglutinacién, los asteriscos en la parte inferior indican los aminodacidos de importancia para
la union de esta proteina con el AS; 101, 144, 155, 187 y 190. Las cabezas de flecha en azul, sefialan los
aminoacidos a los cuales se unen los anticuerpos neutralizantes empleados en este trabajo. Los puentes
disulfuro entre los residuos C203 y C216 asi como el formado entre los residuos C318 y C380 son indicados
como S=S. HR; regién hidrofdbica. Se indican los tripéptidos de interaccién con sus respectivos receptores
celulares. Modificada de (17).

La proteina VP8 de algunas cepas de rotavirus, contiene un dominio de unién a los acidos
sidlicos (AS), comprendido entre los aa 93 y 208 de la proteina, el cual confiere a éstos virus
la capacidad de aglutinar eritrocitos. La infectividad de estos virus es abatida por el
tratamiento de las células con la enzima neuraminidasa (NA), la cual hidroliza los residuos de
AS terminales presentes en las moléculas de la superficie celular. De ahi que las cepas de
rotavirus fueran clasificadas inicialmente como NA-resistentes o NA-sensibles. Sin embargo,
se ha reportado que rotavirus inicialmente clasificados como NA-resistentes pueden
interactuar con AS subterminales, que no son susceptibles a la actividad hidrolitica de la NA

pero forman parte de moléculas de la superficie celular, como los ganglidsidos. Ejemplos de
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estos virus son la cepa bovina UK y la cepa humana Wa. No obstante, los AS terminales o
subterminales no son las Unicas moléculas que pueden ser reconocidas por la proteina VP8.
Recientemente se demostrd que cepas de rotavirus NA-resistentes de origen humano son
capaces de reconocer y unirse a carbohidratos de los grupos sanguineos mediante su
proteina VP8 (9).

En la proteina VP5 también se han identificado dominios de unién con proteinas presentes
en la superficie celular: un dominio que interacciona directamente con la membrana celular y
gue involucra a los residuos 265-279, asi como otro dominio localizado hacia el extremo
carboxilo terminal de la regidon comprendida entre los aminoacidos 248-474 que estd
implicado en la permeabilizacién de las membranas. En VP5 también se encuentran los
tripéptidos: a)DGE implicado en el reconocimiento de la integrina ayB;, b)IDA que
interacciona con la integrina asf3;. Esta proteina contienen dos regiones implicadas en el
reconocimiento e interaccidon con la proteina constitutiva de estrés calérico Hsc70. Una de
estas regiones es el “dominio KID” localizado entre los aminoacidos 642-658 de VP5. La

segunda region reportada se encuentra entre los residuos 531-554 (17, 39).

» Laproteina VP7

VP7 es una glicoproteina de 326 aminoacidos que se ensambla en trimeros para formar
una capa uniforme sobre la DLP. Mediante estudios bioquimicos y funcionales se demostré
gue este ensamblaje es dependiente de calcio (18). También se encontré que el tratamiento
de TLPs con agentes quelantes de calcio como el EDTA resulta en la pérdida de la capa
externa de su capside. Lo anterior genera DLPs que por si solas no son capaces de ingresar a
la célula y por lo tanto los viriones pierden su capacidad infecciosa.
La proteina VP7 interacciona directamente con moléculas de superficie de la célula
hospedera en un paso subsecuente al anclaje inicial del virus mediante VP4. Las proteinas
VP7 de diferentes cepas de rotavirus contienen varios motivos de unidn a integrinas descritos

en la Figura 1.3.

10
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Figura 1.3: Esquema de la proteina VP7. La escala representa a los aminodcidos que conforman a la proteina. El
sitio conservado de N-glicosilacidn se indica con las figuras de hexdgonos rosas. A, B y C indican las regiones mas
antigénicas de VP7. Los tripéptidos de interaccidn con receptores celulares son indicados y descritos en el texto.
Tomada de (17).

» Entrada de los rotavirus a la célula

Las primeras etapas de un infeccidn viral consisten en el anclaje de las particulas virales a sus
receptores celulares, seguido por la internalizacién del virus, la replicacién del genoma viral y
la sintesis de las proteinas que dardn origen a la progenie viral.

In vivo, los rotavirus presentan un tropismo celular especifico, infectando principalmente a
los enterocitos de las puntas de las vellosidades intestinales. Pero también se ha descrito que
los rotavirus pueden diseminarse extraintestinalmente, causando viremia. In vitro, estos virus
se unen a la superficie de casi todas las lineas celulares probadas, pero solo infectan de
manera eficiente a algunas lineas celulares derivadas de epitelio renal e intestinal (14, 17,
18). En nuestro laboratorio, se ha propuesto un modelo de las interacciones tempranas del
rotavirus de simio RRV en la linea celular MA104. Acorde a este modelo, la interaccién de
RRV con la célula huésped se da por un proceso de pasos multiples y secuenciales, dentro de
los cuales la interaccidn inicial se lleva a cabo entre el dominio VP8 de VP4 y un receptor
celular que contiene AS. La interaccidn inicial del virus con el receptor que contiene el AS
posiblemente induce un cambio conformacional en la proteina VP4, que permite la
interaccion subsecuente del motivo DGE (presente en el dominio VP5 de esta proteina) con
la integrina af;. Posterior a esta segunda interaccién, ocurren tres mas. Se propone que las
primeras interacciones del virus con su célula huésped podrian promover cambios
conformacionales en la particula viral que facilitarian la interaccion entre: 1) el dominio CNP

de VP7 y la integrina a,Bs, 2) el tripéptido GRP de VP7 y la integrina a,B,y 3) el dominio KID

11
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de VP5 con la proteina hsc70, pese a que se desconoce cudl es el orden en el que se llevan a
cabo las mismas. Posterior a las interacciones con sus receptores, los rotavirus se internalizan
en la célula, pierden la capa proteica externa de su capside y posteriormente las DLPs
generadas son liberadas al citoplasma, lugar donde el virus continua con el siguiente paso de
su replicacién (17). Cabe mencionar que este modelo de interacciones tempranas de RRV con
la linea celular MA104 no es comun para todos los rotavirus, ya que se ha observado que
varias cepas de estos virus pueden reconocer otras moléculas de la superficie celular e
incluso presentan requerimientos de receptores diferentes a los de RRV. En la Tabla 1.1 se
resumen algunos de los requerimientos descritos hasta la fecha para algunas cepas de

rotavirus de particular interés para este trabajo (14, 39).

Tabla 1.1: Requerimientos de receptores de diferentes cepas de rotavirus. Adaptada de (39).

Rotavirus Origen Moléculas de superficie Requerimiento o reconocimiento
AS-terminales Si
Ganglidsidos* Si
RRV Simio | Integrinas Si
Hsc70 Si
PDI Si
SA-terminales No
Gangliésidos Si
Nar3 Simio | Integrinas Si
Hsc70 Si

PDI Interaccién no determinada
SA-terminales No
Gangliésidos Si
UK Bovino | Integrinas Si
Hsc70 Si

PDI Interaccién no determinada

*Ganglidsidos que contienen SA-terminales o subterminales.

12
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Los rotavirus ingresan a la célula a través de un proceso endocitico, el cual puede variar
dependiendo del tipo de célula y la cepa del virus. Por ejemplo, en la linea celular MA104, el
rotavirus bovino UK entra por endocitosis mediada por clatrina, mientras que el rotavirus
RRV lo hace a través de una via endocitica no del todo caracterizada, independiente de
clatrina y caveolina, pero dependiente de la dinamina 2, RhoA, cdc42, actina-4 y colesterol

(14).

1.2 Inmunidad innata contra de las infecciones virales

Los mamiferos estamos expuestos continuamente a microorganismo patégenos, pero
raramente éstos son capaces de establecer una infeccién hasta el punto de causar una
enfermedad, esto es debido a nuestro sistema inmune innato, que por si mismo podria
contender con practicamente cualquier infeccién. Generalmente, la respuesta inmune innata
contra patégenos es iniciada por el reconocimiento de componentes especificos de los
microorganismos como los acidos nucleicos, a través de receptores de reconocimiento a
patrones (PRRs). El reconocimiento de estos componentes por los PRRs resulta en la
activacidon coordinada de factores de transcripcion que culmina en la expresién de
guimiocinas y citocinas como los interferones (IFN). Los interferones por si mismos podrian
ser capaces de contender con casi cualquier infeccién viral a través de diferentes
mecanismos; no obstante, los virus han desarrollado sorprendentes mecanismos para

modular la respuesta de IFN y poder completar exitosamente su ciclo infeccioso (19-21).

1.2.1 Respuesta mediada por los Interferones (IFN)

Los interferones (IFN) constituyen una familia evolutivamente conservada de citocinas
pleitrépicas con efecto antiviral, inmunomodulador, antiproliferativo y antiinflamatorio. Son
glicoproteinas solubles de 5-50 kDa, formadas por 150 aminodcidos en promedio y son
producidos por una gran variedad de células. Los IFN estan involucrados en enviar seiales
indispensables en la comunicacidn inter e intracelular, especialmente entre las células del
sistema inmune. En humanos, estas citocinas se agrupan en tres grupos diferentes con base

en su secuencia, localizacién cromosomal y el receptor al que se unen (22-24):

13
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* Interferones Tipo | (IFN I): Comprenden a los IFNa, IFNB, IFNg, IFNk e IFNw. Dada su
potente e inherente actividad antiviral, se les ha considerado como la primera linea
de defensa contra las infecciones virales, son principalmente secretados por las
células dendriticas plasmacitoides, macréfagos, linfocitos y fibroblastos.

* Interferones tipo Il (IFN IlI): Comprende al IFNy el cual es producido por los linfocitos
T y las células NK activadas por mitégenos. Llevan a cabo funciones
inmunomoduladoras.

* Interferones tipo Il (IFN 1ll): Esta familia, recientemente descrita, comprende a los
INFA1, A2, A3 ¥ A4, los primeros tres son conocidos como Interleucina 29 (IL-29), IL-28A
e IL-28B respectivamente (25). Se les ha descrito actividad inmunomoduladora,
principalmente durante el embarazo (24) y actividad antiviral, similar a la de los
interferones tipo |, estos son principalmente secretados por células dendriticas asi
como células epiteliales de mucosas (21, 22, 26).

Todos los miembros de la familia de los IFN tienen actividad antiviral; sin embargo, sélo los
IFN Iy Il son considerados como la primera linea de defensa contra los virus. Los IFNs tienen
como funcién principal el bloquear la replicacidén viral y son capaces de controlar la gran
mayoria de las infecciones virales en ausencia de la respuesta inmune adaptativa (21-24, 27).
Por simplicidad, en el resto del manuscrito se refiere a los IFN tipo | y lll de manera genérica
como IFN.

En general, cualquier célula nucleada de mamifero es capaz de producir IFN, pero en estado
basal no lo producen ni lo secretan, sélo lo hacen en pequefias cantidades y bajo ciertos
estimulos (24). La transcripcion de los genes que codifican para IFN ocurre sélo después de la
exposicién a un inductor apropiado. Esta transcripcién es activada por una secuencia
altamente orquestada de eventos de seiializacién que involucra la participacidn de sensores
virales, proteinas adaptadoras, cinasas y factores de transcripcién (ver Figura 1.4) (20). Esta
cascada de sefializacion lleva a la activacién del factor nuclear—«kB (NF-kB) y de los factores de
regulaciéon de IFN (IRFs), los cuales al traslocarse al nicleo y unirse a sus secuencias

promotoras especificas, inducen la transcripcién de los mRNAs de IFN.

14
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Los IFN recién sintetizados son secretados desde la célula infectada y pueden actuar de
manera paracrina o autécrina, uniéndose a sus receptores presentes de manera constitutiva
en la membrana citoplasmatica. Aunque los receptores para IFN | y lll son completamente
diferentes, ambos inducen una sefalizacién a través de la via de las JAK/STAT (Janus-
cinasas/transductores de la sefial y activadores de la transcripcidon) que son en general,
indistinguibles. El resultado final es la activacién transcripcional de mds de 300 genes,
conocidos en conjunto como genes estimulados por IFN (ISGs), que confieren a la célula
infectada o a las células vecinas un estado antiviral, ya que dichos genes codifican para
efectores antivirales directos o moléculas que regulan la respuesta de IFN u otros aspectos
de la respuesta inmune del huésped, como enzimas, factores de transcripcién, glicoproteinas
de membrana, citocinas, quimiocinas y un gran nimero de moléculas aln no caracterizadas
(19, 20, 28). Aunque la funcion de la gran mayoria de estos efectores antivirales es
desconocida, los mecanismos de accién reportados hasta la fecha estan dirigidos a prevenir
procesos muy conservados del ciclo infeccioso de los virus, como por ejemplo:

* Entrada.

* Sintesis de dcidos nucleicos; moduladores de la integridad de los dcidos nucleicos

como OAS/RNasa L, ADAR1, familia de las APOBEC.

* Traduccidn de proteinas: PKR, IFITs.

* Salida: teterina, BST2.
Los productos de los ISGs son diversos e impiden la replicacién viral por distintos
mecanismos. Sin embargo, si estos mecanismos no son suficientes para frenar la replicacién

viral, los ISGs causaran en ultima instancia, la muerte de la célula infectada (20, 27).

15
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Figura 1.4: Respuesta de IFN. Las infecciones virales activan una gran variedad de respuestas celulares que son
iniciadas por el reconocimiento de componentes virales por receptores celulares (PRRs), como los RLRs o TLRs,
gue estan presentes en la célula hospedera. Una vez que dichos receptores son activados, estos median la
formacién de complejos de sefializacién que promueven la activacidon de genes antivirales. Los TLRs emplean en
su cascada de sefializacion a las moléculas MyD88 y TRIF como proteinas adaptadoras, mientras que la MDAS y
RIG | sefializan a través de la proteina mitocondrial MAVS. Ambas cascadas convergen en la activacion de ciertos
factores de transcripcion que incluyen al IRF3, IRF7, NF-kB, los cuales posteriormente son translocados al
nucleo, para activar la transcripcion de los genes que codifican para IFN. Los IFN recien sintetizados son
entonces secretados al medio extracelular, en donde pueden actuar de manera paracrina o autocrina
uniéndose a sus receptores presentes en la membrana celular (IFNAR e IFNRL). Esta unidn ligando receptor,
induce la activacion de la via de las JAK/STAT, en donde una vez que las STAT 1 y STAT 2 son fosforiladas, se
asocian con el IRF9 para formar el complejo ISGF3, el cual es translocado al nucleo para inducir la transcripcion
de mas de 300 genes, conocidos en conjunto como genes estimulados por IFN (ISGs), cuyos productos tienen
actividad antiviral de manera directa o indirecta. Tomado de (3).

Para generar una infeccion productiva, los virus deben sobrepasar la actividad antiviral de
estos efectores y de los mecanismos de defensa de su huésped y este es el caso de muchas
infecciones virales. En la caracterizacién de cdmo ciertos virus superan los mecanismos de
defensa de su hospedero, se ha podido elucidar las funciones de un gran numero de las
proteinas con actividad antiviral conocidas hasta la fecha. También es importante tener
presente que los IFN tienen otras actividades, como por ejemplo; promover el crecimiento,

diferenciacién y funcién de diferentes células del sistema inmune, ademads de modificar la
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actividad de células inmunes una vez que éstas ya estan activadas para potenciar su efecto

contra células tumorales o infectadas por virus (21).

1.2.2 Lavia 2'5-Oligoadenilato Sintetasa/Ribonucleasa L (OAS/RNasa L)

La Ribonucleasa Latente (RNasa L) y las 2'5-Oligoadenilato Sintetasas (OAS) son
proteinas inducibles por IFN, en conjunto constituyen uno de los mecanismos antivirales mas
potentes con los que cuenta prdcticamente cualquier célula nucleada de mamifero para
hacer frente a las infecciones virales. En humanos se han descrito 4 genes que codifican para
las OAS: oas1, oas2, oas3 y oasL, que dan origen al menos a 20 isoformas. Las OAS son parte
de la familia de receptores intracelulares (PRRs) que reconocen patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs), son proteinas citosdlicas que funcionan como sensores del
dsRNA; el PAMP por excelencia de las infecciones virales (29-31).

Durante una infeccidn viral, el dsRNA es reconocido por las OAS, las cuales se encuentran
presentes de manera constitutiva en el citoplasma celular, pero en su forma inactiva, que
corresponde a su forma monomérica. Al unirse al dsRNA, se induce un cambio
conformacional en estas proteinas, permitiéndoles su oligomerizacién; estos oligdmeros
constituyen la forma activa de la enzima, que es capaz de convertir el ATP a pirofosfato y a
una inusual serie de oligoadenilatos colectivamente llamados 2°5-oligoadenilatos (2°5-A).
Estos 2°5-A se unen con alta afinidad a los mondmeros de la RNasa L, induciendo un cambio
conformacional que permite la dimerizacién de dicha enzima. El dimero RNasa L tiene
actividad de endonucleasa, que corta RNA de cadena sencilla; como el RNA ribosomal (rRNA)
y mensajero (mMRNA) en secuencias ricas en UU y UA del extremo 3’. La actividad antiviral de
la RNasa L es mediada por diferentes mecanismos, resultado del efecto del corte de
diferentes sustratos tanto virales como celulares, que a su vez dependen de varios factores
como el tipo de virus y la célula huésped. En resumen, la RNasa L puede inhibir la replicacion
viral por los siguientes mecanismos: i) prevencién de la replicacidn, ii) inhibicion de la sintesis
de proteinas virales, mediante la degradacion de los mensajeros virales, iii) restriccion de la
replicacién viral. Por ejemplo, para virus de DNA, la RNasa L degrada los mensajeros virales,

inhibiendo asi la sintesis de proteinas virales. No obstante, la RNasa L también puede
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degradar componentes celulares, que son esenciales en la replicacidn viral, como los RNAs
ribosomales o algin mensajero cuyo producto es requerido para la replicacidon del virus.
Ademads, los RNAs pequefios, producto del corte de la RNasa L, son capaces de amplificar la
respuesta celular activando otros miembros de los PPRs citosélicos, como RIG-I y MDA-5. En
ultima instancia, la RNasa L activa induce la muerte de la célula infectada por apoptosis y/o
autofagia para evitar la replicacion viral, por mecanismos aun no del todo caracterizados (29,

30, 32-35) (ver Figura 1.5).
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Figura 1.5: Via 2'5-Oligoadenilato sintetasa/RNasa L activada por el dsRNA. Adaptada de (36).

» Regulacion de la via OAS/RNasa L

Los 2°5-A comprenden una serie de oligoadenilatos trifosfatados en su extremo 5°. Son
adenosinas unidas entre si por enlaces 2'5-fosfodiester (ver Figura 1.6), resistentes a la
accién de las RNasas mds conocidas. Dado que la RNasa L se expresa de manera constitutiva,
se ha sugerido que la concentracién de los 2°5-A controla la actividad de la RNasa L, en este
control se ha propuesto la participacién de al menos dos familias de enzimas: a) 5'-Fosfatasas

y b) 2’-Fosfodiesterasas (2-PDEs).
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Figura 1.6: Estructura quimica de los 2°5-oligoadenilatos.

La participacion de estas dos familias de enzimas en la regulacion del complejo OAS/RNasa L
ha sido apenas estudiada. En 2004, Kubota y colaboradores reportaron el posible papel
antagonico de las PDEs sobre el complejo OAS/RNasa L, empleando RNAs de interferencia y
un farmaco inhibidor de las mismas, encontraron que la replicacién del virus vaccinia
disminuye drasticamente cuando la concentracién de estas proteinas o su actividad estdn
disminuidas. Con respecto a las 5'-fosfatasas, las evidencias sugieren que su efecto es parcial;
al remover los grupos fosfatos del extremo 5” de los 2°5-A se compromete drasticamente la
actividad de estas moléculas para activar a la RNasa L. No obstante, estos 2°5-A aun son
capaces de inducir la dimerizacidn de la RNasa L. En contraste, la capacidad inductora de los
2'5-A es abatida por completo cuando son hidrilizados por las PDEs. El inhibidor endégeno de
la RNasa L (RLI) también es un mecanismo de control de la célula para regular la actividad del
complejo OAS/RNasa L (32, 37, 38).

El grupo de Susan Weeis fue el primero en reportar que la via OAS/RNasa L puede ser
regulada a nivel de los 2'5-A mediado por una proteina viral. Encontraron que la proteina ns2
del coronavirus murino (MHV) tiene actividad de fosfodiesterasa y que esta proteina es capaz
de degradar in vitro a los 2°5-A, previniendo asi la activacidon de la RNasa L. Estudios en
modelos celulares y animales revelaron que la actividad de fosfodiesterasa de la ns2 es
esencial para la replicacion del virus en macréfagos y para inducir hepatitis (38-40).

La ns2 y el extremo C-terminal de la VP3 de los rotavirus tienen un dominio de PDE a nivel de
secuencia. Dichas proteinas comparten un 18% de identidad. Se ha demostrado su capacidad
de hidrolizar a los 2'5-A, previniendo la activacién de la RNasa L, favoreciendo asi el

crecimiento y la patogénesis viral (40). También estas proteinas son funcionalmente
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intercambiables. Bajo el contexto de la infeccién con MHV, se ha reportado que las quimeras
del MHV que expresan una forma inactiva de ns2 y la VP3-CTD, recuperan la habilidad de
replicarse de manera eficiente en macréfagos o en el higado de ratones infectados, mientras
gue en las quimeras que expresan una forma de VP3-mutacidn que tiene mutado un
aminodcido esencial para su actividad como fosfodiesterasa, la replicacion de este virus

quimérico es deficiente (38, 40).
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Il. ANTECEDENTES

2.1 Los rotavirus modulan la respuesta mediada por los interferones tipo |

En la infeccidon por rotavirus, la actividad de IFN | ha sido ampliamente estudiada y
debatida en los ultimos afios. Hasta el momento, es claro que la infeccién con RVs induce la
produccién de IFN en humanos y otros mamiferos, sin embargo su relevancia en el control de
la infeccidn y la enfermedad no es del todo comprendida. Diversos reportes han demostrado
gue el control de la replicacidén por IFN de algunos RVs estd restringida a células permisivas y
en ciertos modelos animales como el de ratones lactantes, terneros recién nacidos vy
lechones (41). A nivel de la enfermedad, el pretratamiento con IFN | es capaz de reducir la
gravedad de los episodios diarreicos en terneros, mientras que en ratones, el resultado es
controversial, abarca desde un efecto protector, irrelevante hasta perjudicial (4). También, se
ha descrito que dicha respuesta es dependiente de la cepa viral asi como de la célula
hospedera. Por ejemplo, la replicaciéon de la cepa bovina UK en fibroblastos murinos esta
restringida por la respuesta de IFN, mientras que la cepa de simio RRV es insensible a tal
respuesta (3, 42). El papel de IFN Il en la infeccién con RVs comienza a caracterizarse. Estas
moléculas son particularmente interesantes en la infeccidon con estos virus, desde que su
relevancia como parte de los mecanismos de defensa de las superficies epiteliales en la
infeccidn con otros patégenos comenzd a describirse (25), lo cual hace sentido con la
distribucién tejido especifica del receptor de IFN Ill; presente casi exclusivamente en las
células epiteliales de los intestinos, pulmones y piel. Aunque las poblaciones celulares
involucradas en la produccién de IFN Ill son poco conocidas y que las evidencias sugieren que
éstas se sobrelapan con las poblaciones de células productoras de IFN I, es importante
destacar que in vivo la respuesta de IFN | y lll no es completamente redundante, ya que cada
uno de estos tipos de IFN tiene una particular contribucidn antiviral que depende del tipo de
virus y de la célula hospedera (25, 43, 44).

Reportes recientes sugieren que la actividad antiviral de IFN Il es de mayor relevancia que la
de IFN | en el control de la infeccidn por RVs. En ratones carentes del receptor para IFN lll, se

encontré que estos virus se replican a niveles mas altos, en comparacién con ratones
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silvestres. Adicionalmente, el pretratamiento con IFN Il resulté en la reduccidon de la
replicacion viral en ratones (45). Como se menciond en la introduccién, los IFN son capaces
de ejercer su actividad antiviral mediante diversos mecanismos, sin embargo la identidad de
las moléculas antivirales relevantes en este control es poco conocida. Al igual que muchos
otros virus, los rotavirus codifican para proteinas que les permiten contender con la
respuesta celular antiviral; hasta el momento se conocen algunas estrategias por las cuales
los rotavirus antagonizan dicha respuesta, en las cuales estan implicadas al menos las
siguientes proteinas virales (3, 41, 46):

NSP1: Es la proteina viral antagdnica al sistema de IFN mejor caracterizada. Es una proteina
de aproximadamente 57 kDa, que entre las diferentes cepas de rotavirus es la proteina mas
variable. La NSP1 tiene en su extremo amino terminal el dominio conservado RING y en su
extremo C-terminal, un dominio variable que le permite interactuar con diferentes proteinas

celulares para mediar su degradacion (47-49). La primer evidencia que sugirié el importante

papel de la NSP1 en el control de la respuesta antiviral se obtuvo a partir de ensayos de dos
hibridos, en los que se observé la interaccién directa de la NSP1 con la proteina celular IRF3
(4). Posteriormente, se demostro que la NSP1 también puede mediar la degradacién de otros
factores de regulacién de los IFNs, como IRF3, IRF7, IRF5 e IRF9 (46). La proteina NSP1
contiende con la respuesta antiviral de distintas maneras e involucra, ademas de su
interaccidon con los IRFs, otras proteinas celulares que son importantes en la respuesta
antiviral. Para cepas de rotavirus que infectan humanos, se ha descrito que el control de IFN
mediado por NSP1 involucra de la degradacién de la proteina B-TrCP, una E3 ligasa esencial
en la activaciéon de NF-kB (48, 50). Otras cepas de rotavirus median la degradacion de los
receptores para INF | (IFNAR) (51), IRAK1 (52), TRAF 2 (proteina involucrada en la sefializacion
de diversos receptores celulares y activaciéon de la NF-kB) (53), RIG-I (54) y MAVS (55).
También se ha reportado que la NSP1 de ciertos rotavirus puede inducir la degradacién de
p53 (56), que es considerado como un factor de regulacién maestro que promueve la
apoptosis en células estresadas. Algunas cepas de RVs son capaces de inhibir la translocacion

de las STATs al nucleo, aunque la participacién de NSP1 en este proceso es controversial (57).
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El importante papel de NSP1 para prevenir la respuesta antiviral es evidente, su capacidad de
interactuar con diversas proteinas celulares a través de su extremo carboxilo terminal es
clave para dicha funcion. Pese a que los mecanismos moleculares involucrados en la
degradacion de sus blancos aun no son elucidados por completo, es claro que estan en
funcién de la cepa viral y de la célula hospedera y en general, esta degradacién es mediada

por el proteosoma (3).

NSP3: Los rotavirus controlan la respuesta celular antiviral de manera muy especifica
mediante las proteinas NSP1 y VP3 (ver mas adelante); cuentan ademds con la proteina
NSP3, que durante la infeccidn inhibe la traduccion de los mensajeros celulares. Si bien esta
inhibicién es general, los mensajeros de las proteinas celulares de respuesta a las infecciones
virales también son afectados. Los mecanismos involucrados en este fendmeno son diversos,
la proteina NSP3 se une al complejo de inicio de la traduccidn elF4F y previene la unién de los
MRNAs celulares unidos a la poli-A-polimerasa (PABP), ademds se ha encontrado que la PABP
y los mRNAs celulares se acumulan en el ndcleo durante la infeccion, previniendo su
traduccidn. Por otra parte, también se ha descrito que durante la infeccion el factor de inicio
de la traduccion elF2-alfa (elF2-a) se encuentra fosforilado, lo que causa una severa

inhibicidn de la sintesis de proteinas celulares (3, 58-61).

VP3: La proteina VP3 es una proteina multifuncional de union al RNA de cadena sencilla.
Tiene actividad de guanilil-metil-transferasa, responsable de la adicién del Cap en los
extremos 5 de los transcritos virales y de su 2-O-metilacion. Recientemente, su actividad
como 2’'5-fosfodiesterasa (PDE) fue demostrada in vitro. En la Figura 2.0 se representa la
organizacién de la VP3 de diferentes cepas de rotavirus, obtenida mediante enfoques

bioinformaticos (47, 62).
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Figura 2.0: Esquema de organizacion de los dominios de la proteina VP3 para diferentes cepas de rotavirus. La
escala representa a los aminodcidos que conforman a la proteina. Cada uno de los dominios funcionales de la
VP3 estd representado con diferentes colores: gris, funcién desconocida; verde, N7-MTasa; purpura, 2°-O-
MTasa; azul, GTasa/RTPasa; azul celeste, PDE. La intensidad de los colores esta acorde a la certidumbre en la
identidad del dominio. Tomada de (62).

