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RESUMEN

Introduccion. Rotavirus (RV) es uno de los principales agentes etioldgicos
causantes de gastroenteritis aguda en niflos menores de 5 afos. Utilizando la
tecnologia de interferencia del RNA (RNAI) un tamizaje primario sugiri6 que el
silenciamiento de genes involucrados en el transporte vesicular entre el reticulo
endopldsmico (RE) y el aparato de Golgi presuntamente tenia efecto sobre la
infectividad de cepas de RV de penetracion tardia y dependientes de catepsinas. El
objetivo de este estudio fue determinar si el transporte vesicular que ocurre entre el
RE y el aparato de Golgi es necesario para la entrada de cepas de RV dependientes
de catepsinas. Métodos. Los genes Rabla, Rab2 y Secl3 se silenciaron utilizando
un método de transfeccion reversa de siRNA. Se expresaron mutantes dominantes
negativas (DN) de Rabla y Rab2 como estrategia alternativa para evaluar el efecto
sobre la infectividad. La infectividad de RV se determind cuantificando el nimero de
unidades formadoras de focos infecciosos. La eficiencia de silenciamiento por los
siRNA se verificd mediante western-blot. La inhibicion del transporte entre RE y Golgi
se demostro utilizando la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G)
fusionada a GFP como marcador de transporte. Resultados. El silenciamiento del
gen Rabla provocé la disminucion de la infectividad de la cepa bovina de rotavirus
UK en un 40%. Sin embargo, la infectividad en células silenciadas en los genes Rab2
y Secl3 no mostré ninguna disminucion. La expresion de la DN de Rabla no
provoco disminucién en la infectividad comparada con células expresando la proteina
Rabla silvestre. Por otro lado, la expresion de la DN de Rab2 provocd una
disminucion de hasta el 50%. En contraste con el fenotipo silvestre encontrado a
32°C, donde la proteina tsVSVG-GFP se observd concentrada en una ubicacion
perinuclear, en las células silenciadas, o que expresan DN, la proteina tsVSVG-GFP
se observo distribuida en la célula a modo de un puntilleo fino. Al utilizar marcadores
de RE y de aparato de Golgi se pudo determinar que el puntilleo fino observado co-
localizd con el aparato de Golgi. Conclusiones. Rabla y Rab2 se requieren durante
el ciclo de replicacion de la cepa bovina de rotavirus UK. La inhibicion de Rabla,
Rab2 y Sec13 en células MA104 no provoca la disrupcion del transporte anterogrado
pero si provoca la desintegracion del aparato de Golgi. La funcion de Rabla y de
Rab2 que es necesaria durante el ciclo de replicacion de rotavirus es independiente

de sus funciones en el trasporte vesicular entre el RE y el aparato de Golgi.
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1.0 INTRODUCCION

1.1 Rotavirus

1.1.1 Generalidades

Rotavirus (RV) es uno de los principales agentes etioldgicos causantes de
gastroenteritis aguda en nifios menores de 5 afios. En el 2008 la Organizacion
Mundial de la Salud estim6 453,000 muertes por diarrea infecciosa atribuida a
rotavirus, cifra que representa el 37% de las muertes por diarrea y el 5% del
total de muertes en ese grupo etario (Tate et al., 2012). La vacunacion ha sido
una medida de prevencién efectiva que ha reducido la morbilidad y mortalidad
de la infeccién por rotavirus en paises desarrollados. Sin embargo, la
efectividad de la vacuna es menor en paises subdesarrollados donde
rotavirus representa un problema de salud publica importante (Yen et al.,
2014). En México, la introduccién de la vacuna de rotavirus en 2007 ha
reducido aproximadamente el 53% de las muertes por gastroenteritis en
menores de 5 afios (Sanchez-Uribe et al., 2016). Un mejor conocimiento de
los procesos virales y celulares que participan durante la infeccion podria
permitir el desarrollo de nuevas estrategias para combatir la infeccion y/o

controlar el cuadro diarreico producido.

1.1.2 Estructura del virion

La particula infecciosa de rotavirus esta conformada por tres capas
concéntricas de proteina (TLP, del inglés triple-layered particle) que confinan
al genoma viral compuesto por 11 segmentos de RNA de doble cadena. Este
genoma codifica para seis proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6
y VP7) y seis proteinas no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y
NSP6) (Estes et al., 2013).

La capa mas interna del viridn esta constituida por 60 dimeros de la proteina
VP2 