La participacion de VP3 en el control de la respuesta inmune ha sido evidente desde que los
estudios con virus rearreglantes mostraron que el gen que codifica para la VP3 co-segregaba
con la virulencia de ciertas cepas de rotavirus (63). Mediante enfoques bioquimicos, la
actividad de VP3 como guanilil-metiltransferasa fue demostrada (64). Se ha propuesto que la
VP3 de los rotavirus modula la respuesta inmune innata al adicionar el Cap en el extremo 5’
de los transcritos virales, previniendo asi la activacion de sensores celulares como RIG-I,
MDA-5, o bien proteinas como las IFIT1, las cuales al reconocer RNAs mensajeros que
carecen de la 2°-O metilacidn, inhiben su traduccion (47). Recientemente, se describié la
actividad de VP3 como PDE, que también esta involucrada en el control de la respuesta
inmune. Esta actividad de VP3 como PDE sera descrita mas adelante.

La secuencia del extremo C-terminal de la proteina VP3 de los rotavirus del grupo A se puede
agrupar en la familia de las 2H fosfodiesterasas, ya que contiene el sitio catalitico
caracteristico de los miembros de esta familia, que consiste en el motivo repetido “His-X-
Ser/Thr” (47), cuya posicidon en esta proteina se muestra en la Figura 2.1. Pese a que la
actividad como PDE de VP3 y de otras proteinas virales, fue predicha in silico desde hace mas
de 10 afios (65), su caracterizacién funcional es reciente. Ahora se cuenta con la estructura
cristalografica del extremo C-terminal de VP3 unida a los 2°5-A, lo que ha permitido conocer

a mayor detalle la actividad de VP3 como PDE.
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Figura 2.1: Interacciones moleculares entre el DTC de la VP3 de los RVA con los 2°5-A. Estructura cristalografica
del complejo cristalizado 2°5-A/DTC VP3 de los RVA, las posiciones de las histidinas del sitio catalico son
sefialadas (A). En (B) se muestra a mayor detalle las interacciones de la VP3 con los 2°5-A. Tomada de (62).

2.2 Los virus modulan la via antiviral OAS/RNasa L

El complejo antiviral OAS/RNasa L tiene actividad frente a varios tipos de virus. Su
efectividad ha sido probada tanto in vitro como in vivo durante infecciones por numerosos
virus de RNA y DNA, como el virus del Nilo Occidental, herpes simplex, HIV, flavivirus, virus de
la hepatitis murina, etc. La relevancia de este complejo antiviral para limitar las infecciones,
se ve reflejada en los diferentes mecanismos que los virus han desarrollado para contender
con sus efectos deletéreos. La Tabla 2.0 muestra algunos ejemplos del como los virus

modulan la via OAS/RNasa L.

Tabla 2.0: Mecanismos involucrados en la inhibicién de la via OAS/RNasa L en infecciones virales. Adaptada de

VIRUS NIVEL DE ACCION MECANISMO

Herpes simplex Sintesis de analogos | Se sintetizan analogos de los 2°5-oligoadenilatos, que

tipo1y2 de los 2°5- se unen a los mondmeros de la RNasa L inhibiendo asi
Virus de simio 40 oligoadenilatos la dimerizacién de dicha enzima.
(Sva0)
Seleccion de Los mRNA del VHC-1 expuestos al IFN acumulan
Hepatitis C (VHC) variantes mutaciones silenciosas que disminuyen los sitios de

corte de la RNasa L.

Inhibicion de la Las proteinas virales E3L (vaccinia) y NS1A (influenza)
Vaccinia activacion de las | se unen al dsRNA, impidiendo la activacién de las OAS.
OAS
Influenza A
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Virus de la Aumento del El HIV aumenta la expresién del Inhibidor enddgeno
inmunodeficiencia | inhibidor endégeno | de la RNasa L (IRL).

humana. delaRNasa L (IRL) [ Cuando el IRL se une a la RNasa L en su forma
(HIV) monomeérica impide que los oligoadenilatos activen a

la RNasa L.
Virus de la Degradacion de los | La proteina ns2 tiene actividad de 2-fosfodiesterasa.

hepatitis murina 2'5-oligoadenilatos | Degrada a los 2°5-A, previniendo la activacién de la
RNasa L.

La relevancia de la via OAS/RNasa L en el contexto de la infeccién por RVs es desconocida. El
interés en su caracterizacion reside en su potencial antiviral observado en muchas otras
infecciones virales. Ademas, se contaba con la evidencia de que el activador de este complejo
se encontraba presente en el citoplasma de las células infectadas por RVs, ya que estudios
previos de nuestro grupo de trabajo revelaron la presencia de dsRNA en el citoplasma de
células infectadas con rotavirus mediante ensayos de inmunofluorescencia (IF), utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-dsRNA (67). Se habia reportado que, durante la infeccion con
RVs, proteinas celulares de unién al dsRNA, como la PKR (68), la MDA-5 y la RIG-I (69), se
encontraban activas. En conjunto, estos datos sugerian que la propuesta de que durante la
infeccion por RVs, el dsRNA se encuentra confinado dentro de estructuras virales que
impiden que la respuesta mediada por los IFNs se active en las células infectadas, podria no
ser del todo cierta. Durante mi trabajo de maestria, caracterizamos que tan general es la
presencia del dsRNA en el citoplasma de células infectadas con diferentes cepas de RVs.
Encontramos que la exposicién del dsRNA al citoplasma es una caracteristica general entre
las distintas cepas estudiadas; RRV, UKy YM, que la presencia de éste se observa desde las 3
horas post infeccion (hpi), teniendo una colocalizaciéon no exclusiva con los viroplasmas,
sobre todo en tiempos tardios de la infeccidn. En nuestro grupo de trabajo, también se
encontré que durante la infeccién con RRV, la proteina cinasa dependiente de dsRNA (PKR)
fosforila al factor elF2-a, no obstante la replicacién de los RV no se ve afectada por esta
restriccion celular (68). Proponemos que el dsRNA que se encuentra en el citoplasma de las
células infectadas con RVs es el responsable de activar a la PKR, asi como otros mecanismos
de la respuesta antiviral de la célula que se activan en respuesta a este inductor, como por

ejemplo la via antiviral OAS/RNasa L. Mi trabajo de maestria se centrd en la estandarizacién
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de metodologias que nos permitieran estudiar al complejo OAS/RNasa L. Para tal propdsito
incluimos un método que nos permitiera medir de manera indirecta la activacién de dicho
complejo, evaluando la integridad de los RNAs ribosomales (rRNAs) mediante electroforesis
capilar, empleando el Bioanalizador Agilent 2100. Asi mismo, estandarizamos las condiciones
experimentales para el uso de los 2°5-A y el dsRNA como activadores del complejo antiviral
en nuestro sistema. Encontramos que en células transfectadas con dsRNA, los rRNAs 18S y
28S, que corresponden a las subunidades pequeiia y grande del ribosoma, son degradados,
lo que evidencia la activacién del complejo OAS/RNasa L y que este complejo es funcional en

nuestro modelo celular; las células MA104 (70-72).
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M. HIPOTESIS

Los rotavirus modulan la via 2°5-Oligoadenilato sintetasa/RNasa L.
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IV. OBIJETIVOS

General:

Determinar si la via 2°5-OAS/RNasa L se activa durante la infeccion por rotavirus. De ser asi,
caracterizar el o los mecanismos mediante el cual los rotavirus contienden con los efectos

antivirales de dicha via.

Particulares:

» Evaluar la relevancia de la via 2°5-OAS/RNasa L en el contexto de la infeccién por los
rotavirus de las cepas RRV y UK.

» Determinar sila via 2°5-OAS/RNasa L se activa durante la infeccidn por rotavirus.

» Determinar si los rotavirus modulan la activaciéon de las proteinas antivirales 2°5-
oligoadenilato sintetasas o de la RNasa L. De ser asi, estudiar la participacion de cada
una de las proteinas virales en la modulacién de dicha via y caracterizar los

mecanismos moleculares involucrados en dicho control.
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V.  MATERIALES Y METODOS

5.1 Lineas celulares y cepas virales. Se empled la linea celular MA104 clona 1 derivada de

células embrionarias de rifidn del mono verde africano (Cercopithecus aethiops) obtenida de
la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Para su mantenimiento, la linea
celular fue cultivada en medio Advanced Dulbecco Modified Eagle de alta glucosa reducido
en suero (DMEM-RS) (Thermo Scientific Hyclone, South Logan, Utah) suplementado con 4%
v/v de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor (Biowest, México). Los cultivos celulares
fueron incubados en atmdsfera humeda con 5% de CO2 a 37°C. Después de formar una
monocapa a confluencia, las células se trataron con EDTA [0.02% m/V], tripsina [0.01% m/v] y
agitacién mecanica para favorecer su desprendimiento. De la suspension celular obtenida se
procedid a cultivar las células en diferentes formatos, seglin los requerimientos de los
ensayos.

Las cepas de rotavirus empleadas fueron: a) cepa de simio RRV; donada por H.B. Greenberg
(Stanford University, Stanford CA), b) cepa bovina UK y c) los rotavirus rearreglantes UKxRRV
fueron proporcionados por Y. Hoshino del National Institutes of Health (NIAID-NIH, Bethesda,
MD) (73), d) la cepa porcina YM; aislada en nuestro laboratorio, e) el rotavirus variante de
RRV, Nar3 y su revertante la clona 14 (rNar3-14) fueron generados en nuestro laboratorio
(15, 74). Todas las cepas de rotavirus fueron propagadas en células MA104 usando MEM
(Minimum Essential Medium) suplementado con 2 ug/mL, de glutamina tal como se describid
previamente (75). Los lisados virales para todas las cepas fueron activados durante 30
minutos a 37°C con tripsina a una concentracion de 10 pg/mL, a excepcion de la cepa UK, que
fue activada con una concentracion de 1 pg/mL. Los lisados fueron titulados como se

describe en la seccidn de titulacién de virus.
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5.2 Anticuerpos y reactivos. La Tabla 5.0 resume las caracteristicas de los anticuerpos primarios

empleados en este trabajo.

Tabla 5.0: Caracteristicas de los anticuerpos primarios empleados.

comprende los residuo
CLRKIKGDTVFDMSE de VP3 de la
cepa RRV.

conejo.

Anticuerpo Antigeno Caracteristicas Fabricante: No cat.
a-RNasa L RNasa L recombinante Clona 2E9. IgG de raton. Abcam: ab13825
RNasa L recombinante Clona 2E9. IgG de raton. Invitrogen: 379900
Cadena kappa -1.
Péptido sintético acoplado a KLH; Policlonal producido en Abcam: ab32270
a-ABCE1 comprende los residuo 550-hasta conejo
el extremo C-terminal de la
proteina ABCE1 humana.
a-0OAS1 Péptido sintético que Policlonal producido en Abcam: ab99024
corresponde a la regién conejo.
comprendida entre los
aminodcidos 288-337 de la
proteina humana OAS1.
a-0OAS3 Fragmento recombinante de la Policlonal producido en Abcam: ab154270
proteina humana OAS3 que conejo.
comprende la regidn entre los
aminodcidos 87-393.
ao-TLPs Proteinas virales estructurales de Policlonal producido en Preparado en el
diferentes cepas de rotavirus. conejo. laboratorio Arias/Lépez
a-NSP5 Proteina NSP5 recombinante de Policlonal producido en Preparado en el
la cepa RRV. conejo. laboratorio Arias/Lépez.
a-VP1 Proteina VP1 recombinante de la Policlonal producido en Preparado en el
cepa RRV. conejo. laboratorio Arias/Lopez
a-VP3 Péptido sintético acoplado a KLH; Policlonal producido en

GenScript

a-vimentina

Vimentina humana
recombinante

Policlonal producido en
conejo

Preparado en el
laboratorio Arias/Lopez

J2
(a-dsRNA)

Mezcla da varios RNAs de doble
cadena.

Anticuerpo monoclonal
hecho en ratén.
IgG2a cadena kappa

Scicons:10010200

31




Materiales Y métodos

5.3 Titulacién del virus. Monocapas de células confluentes cultivadas en placas de 96 pozos se
lavaron dos veces con MEM vy posteriormente inoculadas con diluciones seriadas de los
diferentes lisados virales. Transcurrida la hora de adsorcién, el inéculo se retird, las células se
lavaron dos veces con MEM y se incubaron durante 14-16 h. A continuacién las células se
fijaron y permeabilizaron con acetona al 80% en PBS durante 20 minutos a TA.
Posteriormente fueron lavadas dos veces con PBS y procesadas por inmunoperoxidasa para
la deteccién de unidades formadoras de focos infecciosos (UFFs). La inmunoperoxidasa
consistid en incubar las células con el anticuerpo a-TLPs a una concentracién 1:2000, diluido
en PBS durante 1h a 37°C. Después de este lapso, las células fueron lavadas dos veces con
PBS e incubadas con la proteina A acoplada a peroxidasa (GE Healthcare, Little Chalfont, UK),
diluida 1:3000 en PBS, durante 1h a 37°C. En seguida, las células fueron lavadas dos veces
con PBS y como sistema revelador se utilizd una solucién de peréxido de hidrégeno y 3-
amino-9-etil carbazol en amortiguador de citratos. El tiempo de revelado fue entre 3 a 5
minutos o hasta observar la presencia de color. Finalmente la reaccién fue detenida lavando
varias veces con agua. Las unidades formadoras de focos fueron cuantificadas en un
microscopio invertido (Nikon Diaphot 300, Japdn) provisto de una camara a color (Q Imaging,

Canada) empleando el software Image-Pro 6.3.

5.4 Ensayos de infectividad. Monocapas de células confluentes cultivadas en placas de 48 o 96
pozos fueron lavadas dos veces con MEM e inoculadas con los lisados virales activados a una
MOI de 0.02 durante 1h a 37°C. Finalizado el tiempo de adsorcidn, el inéculo se retird, las
células se lavaron dos veces con MEM y se incubaron durante 14-16h a 37°C. Al termino de la
infeccion, las células fueron fijadas y procesadas por inmunoperoxidasa, como se describe en

la seccion 5.3.

5.5 Determinacién del rendimiento viral. Para determinar el rendimiento de virus infeccioso

producido bajo las diferentes condiciones en estudio, las monocapas de células infectadas

gue recibieron el tratamiento indicado fueron lisadas por tres ciclos de congelamiento-
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descongelamiento. Los lisados virales fueron activados y titulados como se describe en las

secciones 5.1y 5.3.

5.6 Inactivacién de particulas virales. La inactivacion de las particulas virales se realizé de
acuerdo a lo descrito por Groene (76). Brevemente, la inactivacion consistido en tratar el
lisado viral con 10 pg/mL de tripsina durante 30 minutos a 37°C y posteriormente con 40
ug/mL de psoralen (Sigma-Aldrich) durante 20 min a 4°C, en agitacion constante y protegido
de la luz. Posteriormente el lisado viral fue irradiado durante 2 h con luz UV de longitud de
onda larga. La distancia entre la fuente de luz UV y el lisado viral no fue mayor a 5 cm.
Durante el tiempo de irradiacién los lisados se mantuvieron en hielo y en agitacién

constante.

5.7 Purificaciéon de particulas virales y RNA de doble cadena (dsRNA). Monocapas confluentes de
células MA104 crecidas en frascos fueron infectadas con rotavirus de las cepas UK y RRV a
una MOI de 3 y cosechadas a las 12 hpi. Los lisados virales fueron sometidos a tres ciclos de
congelacidon-descongelacién y posteriormente sonicados. Se procedidé a activar a las
particulas virales con tripsina durante 30 minutos a 37°C a una concentracion de 10 ug/mL
para la cepa RRV y a una concentracion de 1 pug /mL para la cepa UK. Terminado el tiempo de
incubacién, los lisados fueron tratados con el inhibidor de tripsina, el cual se empleé a la
misma concentracion que la tripsina. Enseguida las particulas virales se concentraron por
ultracentrifugacion durante 1 h a 40,000 rpm a 4°C en un rotor 45Ti (Beckman, Fullerton, CA).
Los botones celulares obtenidos fueron resuspendidos en el minimo volumen del
amortiguador TNC (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 140 mM NaCl, 10 mM CaCl,).

Posteriormente se realizaron al menos dos extracciones con triclorofluorometano (Fredn Il),
recolectando la fase acuosa, a partir de la cual se obtuvo el RNA gendmico o las particulas
virales.

Para extraer el dsRNA, la fase acuosa fue recolectada y centrifugada sobre un colchén de

sacarosa al 45% durante 1.5 h a 40,000 rpm a 4°C en un rotor SW50.1 (Beckman, Fullerton,
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CA). Los botones celulares que contenian a las particulas virales semipurificadas se
sometieron a extracciones con fenol/cloroformo para obtener el RNA viral.

Para la obtencion de DLPs, SIPs y TLPs, a las fases acuosas obtenidas de la extracciéon con
freén se les adicioné CsCl para obtener una densidad de 1.36 g/cm’. Esta mezcla fue
centrifugada durante 18 h a 35,000 rpm en un rotor SW 50.1 a 4°C. Las bandas opalescentes,
correspondientes a las TLPs, SIPs y DLPs, fueron recolectadas por puncién con ayuda de una
jeringa de 1 mL y almacenadas a 4°C hasta su empleo. Para asegurar la completa eliminacién
de la capa externa, las fracciones correspondientes a las DLPs fueron sometidas a una
segunda centrifugacion isopicnica, empleando el amortiguador TNE (10 mM Tris pH 7.5, 140
mM NacCl, 10 mM EGTA pH 8.0).

Antes de ser empleadas en los ensayos correspondientes, el CsCl fue removido de los
diferentes tipos de particulas virales. Para esto, volimenes de 17 uL de cada banda
correspondientes a TLPs, DLPs y SIPs se desalaron con la resina sephadex G-25 coarse estéril
lavada con TNC y empacada en puntas de micropipeta de 200 uL, con el propdsito de obtener
soluciones de particulas virales libres de CsCl a las cuales se les analizo su perfil proteico. Para
tal propdsito, 350 ng de proteina total de cada una de las bandas se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%. Terminada la electroforesis los geles se
fijaron una hora en una solucion metanol/ acido acético / formaldehido y se tifieron con

plata.

5.8 Lipofecciéon de siRNAs, poly (I:C), dsRNA y 2°5-A. La transfeccion y cotransfeccion de siRNAs
en células MA104 fue realizada en placas de 48 pozos, mediante el método de transfeccidon
reversa descrito previamente (13). Las secuencias y la concentraciéon de los siRNAs

empleados se describen en la tabla 5.1.

Tabla 5.1: Caracteristicas de los siRNAs. Todos los siRNAs fueron obtenidos de Dharmacon Research (Lafayette, CO).

Producto del gen Concentracion empleada
Secuencia del siRNA [uM]
VP1 ACC AGU GAA UGU CGA UAA AGG 2.5
VP2 CUA GGC AAC UAC CAG UAU AGU 1
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VP3 GAA GGU AUG UUG UGU UAA AGA 2.5
VP4 UCU AGG UCC UUU UGC UCA AUU 0.5
VP6 TGG AAC GAU AAU AGC CAG AAA 1
VP7 AAG UCG CUA CAG CUG AAA AAC 1
NSP1 AAU UGG AGC AAA UUC AGU AUG 1
NSP2 GCG UUG AAU UCA AUU AAA GUU 1
NSP3 AAU UGG AUG ACU GAC UCU CGA 1
NSP4 AAG GCC UCG GUU CCA ACCAUG 1
NSP5 AAU CAU CUU CAA CGA CGU CAA 2.5
RNasa L SMARTpool: ON-TARGETplus RNASEL siRNA 1
OAS1 SMARTpool: ON-TARGETplus OAS1 siRNA 1
OAS3 SMARTpool: ON-TARGETplus OAS3 siRNA 1
Irre siGENOME Non-Targeting siRNA #3 Misma concentracién que el
siRNA de prueba

Las células con la mezcla transfectante se incubaron 72h y posteriormente recibieron el
tratamiento correspondiente. Para la lipofeccidon del dsRNA y los 2°5-oligoadenilatos (2°5-A);
qgue fueron donados por el Dr. R. H. Silverman (Cleveland Clinic Foundation), las células
crecidas a confluencia en placas de 48 pozos fueron incubadas con 100 plL de una mezcla del
dsRNA viral purificado a una concentracién de 10 pug/mL, poly (I:C) a una concentracion de 5
ug/mL obtenido de Sigma, Aldrich Co, St Lois MO, o los 2°5-A a una concentracion de 2.5 uM.
Para todos se empled como agente transfectante la Lipofectamina 2000 a una concentracién
de 26.66 uL/mL (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células junto con la mezcla transfectante
fueron incubadas a 37°C durante una hora, posteriormente, esta mezcla fue reemplazada por
MEM vy las células fueron incubadas por diferentes tiempos, segin los requerimientos del
ensayo.

Las DLPs y SIPs fueron transfectadas de manera similar a lo descrito para el dsRNA y el Poly
(I:C), empleando como agente transfectante Lipofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las
DLPs fueron empleadas a una concentracion de 10 pg/mL, mientras que las Spikeless fueron

usadas a una concentracién de 15 pg/mL.
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5.9. Marca Metabélica. Para analizar la sintesis de proteinas, monocapas de células crecidas en

placas de 48 pozos, tratadas bajo diferentes condiciones, se les cambio el medio 30 min
antes del tiempo de cosecha por medio sin metionina, suplementado con 25 pCi/mL de Easy
Tag Express (*°S) (Perkin Elmer, Boston, USA). Finalizado el tiempo de incubacién, las células
se lisaron con el buffer de Laemmli (como se indica en la seccion de Western blot).
Posteriormente, las proteinas se separaron por SDS-PAGE y se analizaron por
autorradiografia en Storage phospho-autoradiography empleando el Typhoon Trio de

Amersham Biosciences o empleando la pelicula hipersensible Kodak® X-Omat.

5.10 Ensayos de inmunofluorescencia. Células cultivadas sobre cubreobjetos de 10 mm de
diametro con una confluencia cercana al 90%, fueron lavadas con MEM sin suero para recibir
el tratamiento correspondiente. Finalizado dicho tratamiento, las células se fijaron con 200
uL de paraformaldehido disuelto en PBS a una concentracién del 2% (m/v) durante 20
minutos a 37°C. Posteriormente las células fueron lavadas 4 veces con la solucién de lavado
(50 mM NH4Cl en PBS). Las células se permeabilizaron con 200 uL de la solucién de
permeabilizacién (0.5% Tritén Tx-100, 1% BSA, 50 mM NH4Cl en PBS) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de incubacién, las muestras se lavaron con la
solucién de lavado y se procedid al bloqueo de las muestras con 200 pL de la solucién de
bloqueo (1% BSA, 50 mM NH4Cl en PBS) durante 12 h a 4°C, o bien 1 h a TA. Posteriormente,
las muestras se lavaron e incubaron a TA durante 1 h con 50 uL de la mezcla de los
anticuerpos primarios, empleados a las siguientes concentraciones: a) el anticuerpo J2,
1:3000, b) a-RNasa L, 1:2000, c) a-OAS1, 1:1000 y c) a-NSP5, 1:500, todos diluidos en la
solucién de bloqueo. Después de este lapso de tiempo, las células se lavaron tres veces con
solucién de lavado y se incubaron con un coctel de anticuerpos: anticuerpo anti-Ig de ratén
conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 488, anticuerpo anti-lg de conejo conjugado al
fluorocromo Alexa Fluor 568 (ambos obtenidos de Molecular Probes California, CA, USA) y
para tefir nucleos se usd el 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), todos los anticuerpos se
emplearon a una concentracién 1:1000 y el DAPI a 300 nm, diluidos en la solucién de

bloqueo e incubados 1 h en cdmara himeda a TA, protegidos de la luz. Terminado el periodo

36



Materiales Y métodos

de incubacidn, las muestras fueron lavadas como se describidé anteriormente y finalmente los
cubreobjetos se montaron con Fluokept (Argene, Verniolle, French) sobre portaobjetos
pulidos (Lauka, México) para ser observadas en el microscopio de epifluorescencia (Zeiss
Axioskop 2 Mot Plus) acoplado a una camara digital (Photometrics Coolsnap HQ). Las

imagenes fueron capturadas digitalmente y editadas en Image J 1.440.

5.11 Deteccién de proteinas celulares y virales por Western Blot. Para lisar a las células, se

trataron con el buffer de Laemmli (50 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol,
10% glicerol, 1% B-mercaptoetanol) y posteriormente fueron hervidas durante 10 min. Las
proteinas se separaron por SDS-PAGE y transferidas a una membrana Inmobilon NC
(Millipore) durante 1 h a 120 mA, en buffer CAPS (10 mM, pH 11) adicionado con 10% de
metanol. Posteriormente las membranas fueron bloqueadas con la solucién de bloqueo (5%
leche descremada, 0.1% Tween 20 en PBS) durante toda la noche a 4°C, o durante una hora a
TA con agitacién constante. Finalizado el tiempo de bloqueo, las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo primario correspondiente, empleado a las siguientes
concentraciones: a) a-RNasa L, 1:2000, b) a-OAS1, 1:2500, c) a-OAS3, 1:1000, d) a-VP1,
1:3000, e) a-NSP5, 1:2500, f) a-vimentina, 1:5000, g) a-TLPs, 1:3000. Todos los anticuerpos
primarios fueron diluidos en la solucién de bloqueo e incubados toda la noche a 4°C, o una
hora a 37°C. Terminado el periodo de incubacién, las membranas se lavaron tres veces; cada
lavado de 10 minutos con la solucién de lavados (PBS/Tween-20 0.1%) y posteriormente
incubadas con el anticuerpo secundario (anti-ratén o anti-conejo) o proteina A conjugados
con peroxidasa, usados a una concentracién 1:3000, diluidos en solucidn de bloqueo
suplementada con 5% de leche. Al finalizar la incubacién, se hicieron 3 lavados, como se
describié previamente. Finalmente las proteinas se detectaron con el sustrato para
peroxidasa Western Lightning®-ECL, Enhanced Chemiluminescence Substrate (Perkin-Elmer,
Massachusetts, USA), de acuerdo a las instrucciones del proveedor, empleando la pelicula

hipersensible Kodak® X-Omat.
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5.12 Deteccidén del Cap por Dot Blot. El RNA total extraido de particulas virales o de células, fue

desnaturalizado durante 5 minutos a 72°C vy enseguida colocado en hielo. Se empleé el
aparato Bio-Dot el cual se montd de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Bio-Rad,
USA) con membrana de nitrocelulosa (Millipore, Bedfor, Mass). Las muestras de RNA viral y
celular fueron colocadas en la membrana en las cantidades indicadas. Una vez secas las
muestras, el RNA se fij6 a la membrana con luz UV (Stratalinker Stratagene), bajo
condiciones preestablecidas del equipo y posteriormente procesadas para ensayos tipo
western blot, empleando el anticuerpo monoclonal Anti-m3G-cap, m7G-cap, clona H-20 de

EMD Millipore Corporation a una concentracién 1:1000.

5.13 Deteccidn del Cap por North-Western. El RNA total celular o extraido de TLPs fue sometido
a una electroforesis en geles de poliacrilamida al 5% (PAGE/8 M urea/0.5x TBE) a 20 mA
durante 3.5 h. Posteriormente se transfirié a una membrana de nitrocelulosa Hybond N* (GE
Healthcare) en una condicion semi-seca a 100 mA durante 77 min con buffer TBE (Tris-
Borato-EDTA) 0.5 X. Finalizada la transferencia, el RNA se fijé a la membrana con luz UV
(Stratalinker Stratagene), bajo condiciones preestablecidas del equipo. Posteriormente las
membranas fueron procesadas para ensayos tipos Western blot, empleando el anticuerpo

Anti-m3G-cap, m7G-cap, clona H-20 de EMD Millipore a una concentracién 1:1000.

5.14 Ensayos tipo Northern blot. Para el analisis tipo Northern blot, muestras de 500 ng de RNA
total fueron sometidas a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% (PAGE/8 M
urea/0.5x TBE) a 20 mA durante 3.5 h. Posteriormente se transfirio el RNA del gel a una
membrana de nitrocelulosa Hybond N+ (GE Healthcare) en una condicién semi-seca a 100
mA durante 77 min con buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) 0.5 X. Enseguida, el RNA se fijé a la
membrana con luz UV (Stratalinker Stratagene), bajo las condiciones preestablecidas del
equipo. La membrana se prehibridd con solucidn Ultrahyb-Oligo al menos 1 h a 42°C, a la cual
se le agregd un oligonucleétido complementario al gen 10 de RRV con la secuencia:
5 GAGCAATCTTCATGGTTGGAA3’, marcado con **P, utilizando la enzima T4 Polinucleétido

Cinasa (NEBiolabs) para hibridar por lo menos 10 horas a 42°C. Posteriormente la membrana
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se lavo dos veces con 2XSSC/0.1%SDS durante 30 min a 42°C y se expuso a una pantalla de
phosphor Imager. La sefial se detectd usando el Typhoon (Amersham). A modo de control de

carga se empled la sonda con la secuencia complementaria al rRNA 18 S.

5.15 Ensayo para evaluar la integridad de los RNA ribosomales (rRNA). Para determinar Ia
activacién del complejo 2°5-OAS/RNasa L, se evalud la integridad de los rRNAs después de
cada uno de los tratamientos. Para esto el RNA total se aislo con el Kit PureLink RNA Mini Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para analizar las
muestras en el BioAnalyzer se empleé el kit “Agilent RNA 6000 Nano Complete Kit with
Reagents and Chips” (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. En cada uno de los carriles del chip, cargados previamente
con la matriz de corrida y los marcadores correspondientes, se depositd 1 uL del RNA aislado
y previamente calentado a 72°C durante 2 minutos. Enseguida el chip se agité a 2400 rpm
durante 1 minuto y se analizé en el Bionalizador 2100 de Agilent (Santa Clara, CA),
empleando el programa Eukaryote Total RNA Nano, Version 2.6 y se presentan como
imagenes parecidos a geles. Para cuantificar la actividad de la RNasa L, se determiné el
porcentaje del RNA total que representaba cada uno de los productos de corte de la RNasa L,

empleando el mismo programa Eukaryote Total RNA Nano.
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Figura 5.0: Andlisis representativo de la cuantificacidn de los productos de corte de la RNasa L: Para cada una de
las muestras analizadas con el Bioanalizador se obtuvo un electroferograma, en donde se identificaron los picos
correspondientes a los rRNAs de las subunidades 18S y 28S, asi como los productos de corte de la RNasa L (P1,
P2, P3 y P4), con ayuda del programa del equipo se determiné el area bajo la curva para cada uno de los picos y
se relaciond con la cantidad total del RNA para determinar el porcentaje que cada uno de los picos representa
con respecto a la cantidad total de RNA de la muestra en estudio.
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VI. RESULTADOS

6.1 La via antiviral OAS/RNasa L restringe la infeccién por los rotavirus de la cepa RRV

Dado el potencial antiviral del complejo OAS/RNasa L para restringir las infecciones por virus
de RNA y de DNA, se evalud el efecto de silenciar la expresidn de las proteinas RNasa L, OAS1
y OAS3 mediante ensayos de RNA de interferencia (RNAI) en la infeccién por rotavirus. Para
ello, se evalué la capacidad infecciosa (infectividad) y la produccién de progenie viral
infecciosa (rendimiento viral) del rotavirus de la cepa RRV en ausencia de dichas proteinas
antivirales. En estos ensayos, las células fueron lipofectadas con el siRNA correspondiente. 72
horas después de la transfeccidn se infectaron con RRV a una MOI de 0.02 para medir la
infectividad o a una MOI de 3 para la determinacién del rendimiento viral. Los resultados se
muestran en la Figura 6.0. La eficiencia de los silenciamientos de las proteinas, fue verificada

mediante ensayos tipo western blot y son mostradas en la misma figura.
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Figura 6.0: Efecto de la ausencia de las proteinas RNasa L, OAS1 y OAS3 en la infectividad (A) y la producciéon de
particulas virales infecciosas (B). Los resultados estan expresados como el porcentaje de UFFs observadas en el
control (células lipofectadas con el interferente irrelevante), que representa el 100%. Se muestran las medias
aritméticas mas desviacién estandar de cuatro experimentos independientes por duplicado. Los asteriscos
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indican las diferencias significativas entre la infectividad de células tratadas con un siRNA irrelevante y las
tratadas con el resto de los siRNAs indicados (***P<0.001). El silenciamiento de las proteinas celulares se
verificd por western blot (C) y se aprecia que se logré disminuir en todos los casos a las proteinas celulares de
interés en por lo menos un 80%. El anticuerpo a-vimentina se usé como control de carga.

Encontramos que al silenciar la expresidn de las proteinas celulares en estudio, la infectividad
de RRV no se ve afectada, pero en los ensayos de progenie viral encontramos que en
ausencia de la RNasa L, la cantidad de virus infeccioso producido se duplicd, comparado con
el virus producido en la condicién control. En las células con el interferente dirigido a la
OAS1, la produccion de progenie viral aumentd en mas de un 50%. En contraste, el
tratamiento con el interferente para la OAS3 no alterd la produccién de particulas virales
infecciosas.

Los datos que se obtuvieron al cuantificar la produccién de virus infeccioso sugieren que el
complejo OAS/RNasa L tiene un papel importante en la defensa celular contra la infeccién
con RRV y que la activacién de la RNasa L depende principalmente de la actividad de la OAS1

en este modelo experimental.

6.2 Durante la infeccion con RRV no hay degradacion de los RNAs ribosomales

Una vez corroborado el papel antiviral del complejo OAS/RNasa L, decidimos evaluar la
activacidon de este complejo durante la infeccién con RRV. Hasta la fecha no se cuenta con
una metodologia que permita evaluar de manera directa tal activacién; sin embargo, una de
las consecuencias de esta activacion es la degradacion de RNAs, lo cual puede cuantificarse
facilmente midiendo la integridad de los rRNAs, parametro por excelencia para determinar la
activacién de la via OAS/RNasa L (77).

Para caracterizar la activacion de esta via durante la infeccién con RRV, monocapas de células
MA104 se infectaron o no a una MOI de 10 y se cosecharon a diferentes tiempos después de
la infeccidn. Terminado el tiempo de infeccidn se aisld el RNA total para ser examinado en el
Bioanalizador, que permite analizar la integridad de los rRNAs. Como control positivo del
ensayo se empled el Poly (I:C), cuya capacidad para inducir la activacion del complejo
OAS/RNasa L ha sido previamente reportada. Los resultados obtenidos de estos

experimentos se muestran en la Figura 6.1, en donde se observa que en el carril
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correspondiente a la condicidn control (células expuestas a la mezcla de lipofeccién) se
encuentran Unicamente dos bandas que corresponden a las subunidades 18 y 28 S de los
rRNA, mientras que en el carril de las células tratadas con Poly (I:C), ademas de las bandas 18
y 28 S, se tienen los productos de corte de la RNasa L (sefialados con asteriscos). Al analizar
los rRNAs en las diferentes condiciones de infeccidon, no se detectd la disminucidon de éstos, ni
los productos de corte de la RNasa L. Estos resultados indican que durante la infeccidén con

rotavirus el complejo OAS/RNasa L no estd activo.

S
e > O
g £, Mo hoi
T o O °F " ' 1
S O K 01 1 10 3 6 9
[nt]
4000| e s— — — 28S
1000 s —
500 | se— *
200 | s—

Figura 6.1: Durante la infeccidon con RRV no hay degradacién de los rRNAs. Células MA104 fueron infectadas con
RRV a las multiplicidades de infeccion indicadas y cosechadas a las 6 hpi o infectadas a una MOI de 10 y
cosechadas a los tiempos indicados. Después de extraer el RNA total de las células, la integridad de los rRNAs
fue evaluada en el Bioanalizador. Se muestra un resultado representativo de al menos tres ensayos
independientes.

6.3 La infeccidn con RRV previene la degradacion de los rRNAs inducida por el dsRNA y los
2'5-A

Hasta el momento, hemos encontrado que la via antiviral OAS/RNasa L es capaz de limitar la
infeccidn del rotavirus RRV. No obstante al evaluar de manera indirecta la activacién de dicho
complejo no encontramos evidencia de que esta via estuviera activa durante la infeccion.
Esta falta de activacién podria ser en parte explicada por: i) el complejo no se activa durante
la infeccion o bien ii) RRV ha desarrollado estrategias para modular este complejo antiviral.
Para poder distinguir entre estas dos hipdtesis, decidimos evaluar si la infeccidn era capaz de

prevenir la degradacién de los rRNAs inducida por los 2°5-A y el dsRNA; extraido y purificado
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de células infectadas con RRV, cuya capacidad de inducir la activacion demostramos
previamente en nuestro modelo celular (Figura 6.2).

En estos ensayos se utilizd una misma mezcla para infectar y transfectar, por lo que se
verific6 previamente que la lipofectamina 2000 no interfiriera con la infeccién viral y
viceversa. Una vez demostrado esto, se infectaron monocapas de células con RRV y al mismo
tiempo fueron lipofectadas o no con los 2°5-A o el dsRNA. Las células control, que no fueron
infectadas ni tratadas con los 2°5-A o el dsRNA, fueron expuestas a la lipofectamina 2000,
para asegurar que este reactivo no interfiriera con la activacién de la via. Los resultados de

estos ensayos se muestran en la Figura 6.2.
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Figura 6.2: La infeccidon con RRV previene la degradacion de los rRNAs inducida por el dsRNA y los 2°5-A. A)
Células MA104 fueron infectadas o no con RRV a una MOI de 10 y transfectadas o no con 5 pg/mL de Poly (I:C) o
con 10 pg/mL de dsRNA o con 2°5-A a una concentracidon 2.5 uM. A las 9 hpi/t las células fueron lisadas y el RNA
total fue purificado y analizado en el Bioanalizador. Se muestra una imagen representativa de tres experimentos
independientes. B) Los productos de corte de los rRNAs 28 Sy 18 S por la RNasa L, asi como los rRNAs fueron
cuantificados para cada condicion, usando el programa del Bioanalizador, tal como se describe en la seccién de
materiales y métodos. Se muestran las medias aritméticas y la desviacidon estandar de las areas bajo la curva de
las regiones correspondientes (sefialadas en A Jcon nimeros romanos, de tres experimentos independientes.
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Encontramos que en la condicion control, que consistid en células tratadas con lipofectamina
2000, no se detecté degradacién de los rRNAs, mientras que en los carriles correspondientes
a las células lipofectadas con Poly (I:C), dsRNA y 2°5-A se observé una clara degradacion de
los rRNAs, la cual fue prevenida eficientemente en las células que ademas fueron infectadas
con RRV. Estos resultados sugieren que la infeccién con RRV puede modular la degradacion
de los rRNA y ademds encontramos que dicha modulacién es posterior a la produccion de los

2°5-A.

6.4 La distribucion y la cantidad de las proteinas OAS y RNasa L no se modifican durante la
infecciéon con RRV

Uno de los mecanismos mejor caracterizados de los rotavirus para prevenir la respuesta
antiviral de la célula es la degradacién de proteinas celulares mediada por la proteina no-
estructural 1 (NSP1) (47), por lo que exploramos si durante la infeccion con RRV, la RNasa L
y/o la OAS1 cambian en cantidad y distribucion en las células infectadas mediante ensayos
tipo western blot (WB) e inmunofluorescencias (IF). Pese a que los ensayos con los 2'5-A
sefialan que la modulacién del complejo por RRV es un fendmeno que ocurre después de la
produccién de los 2°5-A, no se descarté el estudio de las OAS para este propdsito.

Para estos ensayos, monocapas de células confluentes fueron infectadas o no con RRV a una
MOI de 10 y cosechadas a los tiempos 3, 6, 9 y 12 hpi para ser procesadas por WB, o
cosechadas a las 6 hpi para ser procesadas por IF. Los ensayos por WB revelaron que durante
la infeccidn con RRV ni la cantidad de RNasa L ni de la de OAS1 se modifican, lo que permite
descartar que la degradacion de dichas proteinas sea el mecanismo por el cual los rotavirus
controlan la via antiviral OAS/RNasa L (datos no mostrados).

Al analizar la distribucién intracelular de las proteinas OAS1 y RNasa L por ensayos de
inmunofluorescencia, encontramos que durante la infeccion con RRV no hay un cambio
significativo en la localizacién de estas proteinas comparadas con su distribucion en células

no infectadas (Figura 6.3).

45



rResultados

a-RNasa L Empalme

MOCK

RRV

a-OAS1 a-NSP5 Empalme

Mock

RRV

Figura 6.3: Localizacidn celular de la RNasa Ly la OAS1. Células MA104 fueron infectadas a o no con rotavirus de
la cepa RRV a una MOI de 10 y analizadas por inmunofluorescencia utilizando anticuerpos monoclonales para
detectar a la RNasa L y a la OAS1 (sefiales en verde). La distribucion de NSP5 (empleado como marcador de
viroplasmas) en las células infectadas, fue analizada utilizando el anticuerpo policlonal anti-NSP5. Los nucleos
fueron marcados con DAPI (azul). Amplificacién 100X.
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6.5 La cantidad del inhibidor de la RNasa L no se modifica durante la infeccién con RRV

El inhibidor de la RNasa L (IRL) es una proteina presente en el citoplasma y la mitocondria de
casi todas las células animales, tiene una masa molecular de 68 kDa y su expresidon no estd
regulada por los IFN. Esta proteina regula el recambio de los mRNAs, pero su funcién mejor
caracterizada es como regulador de la via OAS/RNasa L. El IRL se une a la RNasa L dando lugar
a los heterodimeros inactivos IRL/RNasa L, de esta forma previene la formacion de los
dimeros de la RNasa L. Se ha descrito que algunos virus, como el virus de Ia
encefalomiocarditis y el HIV-1, son capaces de aumentar la expresion del IRL como
mecanismo antagonico de la via OAS/RNasa L (32, 34, 78).

Durante la infeccién con RRV hemos encontrado que hay dsRNA expuesto en el citoplasma
de las células infectadas, el cual se ha reportado como un potente inductor de dicho
inhibidor (78). La falta de actividad de este complejo antiviral durante la infeccién con RRV,
aun en presencia de los 2°5-A sugeria que la modulacién de este complejo podria estar a
nivel de la RNasa L y posiblemente mediada por el IRL. Por este motivo exploramos si durante
la infeccidén con RV se modificaba la cantidad y/o la localizacion subcelular del IRL. Para ello,
monocapas de células MA104 fueron infectadas o no con RRV durante 6 horas y procesadas
para inmunofluorescencia o bien para Western blot utilizando el anticuerpo monoclonal
ABCE1 que reconoce al IRL. Como se muestra en las Figuras 6.4 y 6.5, la localizacién
subcelular del IRL no se alteré durante la infeccidon con rotavirus y la cantidad de esta
proteina celular no aumentd durante la infeccidn, lo que sugiere que el inhibidor endégeno
de la RNasa L no participa directamente en la modulacién de la via OAS/RNasa L durante la

infeccion con RRV.
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Figura 6.4: Localizacion celular del IRL. Células MA104 fueron infectadas a o no con rotavirus de la cepa RRV a
una MOI de 10 y analizadas por inmunofluorescencia. Se empled un anticuerpo monoclonal para detectar al IRL
(senal en verde). La distribucidn de NSP5; empleado como marcador de viroplasmas, en las células infectadas
fue analizada utilizando el anticuerpo policlonal anti-NSP5 (en rojo). Los ntcleos fueron detectados con DAPI

(azul). Amplificacién 100X.

RRV
= ’ & & & & =& 2 ]
a-IRL L=] = £ = = = ':
= =) — P w @ —

Figura 6.5: Expresion del IRL. Células MA104 fueron infectadas o no con rotavirus de la cepa RRV
a una MOI de 10 durante los tiempos indicados, para ser procesadas para western blot. Se
empled un anticuerpo monoclonal para detectar al IRL (sefialado con el recuadro en rojo), como
control de carga se empled el anticuerpo a-vimentina.
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6.6 Las proteinas de la capa externa VP4 y/o VP7 estan involucradas en la modulacién de la
via OAS/RNasa L

Uno de los objetivos de este proyecto fue el caracterizar los eventos o componentes virales
involucrados en la modulacién de la via OAS/RNasa L, por lo que una vez que descartamos
que la distribucién y/o la cantidad de las proteinas OAS, RNasa L asi como el IRL tienen un
papel directo en este control, decidimos explorar si durante el proceso de entrada o como
consecuencia de éste, los rotavirus pueden tomar el control de dicha via. Para este propésito,
estudiamos el efecto de la transfeccién de particulas de doble capa (DLPs) sobre la
degradacion de los rRNAs. Las DLPs son particulas virales transcripcionalmente activas, pero
al carecer de la capa proteica mas externa del virus, compuesta por VP4 y VP7, son incapaces
de unirse y entrar a su célula huésped, de ahi la necesidad de introducirlas por lipofeccion.
Sin embargo, una vez dentro de la célula, las DLPs son capaces de completar su ciclo
infeccioso. Por lo tanto, el ensayo con DLPs nos permite evaluar el efecto de la ausencia de
las proteinas VP4 y VP7, asi como del proceso de entrada, sobre la modulacion de la via
OAS/RNasa L. En estos ensayos, las células se infectan o lipofectan con una cantidad
determinada de TLPs o DLPs para tener una MOI de 10 o equivalente a 10, respectivamente,
y se evalla la integridad de los rRNAs en estas condiciones a diferentes tiempos post
infeccion. Al infectar o lipofectar células con TLPs, no se observé degradacidon de rRNAs, pero
para nuestra sorpresa encontramos que la transfeccién de DLPs indujo la degradacién de
rRNAs (Figura 6.6). Este resultado sugiere que la modulacién de la via OAS/RNasa L podria
estar mediada por alguno de los componentes presentes en la capa mas externa de la
particula viral; en cuya ausencia, como ocurre cuando se lipofectan las DLPs, la via antiviral se
activa. Alternativamente, estos ensayos también sugieren que el proceso de entrada (que se
evita al transfectar DLPs), podria ser la etapa en donde el virus previene la activacidon de

dicho mecanismo antiviral.
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Figura 6.6: Efecto de la infeccién de DLPs sobre la degradacion de los rRNAs. Células MA104 fueron infectadas o
no con TLPs purificadas a una MOI de 10 o transfectadas con DLPs (10 pg/mL), al mismo tiempo fueron
transfectadas o no con el dsRNA. A los tiempos indicados, las células fueron cosechadas y el RNA total fue
purificado y analizado en el Bionalizador. Los productos de corte de la RNasa L fueron cuantificados en cada una
de las condiciones descritas, usando el software del Bionalizador. Las medias aritméticas + la desviacidon
estandar de al menos tres experimentos independientes son mostrados.

En la Figura 6.6 se observa que la infeccién con DLPs indujo la degradacion de los rRNAs,
desde las 3 hpt, pero en la misma figura podemos apreciar que entre las 3-6 hpt se alcanzd la
maxima degradacion de los rRNAs. Pese a que la infeccidn continué hasta las 12 h, la
cantidad de rRNA degradado no aumentd conforme la infeccidn transcurrid, lo que sugiere
gue, si bien las DLPs carecen de la capa externa y con ello de la capacidad de controlar la via
OAS/RNasa L desde el proceso de entrada, estas particulas son capaces de modular este
complejo antiviral en tiempos tardios de la infeccion y que al parecer, su actividad
transcripcional esta involucrada en dicho control. Para corroborar esta capacidad
moduladora tardia, se transfectaron TLPs y DLPs en combinacién con dsRNA. Como lo
habiamos observado empleando lisados virales totales, encontramos que la infeccién con las
particulas completas previene de manera muy eficiente la degradacién de los rRNAs inducida
por dsRNA. En la condicién en donde las células fueron lipofectadas con DLPs y dsRNA al
mismo tiempo, encontramos que en tiempos tempranos de la infeccién (que definiremos
antes de las 6 hpi/t) la degradacion de los rRNA fue mayor que la observada en las células

tratadas solo con dsRNA, pero de manera similar a la condicién de células transfectadas sélo

50



rResultados

con DLPs, entre las 3-6 hpt se alcanzé la maxima degradacion de los rRNA. Estos resultados
evidencian que las proteinas de la capa externa estdn involucradas en la modulacién de la via
OAS/RNasa L en tiempos tempranos de la infeccidn, las cuales permiten a las TLPs contender
incluso con la degradacidn de los rRNAs inducida por dsRNA, fendmeno no se observado con
DLPs. En el lapso comprendido entre las 3-6 hpi/t se alcanzd la maxima degradacion de los
rRNAs en la condicién DLPs + dsRNA, lo cual evidencia la capacidad moduladora sobre la via
OAS/RNasa L de las DLPs. Sabemos que en células infectadas con RRV desde las 3 hpi se
encuentran dsRNA y mensajeros virales (79), ensayos por WB e incorporacién de marca
también han revelado la presencia de proteinas virales desde las 3 hpi.

Con base en estas observaciones consideramos que si bien las proteinas de la capa externa
son responsables de modular la via OAS/RNasa L, es requerida la sintesis de novo de algin
componente viral (de naturaleza proteica o algun acido nucleico) para que RRV controle
dicha via, puesto que las DLPs que carecen de la capa externa conformada por VP4 y VP7,
pero que son capaces de transcribir, replicar y dirigir la sintesis de las proteinas virales,
controlaron la respuesta de dicha via ya que después de las 6 hpi la cantidad de rRNA
degradado no se incrementd. Incluso estas particulas fueron capaces de controlar la

degradacion de rRNAs inducida por dsRNA (Figura 6.6).

6.7 El componente viral que modula la via OAS/RNasa L forma parte de la particula viral,

pero es requerida la transcripcidn viral para un control eficiente

Para confirmar los datos anteriores en los que observamos que el o los componentes virales
que impiden la activaciéon del complejo OAS/RNasa L forman parte de la particula viral
entrante y/o es necesaria su sintesis en la célula infectada, empleamos virus RRV inactivado
(iRRV) con psoralen y luz UV. Este tratamiento genera enlaces covalentes entre las cadenas
del RNA viral. El virus conserva la capacidad de unirse a sus receptores celulares y entrar en
su célula hospedera, pero es incapaz de iniciar la transcripcion viral (76). La inactivacién del
virus se verificd cuantificando la disminucién del titulo viral por ensayos de

inmunoperoxidasa y mediante ensayos de incorporacién de S*°, en los que se corroboré que
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en las células infectadas con el iRRV no hay sintesis de proteinas virales (datos no
mostrados). También se realizaron ensayos de hemaglutinacién para confirmar que el
tratamiento de inactivacién no afectara las proteinas involucradas en el proceso de entrada y
union a la célula. Encontramos que en las células infectadas con el virus inactivado, los rRNAs
no se degradaron, sin embargo, en presencia de dsRNA o con 2°5-A, el virus inactivado fue
capaz de prevenir la degradacién de los rRNAs en tiempos tempranos de la infeccion (hasta

las 3 hpi). Sin embargo a las 6 hpi, el dsRNA fue capaz de inducir la degradacién de los rRNAs

(Figura 6.7).
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Figura 6.7: Efecto de la infeccion de virus inactivado (iRRV) sobre la integridad de los rRNAs. Células MA104
fueron infectadas o no con iRRV o RRV a una MOI de 10, al mismo tiempo fueron transfectadas o no con el
dsRNA. A los tiempos indicados, las células fueron cosechadas y el RNA total fue purificado y analizado en el
Bionalizador. Los productos de corte de la RNasa L fueron cuantificados en cada una de las condiciones descritas
usando el software del equipo. Las medias aritméticas * la desviacidén estandar de al menos tres experimentos
independientes son mostrados.

En conjunto, todos los resultados obtenidos sugieren que la modulaciéon de la via antiviral
OAS/RNasa L es un evento multifactorial que podria ocurrir en al menos dos etapas; la
primera, en tiempos tempranos de la infeccién, donde al parecer las proteinas que forman
parte de la particula viral entrante son suficientes para inhibir la activacién de dicha via y la

segunda, en tiempos tardios de la infeccion en donde se requiere la sintesis de novo de algun
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componente viral, para mantener inactiva esta via antiviral de forma eficiente. Esta ultima
hipdtesis se ve reforzada por los resultados obtenidos con el virus inactivado (iRRV), el cual
es capaz de controlar el complejo antiviral en tiempos tempranos de la infeccidn, pero tal

capacidad se pierde conforme avanza la infeccién.

A continuacion se describen los resultados referentes a la caracterizacion del o los
componentes virales involucrados en la modulacion del complejo antiviral en tiempos

tempranos y tardios de la infeccidn.

IDENTIFICACION DEL O LOS COMPONENTES DE LOS ROTAVIRUS DE LA CEPA RRV
INVOLUCRADOS EN LA MODULACION DE LA PROTEINA ANTIVIRAL RNasa L EN LA LINEA
CELULAR MA104 EN TIEMPOS TEMPRANOS DE LA INFECCION.

Los resultados obtenidos previamente sugerian que las proteinas de la capa externa, VP4 o
VP7, estan involucradas en la modulacién de la via OAS/RNasa L directa o indirectamente.
Nuestra hipétesis inicial consideraba la interaccidn directa de estas proteinas de capa externa
con algun componente de la via OAS/RNasa L, como se ha descrito para algunos picornavirus
(80), o mediante la activacién de una via de sefalizacién que induzca un estado de anergia en
las células, como se ha descrito para algunos otros virus (81). Para discernir cual de estas
proteinas de capa externa era la responsable de la via OAS/RNasa L en tiempos tempranos de

la infeccion, evaluamos el efecto de la ausencia de VP4 en el control de la via OAS/RNasa L.

6.8 La proteina VP4 esta implicada en la modulacién de la via OAS/RNasa L en tiempos
tempranos de la infeccidn.

Para evaluar el efecto de la ausencia de VP4 sobre la inhibicién de la RNasa L, preparamos
particulas de tres capas carentes de VP4 (a las que les llamamos Spikeless; SIPs), empleando
siRNAs dirigidos contra la VP4 de RRV, de acuerdo al protocolo descrito por Dector y
colaboradores (82). De manera resumida, el siRNA dirigido a la VP4 de RRV se lipofectd en

células MA104 y 72 horas post tranfeccién las células fueron infectadas con RRV durante 12
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horas. Las particula virales obtenidas de este ensayo fueron purificadas mediante
centrifugacién isopicnica (Espejo RT, et al. 1981). Al término de la centrifugacion, se
observaron bajo la luz blanca dos bandas opalescentes, que corresponden a las particulas
TLPs y DLPs producidas en ausencia del siRNA, mientras que las particulas ensambladas en
presencia del siRNA VP4 se observaron en dos bandas discretas correspondientes a las TLPs y
DLPs, ademds una tercer banda mucho mas robusta que de acuerdo a Dector, et al. 2002,

corresponde a las SIPs, tal como se muestra en la Figura 6.8.

SiRNAYP Control

«— TLPs

- DLPs

Figura 6.8: Gradientes isopicnicos de CsCl de las particulas virales de RRV ensambladas en ausencia o presencia
del siRNA dirigido a la VP4 de RRV. Células MA104 fueron lipofectadas o no con el siRNA dirigido a la VP4 de
RRV, 12 hpi los lisados celulares fueron cosechados y las particulas virales se purificaron mediante gradientes de
CsCl. Una imagen representativa de tres experimentos independientes es mostrada.

Las particulas en el gradiente fueron recolectadas mediante puncion de cada una de las
bandas; cada una de éstas (correspondientes a TLPs, DLPs y SIPs) se desalaron con la resina
Sephadex G-25 para analizar posteriormente su perfil proteico mediante SDS-PAGE y tincién
con plata (Figura 6.9). Estas tinciones revelaron que las fracciones correspondientes a las
TLPs contenian a las proteinas VP1, VP2, VP4, VP5, VP6 y VP7, mientras que en las fracciones
de las bandas de las DLPs encontramos a las proteinas VP1, VP2 y VP6. Para las SIPs, se
encontrd que tienen las mismas proteinas que las TLPs a excepcion de la VP4 y VP5. En todos
los casos los perfiles proteicos encontrados para las TLPs, DLPs y SIPs corresponde al ya

reportado previamente (Figura 6.9).
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Figura 6.9: Perfil proteico de las bandas correspondientes a las TLPs, DLPs y Spikeless obtenidas por gradientes
isopicnicos de CsCl, desaladas y tefiidas con plata (A) o procesadas para Western blot (B). Se empled un
anticuerpo monoclonal para detectar a la VP5 (HS2), a manera de control de carga, el anticuerpo a-TLPs fue

. . ~ . *El tratamiento de la VP4 con tripsina produce tres cortes muy
empleado. Cada una de las proteinas virales es sefialada en la imagen.
cercanos en la proteina (aa R231, R241 y R247), generando dos productos principales de la hidrdlisis. Uno de estos productos es el polipéptido VP8 de 231 aa, con un peso

molecular de 28 KDa y localizado hacia el extremo amino terminal de VP4. El otro producto es el polipéptido VP5, formado por 528 aa con un peso molecular de 60 KDa y

localizado hacia el extremo carboxilo terminal de VP4.

Para corroborar la ausencia de VP4 en las SIPs, se realizaron ensayos tipo Western blot
utilizando el anticuerpo monoclonal HS2 que detecta a la proteina VP5* (Padilla-Noriega, et
al. 1993). Encontramos que la fraccién que contiene a la VP4 es la de las TLPs, en donde se
pueden apreciar dos bandas que corresponden a la VP4 y a la VP5. Para el caso de las
fracciones correspondientes a las DLPs, encontramos en algunos casos dos bandas discretas
gue corresponden a la VP4 y la VP5, mientras que para las SIPs no se pudo detectar Ila
presencia de la proteina VP4 ni VP5 con este anticuerpo. Para asegurarnos de que cantidades
similares de proteina total se cargaron en los carriles de TLPs, DLPs y SIPs, las membranas
tratadas con el anticuerpo HS2, fueron posteriormente incubadas con el anticuerpo a-TLPs;
gue reconoce proteinas estructurales de RRV (ver Figura 6.9 B).

Después de confirmar la composicién proteica de las SIPs generadas, procedimos a evaluar si
estas particulas eran infecciosas, mediante ensayos de inmunoperoxidasa. Dado que las SIPs
carecen de la VP4, que es la proteina indispensable para que el virus entre en su célula
huésped, fue necesario el uso de liposomas para introducirlas en las células.

A manera de control, se empled la mayor cantidad de proteina usada en ausencia de

lipofectamina, para evaluar la posible contaminacion con TLPs. En la Figura 6.10, se muestran
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fotografias representativas de monocapas celulares lipofectadas con diferentes cantidades
de SIPs y posteriormente procesadas por inmunoperoxidasa. La presencia de precipitados en
color rojo-marrén evidencia la presencia de proteinas virales, lo que demuestra que la célula

fue infectada y que en ella se llevd a cabo la sintesis de proteinas virales.

Cantidad de proteina total [ng]

250 500 1000

A En presencia de

lipofectamina

En ausencia de
lipofectamina

Figura 6.10: Evaluacion de la infectividad de las Spikeless. Células MA104 fueron expuestas a una mezcla
lipofectamina + SIPs a las concentraciones indicadas (A) o sélo a SIPs (B). 14 hpt las células fueron procesadas
para inmunoperoxidasa. La imagen muestra fotografias representativas de monocapas celulares que recibieron
los tratamientos indicados.

Con estos ensayos de infectividad se determind que la concentracién dptima de SIPs para
evaluar la integridad de los rRNA, es de 500 ng por pozo de 48. Adicionalmente, se evalué la
produccién de progenie viral y la sintesis de proteinas virales obtenidas al tranfectar 500 ng

de SIPs (datos no mostrados). Con estos ensayos corroboramos que las SIPs obtenidas eran
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infecciosas, su lipofeccién resulta en la produccidon de proteinas virales y progenie viral
infecciosa.

Para evaluar el efecto de la infeccidon con estas particulas carentes de VP4 sobre el complejo
OAS/RNasa L, éstas se lipofectaron en MA104 y 6 h post tranfeccidn, se extrajo el RNA y se
analizé en el Bionalizador. Como se observa en la Figura 6.11, la transfeccién con SIPs (500 o
1000 ng) indujo la degradacién de los rRNAs, que es el mismo comportamiento que se habia

observado con las DLPs, que fueron usadas en estos ensayos como control.
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Figura 6.11: Efecto de la infeccidn con SIPs sobre la integridad de los rRNAs. Células MA104 fueron lipofectadas
con TLPs, DLPs o SIPs a las concentraciones indicadas en la figura. Seis hpt, el RNA total fue purificado y
analizado. Imagen de un ensayo representativo (A). Cuantificacién de los productos de corte de la RNasa L
inducido por diferentes tipos de particulas virales (B).

De manera similar a la caracterizacion realizada con la infeccion de las DLPs sobre la
degradacion de los rRNAs, evaluamos a diferentes tiempos post infeccidn la degradacidn de
los rRNAs inducida por la infeccidon con las SIPs y su capacidad para poder modular o no la
degradacion de los rRNAs inducida por el dsRNA. Encontramos que los productos de corte de
la RNasa L generados durante la infeccidn con SIPs alcanzaron su maximo entre las 3-6 hpt, y

aunque la infeccién continua, ya no hay mas degradacion de los rRNAs (ver Figura 6.12).
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Figura 6.12: Efecto de la infeccidon de TLPs, DLPs y SIPs sobre la integridad de los rRNAs a diferentes tiempos
post infeccidén en ausencia o presencia de dsRNA. Células MA104 fueron infectadas o no con TLPs purificadas a
una MOI de 10 o transfectadas con DLPs (10 pg/mL) o SIPs (15 pg/mL), al mismo tiempo fueron transfectadas o
no con el dsRNA. A los tiempos indicados en la figura, las células fueron cosechadas y el RNA total fue purificado
y analizado en el Bionalizador. Los productos de corte de la RNasa L fueron cuantificados en cada una de las
condiciones descritas, usando el software del equipo. Las medias aritméticas + la desviacidon estandar de al
menos tres experimentos independientes son mostrados.

Con estos ensayos encontramos que tanto la infeccidn con SIPs como con DLPs inducen la
activacion de la RNasa L, este fendmeno no lo observamos durante la infeccion con TLPs. Al
igual que las DLPs, las SIPs controlaron la degradacidén que induce el dsRNA en tiempos
tardios de la infeccidn. Es de particular importancia resaltar que tanto en las SIPs como en las
DLPs, la VP4 esta ausente, por lo que en conjunto, estos resultados podrian sugerir que la
VP4 estd involucrada en la modulacién de la RNasa L durante los tiempos tempranos de la
infeccion. Ademas, con ambos tipos de particulas virales se evade el proceso de entrada a la
célula, sugiriendo que las proteinas de la capa externa, o el proceso de entrada del virus a la

célula participan en la regulacién inicial de la via OAS/RNasa L.
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6.9 Durante las primeras etapas del ciclo infeccioso los rotavirus toman el control de la via
OAS/RNasa L

Para la entrada del virus de la cepa RRV a su célula hospedera se requiere de varios pasos. Al
ser activada con tripsina, la proteina VP4 se corta especificamente en dos polipéptidos: VP5 y
VP8. Una vez activado el virus, se une a su célula blanco a través del reconocimiento de
receptores presentes en la superficie celular. Se sabe que para los rotavirus de la cepa RRYV,
el 4cido sidlico, las integrinas o1, avPs, okb2 y a1 asi como la proteina de choque térmico
Hsc70 estdn involucradas como sus receptores y que estas interacciones ademas son
secuenciales (17). En la siguiente figura se resumen los primeros pasos de la infeccién de la

cepa RRV propuestos hasta la fecha.

VP4

i‘ tripsina

* ' ‘ VPT =] VPS5

00 Dinamina
80 Balsas lipidicas en

------ B0 Lo S P Particulas de doble capa
(transcripcionalmente activas)

TRENDS in Microtiology

Figura 6.13: Primeras etapas de la infeccion con RRV. Los rotavirus de la cepa RRV requieren de un
procesamiento proteolitico para ser infecciosos. Una vez procesada la proteina VP4, el virus se une
especificamente a sus receptores celulares, la unidon a los receptores celulares provoca cambios
conformacionales en la particula que facilitan la entrada del virus. Modificada de (17).

6.9.1 Ensayos con neuraminidasa

Los resultados anteriores sugerian que durante o como consecuencia del proceso de entrada,
los rotavirus inhiben a la RNasa L. Con la finalidad de estudiar en detalle si durante las
primeras interacciones del virus con su célula se dispara algin mecanismo modulador de la
RNasa L, decidimos remover el acido sidlico de la superficie de las células mediante un

tratamiento con neuraminidasa (NA). Los acidos sialicos terminales son importantes en las
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primeras interacciones del virus con la célula (17). No obstante, en las células que recibieron
el tratamiento con NA, fue imposible lipofectar el dsRNA, por lo cual no se pudo determinar
si en estas condiciones, RRV aun es capaz de prevenir la degradacion de los rRNAs inducida
por el dsRNA. La transfeccién de dsRNA a través del sistema Magnet Assisted Transfection
(MATra) también fue probada para estos fines, pero sin resultados satisfactorios, puesto que
la cantidad de RNA total aislado de células que fueron transfectadas con este método fueron
tan bajas que impidié el andlisis de la integridad de los rRNAs por electroforesis capilar (datos

no mostrados).

6.9.2 Ensayos con anticuerpos neutralizantes

Como alternativa para discernir en que punto del proceso de la entrada se inicia el control de
la via OAS/RNasa L, se utilizaron anticuerpos neutralizantes dirigidos contra RRV, cuyo
antigeno y mecanismo de accidn para neutralizar al virus son conocidos. Los anticuerpos
empleados para estos ensayos asi como algunas caracteristicas de interés se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 6.0: Caracteristicas de los anticuerpos neutralizantes 159,255 y 2G4.

Anticuerpo Proteina contra la Caracteristicas Aminoacido al que
que esta dirigido se une
159 VP7 -Anticuerpo neutralizante 94
-No inhibe la unién de RRV
255 VP6 -Anticuerpo NO neutralizante 172
-No inhibe el pegado de RRV
2G4 VP5 -Anticuerpo neutralizante 393
-No inhibe la unidn a la célula de RRV
-Inhibe la hemaglutinacion

El anticuerpo 159, dirigido contra la proteina VP7, no interfiere con la unidn ni entrada del
virus a su célula huésped, previene el desensamble de los trimeros de VP7 en el endosoma
de la célula, de ahi su capacidad neutralizante (83). Empleando este anticuerpo se pudo
evaluar si RRV controla el complejo OAS/RNasa L antes o después de la entrada del virus al
citoplasma celular. Se ha descrito que la capacidad neutralizante del anticuerpo 2G4, dirigido
contra VP4, reside en bloquear las interacciones posteriores a la interaccion del virus con el
acido sidlico y que podria incluir o no la interaccién con las integrinas o la proteina Hcs70

(84). El anticuerpo 255, que reconoce a la proteina VP6 y que carece de actividad
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neutralizante, se utilizd como control para descartar que los efectos observados con los
anticuerpos 159 y 2G4 fueran consecuencia de eventos inespecificos. Para estos ensayos,
estandarizamos previamente las condiciones con respecto al tiempo y la concentracidn de los
anticuerpos 159 y 2G4 para neutralizar la infectividad de RRV.

De manera simultanea a la infeccién, se lipofectaron 500 ng de dsRNA a las células o se
trataron Unicamente con lipofectamina 2000. A diferentes tiempos después de la infeccién,
las células fueron cosechadas para determinar la integridad de los rRNAs o lisadas para
evaluar la incorporacién de S>>, con la finalidad de estimar la eficiencia de los anticuerpos de

neutralizar la infeccidon por RRV. Los resultados se muestran en la Figura 6.14.
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Figura 6.14: Efecto de los anticuerpos neutralizantes en el control de RRV sobre la via OAS/RNasa L. Células
MA104 recibieron el tratamiento indicado. 2.5 y 5.5 hpi las células fueron marcadas durante 30 min con *s y
posteriormente lisadas. Las proteinas marcadas se resolvieron por SDS-PAGE al 10% y se detectaron por
autorradiografia, con la finalidad de estimar la eficiencia de los anticuerpos de neutralizar la infeccién por RRV.
(A). En paralelo, las célula que recibieron los tratamientos indicados fueron cosechadas y el RNA total fue
purificado y analizado en el Bionalizador. Los productos de corte de la RNasa L fueron cuantificados en cada una
de las condiciones descritas. Las medias aritméticas + la desviacién estdndar de al menos tres experimentos

independientes son mostrados (B).
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Como se observa en la Figura 6.14 A, las autorradiografias demuestran la eficiencia de los
anticuerpos 159 y 2G4 para prevenir la infeccion evaluados a las 3 y 6 hpi. En los carriles en
los que se tratd el lisado con el anticuerpo 159, tanto en ausencia como en presencia de
dsRNA, no se detectd la sintesis de proteinas virales, lo que evidencia la eficiencia de este
anticuerpo de neutralizar la infeccién. Encontramos que a las 6 hpi, el anticuerpo 2G4 no
neutralizé tan eficientemente la infeccion como el anticuerpo 159. Se observé que aun en
presencia del anticuerpo 2G4, se produce una discreta cantidad de proteinas virales. Por el
contrario, en las células infectadas con el lisado tratado con el anticuerpo 255 (que no tiene
actividad neutralizante), se observa la sintesis de proteinas virales de manera similar a
aquellas células que fueron infectadas con lisados no tratados con anticuerpos. De igual
manera, en las autorradiografias se observa la inhibicién en la sintesis de proteinas que
induce el dsRNA, pero incluso la infeccidn con virus neutralizado previene tal efecto.

En la Figura 6.14 B, se observa que durante la infeccidn con el virus tratado con los diferentes
anticuerpos no se induce la degradacion de los rRNAs, como lo observado durante la
infeccion con RRV. Sin embargo, al afiadir dsRNA a la infecciéon con los virus tratados con
anticuerpos, encontramos que por lo menos hasta las tres horas post infeccién, los virus
neutralizados pueden prevenir la degradacion de los rRNAs inducida por el dsRNA.

Dado que se conocen los mecanismos de accion de los anticuerpos 159 y 2G4, podemos
especular cuales son las interacciones minimas necesarias para que RRV tome control de la
via OAS/RNasa L. Mediante el anticuerpo 159 podemos descartar que el control de la via
sucede después del desensamble de VP7. Por otra parte, a pesar de que el anticuerpo 2G4
(dirigido contra VP5) no bloquea la unidn del virus a la superficie de la célula, si es capaz de
neutralizar la infectividad de este virus. Esto sugiere que después de que RRV se une a un
receptor sensible a NA a través de VP8, ocurre una segunda interaccion (facilitada por el
primer contacto) mediada por VP5, esta segunda interaccidn es bloqueada por el anticuerpo
2G4. Dado que en esta segunda interaccidn estan involucradas las integrinas y la proteina de
choque térmico Hsc70, los datos con los anticuerpos neutralizantes nos sugieren que
posiblemente la interaccidn con alguna de estas proteinas es la responsable de inhibir la via

OAS/RNasa L en las etapas iniciales de la infeccidn.
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6.9.3 Ensayos con rotavirus que tienen diferentes requerimientos de receptores

Como se menciond en la introduccidn, existen cepas de rotavirus que tienen diferentes
requerimientos de receptores, lo que define su via de entrada a la célula (Tabla 1.1). Para
determinar si la interaccidn de alguno de estos receptores con las proteinas virales de la capa
externa era la responsable de modular el complejo OAS/RNasa L en tiempos tempranos de la
infeccion, se evalud si cepas con diferentes requerimientos de receptor eran capaces de
modular o no dicha via antiviral, como hemos observado con la cepa RRV. De particular
interés fue estudiar a la cepa bovina UK que, ademas de tener diferencias en sus
requerimientos de entrada, existen evidencias de que su capacidad para modular la
respuesta celular es menos eficiente que la observada para la cepa RRV (4, 14).

Para estos ensayos, las células fueron infectadas con las cepas RRV, UK o Nar3 solas o en
combinacidn con dsRNA. A diferentes tiempos post infeccion, las células se cosecharon para

evaluar la integridad de los rRNAs. Los resultados se muestran en la Figura 6.15.
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Figura 6.15: Efecto de la infeccion con diferentes cepas de rotavirus solas o en combinacidn con el dsRNA sobre
la degradacion de los rRNAs. Células MA104 fueron infectadas con las cepas de rotavirus sefialadas y
lipofectadas o no con el dsRNA. A los tiempos indicados, las células fueron cosechadas y el RNA total fue
purificado y analizado en el Bionalizador. Los productos de corte de la RNasa L fueron cuantificados en cada una
de las condiciones descritas. Se muestran las medias aritméticas + desviacion estandar de al menos dos
experimentos independientes .

En estos ensayos encontramos que durante la infeccién con UK o Nar3 no se detectd la
degradacion de los rRNAs. Sin embargo, encontramos que la cepa UK no fue capaz de

prevenir ni en tiempos tempranos ni en tiempos tardios la degradacion inducida por el
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dsRNA, lo que sugiere que esta cepa, a diferencia de RRV, no cuenta con los mecanismos
para controlar la via OAS/RNasa L, o éstos son menos eficientes.

La cepa Nar3 es una variante de RRV que tiene un fenotipo de resistencia al tratamiento con
NA. Por secuenciacidon se encontrd que este fenotipo es debido al cambio de un sdlo
aminodcido (K187R) localizado en la subunidad VP8 de la proteina VP4 (15). Este hallazgo se
confirmé al aislar una revertante de Nar3 (rNar3-14), cuyo fenotipo vuelve a ser NA-sensible
y el aminoacido que cambia es la R en posiciéon 187 por K de nuevo. También se ha
demostrado que Nar3 no requiere la interaccién de VP8 con SA terminales, usando a la
integrina a,B1 como receptor inicial, la cual es reconocida por el tripéptido DGE presente en
el dominio VP5 de la proteina VP4 (14, 84). Los datos obtenidos con las SIPs presentados
anteriormente, sugieren que la proteina VP4 del rotavirus de la cepa RRV podria estar
involucrada en el control de la RNasa L, dado que se ha corroborado que un solo cambio de
un aminodacido, en este caso el cambio K187R en VP4 de la cepa RRV, es capaz de influenciar
la ruta de internalizacion celular de Nar3 (14). Se decidié evaluar las repercusiones de este
cambio en la capacidad de los RVs de controlar a la RNasa L. Para tal propdsito se infectaron
células con las variantes Nar3 y su revertante, la r-Nar3-14 en ausencia o presencia del
dsRNA y se determind la capacidad de dichas variantes para prevenir la degradacion de los
rRNAs. Interesantemente encontramos que en tiempos tempranos de la infeccidn, la cepa
Nar3 no fue capaz de controlar la degradacién de los rRNAs inducida por dsRNA, pero en
tiempos tardios de la infeccidn, si la controld. Estos resultados sugieren que Nar3 no es capaz
de inducir la primera sefial de modulacién del complejo OAS/RNasa L, pero cuenta con el
segundo mecanismo que le permite controlar esta via antiviral. Para profundizar en Ia
caracterizacidon de este fenotipo, decidimos estudiar si la revertante r-Nar3 era capaz de

modular el complejo OAS/RNasa L. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.16.
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Figura b.1b: ETecto de Ia Infeccion con la r-Nars3 sola 0 en combinacion con un inductor del complejo OAS/RNasa
L sobre la degradacion de los rRNAs. Células MA104 fueron infectadas con las cepas de rotavirus sefialadas y
lipofectadas o no con el dsRNA. A los tiempos indicados, las células fueron cosechadas y el RNA total fue
purificado y analizado en el Bionalizador. Los productos de corte de la RNasa L fueron cuantificados en cada una
de las condiciones descritas. Se muestran las medias aritméticas + desviacion estandar de al menos dos
experimentos independientes.

Contrario al resultado que esperdabamos, durante la infeccidn con esta revertante no
encontramos degradacidn de los rRNAs; al menos hasta las 9 hpi, por lo que estos ensayos no
proporcionaron informacidn adicional acerca de las posibles moléculas involucradas en la
modulacion de la via OAS/RNasa L por RRV durante tiempos tempranos de la infeccidn. En
estos ensayos también encontramos que la cepa UK no fue capaz de modular la via
OAS/RNasa L (Figura 6.15). Para determinar si la VP4 de RRV era la responsable directa de
esta modulacion decidimos caracterizar el comportamiento de una colecciéon de virus
rearreglantes entre las cepas RRV y UK (obtenida por Y. Hoshino NIH). Utilizamos la
rearreglante 19-1-1, cuyos segmentos 4 y 8 son de UK, y que codifican para las proteinas VP4
y NSP2, respectivamente y el resto de los segmentos del genoma provienen de RRV.

Los resultados obtenidos con esta rearreglante se muestran en la Figura 6.17.
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Figura 6.17: Efecto de la infeccién con la rearreglante 19-1-1 sola o en combinacidon con el dsRNA sobre la
degradacién de los rRNAs. Células MA104 fueron infectadas con los virus indicados y lipofectadas o no con el
dsRNA. A los tiempos indicados, las células fueron cosechadas y el RNA total fue purificado y analizado en el
Bionalizador. Los productos de corte de la RNasa L fueron cuantificados en cada una de las condiciones
descritas. Se muestran las medias aritméticas * desviacién estandar de al menos dos experimentos
independientes.

Como se observa en la figura anterior, el fenotipo de esta rearreglante parece un intermedio
entre el fenotipo de UK y RRV con respecto a la modulacion de la via antiviral OAS/RNasa L
en tiempos tempranos de la infeccidn. Si bien durante la infeccién con este rearreglante no
encontramos degradacion de los rRNAs hasta las 9 hpi, dicha rearreglante no previno de
manera similar a RRV la degradacién de los rRNAs inducida por el dsRNA, ya que la
degradacion en esta condicidon fue mayor, pero también fue menor que la observada en la
condicidon UK + dsRNA. Estos resultados podrian sugerir que la VP4 no es la Unica proteina
viral implicada en la modulacién de la via OAS/RNasa L en tiempos tempranos de la infeccién.
Serd necesario explorar la participacién de VP7, que también se sabe es importante en el

proceso de entrada de los RVs.
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IDENTIFICACION DEL O LOS COMPONENTES DE LOS ROTAVIRUS INVOLUCRADOS EN LA
MODULACION DE LA PROTEINA ANTIVIRAL RNasa L EN LA LINEA CELULAR MA104 EN
TIEMPOS TARDIOS DE LA INFECCION POR RRV.

6.10 La proteina VP3 esta involucrada en la modulacién del complejo OAS/RNasa L

Los resultados mostrados en las Figuras 6.6 y 6.7 sugieren que se requiere la sintesis de novo
de algin componente viral para que RRV controle de manera eficiente la via OAS/RNasa L,
por lo que decidimos silenciar de manera individual cada una de las proteinas virales.

Las Figuras 6.18 y 6.19 muestran que se logré silenciar de manera eficiente las proteinas de
RRV y posteriormente se evalud el efecto de su ausencia sobre la activacion de la via
OAS/RNasa L, en presencia o no del dsRNA. Encontramos que, en ausencia de cualquiera de
las proteinas virales, no hubo degradacién de los rRNAs durante la infeccién con RRV. Sin
embargo, al adicionar el activador del complejo, el dsRNA, encontramos que en ausencia de
las proteinas estructurales VP1, VP2, VP4, VP6 y VP7 o en las células tratadas con un siRNA
irrelevante, el tratamiento con dsRNA fue incapaz de inducir la degradaciéon de los rRNAs.
Interesantemente, en ausencia de la VP3, la infeccién con RRV fue incapaz de impedir la
degradacion de los rRNAs, lo que evidencia el papel de esta proteina en el control del

complejo OAS/RNasa L (Figura 6.18).
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Figura 6.18: Efecto de la ausencia de las proteinas virales estructurales en la modulacién de la via OAS/RNasa L.
Las células transfectadas con los siRNAs indicados, fueron infectadas o no con RRV a una MOI de 10. 8.5 hpi las
células fueron marcadas durante 30 min con >°S y posteriormente lisadas. Las proteinas marcadas se resolvieron
por SDS-PAGE al 10% o al 6% y se detectaron por autorradiografia (A). En (B) y (C) se muestra una imagen
representativa de tres experimentos independientes, en donde se analizd la integridad de los rRNAs de células
tratadas con los siRNAs indicados e infectadas con RRV (B) y lipofectadas con 500 ng de dsRNA durante 9h (C).

Para las proteinas no estructurales, encontramos que en ausencia de cualquiera de éstas no
hubo degradacién de los rRNAs durante la infeccién con rotavirus (datos no mostrados). Al
adicionar dsRNA, encontramos que en las células tratadas con el siRNA irrelevante, NSP1,
NSP2, NSP4, NSP5 e infectadas con RRV, el dsRNA fue incapaz de inducir la degradacion de
los rRNAs. Pero, en aquellas células, en las que se abatio la expresion de NSP3, RRV fue

incapaz de impedir la degradacion de los rRNAs inducida por el dsRNA, tal como se observa

en la figura 6.19.
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Figura 6.19: Efecto de la ausencia de las proteinas virales no estructurales en la modulacién de la via OAS/RNasa
L. Las células transfectadas con los siRNAs indicados fueron infectadas o no con RRV a una MOI de 10. 8.5 hpi las
células fueron marcadas durante 30 min con >°S y posteriormente lisadas. Las proteinas marcadas se resolvieron
por SDS-PAGE al 10% y se detectaron por autorradiografia o por inmuoblot; para determinar la abundancia de la
proteina NSP5 en células MA104 transfectadas con un siRNA irrelevante (Irre) o con el siRNA dirigido a la NSP5.
La deteccidn de vimentina (Vim) fue usada como control de carga. Los anticuerpos (a-) empleados son indicados
(A). Imagen representativa de tres experimentos independientes, en donde se analiza la integridad de los rRNAs
de células tratadas con los siRNAs indicados e infectadas con RRV y lipofectadas con 500 ng de dsRNA durante
9h (B).

Estos resultados sugieren que NSP3 podria también estar involucrada en la modulacion del
complejo OAS/RNasa L. No obstante, verificamos que esta falta de control es un efecto
indirecto ya que como se observa en la misma figura, la autorradiografia de las proteinas
virales muestra que al silenciar a NSP3, el resto de las proteinas virales disminuyo
drasticamente, incluida la VP3. Experimentos no mostrados en este trabajo nos permitieron
concluir que el tratamiento con el siRNA NSP3 disminuye la cantidad de VP3 y esta
disminucion es la responsable de la falta de control de la via OAS/RNasa L por RRV. Estos
resultados son diferentes a los que se han reportado en nuestro grupo, en los que al silenciar

NSP3 la sintesis del resto de las proteinas virales no se ve afectada. En experimentos no
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mostrados encontramos que esta diferencia se debe a la MOI utilizada en estos ensayos, que

fue de 10, a diferencia de la que se ha empleado en los trabajos publicados que es de 3.

Los resultados obtenidos al silenciar las proteinas virales sugieren que la proteina VP3 es
requerida para un control eficiente de la via OAS/RNasa L. Para caracterizar con mayor
detalle la capacidad de VP3 de modular esta via antiviral, evaluamos la capacidad de RRV de
controlar la degradacién de los rRNAs inducida por dsRNA y por los 2°5-A, en ausencia de
VP3. Hasta ahora, la unica funcion conocida de los 2°5-A, es la de activar a la RNasa L (85).
Para hacer mas especifica la activacidon de la RNasa L y para elucidar el nivel al que VP3
participa en la modulacién del complejo antiviral, utilizamos los 2°5-A en estos ensayos.
Silenciamos la expresion de VP3 y a manera de control, a la proteina VP1, que es la
polimerasa viral. En nuestro laboratorio se demostré previamente que el silenciamiento de
VP3 o VP1 conlleva a una disminucién en la cantidad de mensajero y genoma viral, pero sin
afectarse la sintesis de proteinas virales (79). Dado a que los efectos al silenciar VP1 o VP3
son similares, se selecciond al interferente dirigido contra VP1 para evaluar si lo observado
en ausencia de VP3 es especifico para esta proteina.

Encontramos que durante la infeccién con RRV en células tratadas con el interferente para
VP1 y posteriormente expuestas al dsRNA o a los 2 5-A, RRV no pierde su capacidad de
prevenir la degradacidn de los rRNAs. En cambio, en células tratadas con el interferente para
VP3, infectadas y expuestas al dsRNA o a los 2°5-A, los rRNAs se degradaron, lo que evidencia
la capacidad de la VP3 de RRV para controlar la degradacién de los rRNAs inducida el dsRNA y
/o los 2°5-A (Figura 6.20).
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Figura 6.20: Efecto del silenciamiento de VP3 en la modulacién de la via OAS/RNasa L. Las células transfectadas
con los siRNAs indicados fueron infectadas o no con RRV a una MOI de 10. 8.5 hpi las células fueron marcadas
durante 30 min con *°S y posteriormente lisadas. Las proteinas marcadas se resolvieron por SDS-PAGE al 6% y se
detectaron por autorradiografia (inserto). En paralelo, células transfectadas con los siRNAs indicados fueron o
no infectadas con RRV a una MOI de 10 y al mismo tiempo lipofectadas o no con dsRNA o con los 2°5-A. A las
9hpi, las células fueron lisadas y el RNA total purificado y analizado. Los productos de corte de la RNasa L y el
rRNA fueron cuantificados en cada condicidn. Se muestran las medias aritméticas * la desviacién estandar de
tres experimentos independientes.

Los resultados obtenidos con los silenciamientos de VP3 muestran que esta proteina
participa en la modulacion de la RNasa L durante la infeccion con RRV. En un estudio
bioinformatico para identificar nuevos miembros de la familia de las 2-fosfodiesterasas (PDs),
Mazumder et al (65) reportaron que las proteinas VP3 de ciertos rotavirus y la proteina no
estructural 2 (ns2) del coronavirus murino contienen un dominio con posible actividad de 2-
PDs. Las 2-PDs son reguladores negativos de la via OAS/RNasa L. Recientemente, Weiss y
colaboradores (40), mediante ensayos in vivo e in vitro, demostraron que el dominio C-

terminal (CTD) de la VP3 tiene actividad de 2-PDE, capaz de reducir los niveles de los 2'5-A
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producidos por las OAS en respuesta a un estimulo con un agonista de dsRNA, previniendo
de esta manera la activacidn de la RNasa L. Bajo el contexto de la infeccion con el coronavirus
de la hepatitis murina (MHV), encontraron que quimeras del MHV que expresan una forma
inactiva de ns2 y el CTD de VP3 recuperaron la habilidad de replicarse de manera eficiente en
macrofagos o en el higado de ratones infectados, mientras que las quimeras que expresan
una forma inactiva del CTD de VP3, que tiene mutado un aminoacido esencial para su
actividad como PDE, la replicacién de este virus quimérico fue deficiente. Con base en estos
experimentos, este grupo demostré que el CTD de VP3 es una 2'5-PDE capaz de sustituir
funcionalmente a la ns2 en el contexto de la infeccion con MHV. Estos resultados concuerdan
con los resultados que hemos obtenido hasta la fecha y explican el mecanismo de accién por

el cual la VP3 de RRV es capaz de modular la actividad de la RNasa L en células MA104.

6.11 Relevancia del papel antagénico de la VP3 sobre la via OAS/RNasa L en el ciclo
infeccioso de RRV

Una vez que encontramos que la VP3 de RRV es capaz de controlar la actividad de la RNasa L,
decidimos evaluar la relevancia de esta actividad de VP3 en la infeccién por rotavirus. En
nuestro grupo de trabajo, hemos observado que cuando VP3 es silenciada hay una drastica
disminucion en la cantidad de mensajeros virales y RNA genémico producido durante la
infeccidn, asi como una disminucién en el rendimiento viral (la produccién de particulas
virales infecciosas practicamente es abatida en ausencia de VP3), sin que se afecte la sintesis
de proteina viral (79). Este fenotipo se asocié a la ausencia de la actividad de guanilil-metil-
transferasa de la VP3. El hecho de que en ausencia de VP3 el rendimiento viral disminuya
podria estar también asociado a la falta de control de RNasa L durante la infeccién. Para
probar esta hipétesis, decidimos silenciar simultaneamente la RNasa L y la VP3 y evaluar el
rendimiento viral, cuantificando la produccién de particulas infecciosas en ausencia de estas
dos proteinas. Cuando la VP1 o la VP3 son silenciadas, la produccién de particulas virales
infecciosas disminuyé (Figura 6.21), tal como se habia reportado previamente (79), mientras
gue en ausencia de la RNasa L, la produccidn de particulas virales infecciosas se incrementd

en mas del doble, como ya lo habiamos observado (Figura 6.0). Sorprendentemente,
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encontramos que en células donde se co-silencia VP3 y RNasa L, aumentd la produccién de
particulas virales infecciosas e incluso, en estas condiciones, la cantidad de virus infeccioso
producido es mayor que en la condicidn control. Probamos también el co-silenciamiento de
RNasa L con VP1 (que no participa en la modulacién de la RNasa L), para evaluar el efecto de
su ausencia junto con la RNasa L. Pero no se observé que la progenie viral se recupere en
ausencia de VP1 y RNasa L. El hecho de que sélo se recupera la progenie viral infecciosa en
células en las que se co-silencia VP3 con la RNasa L y no en al co-silenciar VP1/RNasa L,
sugiere que la actividad de 2-fosfodiesterasa de VP3 es fundamental para la produccién de
virus infecciosos.

Dado que la actividad de VP3 como 2-PDE era desconocida hasta hace poco, se habia
asumido que el fenotipo asociado a la ausencia de VP3 era debido a la falta de la estructura
Cap en los transcritos virales, hipdtesis que podemos descartar con nuestros resultados,
puesto que al silenciar RNasa L/VP3, la actividad de guanilil-metil-transferasa es nula o al
menos esta muy disminuida y sin embargo, el ensamble de nuevas particulas infecciosas es

incluso mas eficiente que en la condicién control (Fig. 6.21 B).
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Figura 6.21: Rendimiento viral de RRV en presencia de los siRNAs dirigidos contra las proteinas virales VP1 y
VP3, solos o en combinacidn con los siRNAs dirigidos a la RNasa L. Células MA104 fueron transfectadas con los
siRNAs indicados. A las 72 hpt, las células fueron o no infectadas con RRV a una MOI de 10. A las 8.5 hpi, las
células fueron marcadas durante 30 minutos con 25 uCi/mL con s¥ y posteriormente lisadas. Las proteinas
marcadas fueron resueltas por SDS-PAGE al 6% o 10% y detectadas por autorradiografia o por WB. Los
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anticuerpos usados son indicados, la detecciéon de vimentina (Vim) fue usada como control de carga, los
asteriscos indican la posicidon de la proteina silenciada (A). En paralelo, las células transfectadas con los siRNAs
indicados fueron infectadas con una MOI de 3. 12 hpi las células fueron lisadas y los titulos virales fueron
determinados por un ensayo de inmunoperoxidasa. Los resultados estan expresados como el porcentaje de
UFFs observadas en el control (células lipofectadas con el interferente irrelevante), que representa el 100%. Se
muestran las medias aritméticas mds desviacién estandar de tres experimentos independientes por duplicado
(B).

Para corroborar estos resultados, evaluamos directamente la integridad de los transcritos
virales (que son sustrato de la RNasa L activa), mediante ensayos tipo Northern blot. Como se
observa en la Figura 6.22, el mensajero de NSP4 se detecta en células infectadas con RRV. Al
silenciar VP1 o VP3, la cantidad de este mensajero viral fue casi indetectable. En contraste, al
silenciar la expresion de la RNasa L, la cantidad de este mensajero viral se incrementd en mas
del doble. Al co-silenciar VP3 y RNasa L, la cantidad de mensajero viral aumenté casi 5 veces
con respecto a la condicidn en la que solo se silencié VP3, superando inclusive la cantidad de

mensajero viral producido en la condicién control (Irre).
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Figura 6.22: Efecto del silenciamiento de la expresion de las proteinas VP1 y VP3 solas o en combinacidn con
RNasa L en la estabilidad de los transcritos virales. Northern blot representativo para determinar la abundancia
del mensajero para el gene 10 de RRV (mNSP4) en células MA104 transfectadas con los siRNAs indicados,
infectadas o no con RRV a una MOI de 10 durante 9 h. La deteccion del RNA de la subunidad ribosomal 18S fue
usada como control de carga. El factor de cambio relaciona la expresién del mNSP4 normalizada con respecto a
18S.

Los resultados obtenidos en estos ensayos son congruentes con los resultados obtenidos al
cuantificar la progenie viral; en las condiciones en donde la progenie fue mayor, la cantidad
de mensajero viral también fue mayor y viceversa.

En conjunto todos estos resultados demuestran la importancia del control de la RNasa L por
VP3. En ausencia de VP3, la RNasa L se encuentra activa y es capaz de degradar los

mensajeros virales. Muy probablemente la falta de control de la RNasa L es responsable del
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fenotipo observado al silenciar la expresién de VP3, cuando se observa una disminucion del
MRNA y del dsRNA viral, y una disminucién en la produccion de progenie viral infecciosa.

Los resultados hasta aqui presentados fueron publicados en Journal of Virology (JVI):
“Rotavirus Controls Activation of the 2'-5'-Oligoadenylate Synthetase/RNase L Pathway Using
at Least Two Distinct Mechanisms”. Sdnchez-Tacuba L, Rojas M, Arias CF, Lopez S. J Virol.
2015 Dec;89(23):12145-53. doi: 10.1128/JV1.01874-15. Dicho articulo se incluye en la seccidn

de anexos.

6.12 Caracterizacion de las particulas ensambladas en presencia de los siRNAs VP3/RNasa L

Los resultados mostrados indican que la proteina VP3 de la cepa RRV estd involucrada en el
control del complejo OAS/RNasa L y que su actividad como guanilil metil transferasa (64)
parece no ser esencial para el ciclo replicativo del virus. En ausencia de esta proteina se
observa una dréstica disminucidn en la progenie viral (79) y sabemos que este fenotipo esta
relacionado a la falta de actividad de VP3 como PDE. Nuestros resultados también sugieren:
1) que las particulas infecciosas de rotavirus pueden ensamblarse sin la VP3 y 2) cuando la
adicién del Cap a los mensajeros virales no ocurre, o al menos estd drdsticamente
disminuida, la replicacidn de RRV no se ve afectada. Esta hipdtesis contradice el paradigma
actual, en el que se asume que la traduccién de los mensajeros de rotavirus es dependiente
del Cap. Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que aun sin el Cap, los mensajeros
virales se pueden traducir y hay produccién eficiente de particulas virales infecciosas. Uzri y
colaboradores encontraron de manera indirecta que en la infeccidn con rotavirus, sélo una
minoria de la poblaciéon de mensajeros virales contiene Cap en el extremo 5°, y propusieron
que la actividad de guanilil-metil-transferasa de VP3 es poco eficiente (86). Con la finalidad
de someter a prueba las hipétesis surgidas a partir de nuestros resultados, nos propusimos
estudiar a mayor detalle las particulas virales ensambladas en presencia de los siRNAs
VP3/RNasa L y con ello determinar si en estas condiciones, las particulas ensambladas
contienen o no a la proteina VP3 y si los RNAs encapsidados en las particulas virales

contienen o no Cap.
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-Obtencidn de particulas virales

Para la obtencién de particulas virales, células MA104 fueron lipofectadas con el o los siRNAs
correspondientes. 72 horas después de la transfeccidn, se infectaron con RRV durante 12
horas a una MOI de 10. A las 4 hpi el medio fue reemplazado por MEM sin metionina
suplementado con 25 pCi/mL de Easy Tag Express S>°, con el cual permanecieron hasta el
término de la infeccién. Enseguida, las particulas virales fueron purificadas mediante una
centrifugacién isopicnica con CsCl, pero la cantidad de particulas virales recuperadas fue tan
baja que fue imposible su analisis. Se utilizaron colchones de sacarosa para concentrar dichas
particulas virales, las cuales posteriormente fueron analizadas mediante ensayos tipo
Western blot, empleando como anticuerpos primarios un suero producido en conejo anti-

VP3 y el a-TLPs. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.23.
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Figura 6.23: Perfil proteico obtenido por ensayos tipo WB de las particulas virales ensambladas en presencia
de los siRNAs: Irrelevante (Irre), VP3, RNasa L y VP3/RNasa L. Empleando los anticuerpos policlonales anti-
VP3 (parte superior) y el anticuerpo policlonal a-TLPs (parte inferior). El nivel de cambio para cada
tratamiento se obtuvo con el siguiente algoritmo:

Como se observa en la Figura 6.23, al silenciar la expresién de VP3 la produccion de
particulas virales disminuyd drasticamente. Apenas es notable la presencia de la proteina
VP6 por WB. En cambio, al silenciar RNasa L o al co-silenciar VP3 y RNasa L, observamos la
presencia de las proteinas estructurales VP4, VP6 y VP7, aunque la cantidad de proteina viral

fue menor en ambos tratamientos comparado con la condicién control (Irre).
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Interesantemente en la condicidén de co-silenciamiento, pese a que practicamente la VP3 fue
indetectable, el resto de las proteinas estructurales fue detectable con el anti-TLPs y fue
practicamente equivalente a lo observado al silenciar RNasa L. Esta observacion sugiere que
las particulas virales se pueden ensamblar en ausencia de VP3, suceso completamente
desconocido hasta la fecha. Para determinar si estas particulas ademas eran infecciosas,
evaluamos la infectividad de las muestras obtenidas en cada tratamiento. En la Figura 6.24 se

muestra el resultado de dos experimentos independientes.
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Figura 6.24: Infectividad de las particulas virales ensambladas en presencia de los siRNAs: Irrelevante (Irre), VP3,
RNasa Ly VP3/RNasa L. Los resultados estan expresados como el porcentaje de UFFs observadas en el control
(células lipofectadas con el interferente irrelevante), que representa el 100%. Se muestran las medias
aritméticas mas desviacién estandar de dos experimentos independientes realizados por duplicado.

Cuando la VP3 fue silenciada, la progenie viral infecciosa disminuyé en mas de un 90%,
mientras que al silenciar la RNasa L, observamos que la progenie viral fue mayor que en la
condicidn control. Sorprendentemente, al co-silenciar VP3 y la RNasa L, encontramos que las
particulas carentes de la VP3 (al menos indetectable por Western blot) son igual de
infecciosas que las particulas virales completas. Si bien los resultados presentados hasta el
momento sélo corresponden a dos experimentos, sugieren que es posible el ensamble de
particulas virales infecciosas carentes de la proteina VP3. Serdn necesarios mas
experimentos, en donde sea posible la facil cuantificacion de las proteinas virales en las
particulas obtenidas, con el fin de sustentar esta hipdtesis. Una vez obtenidas las particulas
virales, sera interesante evaluar la presencia del Cap contenido en el RNA encapsidado en
estas condiciones asi como la actividad de guanilil-transferasa de estas particulas en ensayos

de transcripcion in vitro.
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ESTUDIO DE LOS MECANISMOS QUE MODULAN LA ViA OAS/RNasa L DURANTE LA
INFECCION POR ROTAVIRUS DE LA CEPA BOVINA UK

6.13 La disminucion de la proteina RNasa L tienen efecto en la produccidn de particulas

virales infecciosas

Dado el potencial antiviral del complejo OAS/RNasa L para restringir la infeccion de RRV,
decidimos evaluar el efecto de la ausencia de la proteina RNasa L en la produccién de
progenie viral (rendimiento viral) estudiando otra cepa de rotavirus, el rotavirus bovino UK.
Como se menciona en la introduccién y en parte de los resultados ésta cepa bovina se
comporta de manera diferente a la cepa de RRV en cuanto a sus requerimientos de entrada y
ademas, es mas sensible al pretratamiento de las células con interferdn. Para estos ensayos,
las células fueron lipofectadas con el siRNA correspondiente e infectadas con el rotavirus de
la cepa bovina UK para la determinacion del rendimiento viral. Los resultados se muestran en
la Figura 6.25. La eficiencia del silenciamiento de la RNasa L fue verificada mediante Western

blot y es mostrada en la misma figura.
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Figura 6.25: Efecto de la ausencia de la proteina RNasa L en la produccidn de particulas virales infecciosas. Los
resultados estan expresados como el porcentaje de UFFs observadas en el control (células lipofectadas con el
interferente irrelevante), que representa el 100%. Se muestran las medias aritméticas mas desviacién estandar
de al menos tres experimentos independientes por duplicado. El silenciamiento de la RNasa L se verificd por
ensayos tipo Western blot y se aprecia que se logré disminuir la proteinas de interés a niveles tan bajos, que fue
practicamente indetectable por el anticuerpo correspondiente. El anticuerpo a-vimentina se usé como control
de carga.
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Encontramos que en ausencia o al menos en niveles reducidos de la RNasa L, la cantidad de
virus UK infeccioso producido se triplicd; comparado con el virus producido en la condiciéon
control. Este resultado sugiere que el complejo OAS/RNasa L también tiene un papel
importante en la defensa celular contra la infeccion del rotavirus bovino UK. De los
resultados obtenidos con la cepa RRV, sabemos que la proteina VP3 tiene un papel
fundamental en el control de la RNasa L, por lo que decidimos evaluar el efecto de su
ausencia en la capacidad infecciosa del virus mediante ensayos de infectividad asi como la
cantidad de virus infeccioso producido (rendimiento viral); empleando para ello el siRNA

dirigido contra la VP3 de RRV. Los resultados se muestran en la Figura 6.26.

INFECTIVIDAD RENDIMIENTO VIRAL

1.0x10" 6.75x 10’
1009

90+
80 '
70+
60+

L
50 1.0x10

Infectividad (%)
Titulo Viral (UFF/mL)

] 2.84x10°

14.7 4
20 EX X3

304

104

T 1.0x 10“ T
Irre VvP3 Irre

siRNA:

Figura 6.26: Efecto de la ausencia de VP3 sobre la infectividad y produccion de particulas virales infecciosas.
Para la infectividad, los resultados estan expresados como el porcentaje de UFFs observadas en el control
(células lipofectadas con el interferente irrelevante), que representa el 100%. Se muestran las medias
aritméticas mds desviacion estandar de cuatro experimentos independientes por duplicado. Para la progenie
viral, los resultados se muestran como titulo viral en unidades formadoras de foco (UFFs)/mL. Los asteriscos
indican las diferencias significativas entre la infectividad de células tratadas con un siRNA irrelevante y las
tratadas con el resto de los siRNAs indicados en la figura (***P<0.001).
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En el contexto de la infeccion con UK, el tratamiento con el interferente de VP3 afectd
drasticamente tanto la infectividad como el rendimiento viral; comparado con el virus
producido en la condicion control. Este efecto fue incluso mayor al observado en la infeccién
con RRV. Los resultados obtenidos evidencian el importante papel de la proteina VP3 en el
ciclo infeccioso de UK. Para determinar la importancia relativa de las actividades de VP3
como 2-PDE y de guanilil-metil-transferasa en la infeccidn con UK, decidimos emplear la
estrategia de los dobles silenciamientos, tal como se hizo con RRV. La Figura 6.27 muestra los

resultados obtenidos.
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Figura 6.27: Rendimiento viral de UK en presencia de los siRNAs dirigidos contra las proteinas virales VP1y VP3,
solos o en combinacién con los siRNAs dirigidos a la RNasa L. Células MA104 fueron transfectadas con los
siRNAs indicados. A las 72 hpt, las células fueron o no infectadas con UK a una MOI de 3. A las 12 hpi, las células
fueron lisadas y los titulos virales fueron determinados por un ensayo de inmunoperoxidasa. Los resultados
estdn expresados como el porcentaje de UFFs observadas en el control (células lipofectadas con el interferente
irrelevante), que representa el 100%. Se muestran las medias aritméticas mds desviacion estdndar de tres
experimentos independientes realizados por duplicado.

Similar a lo observado para RRV, encontramos para UK que en ausencia de VP3 la progenie
viral disminuye, pero esta se incrementa en alrededor de tres veces cuando la RNasa L esta
disminuida. En ausencia de VP3 y RNasa L, encontramos que la progenie viral producida es

incluso mayor que la obtenida en nuestra condicidn control, lo que confirma la relevancia de
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la actividad de VP3 como PDE para el control de la actividad de RNasa L en el ciclo replicativo
de UK.

En conjunto, todos estos ensayos demuestran la importancia del control de la RNasa L por
VP3. En ausencia de VP3, la RNasa L se encuentra activa y es capaz de degradar los RNAs
virales de cadena sencilla. La falta de control de la RNasa L muy probablemente es la
responsable del fenotipo observado al silenciar VP3 relacionado a la disminucién de la

infectividad y progenie viral.

Si bien encontramos que la via OAS/RNasa L tiene la capacidad de limitar la infeccidn de los
rotavirus de las cepas RRV y UK, los resultados mostrados previamente indican que hay
diferencias entre ambas cepas en su capacidad de controlar la degradacion de los rRNAs
inducida por el dsRNA. En el caso de RRV, la degradacidon de los rRNAs es practicamente
indetectable en ausencia o presencia del RNA de doble cadena. En la infeccién con UK, no se
detecta la degradacion de los rRNAs, pero al transfectar dsRNA en células infectadas se
observé una severa degradacién de los rRNAs, a diferencia del comportamiento de RRY, lo
que sugiere que los mecanismos utilizados por UK para modular la via OAS/RNasa L podrian
ser menos eficientes que los de RRV, por lo que decidimos explorar la naturaleza de esta falta
de control observada en la cepa UK.

Como mencionamos previamente, los rotavirus UK y RRV tienen ciertas diferencias. Una de
estas es el tiempo de entrada a la célula. Mientras que el 75% de las particulas de RRV entran
a la célula en 60 min, en UK apenas entre un 15-20% de las particulas entran a la célula en
ese mismo periodo de tiempo (13). Dada esta diferencia en los tiempos de entrada,
podriamos proponer como hipdtesis que la falta de control de UK podria deberse a este
retraso en la entrada, que también resulta en un retraso en el inicio de la sintesis de
proteinas virales, entre ellas VP3. Para probar esta hipdtesis, infectamos células con RRV o
UK y a diferentes tiempos post infeccidén, la cantidad de proteina viral y la sintesis de

proteinas recién sintetizadas fueron evaluadas por WB e incorporacion de S* (Fig. 6.28).
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Tiempo post infeccion (h) Tiempo post infeccion (h)

Figura 6.28: Sintesis de novo de proteinas celulares y virales en células infectadas con los rotavirus de las cepas
UKy RRV. Células MA104 fueron infectadas a una MOI de 10 con los rotavirus de las cepas UK y RRV durante los
tiempos indicados. Treinta minutos antes de finalizar el tiempo de infeccion, las células fueron marcadas
durante 30 minutos con 25 uCi/mL de Easy Tag Express s¥ y posteriormente lisadas empleando buffer Laemmli.
Las proteinas marcadas fueron resueltas por SDS-PAGE y detectadas por autorradiografia (A). La tincién con azul
de Coomassie se realizd6 como un control de carga para cada uno de los puntos analizados (B). Geles
representativos de 4 experimentos independientes.

Es claro que desde la primera hora post infeccién se puede detectar la sintesis de proteinas
virales en las células infectadas con RRV, lo que no es tan notorio en la infeccién con UK y es
dificil determinar si en las primeras 3h de infeccidn hay sintesis de las proteinas virales. A las
6 vy 9 hpi, la sintesis de proteinas virales de UK es evidente, y la intensidad de las bandas
correspondientes a las proteinas virales es comparable con la observada en la infeccidn con
RRV. Dado que la VP3 es la proteina importante en el control del complejo OAS/RNasa L en
tiempos tardios de la infeccidn, las diferencias en la acumulacion de proteinas virales al inicio
de la infeccidn podrian sugerir que a los tiempos en donde la VP3 se requiere para un control
eficiente de la via, ésta aun no se encuentra en cantidades necesarias en la infeccién con UK.
Estos resultados fueron confirmados al evaluar por WB la cantidad de proteina total
sintetizada a diferentes tiempos post infeccidon (Figura 6.29). Como se observa en dicha
figura, la cantidad de VP3 apenas es visible en la infeccidn por UK a las 6 hpi, mientras que en
las células infectadas con RRV esta proteina es facilmente detectable desde las 3 hpi. En
conjunto, estos datos apuntan a que la falta de control en la degradacién de los rRNA

observada en las células infectadas y transfectadas al mismo tiempo con dsRNA, es debida a
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que la proteina VP3 no se encuentra en las cantidades suficientes para controlar esta

respuesta celular durante la infeccién con UK.

UK RRV
Tiempo post infeccion (h) Tiempo post infeccion (h)
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Figura 6.29: Ensayos tipo western blot para determinar la cantidad total de proteina viral producida durante la
infeccién de los rotavirus de las cepas UK y RRV. Células MA104 fueron infectadas a una MOI de 10 con los
rotavirus de las cepas RRV y UK durante los tiempos indicados. Finalizado el tiempo de infeccidn, las células
fueron lisadas empleando buffer Laemmli. Las proteinas fueron resueltas por SDS-PAGE y procesadas para
ensayos tipo Western blot, los anticuerpos empleados son indicados en la figura. El anticuerpo a-vimentina se
usé como control de carga.
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VIl. DISCUSION

Para que los virus puedan completar su ciclo infeccioso de manera exitosa, deben
sobrepasar los mecanismos de defensa de sus hospederos. Para esto, los virus han
desarrollado diversas estrategias que les permiten contender con tales mecanismos. Como se
ha mencionado a lo largo de este trabajo, los IFN son la primera linea de defensa contra las
infecciones virales y son parte fundamental de la respuesta inmune innata. No obstante, su
papel en la infeccién con RVs no es del todo comprendida. Hasta el momento, es claro que
en humanos y otros mamiferos, la infeccidn con rotavirus induce la respuesta mediada por
IFN, sin embargo su importancia en el control de la infeccién y de la enfermedad es
controversial. También es claro que la sensibilidad o resistencia a los IFNs depende del
contexto celular y las cepas virales. Por ejemplo, la replicaciéon de la cepa bovina UK en
fibroblastos murinos esta restringida por la respuesta de los IFNs, mientras que la cepa de
simio RRV es insensible a tal respuesta en el mismo contexto celular (3, 4, 47).

En este trabajo caracterizamos como la via antiviral OAS/RNasa L, uno de los mecanismos
efectores de la respuesta de IFN, es activada durante la replicacién de rotavirus en células
MA104. Encontramos que los rotavirus son capaces de controlar la activacidon de la RNasa L,
al menos por dos mecanismos diferentes. El primero ocurre en tiempos tempranos de la
infeccion, durante las primeras interacciones virus-célula, en donde las proteinas de la capa
externa VP4 y/o VP7, estan involucradas. Esta observacion se basa en los resultados
obtenidos al infectar células con TLPs y con virus inactivados. Ambos tipos de particulas son
capaces de prevenir la degradaciéon de los rRNAs inducida por el dsRNA. En contraste, al
lipofectar células con DLPs (que carecen de las proteinas de la capa externa), no observamos
el control del complejo en tiempos tempranos de la infeccion. Este fendmeno se observd
también en los ensayos con SIPs, lo cual sugiere fuertemente que VP4 es la proteina
responsable de este control en tiempos tempranos de la infeccién, aunque aun cabe la
posibilidad de la participacién de VP7. Con estos resultados, proponemos que las
interacciones iniciales entre las proteinas de la capa externa de la particula viral con sus

receptores celulares desencadenan un proceso celular que culmina en la inactivacién de la
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RNasa L, pese a la presencia de los activadores de la misma (dsRNA o 2°5-A). La identidad de
los elementos celulares involucrados en esta primera inhibicién aun es desconocida, pero
cualquiera de los receptores y co-receptores celulares que participen en las primeras
interacciones virus-célula podria estar facilitando dicho proceso inhibitorio, como por
ejemplo, el acido sidlico, las integrinas a,B1, a,Bs y 0xpB2, la proteina de choque térmico hsc70
o bien la proteina JAM-A. Previamente se habia reportado que la sola entrada de rotavirus a
su célula hospedera es el evento minimo necesario para que se monte una respuesta
antiviral. En ese trabajo encontraron que particulas inactivadas de RVs indujeron Ia
produccién de la proteina antiviral p16, sin la necesidad de sintesis de proteinas o acidos
nucleicos virales (69); por lo que la hipdtesis de que los rotavirus controlen la via OAS/RNasa
L desde la entrada a su célula huésped, es acorde a lo previamente observado para RVs. Por
otra parte, se ha reportado la participacién de ciertas integrinas en mecanismos involucrados
en la induccién de estados refractarios de la célula que involucran la participacién de los
dominios ITIM (87-90). Las interacciones de VP4 con las integrinas podrian ser las
responsables de iniciar un mecanismo celular capaz de inhibir la respuesta de la RNasa L, aun
en presencia de sus activadores.

El segundo mecanismo antagdnico del complejo OAS/RNasa L se pone en marcha una vez
gue la sintesis de las proteinas virales inicia. La proteina VP3, recién sintetizada, es capaz de
degradar a los 2°5-A con su actividad de PDE, lo que previene la dimerizacién y activacion de
la RNasa L. Encontramos que las TLPs, DLPs y SIPs son particulas que cuentan con esta
capacidad moduladora en tiempo tardios de la infeccion, mientras que las particulas
inactivadas, asi como las tratadas con los anticuerpos neutralizantes, pese a que son capaces
de mediar la inhibicién de la RNasa L en tiempos tempranos de la infeccién, al no poder
sintetizar nuevas proteinas virales, no controlan la activacién de la RNasa L, evidenciando asi
la importancia de la sintesis de la VP3 para el control eficiente de la via antiviral OAS/RNasa
L. Tradicionalmente se ha asumido que la principal actividad de la VP3 en el ciclo infeccioso
de los RVs es la adicidn del Cap en el extremo 5" de los transcritos virales (64). Evidencias
recientes sugieren que este proceso es poco eficiente y que sdlo una pequeia fraccidon de la

poblacién de transcritos virales contienen Cap. Por tal motivo, se ha propuesto que los
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transcritos virales carentes de Cap podrian ser los patrones moleculares responsables; en
parte, de activar la respuesta antiviral contra los rotavirus en las células infectadas (91). La
recién descrita actividad de VP3 como PDE que le permite degradar a los 2°5-A para prevenir
la activacidn de la RNasa L, hace sentido con los reportes previos que proponen a VP3 como
un factor de virulencia, que permite al virus evadir la respuesta inmune (47, 63).

Para determinar la relevancia biolégica de la actividad de VP3 como PDE, asi como su
actividad de guanilil-metil-transferasa en el ciclo replicativo de los RVs se silenciaron
simultdneamente las proteinas VP3 y RNasa L, bajo el supuesto de que en ausencia de la
RNasa L, se podria evaluar la importancia de la actividad de guanilil-metil-transferasa de VP3.
Previo a este trabajo se habia caracterizado el efecto sobre la progenie viral, transcritos
virales y dsRNA en ausencia de VP3 y VP1, lo cual resulta en una drdstica disminucion en
dichos productos (79). La explicacion de este fenotipo no fue facil, ya que se esperaba que en
ausencia de VP3 la sintesis de proteinas virales resultara drasticamente afectada, debido a la
ausencia de la estructura Cap en los transcritos virales, sin embargo la sintesis de proteinas
virales no se afectd. Hay una serie de resultados que sugieren que la traduccién de los
mensajeros de RVs podria ser Cap independiente. En nuestro grupo de trabajo hemos
observado que al silenciar de manera individual a las proteinas que forman parte del
complejo del inicio de la traduccidn, incluida la proteina elF4E (proteina de unidn al Cap), la
sintesis de proteinas virales no se ve afectada.

Al silenciar simultdneamente a las proteinas VP3 y RNasa L, encontramos que en ausencia de
la RNasa L, los niveles de los transcritos virales se restablece. Es importante hacer notar que
en estas condiciones, la actividad de guanilil-metil-transferasa de VP3 esta drdsticamente
disminuida, no obstante ni la cantidad de transcritos ni la producciéon de particulas virales
infecciosa se ve afectada. Estos ensayos también sugieren que los mRNAs sin Cap pueden ser
encapsidados y a partir de ellos se pueden ensamblar nuevas particulas virales infecciosas o
bien podrian evidenciar las funciones del Cap, no relacionadas ni con la estabilidad de los
mensajeros ni con su traduccién, y que con ciertos virus se han asociado al promover el
ensamble de particulas infecciosas. Para poder distinguir entre estas dos hipdtesis, serd

necesario cuantificar el Cap de las particulas ensambladas en ausencia de VP3 y compararlo
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contra la condicién control. Para ciertos alfavirus se ha reportado que durante su ciclo
replicativo se produce una gran cantidad de transcritos virales carentes de Cap, que forman
parte de las particulas virales que se producen en la célula infectada. La infectividad de estas
particulas resultd ser menor en comparacién con las particulas virales que contienen RNA
con Cap y los autores proponen que este fendmeno podria ser parte de la explicacién de la
alta proporciéon entre particulas fisicas y particulas infecciosas observadas durante la

infeccidn con estos alfavirus (92).

Al comparar como los rotavirus de las cepas RRV y UK modulan la via OAS/RNasa L,
encontramos grandes diferencias. Previamente se habia reportado que los rotavirus de la
cepa UK en determinados contextos celulares son sensibles a los IFN, mientras que los
rotavirus de la cepa RRV, son capaces de contender con tal respuesta. Con base en los
resultados obtenidos en este trabajo, podriamos proponer que en parte, la capacidad de RRV
de modular eficientemente la via OAS/RNasa L estd involucrada en su resistencia a los IFN.
Los mecanismos moleculares que definen la diferencia entre la capacidad de RRV y UK de
controlar el complejo OAS/RNasa L estan en estudio. Si bien hemos encontrado que la
sintesis retardada de VP3 en células infectadas con UK, podria ser un factor que limite la
capacidad de esta cepa para controlar dicho complejo, al analizar las secuencias de
aminodcidos de VP3 para ambas cepas, encontramos diferencias en las secuencias
(mostradas en la Figura 7.0) que si bien no implican alteraciones en las triadas cataliticas para

su actividad como PDE, podrian repercutir en la eficiencia de dicha actividad.
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Figura 7.0: Comparacion de la secuencia de aminodacidos del extremo carbonilo terminal de la proteina VP3 de
las cepas UK y RRV. En cuadros rojos se muestran los aminodcidos que conforman las triadas cataliticas,
esenciales para su actividad como PDE.
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Vill. CONCLUSIONES

La via OAS/RNasa L tiene actividad antiviral frente a la infeccidén por los rotavirus de
las cepas RRV y UK.

Los rotavirus de la cepa RRV modulan la via OAS/RNasa L mediante un proceso
multifactorial de al menos dos etapas:

a) en tiempos tempranos de la infeccion; en donde las proteinas de la capa externa
VP4 y/o VP7 estan involucradas.

b) en tiempos tardios de la infeccion, en donde la VP3 recién sintetizada toma el
control de la via OAS/RNasa L.

La actividad de VP3 como 2-fosfodiesterasa le permite catalizar la hidrélisis de los
enlaces 2'5-fosfodiester de los 2°5-A, previniendo de esta manera la activacién de la
RNasa L.

La sintesis de novo de las proteinas de capa externa (VP4/VP7) no son requeridas para
el control de la via OAS/RNasa L en tiempos tardios de la infeccién de RRV.

En la infeccién de células MA104 por RRV, la actividad de 2-fosfodiesterasa de la VP3
para controlar la via OAS/RNasa L es importante para la estabilidad de los transcritos
virales y la produccién de particulas virales infecciosas.

En nuestro modelo de estudio, la actividad de VP3 como metil-guanilil-transferasa no
parece ser esencial en el ciclo infeccioso de los rotavirus RRV y UK, a menos a nivel del
ensamble de particulas virales.

El silenciamiento de VP3 afecta drasticamente la infectividad y el rendimiento viral de
los rotavirus de la cepa bovina UK.

El control de la via OAS/RNasa L por UK no es tan eficiente como el de RRV.
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IX. PERSPECTIVAS

Caracterizar cdmo los rotavirus de la cepa RRV modulan la via OAS/RNasa L en
tiempos tempranos de la infeccién:
Identificar el o los componentes virales y celulares involucrados.

Identificar los mecanismos moleculares involucrados en este control.

Determinar las bases moleculares de las diferencias en la capacidad moduladora de la
via OAS/RNasa L por los rotavirus de la cepa RRV y UK.
Determinar por ensayos in silico e in vitro si hay diferencias en la actividad de PDE de

la VP3 de los rotavirus de las cepas UKy RRV.

Determinar la relevancia biolégica de la actividad de VP3 como guanilil-metil-

transferasa en el contexto de la infeccidn por rotavirus.

Caracterizar la importancia de la via OAS/RNasa L en la infeccion por cepas de

rotavirus que infectan humanos: Wa, YM.

Evaluar el uso de farmacos inhibidores de las 2-PDEs en modelos animales como
posible alternativa terapéutica para la gastroenteritis aguda ocasionada por los
rotavirus.

Evaluar la estructura Cap presente en el RNA encapsidado.
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ABSTRACT

The innate immune response is the first line of defense of the host cell against a viral infection. In turn, viruses have evolved a
wide variety of strategies to hide from, and to directly antagonize, the host innate immune pathways. One of these pathways is
the 2'-5'-oligoadenylate synthetase (OAS)/RNase L pathway. OAS is activated by double-stranded RNA (dsRNA) to produce
2'-5' oligoadenylates, which are the activators of RNase L; this enzyme degrades viral and cellular RNAs, restricting viral infec-
tion. It has been recently found that the carboxy-terminal domain (CTD) of rotavirus VP3 has a 2'-5'-phosphodiesterase (PDE)
activity that is able to functionally substitute for the PDE activity of the mouse hepatitis virus ns2 protein. This particular phos-
phodiesterase cleaves the 2'-5'-phosphodiester bond of the oligoadenylates, antagonizing the OAS/RNase L pathway. However,
whether this activity of VP3 is relevant during the replication cycle of rotavirus is not known. Here, we demonstrate that after
rotavirus infection the OAS/RNase L complex becomes activated; however, the virus is able to control its activity using at least
two distinct mechanisms. A virus-cell interaction that occurs during or before rotavirus endocytosis triggers a signal that pre-
vents the early activation of RNase L, while later on the control is taken by the newly synthesized VP3. Cosilencing the expression
of VP3 and RNase L in infected cells yields viral infectious particles at levels similar to those obtained in control infected cells,
where no genes were silenced, suggesting that the capping activity of VP3 is not essential for the formation of infectious viral
particles.

IMPORTANCE

Rotaviruses represent an important cause of severe gastroenteritis in the young of many animal species, including humans. In
this work, we have found that the OAS/RNase L pathway is activated during rotavirus infection, but the virus uses two different
strategies to prevent the deleterious effects of this innate immune response of the cell. Early during virus entry, the initial inter-
actions of the viral particle with the cell result in the inhibition of RNase L activity during the first hours of the infection. Later
on, once viral proteins are synthesized, the phosphodiesterase activity of VP3 degrades the cellular 2'-5'-oligoadenylates, which
are potent activators of RNase L, preventing its activation. This work demonstrates that the OAS/RNase L pathway plays an im-
portant role during infection and that the phosphodiesterase activity of VP3 is relevant during the replication cycle of the virus.

Rotaviruses, an important cause of severe gastroenteritis in the
young of many animal species, including humans, are nonen-
veloped viruses formed by a triple-layered capsid surrounding the
viral genome composed of 11 segments of double-stranded RNA
(dsRNA). After entering the cell, the incoming rotavirus particle is
uncoated, losing the outermost-layer proteins, VP4 and VP7,
yielding a transcriptionally active double-layered particle (DLP)
that consists of VP6 and the core proteins VP2, VP1, and VP3. The
viral RNA transcripts encode six structural and six nonstructural
proteins (1). These transcripts also serve as the templates for the
synthesis of RNA negative strands to form the dsRNA genomic
segments. Naked genomic viral dsRNA genome is never exposed
in the cytoplasm, since it is transcribed and replicated inside rep-
lication intermediate particles by VP1, the viral RNA-dependent
RNA polymerase (RdRp), and capped by VP3, the guanylyl- and
methyltransferase of the virion (2). The replication of the viral
RNA and the initial morphogenesis of the virions take place in
viroplasms (perinuclear, electrodense cytoplasmic structures),
concurrently with the packaging of RNA transcripts into core-
replication intermediate particles (3). This process leads to the
production of new, transcriptionally active DLPs that initiate an
enhanced second round of transcription (4).

The host response to viral dsRNA is a key component of the
interferon (IFN) system and represents the first line of defense of
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the cells against virus infection. Viruses have evolved different
strategies to hide their genetic material from the cell sensors. If
detected, however, viruses have also developed a series of coun-
termeasures to prevent the deleterious effects of the antiviral re-
sponses of the cell (5, 6). During rotavirus replication, the
genomic dsRNA hides from the IFN system within replication
intermediates immersed in viroplasms. However, several findings
suggest that rotaviral RN As, most probably highly structured viral
transcripts or uncapped viral mRNAs, are exposed to cell sensors
at some point during the replication cycle: viral dsRNA has been
detected in the cytoplasm of infected cells by a monoclonal anti-
body (MAb) that recognizes dsRINA stretches longer than 40 bases
(7), the RN A sensors RIG-I and MDAS are activated and mediate the
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IEN response in the rotavirus-infected cell (8, 9), and the dsRNA-
dependent kinase PKR is activated and phosphorylates translation
factor elF2a (a subunit of eukaryotic initiation factor 2) (10).

The presence of cytoplasmic dsRNA also triggzrs the activation
of the 2'-5'-oligoadenylate synthetase/RNase L (OAS/RNase L)
pathway, which catalyzes the degradation of most RNAs, contrib-
uting to a general shutoff of the protein synthesis (11). dsRNA
induces the oligomerization of the 2'-5'-oligoadenylate synthe-
tase (OAS), activating it. Active OAS synthesizes 2'-5"-oligoad-
enylates (2-5 A) by using ATP as a substrate; in turn, 2-5 A bind
with high specificity and affinity to monomeric, inactive RNase L,
inducing its dimerization and its activation. This RNase cleaves
within single-stranded regions of cellular or viral RNA, mainly on
the 3’ sides of UpAp and UpUp dinucleotides, leaving 3-phospho-
ryl and 5-hydroxyl groups at the termini of the RNA cleavage
products (11).

It was recently reported that the carboxy-terminal domain
(CTD) of rotavirus strain SA11 VP3 has a 2'-5'-phosphodies-
terase (2-5-PDE) activity, similar to that of the ns2 protein of the
coronavirus mouse hepatitis virus (MHV), which antagonizes the
antiviral activity of RNase L by degrading 2-5 A (12, 13). By se-
quence analysis, ns2 and VP3 were predicted to be members of a
LigT-like family of the 2H phosphodiesterase superfamily. The
members of this superfamily are characterized by the presence of 2
conserved catalytic histidine residues and include both viral and
cellular proteins of diverse origins (14). It has been shown that the
VP3 CTD has PDE activity in vitroand when transiently expressed
in mammalian cells. Furthermore, the VP3 CTD is able to func-
tionally substitute for ns2 during MHV infection (13). More re-
cently, the CTD of rotavirus strain rhesus rotavirus (RRV) has
been cocrystallized with its substrate 2-5 A, and its in vitro activity
has been demonstrated elsewhere (15). However, the role of this
activity of VP3 during rotavirus infection has not been explored.

Since several dsRNA-induced mechanisms are triggered dur-
ing rotavirus infection, in this work we studied whether the OAS/
RNase L pathway is activated in rotavirus-infected cells and also
characterized the strategies used by the virus to counteract this
cellular defense system. We found that during infection the OAS/
RNase L pathway is activated; however, rotavirus is able to coun-
teract this system using at least two mechanisms. The first prevents
the early activation of the pathway during virus entry, and in the
second mechanism the PDE activity of VP3 plays an important
role to control the activation of RNase L.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and viruses. The rhesus kidney epithelial cell line MA104
(ATCC), grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)-re-
duced serum (Thermo Scientific HyClone, Logan, UT) supplemented
with 5% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Biowest, Kansas City,
MO) at 37°C in a 5% CO, atmosphere, was used for all experiments
carried out in this work. The simian rotavirus strain RRV used in this work
has been described previously (16) and was propagated in MA104 cells as
described previously (17). Prior to infection, rotavirus cell lysates were
activated with 10 pg/ml of trypsin (Gibco Life Technologies, Carlsbad,
CA) for 30 min at 37°C. For some assays, RRV was inactivated by treat-
ment with psoralen and UV as previously reported (18). Briefly, an RRV
lysate was mixed with psoralen (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) to a final
concentration of 40 pg/ml and was exposed to a UV lamp for 2 h on ice.
To verify the inactivation, the titer of the UV-psoralen-treated virus was
determined by an immunoperoxidase focus assay, and the integrity of the
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viral particles was determined by a hemagglutination assay. Inactivated
RRV is here referred to as iRRV.

Reagents and antibodies. The small interfering RN As (siRNAs) were
purchased from GE Healthcare Dharmacen (Lafayette, CO). The se-
quences of the siRNAs against the rotavirus genes used in this work have
been previously reported (10). As an irrelevant control, the siGENOME
nontargeting siRNA 3 from Dharmacon was used. A monoclonal anti-
body (MAb) to RNase L and polyclonal antibodies to OAS1 and OAS3
were obtained from Abcam (Cambridge, MA). Rabbit hyperimmune sera
to rotavirus VP1 (anti-VP1), to NSP5 (anti-NSP5), and to a recombinant
human vimentin (anti-Vim) were produced in our laboratory. MAb 159
was kindly donated by H. B. Greenberg, Stanford University; Stanford,
CA, and MAb HS2 was previously described (19). Horseradish peroxi-
dase-conjugated goat anti-rabbit polyclonal and anti-mouse antibodies
were purchased from PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA). The 5'-
phosphorylated 2'-5"-linked oligoadenylates (2-5 A) were kindly pro-
vided by R. Silverman (Cleveland Clinic, Cleveland, OH).

Transfection of siRNAs, poly(I-C), dsRNA, and 2-5 A. Transfection
and cotransfection of siRNAs into MA104 cells were performed in 48-well
plates using a reverse transfection method as described previously (20).
To transfect poly(I-C), dsRNA, or 2-5 A, MA104 cells previously trans-
fected or not with the indicated siRNAs were incubated for 1 h at 37°C
with minimum essential medium (MEM) containing Lipofectamine 2000
(26.66 wl/ml; Invitrogen, Carlsbad, CA) and 5 pg/ml of synthetic
poly(I-C) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 10 pg/ml of purified viral
dsRNA, or 2.5 uM 2-5 A. After this time, the transfection mixture was
replaced with MEM and the cells were incubated for different times at
37°C before harvesting. None of the siRNAs tested were toxic for the cells,
as determined by a lactate dehydrogenase (LDH) release assay, using a
commercial kit (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO).

Radiolabeling of proteins. Cells grown in 48-well plates, transfected
or not with siRNAs, were mock infected or infected with rotavirus at a
multiplicity of infection (MOI) of 10. At different times postinfection, the
medium was replaced by MEM without methionine supplemented with
25 pCi/ml of Easy Tag Express *°S labeling mix (Dupont NEN, Boston,
MA) and incubated for 30 min at 37°C. Cells were lysed in Laemmli
sample buffer, and the samples were resolved by 6% or 10% SDS-PAGE,
followed by autoradiography

Immunoblot analysis. Cells were lysed in Laemmli sample buffer and
denatured by boiling for 5 min. Proteins in cell lysates were separated by
10% SDS-PAGE and transferred to Immobilon NC (Millipore Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) membranes. The membranes were blocked
by incubation with 5% nonfat dry milk in phosphate-buffered saline
(PBS) for 1 hat room temperature and with primary antibodies diluted in
PBS containing 5% milk, followed by incubation with secondary, species-
specific, horseradish peroxidase-conjugated antibodies, as previously re-
ported (20). The peroxidase activity was developed using the Western
Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer Life Sciences,
Boston, MA) according to the manufacturer’s instructions. The blots were
also probed with an antivimentin antibody, which was used as a loading
control.

rRNA cleavage assays. Total cellular RNA was isolated at different
times postinfection using the PureLink RNA minikit (Ambion-Life Tech-
nologies, Carlsbad, CA). RNA was quantitated using a NanoDrop ana-
lyzer, and equal amounts of RNA were loaded and resolved on RNA chips
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) using an Agilent 2100 Bioana-
lyzer. To quantitate the activity of RNase L, the bands corresponding to
18S and 28S rRNAs and their degradation products were calculated using
the Eukaryote Total RNA Nano software (version 2.61).

Triple-layered particles (TLPs), DLPs, spikeless particles, and
dsRNA purification. MA104 cells grown in 150-cm® flasks were infected
as described previously and were harvested 14 h postinfection (hpi), the
viral lysates were freeze-thawed three times, and viral particles were con-
centrated by ultracentrifugation for 1 h at 30,000 rpm at 4°C in an SW40
rotor (Beckman, Fullerton, CA). To obtain spikeless particles, cells were
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FIG 1 The yield of infectious virus increases when the expression of OAS1 and
RNase L is silenced. (A) MA104 cells were transfected with the indicated
siRNAsand 72h posnrmfution were infected with RRV atan MOI of 3. At 12
hpi, cells were lysed and the virus titer was determined by an immunoperoxi-
dase focus forming assay as described in Materials and Methods. Data are
i as the ges of the infectivity obtained when the cells were
mnsfecled with an irrelevant siRNA (Irre), which was taken as IDO% infectiv-
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FIG 2 rRNA is not degraded during rotavirus infection. MA104 cells were
mock infected or infected with RRV at the indicated MOIs or transfected with
5 wg/ml of poly(I-C) for 6 h (A) or infected atan MOI of 10 and harvested at the
indicated times (B). Total RNA was extracted, and rRNA integrity was ana-
lyzed on the Agilent Bioanalyzer system; the migrations of 185 and 285 rRNAs
are indicated. Data shown are from one representative of least two indepen-
dent experiments. The RNA integrity number (RIN) was determined using the
Bi lyzer system. MW, molecular weight.

ity. The arithmetic means * standard deviations from three i dent ex-
periments performed in duplicate are shown. The asterisks indicate significant
differences between the infectivities of irrelevant and OASI, OAS3, and RNase
L siRNA-transfected cells (***, P = 0.001). (B) Representative immunoblot
analysis of cell lysates from cells transfected with the indicated siRNAs, Expres-
sion of OAS1, OAS3, and RNase L was detected with the indicated antibodies.
Vimentin (Vim) was used as a loading control.

transfected with an siRNA directed to VP4 (21) for 72 h before rotavirus
infection.

The viral pellets were resuspended in TNC buffer (10 mM Tris-HCl
[pH 7.5], 140 mM NaCl, 10 mM CaCl ). sonicated lhroe times for 20s,
extracted with Genetron (trichl hane), and used to ob-
tain either genomic viral dsRNA or viral particles. To obtain genomic
dsRNA, the virus suspension was pelleted through a 40% sucrose cushion
by centrifugation for 1 h at 30,000 rpm at 4°C in a SW40 rotor, and viral
dsRNA was isolated from the pellet by extraction with phenol-chloro-
form. To purify viral particles (DLPs, TLPs, and spikeless particles), CsCl
was added to the aqueous phase obtained from the Genetron extraction to
obtain a density of 1.36 g/cm®, the mixture was centrifuged for 18 h at
36,000 rpm in an SW55 Ti rotor (Beckman, Fullerton, CA) at 4°C, and the
opalescent bands corresponding to TLPs, spikeless particles, and DLPs
were collected by puncture. The band corresponding to DLPs was diluted
in TNE buffer (10 mM Tris-HCl [pH 7.5], 140 mM NaCl, 5mM EGTA) to
remove the remaining outer layer proteins of the particles, and the viral
particles were pelleted as described above.

Lipofection of DLPs and spikeless particles. Confluent cells were
transfected with DLPs or spikeless particles using Lipofectamine (Invitro-
gen, Carlsbad, CA) as previously described (7). Briefly, DLPs (10 pg/ml)
or spikeless particles (15 pg/ml) were diluted in MEM and incubated with
amixture of Lipofectamine in MEM for 20 min at room temperature. One
hundred microliters of this mixture was added to the cells for 1 hat 37°C,
and then cells were washed with MEM. Cells were lysed at different times
postlipofection.

Northern blotting. Total cellular RNA was isolated using TRIzol re-
agent (Ambion-Life Technologies, Carlsbad, CA), separated on a 5%
acrylamide-8 M urea-Tris-borate EDTA (TBE) gel, and transferred to
Hybond-N~ membranes (Amersham, GE Healthcare, Buckinghamshire,
United Kingdom); the transferred RNA was UV cross-linked twice and
probed with a **P-labeled oligonucleotide (5'GAGCAATCTTCATGGTT
GGAA3') complementary to RRV gene 10 or with oligonucleotide 5'CT
CCTGGTGGTGCCCTTCS', complementary te the 185 rRNA, which
was used as a loading control. Both oligonucleotides were labeled using
[y-"*P]ATP and T4 polynucleotide kinase (New England Biolabs, Ips-
wich, MA). Hybridizations were performed at 42°C for 19 h in ULTRA-
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hybR-OligoHybridization buffer (Ambion-Life Technologies, Carlsbad,
CA). Hybridized membranes were washed twice in 2 S5C (1X S5C is
0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citrate) with 0.1% SDS for 30 min each
tlme and then exposed to the Phosphor Screen system (GE Healthcare,
hamshire, United Kingdom). The i y of each hybridization
ba.nd was quantlﬁmd by dcnsitometry using Image I (version 2.0.0).
Statistical analysis. Statistical significance was evaluated using a one-
way analysis of variance (ANOVA) test followed by Tukey’s multiple com-
parison posttest using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.).

RESULTS
The OAS/RNase L pathway becomes active during rotavirus in-
fection. To determine if the OAS/RNase L pathway plays a role
during the infection cycle of rotaviruses, we silenced the expres-
sion of OAS1, OAS3, and RNase L by RNA interference (RNAi)
and characterized the effect of their knockdown on viral infectiv-
ity. In these experiments, MA104 cells were transfected with the
indicated siRNAs, and 72 h posttransfection, the cells were mock
infected or infected with the simian rotavirus strain RRV. Twelve
hours postinfection, cells were lysed, the amount of infectious
virus produced was determined by an immunoperoxidase focus-
forming assay (Fig. 1A), and the effectiveness of the silencing was
assessed by Western blotting (Fig. 1B). We found that while si-
lencing the expression of OAS3 did not significantly affect the
infectivity of RRV, the knockdown of OAS1 and RNase L resulted
in about a 2-fold increase in viral infectivity, suggesting that this
pathway has a slight deleterious effect during rotavirus infection.
The activation of the OAS/RNase L pathway has as a conse-
quence the degradation of RNA, which can be assessed by the
integrity of rRNAs (22). To characterize the level of activation of
this pathway during the infection process, we evaluated the integ-
rity of rRNAs in cells infected with RRV at different MOIs, com-
pared with that of mock-infected cells, by RNA chip analysis using
an Agilent Bioanalyzer. As a control for activation, we transfected
the cells with poly(1-C), which is a well-characterized inducer of
the OAS/RNase L pathway. We found that while transfection of
cells with poly(I-C) induced a clear degradation of the 185 and 285
rRNAs, no rRNA degradation was observed in cells that were in-
fected with different MOIs of rotavirus RRV (Fig. 2A) or harvested
at different times postinfection (Fig. 2B).
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FIG 3 RRYV infection prevents the degradation of rRNAs induced by dsRNA or 2-5 A. (A) MA104 cells were mock infected or infected with RRV (MO of 10)
and transfected with 5 pg/ml of poly(I-C), 10 pg/ml of purified rotavirus dsRNA (dsRNA), or 2.5 uM 2-5 A. At 9 hpi, the cells were lysed, and total RNA was
purified and analyzed on the Agilent Bioanalyzer system. (B} Thc dcavngc produ,cts of 185 and 285 rRNAs were quantitated under each condition, using the
B:oanalyzer system as described in Materials and Method B logical replicates run in the Bioanalyzer, the areas below the curves of the regions
corresp gto 185, 285,b 185 and 285, and below 188 (mdnmed by roman numerals I to IV) were calculated from the electrophe: and their sum
was taken as 100%, The fraction represented by each band was then calculated. Data show the arithmetic means * standard deviations from three independent

experiments.

The rRNA degradation triggered by dsRNA or 2-5 A is pre-
vented during rotavirus infection. We next explored if the lack of
degradation of rRNA observed in rotavirus-infected cells was due
to a lack of activation of the pathway or to an inhibition of the
activity of RNase L. For this, mock-infected or RRV-infected
MA104 cells were transfected with either purified viral dsRNA or
2-5 A, and at 9 hpi total RNA was extracted and analyzed for its
integrity as indicated above. We found that while there was a clear
degradation of rRNAs in cells transfected with either dsRNA or
2-5 A, when the transfected cells were infected with rotavirus at
the same time, the degradation of rRNAs was prevented (Fig. 3A
and B). These results suggest that the degradation of rRNAs in-
duced by the OAS/RNase L pathway appears to be prevented dur-
ing RRV infection. The observation that the degrzdation of rRNAs
was prevented when 2-5 A were used suggests that the control
exerted by the virus infection was at the level of preventing the
activation of RNase L.

Rotavirus infection counteracts the OAS/RNase L pathway
by at least two different mechanisms. To characterize the mech-
anism through which rotavirus prevents the activation of the
OAS/RNase L pathway, we first studied if the entry of the virus had
a role in the control of the pathway. To achieve this, cells were
either infected with purified triple-layered particles (TLPs) or
transfected with double-layered particles (DLFs) that lack the
outer layer of the virus and are unable to enter the cells but when
introduced into the cytosol by lipofection are competent to start a
productive virus replication cycle. At the same time, cells were
transfected or not with dsRNA and were then harvested at differ-
ent times to determine the integrity of the rRNAs. Figure 4A shows
that when the cells were infected with TLPs and either treated or
not with dsRNA, no degradation of rRNA was detected; in con-
trast, when the cells were only transfected with dsRNA, there was
a time-dependent increase in the amount of rRNA degradation
observed. When DLPs were transfected into cells, we found that
there was a limited degradation of rRNA that reached a plateau
between 3 and 6 hpi. When cells were lipofected with DLPs and
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with dsRNA, we found that the amount of rRNA degraded was
larger and, similarly, it reached a plateau between 3 and 6 hpi,
although the level of degradation achieved was less than half of
that obtained when dsRNA was transfected alone. To discard the
possibility that the lipofectant reagent was causing this effect, pu-
rified TLPs were mixed with Lipofectamine and used to infect cells
that were transfected or not with dsRNA. In these assays, we found
that there was no noticeable degradation of rRNA at any time
postinfection in the presence or absence of dsRNA (results not
shown), indicating that the effect observed with DLPs was not due
to the lipofectant. These results suggest that the entry process of
the virus might trigger a signal that prevents the early activation of
the OAS/RNase L pathway. In addition, a second mechanism ac-
tivated at a later stage of virus replication to control the rRNA
degradation (between 3 and 6 hpi) seems to be operational.

To test whether the second step of control of rRNA degrada-
tion induced by rotavirus infection was mediated by a viral prod-
uct synthesized in infected cells, cells were infected with viral par-
ticles inactivated by treatment with psoralen-UV and then
transfected or not with dsRNA. These viral particles are able to
bind and enter the cells, but they are unable to initiate the tran-
scription of viral mRNAs. We found that there was no degradation
of rRNA during the first 3 hpi in cells infected with UV-inactivated
virions and transfected with dsRNA, but thereafter, the degrada-
tion of rRNA increased with time (Fig. 4B). Taken together, these
results suggest that the entry of viral particles triggers a signal that
prevents the initial degradation of rRNA, and later on, the virus
has a second mechanism, which depends on the de novo synthesis
of a viral component, to keep the RNase L inactive.

The outer layer proteins are involved in controlling the acti-
vation of RNase L. Since DLPs were unable to prevent the initial
activation of RNase L, we tested whether VP4, VP7, or both were
responsible for this initial control. To establish the role of VP4, we
characterized the effect of transfecting spikeless particles (con-
taining three layers of proteins formed by VP2, VP6, and VP7 but
not VP4) on the degradation of rRNA. These particles were puri-
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FIG 4 Rotavirus infection counteracts the OAS/RNase L pathway in at least two different steps. (A) MA104 cells were either infected with CsCl-purified TLPs
or transfected with 10 ug/ml of DLPs. At the same time, the cells were transfected or not with 10 pg/ml of purified rotavirus dsRNA (dsRNA). At the indicated
times, the cells were harvested and total RNA was purified and analyzed on a Bioanalyzer. (B) MA104 cells were infected either with RRV (MOI of 10) or with

UV-psoralen-inactivated (iRRV) rotavirus and at the same time transfected or not with dsRNA (10 pg/mil). Cells were harvested at the indicated times, and total
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fied from RRV-infected cells in which the expression of VP4 was
silenced by RNAI (Fig. 5A, inset). We have previously shown that
these particles, like DLPs, are able to establish a productive repli-
cation cycle once they are introduced into the cells by lipofection
(21). We found that when these particles were transfected into
MA104 cells, a limited degradation of rRN As was observed, which
seemed to reach a plateau at 3 hpi. When these particles were

ions from three independ

experiments are shown.

transfected together with dsRNA, an increased degradation of
rRNA was observed, but it also reached a plateau between 3 and 6
hpi (Fig. 5A). Interestingly, the spikeless particles behaved simi-
larly to DLPs, suggesting that the absence of VP4 in these particles
mimics the behavior of the absence of both surface layer proteins.
In a different approach to evaluating the role that the internaliza-
tion of the virus might have in the early control of the activity of
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FIG 5 The entry of the viral particle prevents the early activation of RNase L. (A) MA104 cells were transfected with 15 ug/ml of spikeless particles (SIPs), and
at the same time, cells were transfected or not with 10 pg/ml of purified rotavirus dsRNA (dsRNA). At the indicated times, the cells were harvested and total RNA
was purified and analyzed on a Bioanalyzer. (B) Trypsin-treated RRV (MOI of 10) was incubated with MAb 159, MAb HS2, or PBS (as a control) for 2 hat 37°C.
One hundred microliters of virus-antibody mixtures was inoculated onto MA104 cell monolayers in 48-well plates. After the adsorption period, the cells were
transfected or not with 10 pg/ml of purified rotavirus dsRNA (dsRNA). At the indicated times, the cells were harvested and total RNA was purified and analyzed
on a Bioanalyzer. The cleavage pruducts of RNase L were quantitated under each condition using the Bioanalyzer system as described in Materials and Methods.
The arithmetic means = d iations from three ind dent experiments are shown. (Inset) To evaluate the efficiency of neutralization of MADb 159,
MA104 cells were mock infected or infected with the same virus-antibody mixtures, and at 8.5 hpi, cells were labeled for 30 min with 25 uCi/ml of Easy Tag
Express *°S and then lysed. The labeled proteins were resolved by SDS-10% PAGE and detected by autoradiography.
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posttransfection, the cells were mock infected or infected with RRV atan MOI of 10. At 8.5 hpi, cells were radiolabeled for 30 min with 25 uCi/ml of Easy Tag
Express **S and then lysed. The labeled proteins were resclved by 6% or 109 SDS-PAGE and detected by autoradiography. Asterisks mark the positions of the
knocked-down protein. (B) In parallel wells, cells transfected with the indicated siRNAs were mock infected or infected with RRV at an MOI of 10. At the same
time, the cells were transfected or not with 2.5 uM 2-5 A. At 9 hpi, the cells were lysed and total RNA was purified and analyzed on a Bioanalyzer. The cleavage
products of RNase L were quantitated under each condition using the Bioanalyzer system as described in Materials and Methods. The arithmetic means +

standard deviations from three independent experi are shown.

RNase L, we used MADb 159, a neutralizing antibody that binds to
trimers of RRV VP7 and prevents the disassembly of the viral
particles but not their endocytosis (23). We found that in contrast
with viral particles that were preincubated with MAb HS2, which
binds to VP5 but does not neutralize viral infectivity (Fig. 5B,
inset), the addition to cells of MAb 159-preincubated particles
prevented rRNA degradation in the initial 3 hpi, but thereafter, an
increased rRNA degradation was observed (Fig. 5B), resembling
the behavior of the UV-inactivated viral particles, Taken together,
these results suggest that the initial control of the degradation of
rRNA is mediated by an interaction of the virus particle with a cell
component that occurs during or prior to virus cell internaliza-
tion.

VP3 is needed to prevent the degradation of rRNAs. As pre-
viously mentioned, it has been found that the CTD of VP3 has
PDE activity and that this domain is able to replace the PDE ac-
tivity of other known cellular and viral phosphodiesterases. To
establish whether this activity is relevant for rotavirus replication
and whether VP3 is the only viral protein involved in the control
of the OAS/RNase L pathway after viral entry, we silenced the
expression of each viral protein using RNAI, and the effect of the
absence of each viral protein on rRNA stability was determined.
Cells were transfected with siRNAs directed to each of the struc-
tural and nonstructural proteins (not shown) of the virus or with
an irrelevant siRNA as a control and 72 h posttransfection were
infected with RRV and transfected or not with dsRNA. The knock-
down of each protein was verified by analyzing the synthesis of
*58-labeled proteins during the infection (Fig. 64, shown only for
the structural proteins). To determine the effect of silencing the
expression of each protein on the stability of rRNAs, total RNA
was extracted from cells that were transfected with each siRNA,
infected with RRV, and transfected or not with dsRNA and was
analyzed in the Bioanalyzer as previously described. We found
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that the knockdown of VP3 was the only treatment that had an
effect on the degradation of rRNAs, since in the absence of this
structural protein there was a clear degradation of rRNAs, while
under the other conditions tested the rRNA remained intact (data
not shown). Figure 6B shows the results obtained when either VP1
or VP3 was silenced and the cells were infected or not with RRV
and treated with 2-5 A, where it can be seen that in the absence of
VP3, but not of VP1, there was a significant degradation of rRNAs.
These results directly demonstrate that VP3 plays a role in the
control of RNase L during the infectious cycle of rotavirus.

The phosphodiesterase activity of VP3 is essential for viral
replication. VP3 is the guanylyl-methyltransferase of the virus
(24, 25). We have previously shown that when the expression of
this protein is silenced by RNAI, the synthesis of viral mRNA and
dsRNA decreases by about 10-fold, while the synthesis of the other
viral proteins is not significantly affected (4); nevertheless, the
yield of infectious progeny virus decreases by about 80%. To de-
termine which activity of VP3, its PDE activity or its capping ac-
tivity, is responsible for the decreased viral yield, we silenced the
expression of VP3 and of RNase L simultaneously, with the idea of
eliminating the deleterious effect of RNase L on the yield of infec-
tious virus (Fig. 1A) and at the same time discarding the role of the
PDE activity of VP3. This assay would allow us to evaluate the role
of the capping activity in the replication cycle of the virus. For
these assays, cells were transfected with the siRNAs directed to
VP1, VP3, or RNase L either individually or in combination, and
72 h posttransfection, cells were infected with RRV. At 12 hpi, cells
were harvested and the amount of infectious virus produced was
determined. In these experiments, VP1 was silenced as an internal
control since the absence of this protein results in a phenotype
similar to that observed when VP3 is silenced, i.e., decreased viral
RNA synthesis, nonaltered viral protein synthesis, and decreased
viral yield (4). The knockdown of VP1 and RNase L was confirmed
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FIG 7 Viral replication in the absence of VP3 is recovered when RNase L is silenced. (A) MA104 cells were transfected with the indicated siRNAs as described
in Materials and Methods. At 72 h posttransfection, the cells were mock infected or infected with RRV at an MOI of 10. At 8.5 hpi, the cells were radiolabeled for
30 min with 25 pCi/ml of Easy Tag Express **S and then lysed. The labeled proteins were resolved by 6% or 109% SDS-PAGE and detected by autoradiography,
or alternatively, the proteins were detected by immunoblot analysis. The antibodies used are indicated; vimentin (Vim) was used as a loading control. Asterisks
indicate the positions of the silenced protein. (B) In parallel wells, cells transfected with the indicated siRNAs were infected at an MOI of 3. At 12 hpi, cells were
lysed and the virus titer was determined by an immunoperoxidase focus-forming assay. Data are d as the percentages of the infectivity obtained when the
cells were transfected with an irrelevant siRNA (Irre), which represents 100% infectivity. The ic means * dard deviations from three ind di

experiments performed in duplicate are shown. (C) Total RNA from MA104 cells transfected with the indicated siRNA, and infected with RRV atan MOl of 10
for 9 h, was used in a Northern blot analysis to detect the presence of gene 10 mRNA (mNSP4). 185 RNA hybridization was used as a loading control; the mRNA
level of gene 10 was normalized against the level of 185 ENA. The fold change shown is relative to the value obtained from infected cells transfected with an

e

irrelevant siRNA (set as 1). The arithmetic means from three independent experiments are shown.

by Western blotting, while that of VP3 was verified by SDS-PAGE
and autoradiography of *°S-labeled proteins, since an antibody to
this protein was not available (Fig. 7A). As already observed (Fig.
1), silencing the expression of RNase L results ina 2-fold increase
in virus yield, while silencing VP3 and VP1 individually decreased
the production of viral progeny by about 85% (as previously
shown [4]) (Fig. 7B). When VP3 was silenced at the same time as
RNase L, we found that the amount of infectious virus produced
under these conditions was even higher than that produced in
control cells transfected with an irrelevant siRNA, while this was
not the case when silencing the combination of RNase L and VP1,
in which the production of infectious virus was not recovered (Fig.
7B), indicating that under conditions where the capping of rota-
virus mRNAs does not occur or at least is greatly diminished,
rotavirus replication is not affected.

The PDE function of VP3 protects viral RNA from RNase L
degradation. To determine if preventing the activation of RNase L
was important for the stability of viral transcrip:s, we decided to
look for the integrity of viral mRNAs by a Northern blot assay. In
this case, cells were transfected and infected as in the experiments
shown in Fig. 7A, and at 9 hpi cells were harvested and total RNA
was extracted, subjected to electrophoresis, and transferred to a
Hybond membrane. The separated RNAs were hybridized with a
**p-labeled oligonucleotide complementary to RRV gene 10 and
with an oligonucleotide complementary to the 185 rRNA as a
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loading control (Fig. 7C). We found that when the expression of
either VP1 or VP3 was silenced during the infection, there was a
significant reduction in the amount of gene 10 mRNA compared
to the amount of this gene found when the cells were treated with
an irrelevant siRNA. In contrast, the amount of gene 10 almost
doubled when the expression of RNase L was silenced, suggesting
that this RNase has a deleterious effect on viral transcripts. When
VP3 was silenced in combination with RNase L, the amount of
mRNA from gene 10 detected was larger than that found when
cells were transfected with the irrelevant siRNA, in contrast with
the case when VP1 and RNase L were silenced simultaneously,
where the amount of gene 10 mRNA detected was negligible.
Taken together, these results suggest that the PDE function of VP3
is very important for the stability of viral mRNAs and conse-
quently for replication of the virus, while the capping activity of
this protein does not seem to be essential for the production of
progeny virus at least in one infectious cycle.

DISCUSSION

To successfully replicate, viruses have evolved a series of strategies
to counteract the innate immune responses of the host cell (5, 6).
Here, we have found that the OAS/RNase L pathway is activated
during the replication of rotaviruses in MA104 cells, but the virus
is able to control the activity of this RNase L by at least two distinct
mechanisms. Early in the infection, during viral entry, there seems
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to be a mechanism by which the initial interactions of the virus
with the cell elicit a signal that delays the activation of RNase L.
This conclusion is based on the observation that infection with
TLPs or with UV-inactivated virions prevents the degradation of
rRNAs in the first 3 h of infection. In contrast, this initial control is
not observed when the cells are treated with DLPs or spikeless
particles, since a partial degradation of rRNAs is observed in the
first 3 to 6 hpi and then the RNA degradation reaches a plateau and
appears to be controlled. We believe that an initial interaction of
the outer surface proteins of the viral particle with a receptor on
the cell surface triggers a signaling cascade that results in the inhi-
bition or lack of activation of the RNase L that is already present,
albeit nonactive, in the host cell. The elements that form part of
this signaling cascade are yet to be uncovered, bu: it is tempting to
suggest that the interactions of the viral particle with any of the
molecules that have been found to play a role as rotavirus recep-
tors (namely, sialic acid; gangliosides; integrins a2B1, avp3, and
axP2; the heat shock cognate protein hsc70; or JAM-A) (26) could
be the trigger that prevents the early activation of RNase L or the
control of its activity. It has been previously found that UV-inac-
tivated virions induce an antiviral signaling through a mechanism
similar to that of live virus, and this supports the notion that type
I IFN is activated when rotavirus structural components are de-
tected rather than, or in addition to, viral replication (27-29). Our
findings suggest that at the same time that the virus induces an
early antiviral response of the cell, it also triggers signals that in-
hibit the activation of RNase L and probably other early antiviral
responses of the cell.

Once the synthesis of viral proteins starts, there seems to be a
second mechanism of control (between 3 and 6 hpi) of the RNase
L activity; the PDE activity of VP3 degrades the 2-5 A, preventing
the dimerization and activation of RNase L. TLPs, DLPs, and
spikeless particles are competent in this control, while UV-inacti-
vated particles, which prevent the initial degradation of rRNA,
and the virus particles neutralized with MAb 159 to VP7, which
are unable to enter the cell, no longer control the activity of RNase
L, underlining the need for newly synthesized VP3.

Until recently, the main functions attributed to VP3 were its
activities as a guanylyltransferase and a methyltransferase respon-
sible for the 5" capping and the 2’-O-methylation of the 5' cap
structures of the viral transcripts (24, 25), activities that are not
100% efficient, such that a portion of the viral transcripts synthe-
sized in the cell are noncapped and could be recognized as RNA
patterns that activate the immune signaling through the RIG-I
signaling receptors (30, 31). The recent finding that the CTD of
VP3 contains a 2'-5'-phosphodiesterase activity that degrades the
activators of RNase L makes this protein a multifunctional en-
zyme that contributes to the virulence and the innate immune
evasion mechanisms of rotaviruses.

To determine the relevance of the phosphodiesterase activity of
VP3 compared with its capping function during virus replication,
we silenced the expression of VP3 and RNase L simultaneously by
RNAi, with the rationale that in the absence of RNase L we could
evaluate the relevance of the guanylyltransferase and methyltrans-
ferase functions of this protein in the replication cycle of the virus.
We have previously reported that silencing the expression of VP1
and VP3 results in a similar phenotype, in which the amount of
viral transcripts and dsRNA is decreased to about 10% of the levels
produced in control cells transfected with an irrelevant siRNA and
the yield of viral progeny is reduced to about 15% (4). At that time,
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it was difficult to explain why the absence of VP3 resulted in a
decreased amount of viral RNA, since we had expected that its
absence would more likely result in a lack of translation of viral
mRNAs, Silencing the expression of VP3 simultaneously with that
of RNase L showed that the decreased levels of viral RNA in cells
where VP3 was knocked down were due not to a decreased tran-
scription or replication of the viral genome but more likely to the
activity of RNase L, whose activity could not be controlled in the
absence of VP3. The results obtained from these experiments also
demonstrate that uncapped viral mRNA can be encapsidated and
replicated and, very interestingly, that it can produce infectious
viral progeny. It is certainly necessary to directly show the absence
of capped RNA in the newly synthesized virions, but the recent
demonstration that the capping activity of VP3 is inefficient (31)
supports this hypothesis. Interestingly, this observation could also
offer an explanation for the high ratio of physical to infectious
particles observed in different preparations of rotavirus, as has
been recently reported for alphaviruses (32).

The present work illustrates how host cells and viruses have
coevolved mechanisms to detect and prevent the activation of
defense mechanisms, respectively. At the same time that the cell
senses the entry of the viral particle and activates a series of anti-
viral measures, rotaviruses have evolved a way to prevent this early
activation, until they reach the cytoplasmic compartment and be-
gin to synthesize their proteins, some of which (VP3, NSP1, and
NSP3 and maybe others) interact with host proteins and allow the
virus to control directly and indirectly the innate immune re-
sponses of the cell.
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La célula propone 'y
el virus dispone

M. en C. Liliana Sanchez Tacuba y Dra. Susana Lépez Charretdn

e manera simplificada podemos definir

un virus -del latin wirus: toxina o veneno-

como una entidad generalmente confor-

mada por su material genético, que pue-

de ser dcido desoxirribonucleico (ADN)
o dcido ribonucleico (ARN) cubierto por una es-
tructura protéica o cdpside y que tiene capacidad
de infeccién (1 en la figura). Los virus estdn en
todas partes, de hecho vivimos sumergidos en
un mar de virus. En todo momento los estamos
inhalando, comiendo, bebiendo e incluso, algu-
nos de nuestros genes provienen de los virus. Sin
embargo, de manera interesante, pocos virus son
capaces de generar infecciones con consecuen-
cias graves, gracias al excelente trabajo de nues-
tro sistema inmune, a través de diferentes meca-
nismos como el que aquf revisaremos en detalle,
que combaten la gran mayoria de las infecciones
virales.

Los parésitos intracelulares obligados como
los virus, sélo pueden replicarse en una célula
viva, por lo que para la célula hospedera, los vi-
rus siempre parecen ser “fragmentos de malas
noticias envueltos en proteinas”, ya que las in-
fecciones virales alteran las funciones vitales de
la célula hospedera y, pueden incluso, causar su
muerte. Por esta razén las células han implemen-
tado diversas estrategias para contender con la
presencia de los virus.

Una de las formas de defensa mds eficiente
encontrada en los mamiferos, es la llamada “Via
antiviral OAS/RNasa L”. En este mecanismo an-
tiviral, las protagonistas centrales son dos protei-
nas: la 2°5-Oligoadenilato sintetasa (OAS), una
enzima que sintetiza oligoadenilatos -ya lo vere-
mos mds adelante- y la RNasa L, una enzima que
tiene la capacidad de destruir el ARN, el material
genético de cierto tipo de virus (juntas las llama-
remos proteinas de defensa).

Veamos en detalle este elegante mecanismo de
defensa celular. Una vez que un virus invasor ha
logrado internarse a la célula (2 en la figura) y
alcanza el citoplasma, produce -como parte de
su ciclo de replicacién- miiltiples moléculas de
ARN de doble cadena (ARNdc, 3 en la figura)
que servirdn para la produccién de nuevos vi-
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rus. Aqui participan las proteinas OAS que fun-
gen como centinelas celulares, ya que pueden
detectar y responder de manera inmediata a la
presencia de las moléculas de ARNdc produci-
das por los virus invasores (4 en la figura). En
respuesta a los ARNdc virales, las OAS presentes
originalmente en el citoplasma como moléculas
individuales, forman pequefios grupos entre si (5
en la figura) con lo que se activan, y a partir del
Adenosin Trifosfato (ATP, un nucleétido esen-
cial que es la principal fuente de energia en la
célula) forman una serie de compuestos que se
conocen colectivamente como 2’5°-oligoadenila-
tos (25-A, indicado con el ndmero 6 en la figura).
En la siguiente fase de la respuesta, los 2'5-A in-
teractiian con las RNasa L monoméricas (RNasas
L individuales) e inducen su dimerizacién, -esto
es, se agrupan dos moléculas- (7 en la figura). E1
dimero de la RNasa L es la forma activa de esta
proteina y tiene entonces la capacidad de cortar
précticamente cualquier ARN de cadena senci-
1la (actividad de ribonucleasa). De esta manera,
la RNasa L puede degradar directamente el ge-
noma viral e inhibir al mismo tiempo la sintesis
de proteinas virales al destruir los ARNSs, tanto
mensajeros como ribosomales celulares (ver fi-
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Rotavirus

algunos autores consideran
a los virus como “maquinas
darwinianas perfectas”
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gura). El mecanismo “OAS/RNasa L” integra
asi, mecanismos altamente sensibles en la detec-
cién de los intrusos virales eliminando de forma
eficiente las moléculas de ARN y con ello la po-
sibilidad de ensamblar y producir mds virus con
capacidad de infectar més células.

Dada la versatilidad del complejo “OAS/
RNasa L” para restringir las infecciones a dife-
rentes niveles, los virus han desarrollado distin-
tos mecanismos para evadir la respuesta celular
antiviral. La btisqueda de scluciones ingeniosas
por parte de los virus para tener éxito y lograr
replicarse —por eso algunos autores consideran
alos virus como “maquinas darwinianas perfec-
tas”- es un tema central en nuestro grupo de in-
vestigacién. Nosotras estudiamos la forma c6mo
un tipo particular de virus, los rotavirus, hacen
frente de manera exquisita a la maquinaria anti-
viral que aqui hemos descrito. Los rotavirus son
el principal agente causante de las gastroenteritis
agudas, responsables de més de medio millén de
muertes al afio de infantes menores de dos afios
en el mundo. Uno de nuestros principales intere-
ses, es entender por qué las infecciones causadas
por rotavirus son tan éxitosas, a pesar de que las
células cuentan con un arsenal increible de armas
antivirales para frenar la infeccién. El resultado
puede ser la conquista de la célula huésped, que
es utilizada para producir nuevas particulas vi-
rales capaces de infectar otras células. En nuestro
laboratorio estudiamos el papel de la “Via OAS/
RNasa L” en la infeccién por rotavirus. Prime-
1o, evaluamos la eficiencia en la produccién de
nuevas particulas virales en células en cultivo
(MA104 de rifién de mono), en donde las canti-
dades de las protefnas de defensa: OAS y RNasa
L (4-7 en la figura) se disminuyeron artificial-
mente. En estas condiciones, encontramos que la
produccién de virus es més eficiente, en compa-
racién con las células que tienen los niveles nor-
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males de la OAS y la RNasa L. Estos resultados
indican que esta via tiene un papel importante
en el combate de los rotavirus. Sin embargo, y
a diferencia de lo que ocurre con otros virus, en
las células infectadas con rotavirus, la RNasa L
(la enzima a cargo de destruir los ARNs) jNo se
activa!

Por supuesto, nuestra siguiente misién, fue
descubrir los trucos moleculares mediante los
cuales estos virus en particular, son capaces de
modificar a su favor la respuesta celular anti-
viral. En el laboratorio empleamos una técnica
(llamada ARN de interferencia) con el fin de eli-
minar o disminuir la produccién de las protefnas
que forman el rotavirus, una por una, para asi
desenmascarar a la responsable del mecanismo
de evasion. De esta manera, encontramos que la
protefna viral, conocida como VP3 es en parte
responsable. ;Qué hace VP3? Entre las activida-
des de la protefna VP3 de los rotavirus, desta-
ca la de 2-fosfodiesterasa (2-FDE), una proteina
-llamada enzima- capaz de hidrolizar o romper
los enlaces 2-fosfosdiéster, que es el enlace que
mantiene unidos a los nucleétidos de adenina
que conforman a los oligoadenilatos (2'5-A). Al
eliminarse los 2'5-A, las moléculas no pueden
formar pares y con ello se evita la activacién de
la RNasa L. En este escenario no hay manera de
que los ARNSs virales o celulares se degraden y,
en consecuencia, la produccién de rotavirus adi-
cionales puede seguir su curso y por lo tanto la
enfermedad se presenta.

Ademds de este mecanismo, hemos encontra-
do que los rotavirus poseen al menos un meca-
nismo extra para contender con la “Via OQAS/
RNasa L”, el cual ain no hemos elucidado por
completo, aunque sabemos que se activa en las
fases iniciales del contacto de los rotavirus con
su célula huésped, fase en la que otra proteina
viral, la VP4, también estd involucrada.

El entender c6mo los rotavirus son capaces de
evadir el efecto de los mecanismos celulares al-
tamente eficientes en la eliminacién de los virus,
provee informacién invaluable para el disefio de
nuevas estrategias terapéuticas, que en un futuro
nos permitirdn “curar” o disminuir la severidad
de la infeccién causada por rotavirus.

Esta investigacidn fue publicada originalmente en:

Liliana Sénchez-Tacuba, Margarito Rojas, Carlos F. Arias,

and Susana Lopez. 2015. Rotavirus controls activation of the
2'-5"oligoadenylate synthetase/RNase L pathway using at least
two distinct mechanisms. Journal of Virolagy, vol. 89, pags. 12145-
12153.
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Anexos

Rotavirus Strategies Against
the Innate Antiviral System

Susana Lépez, Liliana Sdnchez-Tacuba,
Joaquin Moreno, and Carlos F. Arias

Departamento de Génetica del Desarrollo y Fisiologia Molecular, Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Auténoma de México, Cuernavaca, Morelos 62210, México;
email: susana@ibt.unam.mx

Keywords

innate immune response, host range restriction, type I IFN, type III IFN,
Reoviridae, dsSRINA

Abstract

“Rotaviruses represent the most important etiological agents of acute,
severe gastroenteritis in the young of many animal species, including
humans.” This statement, variations of which are 2 common beginning in
articles about rotaviruses, reflects the fact that these viruses have evolved
efficient strategies for evading the innate immune response of the host and
for successfully replicating in the population. In this review, we summa-
rize what is known about the defense mechanisms that host cells employ to
prevent rotavirus invasion and the countermeasures that these viruses have
successfully developed to surpass cellular defenses. Rotaviruses use at least
two viral multifunctional proteins to directly interact with, and prevent the
activation of, the interferon system, and they use at least one other protein
to halt the protein synthesis machinery and prevent the expression of most
of the transcriptional antiviral program of the cell. Characterization of the
confrontation between rotaviruses and their host cells has allowed us to learn
about the virus-host coevolution that prevents the damaging effects of the
innate immune response.
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TLR: Toll-like
receptor
RLR: RIG1-like
receptor
IRF: interferon
regulatory factor

IFN: interferon
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INTRODUCTION

Rotaviruses are one of the most important causes of acute, severe gastroenteritis in children under
5 years of age. They are responsible for approximately 200,000 deaths each year, particularly in
developing countries (1-3), despite the recent introduction of two safe and effective vaccines (4).
Rotaviruses have also been isolated from a wealth of avian and mammalian species and represent
an important veterinary problem in terms of health and economic impact (5).

Rotaviruses have a specific cell tropism, infecting primarily the mature epithelial cells of the
small intestine. They also show marked host range restricdon; most viral strains isolated from
one animal species tend to have diminished virulence and replication capacity in heterologous
species. The basis of this host range restriction is probably multifactorial (6-14). The viral spike
protein VP4, which interacts with cell receptors during cell entry (15-18), has been identified
as a major determinant of the cell and host tropism of the virus, although its precise function in
host restriction is still undefined (7, 11-13). NSP1, a nonstructural viral protein, has also been
identified as an independent factor that influences host range restriction. Of interest, host range
restriction has been used as the basis for the development of rotavirus vaccines. Of the two licensed
vaccines, RotaTeq (Merck) is based on genetic reassortants in which a naturally attenuated bovine
virus strain is used as the genetic backbone for rotavirus genes encoding the surface proteins (VP7
and VP4) of the most common human serotypes (19).

Rotaviruses, members of the Reoviridae family, are nonenveloped viruses formed by three
concentric layers of protein that surround a genome composed of 11 segments of dsRINA, which
encode six structural (VP1-6) and six nonstructural (NSP1-6) proteins (5). The replication cycle
of these viruses is summarized in Figure 1.

A well-established model for studying rotavirus infection is the mouse model. It mimics sev-
eral aspects of rotavirus infection in humans: Suckling mice are susceptible to rotavirus infection
and develop diarrhea, but in adult mice rotavirus infection does not cause disease, although the
virus replicates in intestinal epithelial cells (IECs). In this model, as well as in cultured epithelial
cells, it has been found that part of the restriction in the ability of rotaviruses to replicate effi-
ciently is mediated by the innate immune response. Accordingly, the characterization of rotavirus
strains grown in homologous and heterologous animal models and in cultured cells has allowed
the identification of several defense mechanisms that the virus uses to evade the antiviral host
response.

INNATE IMMUNE RESPONSE, INTERFERONS,
AND VIRAL INFECTIONS

As a first line for detecting and preventing the invasion of viral pathogens, host cells have developed
a series of membrane-bound and cytosolic receptors that sense various molecules of the invad-
ing pathogen. Viral nucleic acids are recognized by the membrane-anchored Toll-like receptors
(TLRs), the RIG1-like receptors (RLRs), the dsSRINA-dependent protein kinase PKR (20, 21), and
the viral DNA sensors (22). Ligand-activated sensors mediate the assembly of signaling complexes
that promote the activation of the antiviral program. The TLRs use MyD88 and TRIF as adaptors
(23); the RLRs (RIG1 and MDAS) signal through MAVS (24-26); and the DNA sensors depend
on STING (27). These signaling cascades trigger the activation of protein kinases, which sub-
sequently phosphorylate transcription factors, including the interferon regulatory factors (IRFs)
and NFkB (28), which in turn translocate to the cell nucleus and upregulate the expression of
proinflammatory molecules, chemokines, cytokines, and interferons (IFN) to activate antiviral
responses and alert neighboring cells (Figure 2) (29, 30).
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Figure 1

Rotavirus replicative cycle. The viral replication cycle starts with (@) the binding of the virion to the cell surface and (@) its
internalization by endocytosis. Inside the cell, (@) the outer protein layer is shed and (@) the double-layered particle becomes
transcriptionally active, giving rise to 11 RNA transcripts that encode 12 viral proteins. (@) Once a critical mass of viral protein is
accumulated, the mRNA transcripts also serve as templates for the synthesis of the genomic dsRINA, which occurs in replication
intermediate particles within electron-dense structures called viroplasms that are composed of viral proteins, viral RNA, and some
cellular proteins. (@-@) Newly synthesized single- and double-layered particles assemble concurrently with genome replication, and
(@) the double-layered particles then bud through an NSP4- and VP7-modified endoplasmic reticulum membrane into the lumen of
the rough endoplasmic reticulum, where the final maturation of the viral particle takes place. () Triple-layered infectious particles
exit the cell either by lysis or through a nonlytic process, depending on the cell line.

There are three distinct types of IFNs: I, IT, and ITI. Although type Il IFNs have been associated
mainly with resistance against different types of intracellular microorganisms, type I and III IFNs
seem to be primarily committed to antiviral protection (28). Type I IFNs are key components of
the host defense against viruses (28), and type Il IFNs also represent an important innate immune
barrier against viral infections (31, 32). In humans, type I IFNs are encoded by 13 genes for IFN«
and one each for [FNj3, IFNE, IFNk, and IFNw (although the roles for the last three have been
less well characterized) (33); the type IIL IFNSs are encoded by four genes for IFNA1-4 (34). Type I
IFNs (IFN e and IFINB) and type ITL IFNs (IFINA) produced in infected cells are secreted and actin
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both an autocrine and a paracrine manner through their interaction with their membrane-bound
receptors to signal the activation and transeription of IFN-stimulated genes (ISGs) that promote
the antviral response. ISG:
Type I and ITI TFNs bind to unrelated heterodimeric receptors. The receptor for type IIFNs e . oted
(IFNAR) is formed by the subunits IFNAR1 and IFNARZ, which are ubiquitously expressed gene
(35), whereas type III IFNs bind to a receptor (IFNLR) formed by the specific IFNA receptor  ppp i
chain 1 and the shared IL-10 receptor chain 2 (32, 36). Although type I and III IFNs and their  fibroblast
receptors are distantly related, they show almost identical signaling pathways. After engaging with
their ligands, both receptors induce the same JAK/STAT pathway (32, 37, 38). The phosphor-
ylation and activation of JAK1 and TYK?2 kinases, which are associated with the IFN receptors,
lead to the phosphorylation of the transcription factors STAT1 and STAT2. The phosphorylated
forms of STAT1 and STAT? associate with IRF9 to form a heterotrimeric transcription complex,
called ISGF3, that translocates to the nucleus to induce the expression of more than 300 ISGs,
whose encoded protein products act in concert to restrict viral replication (Figure 2) (28, 39).
Even though both type I and type III IFNs are induced by and protect from viral infections,
their receptors are differentally expressed among different tissues, which results in their different
roles in vivo. In general, most cell types are thought to respond to type I IFNs, whereas type III
IFN responses are largely confined to epithelial cells (40-42).

ROTAVIRUS INFECTION TRIGGERS THE INNATE
IMMUNE RESPONSE

Role of RIG1-Like Receptors and MAVS

Much of our current understanding of the host response to rotavirus infection has come from
in vivo studies in suckling and adult mice using homologous (murine) and heterologous (human,
simian, porcine, or bovine) rotavirus strains, from in vitro studies using human (Caco2, HI'T29)
and simian (MA104, Cos7) cell lines that are permissive to rotavirus replication, and from studies
using wild-type or knockout mouse embryo fibroblasts (MEFs).

Both RIG1 and MDAS have been implicated in the detection of rotavirus in infected intestinal
cells in mice and in MEFs. Early during infection, rotaviruses activate RIG1 and MDAS, alone
or in combination, in a replication-dependent manner. The absence of either of these two factors
decreases, but does not abolish, the magnitude of IFIN{ activation, which is mediated through
MAVS, their common adaptor protein (43-45). Rotavirus-infected adult mice lacking MAVS
produced less IFNB and shed increasing amounts of virus compared with wild-type mice (43).
Similar findings have recently been reported in rotavirus-infected mouse MAVS ™"~ macrophages
in which the production of IFN and antiviral cytokines had been abolished (46), underscoring the
importance of this adaptor protein. Additionally, neither JNK and p38 kinases nor the NLRP3
inflammasome was triggered in rotavirus-infected macrophages, suggesting that these compo-
nents might not have an important role in the innate immune response to rotavirus in these
cells (46).

The characteristics of the RNA molecules present in a viral infection determine which RLR is
activated. In general, RIG1 is activated by uncapped 5'-triphosphorylated RNAs or by monophos-
phates at the 5" or 3’ ends of RNA (20, 47), whereas MDAS preferentially recognizes dsRINAs or
highly structured RNA molecules (20, 48). The length of the RNA molecules also determines
RLR recognition: Short RINA molecules are preferendally recognized by RIG1, but longer frag-
ments (more than 2 kb) are sensed by MDAS (49). It is not clear how rotavirus dsRNA is detected
by RIG1 and MDAS in the cytoplasm of infected cells because replication of the viral genome
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takes place in intermediate viral particles within viroplasms (50), hidden from host sensors. Nev-
ertheless, the activation of RLRs early during infection suggests that it is likely that nascent viral
transcripts are readily detected by RIG1 and MDAS. The size range of the viral transcripts, the
recent observation that the capping activity of VP3 during mRINA synthesis is not very efficient
(51, 52), and the detection of highly structured viral mRINA in the cytoplasm of infected cells (53,
54) strongly suggest that viral RNA molecules, probably different from genomic dsRNA, could
elicit the activation of RIG1 and MDAS and could also be detected by TLRs.

Role of Toll-Like Receptors and Their Adaptors TRIF and MyD88

In addition to RLRs, membrane-anchored TLRs have been implicated in the detection of viral
RNA and activation of the innate immune response to rotavirus infection. However, contradictory
data and results have been reported by several groups, most likely due to the use of different
rotavirus strains, cell types, or biological systems to characterize the effect of these molecules on
rotavirus replication, which emphasizes the need for unifying assays to achieve more definitive
conclusions.

There is an important age-dependent susceptibility to symptomatic rotavirus infection in hu-
mans as well as in animals; however, the mechanisms involved in this differential susceptibility
have not been completely elucidated. A marked reduction of virus shedding (approximately 100-
fold) has been observed after infection in adult mice compared with infection in suckling mice (55,
56). The age-dependent expression of TLR3 might be one of the explanations for age-dependent
susceptibility. TLR3 is an endosomal TLR that recognizes dsRNA and signals through TRIF to
activate NFkB. The production of type III IFNs mediated by TLR3 could contribute to limiting
rotavirus replication in adult mice, and the absence of TLR3 in the intestinal epithelium of suck-
ling mice could favor rotavirus replication (57). However, although diarrhea is notinduced in adult
mice, rotaviruses can replicate in their intestines, suggesting that TLR3 signaling is not enough
to prevent infection and that other innate immune responses might be important in preventing
the disease. Indeed, TLR3~/~ or TRIF~'~ adult mice orally infected with rotavirus were found
to show neither increased IFNB production nor augmented rotavirus replication, supporting the
observation that TLR3 might not play an essential role in defending against rotavirus infection
(43). These conflicting results most likely stem from the different rotavirus strains characterized,
because homologous and heterologous strains were studied in these two reports (43, 57).

Other TLRs have also been implicated in stimulating the innate response to rotavirus infection.
In human plasmacytoid dendridc cells, TLR7, TLR9, or both play a role in rotavirus recognition.
Even though these cells are poorly permissive to rotavirus infection, they are an important source of
IFN and represent an important link between the adaptive and innate immune systems (58). More
recently, the role of MyD88 signaling during rotavirus infection was studied (MyD88 mediates
signaling for all TLRs except TLR3, as well as for the receptors of cytokines IL-1 and IL.-18), and it
was found that MyD88-mediated TLR signaling protects against acute rotavirus infection in suck-
ling and adult mice, suggesting that TLRs (TLR7, TLR8, and TLR9) that recognize nucleic acids
and induce antiviral cytokines could be targets for controlling and preventing rotavirus disease.
This MyD88-mediated protection suggests a role for TLRs in the initial control of rotavirus infec-
tion, although the mechanism of this signaling and the TLR involved have not been identified (59).
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establish a robust infection in suckling mice with an intact IFN response system (8), suggesting
that these viruses have developed efficient strategies for evading recognition by the innate immune
response of the host and subverting IFN-mediated responses in rotavirus-infected or bystander
IECs (60-62).

Type I Interferons

The role of type I IFNSs in rotavirus infection has been extensively studied and discussed. It has
been shown that elevated serum levels of type I IFNs can be detected in children and in newborn
calves infected with rotavirus (63, 64). In vitro infection of H'T-29 cells with simian rotavirus
induces the secretion of type I IFINs (65), and dendritic cells that have been weakly infected by a
rotavirus also produce type I IFNs in response to rotavirus exposure (58). A single-cell approach
revealed that IFIN expression is suppressed in the IECs of mice infected with murine rotavirus
and that most of the intestinal type I IFINs were produced in hematopoietic cells (62). Several
lines of evidence have suggested that the replication of homologous rotavirus strains are only
moderately sensitive to type I [FNs, although the replication of heterologous strains is clearly
affected: (#) The replication of murine rotavirus strains in suckling mice is very efficient, but
the replication of heterologous strains (e.g., human, bovine, simian) is poor (8); (¥) a murine
rotavirus strain replicates to high titers in suckling mice, and its replication is only modestly
enhanced in the absence of type I and II IFNs or STAT (62, 66); (/) mutant infant or adult
mice lacking the receptor for type I IFNs (IFINAR) did not show an increased susceptibility to
murine rotavirus infection (67, 68); (4) oral or intraperitoneal administration of type I IFNs
did not delay or decrease diarrheal disease in mice infected with murine rotavirus (67); (¢) the
replication of heterologous rotavirus strains is restricted in MEFs, and this restriction is reduced
in TFN-deficient MEFs lacking TFNAR or STAT1 (69); and (f) in cultured human IECs (Caco2
and H'T-29), 3-day pretreatment with type I IFNs caused only a small reduction (~10 times) in
the infectivity of human and simian strains (70). Altogether, these observations suggest that the
host range restriction might be defined, at least in part, by the innate immune response of the
host and the ability of rotaviruses to counteract this cellular system (see below) (60, 61, 66).

Type I Interferons

In contrast with type I TFNTs, the role of the recently described type IIL IFNs (34, 71) in rotavirus
infection has only begun to be elucidated. Unlike IFINAR, which is present on virtuallyall cell types,
the type III IFN receptors (IFINLR) are primarily expressed on the surface of cells of epithelial
origin. Consequently, the effects of type III IFNs are more evident in organs such as the intestine,
lungs, and skin, contributing to the specialized immune mechanisms of epithelial surfaces that
are constantly exposed to commensal and pathogenic microbes (72). The cells responsible for the
production of type III IFNS are still poorly characterized, but they seem to overlap partially with
type I IFN-producing cells (34, 72, 73). Therefore, the tissue distribution of type III IFNs and
their receptors suggests that they might have a role in controlling rotavirus infection.

In vivo, type I and type III IFN functions are not fully redundant, as their respective contri-
bution to the antiviral defense depends strongly on the particular virus. Apparently, type III IFNs
seem to be more potent than type I IFNs in controlling rotavirus infection. In IECs from suckling
mice, rotavirus infection was found to induce the expression of type I and type III TFIN mRINAs, and
type IIFN treatment of mice pups slightly reduced viral replication, although type IIT IFN treat-
ment had a more pronounced effect on viral replication (68). Accordingly, mice lacking IFNLR,
and to a lesser degree mice lacking IFNAR, had higher levels of viral replication as compared with
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wild-type mice, demonstrating the importance of the IFN system in modulating viral replication
(68). Type III IFN production by IECs was not enough to limit rotavirus replication; for effec-
ISRE: tive control of rotavirus replication the concerted action of IL-22 (produced by group 3 innate
[N stiicalated lymphoid cells) and type III IFNs was necessary. Following rotavirus infection, IECs produced
response element and released alarmin IL-1et, which in turn enhanced the production of IL-22 by group 3 innate
lymphoid cells, and type IIL IFNs and IT.-22 were proposed to synergistically activate STAT1 for
optimal transeription of ISGs to limit rotavirus replication (74). In addition, treating mice with
bacterial flagellin was found to prevent rotavirus infection and cure chronically infected mice.
Interestingly, the ability of flagellin to prevent or clear rotavirus infection was recapitulated by the
administration of IL-22 and IL-18 to mice, leading to a reduction in viral load in an effect that was
independent of type I and type III IFNs (75). Thus, it seems that the antiviral response of the host
cell is more complicated than previously thought, and the participation of IFNs and cytokines pro-
duced by IECs, immune cells, or both is necessary to control rotavirus replication and spreading.
More information is needed to clarify the relative effects of type I and type III IFNs on the
replication of rotaviruses; however, the signaling pathways that are responsible for their induction
(IRFs, NFkB) are common, and type I and ITT IFNs also share activation and signaling through the
JAK/STAT pathway, which triggers the expression of ISGs and secondary IFN subtypes. Inter-
estingly, several studies have shown that rotaviruses have developed mechanisms to interfere with
these common transcription activators to suppress their function (see below). Thus, irrespective
of the IFN type, rotaviruses have evolved strategies to counteract the cellular innate response to
successfully replicate in their hosts (60, 61, 76, 77).

VIRAL MEASURES TO COUNTERACT HOST CELL RESPONSES

Rotavirus NSP1, a Multi-Interactor Protein

Activation signals from TLRs and RLRs induce the phosphorylation of the IRF-association do-
main present in most IRFs and/or the dimerization of the IRFs, leading to their translocation
to the nucleus and binding to IFN-stimulated response elements (ISREs) present in the pro-
moters of IFNs and ISGs (Figure 2). Like many other viruses (28), rotaviruses have evolved
multiple mechanisms to counteract the innate immune response of the host, one of which is
to produce proteins capable of antagonizing the IFN response. The best characterized of these
proteinsis NSP1, an ~57-kDa protein encoded by rotavirus gene segment 5, which is the least con-
served among rotavirus proteins and shows extreme sequence diversity (78). NSP1 has a conserved
N-terminal RING domain and a variable C-terminal domain that allows the direct interaction of
this protein with several host proteins to induce their proteasome-mediated degradation (reviewed
in 77), features that suggest NSP1 might function as an E3 ubiquitin ligase (79, 80), although direct
evidence demonstrating this activity is lacking.

The first suggestion that NSP1 was involved in modulating the IFN pathway came from a yeast
two-hybrid assay in which the interaction between IRF3 and NSP1 was detected (81). Later, this
interaction was validated, and it was subsequently shown that, depending on the viral strain and the
hostspecies, NSP1 can send to proteasome-mediated degradation several IRFsinaddition to IRF3,
such as IRFS, IRF7, and IRF9, but not IRF1 (82-84). It has also been shown that the IRF-associated
domain of these IRFs, which mediates homodimer and heterodimer formation (85), is the region
that interacts with the C terminus of NSP1, which leads to its subsequent proteasome-mediated
degradation (Figure 3a); this mechanism is conserved among many animal rotavirus strains (82).

In contrast to most NSP1 proteins from animal rotavirus strains, the NSP1 of most human
and porcine rotaviruses blocks the expression of IFN by inducing the proteasomal degradation of
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Figure 3

Rotavirus measures to counteract the host response. (¢) During infection, NSP1 interacts with, and causes the proteasome-dependent
degradation of, IRF3, IRFS, IRF7, and B-TrCP, and also prevents the activation and translocation of ISGF3 in a proteasome-
independent manner. (b) In the presence of dsRINA, OAS oligomerizes and synthesizes 2’,5'-oligoadenylates (2-5As), which in turn
interact with RNase L, causing its dimerization and activation. The phosphodiesterase activity of VP3 degrades the 2-5As, preventing
RNase L activation. (¢) NSP3 interacts specifically with eIF4G, displacing PABP and preventing the translation of poly(A)-conmining
mRNAs. Also during infection, PABP and poly(A)-containing mRNAs accumulate in the cell nucleus. Abbreviations: 2-5A,
2'-5'-oligoadenylate; IRF, interferon regulatory factor; ISRE, interferon-stimulated response element;

OAS, 2',5-oligoadenylate synthetase.
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B-TrCP, a cellular E3 ligase that is essential for NFkB activation (80, 86). In uninfected cells,
NFkB is retained in the cell cytoplasm through its interaction with IkB (87). Signaling from
TLRs, RLRs, and other receptors activates the IkB kinase that phosphorylates IkB in the two
serine residues present in a six-residue region known as a phosphodegron motif (88). This motf
is recognized by B-TrCP, leading to the ubiquitination and degradation of I«kB, thus releasing
NFkB, which translocates to the nucleus and activates the transcription of IFNs and ISGs
(89). Interestingly, the C-terminal domains of some human and porcine NSP1 proteins have
a degron-like motf that upon phosphorylation by kinases in rotavirus-infected cells mimics a
phosphodegron that recruits 3-TrCP and induces its proteasomal degradation, thus preventing
the activation of NFkB (80). Notably, this seems to be a strategy shared by viruses belonging
to different families (90-94), underscoring the importance of the NFkB pathway in pathogen
surveillance and signaling and the need for different viruses to inhibit its actvation. p-TrCP also
mediates the degradation of other proteins involved in the activation of NFkB, such as [FINAR
(95) and IRAK1 (96). Thus, it is expected that the NSP1 proteins that direct the degradation of
B-TrCP will also impact the half-lives of these other proteins.

In addition to the well-characterized proteasomal degradation of IRFs and B-TrCP, other
studies have found that NSP1 has also evolved several strain-specific strategies to target and induce
the proteasome-mediated degradation of other immunomodulatory factors. For example, some
rotavirus NSP1 proteins interact with and mediate the degradation of TRAF2 (97), a member of
the TRAF family that is involved in mediating signaling from several cellular receptors, among
which are those that activate the NFkB pathway (98). Additionally, it has also been shown that
some INSP1 proteins can induce the degradation of p53, a cellular factor that promotes apoptosis
in stressed cells (99).

Furthermore, it has been found that the NSP1 protein of some animal rotaviruses can block the
transcriptional activity of IRF3 without inducing its degradation (100) or prevent the signaling of
RIG1 (101) and MAVS (102) in a proteasome-independent manner. This suggests that this viral
nonstructural protein has several mechanisms for preventing the activation of IFNs and ISGs
in the host cell (reviewed in 60, 77) and also for preventing the signaling of IFINs in neighbor
cells (see below). Unraveling the antiviral functions of NSP1 is a work in progress, and it is
relevant to determine how many more host interactors of NSP1 exist and the consequences of
these interactions in preventing the antiviral responses of the cell.

Blocking the Activation of STATSs

Any type of IFN (I, II, or IIT) secreted from infected cells binds to its receptors, which may be
present in infected cells, bystander cells, or both, and activates a signaling cascade that results
in the expression of hundreds of ISGs. As previously mentdoned, once IFNs interact with their
receptors, the JAK/STAT pathway becomes activated; phosphorylated STAT1 and STAT? form
a heterodimer that associates with IRF9, forming the ISGF3 complex that is then translocated to
the nucleus, where it upregulates ISG expression (Figure 2) (103). The activation of this complex
is central to the IFN transduction signaling pathway; thus, several viruses have developed different
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strategies to prevent its activation (28). Rotaviruses are not the exception; it has been observed
that during rotavirus infection, the nuclear translocation of STAT1 and STAT? is blocked, thus
preventing its transcriptional activity (104). In addition, the ability to prevent STAT nuclear
translocation was found to be conserved in several rotavirus strains, and this is independent of the
interaction of this complex with IMPw«S5, which is necessary for its nuclear translocation (105).
The degradation of IRFs mediated by NSP1, including IRF9, was not found to be relevant for
this phenotype (105). Additionally, a recent report has shown that at a late stage of infection,
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rotaviruses are able to prevent the phosphorylation, and thus the activation, of STAT1 in infected

and bystander cells. Furthermore, the heterologous expression of NSP1 alone could prevent the
phosphorylation of STAT1, but interestingly, this effect was independent of the proteasome. OAS:

In this study, however, the nuclear localization of STAT's was not analyzed (106). Whether the 2.5 -oligoadenylate
inhibition of STAT transcriptional activity depends on NSP1 is still controversial; differences  synthetase
reported could be due to different experimental approaches being used (single-cell analysis versus

whole-cell culture), the time frame analyzed, and the cell lines employed. Nevertheless, these

studies support the fact that during rotavirus infection, the activation of STATS is hampered and

the transcriptional activation of ISGs is prevented (Figure 34). The mechanism by which this

inhibition occurs involves blocking the phosphorylation of STAT1 and inhibiting STAT1 and

STAT? translocation into the nucleus. Whether these two processes are needed or depend on

each other, the mechanism by which STAT1 and STAT? are retained in the cytoplasm, and

the role that NSP1 or other viral proteins might play in this viral countermeasure remain to be
determined.

VP3, a Multifunctional Enzyme

VP3 is an ~98-kDa structural protein encoded by rotavirus RNA segment 3. This is an ssRNA-
binding protein present in 12 copies in the nucleocapsid of the viral particles, where it associates
with VP1, the RNA-dependent RNA polymerase of the virus (107, 108). Until recently, the main
functions attributed to VP3 were its activities as the guanylyltransferase and methyltransferase
responsible for the 5'-capping and 2'-0-methylation of the 5'-cap structures of the viral transcripts
(109, 110). Apparently, these activities are not very efficient, because a fraction of the synthesized
viral transcripts are noncapped and could therefore be recognized as RINA patterns to activate the
immune signaling pathway through RLR or TLR sensors (52, 111). The presence of cytoplasmic
dsRINA also triggers the activation of the 2/,5'-oligoadenylate synthetase (OAS)/RINase L pathway,
which catalyzes the degradation of cellular and viral RNAs, contributing to (among other things)
a general shutoff of protein synthesis. The presence of dsRINA induces the oligomerization of
the OAS that is present in small amounts in the cytoplasm, thus activating it. Once active, OAS
synthesizes 2',5'-oligoadenylates (2-5As) using ATP as a substrate; these 2-5A molecules bind
with high specificity and affinity to monomers of RNase L, inducing its dimerizaton and its
activation (Figure 3b) (112). Activated RNase L degrades viral and cellular RNAs, inducing
cellular autophagy and apoptosis and inhibiting viral replication (112-114).

The C-terminal domain of VP3 from a simian rotavirus strain contains a 2',5'-
phosphodiesterase motif similar to that of the ns2 protein of the mouse hepatitis virus, which
has been shown to antagonize the antiviral activity of RNase L by degrading 2-5As (114, 115).
The C-terminal domain of rotavirus VP3 has a phosphodiesterase activity in vitro and can func-
tionally substitute for the equivalent domain in ns2 during mouse hepatitis virus infecdon (115).
This domain of VP3 has been cocrystallized with its substrate 2-5A, and its activity in vitro has
been corroborated (116). The role of this protein during rotavirus infection of cultured MA104
cells has recently been demonstrated; even though the OAS/RNase L pathway became activated
during infection, rotavirus was able to counteract this pathway through the phosphodiesterase
activity of VP3, which prevented the activation of RNase L (Figure 35) (51). The recent finding
that the C-terminal domain of VP3 contains 2',5'-phosphodiesterase activity that degrades the
activators of RNase L, in addition to its role as a capping enzyme, makes this protein a multifunc-
tional enzyme that contributes to the virulence and the innate immune evasion mechanisms of
rotaviruses. It remains to be seen how common this countermeasure is among different rotavirus
strains and whether it is functional in vivo in rotavirus-infected animals.
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Rotavirus NSP3 and Inhibition of Cellular Protein Synthesis

In addition to the elegant mechanisms by which viral proteins target a specific group of antiviral
responses, a bolder and less specific strategy takes place during infection. Early in the infection
process, rotaviruses take over the host translation machinery, shutting off cell protein synthesis,
which, among other consequences, prevents the translation of the mRNAs induced during the
IFN response of the cell. The two main checkpoints for controlling the cell translation apparatus
are the initiation of polypeptide synthesis, in particular the activity of the eukaryotic initiation
factor (eIF) eIF2, and the formation of the e[F4F complex, both of which are frequent targets of
control by viruses (reviewed in 117, 118).

Rotavirus mRNAs are capped at their 5’ end but do not contain a poly(A) tail at the 3’ end;
instead, they have at their 3’ end a consensus sequence (GACC) that is conserved in all 11 viral
genes and is specifically recognized by the N-terminal domain of the nonstructural protein NSP3
(119). This viral protein also binds through its C-terminal domain to eIF4GI, a component of
the elF4F complex, in the same region used by the poly(A)-binding protein (PABP) but with
higher affinity (120, 121). Thus, it has been proposed that, during rotavirus infection, NSP3 evicts
PABP from elF4G, impairing the translation of cellular mRNAs and enhancing the translation of
rotavirus mRINAs (120-122). But this story might not be so straightforward. Silencing NSP3 in
infected cells by RINA interference can restore cellular protein synthesis, as expected; however, and
unexpectedly, it does not decrease the synthesis of viral protein but rather increases the amount
of infectious virus produced (123). Furthermore, it has been reported that, in rotavirus-infected
cells, PABP (123-125) and poly(A)-containing mRINAs accumulate in the nucleus through a still
undefined mechanism that depends on the presence of NSP3 (126). The direct interaction of NSP3
with elF4G and its involvement in the relocalization of PABP and poly(A)-containing mRNAs to
the nucleus clearly have an inhibitory effect on the synthesis of cellular proteins (Figure 3c).

The shutoff of cell protein synthesis induced by rotaviruses is also mediated by a second mech-
anism; early in the infection, the o subunit of eIF2 (eIF2 o) becomes phosphorylated and is main-
tained in this state throughout the viral replication cycle (125). The continuous phosphorylated
status of elF2a might be beneficial for the virus because under these conditions the viral mRNAs
are efficiently translated but the synthesis of most cellular proteins is arrested. The dsRNA-
dependent protein kinase PKR has been identified as the kinase responsible for the phosphoryla-
tion of elF2o in rotavirus-infected MA104 cells (54), as well as in TECs (127). In PKR~~ MEFs,
or in cells in which the expression of PKR had been knocked down by RNA interference, the
phosphorylation of elF2a was prevented, but neither viral protein synthesis nor viral replication
was affected (Figure 3¢) (54). In addidon to PKR’s role in inhibiting translation, it might have an
additional role during rotavirus infection. It has been found that in PKR~/~ MEFs there was no
secretion of IFIN§ despite the presence of several antiviral genes induced by IRF3and NFkB, and
it was proposed that PKR could play a direct or indirect part in the secretory phase of IFNPB (45).
In contrast, a different study using adult PKR '~ knockout mice infected with a simian rotavirus
showed that [FN levels and viral replication were not different from those in infected wild-type
mice. Again, differences in the experimental models, as well as in the viral strains used, might
account for the different conclusions reached, thus emphasizing the need to further explore the
role of PKR during rotavirus infection.

CONCLUDING REMARKS

There is no doubt that rotaviruses have found ways to successfully replicate in their hosts, evading
the innate immune response that is deployed against them. It is not a simple task to escape the
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muldple branches of the innate immune response, but rotaviruses have developed several specific
measures on several fronts to dodge antiviral cell strategies. And yet it is also clear that host cells
manage to keep the infecdon under control, because in many cases, a defect in any of the factors
involved in controlling viral replication appears to result in a more aggressive infection. Close
coevolution between rotaviruses and their hosts has occurred over a very long time, and this is
clearly evidenced when homologous versus heterologous infections are compared. Indeed, several
of the molecules of the innate immune response used against these viruses have been unraveled
through the characterization of the replication of rotavirus strains in cells of an origin different
from the species from which the virus was isolated.

At least three viral proteins are committed to thwarting the innate immune response of the
cell. NSP1 interacts with several members of the IFN signaling cascade, preventing the acti-
vation of transcription factors that, in turn, activate the synthesis of IFNs and cytokines in a
proteasome-dependent or -independent manner and inhibiting the activity of ISGF3, thus block-
ing the activation of ISGs. The activity of VP3 as a capping enzyme protects viral mRNAs from
being detected by RLRs early in the infection, and then its 2',5'-phosphodiesterase activity inac-
tivates the unique molecules (2-5As) that turn on the activity of the harmful RNase L. Finally,
NSP3, by preventing the interaction of cellular mRINAs with the initiation complex eIF4F, and by
causing the accumulation of PABP and poly(A)-containing mRINAs in the cell nucleus, prevents
the translation of most cellular mRINAs, thus blocking the translation of many of the transcripts
induced during the IFN response of the cell.

There is still a long way to go to completely understand the defense components of the host
response to rotaviruses, in particular in the human host. Years of work using animal models and
susceptible cells have provided preliminary and interesting picture of host-rotavirus struggles, but
the elements that restrict virus replication and the ways in which the virus contends with them
remain obscure. The use of different rotavirus strains and study models has partly complicated
comparisons between studies; moreover, methodological advances that make possible the analysis
of the host cell response at a single-cell level, instead of characterizing the response of pooled and
usually heterogeneous cells, will allow us to have a clearer picture of the details of the virus—cell
battle. Clearly, characterizadon of the innate immune response of cells to invading rotavirusesis a
work in progress, in which new host and viral defense components and activities will be discovered.
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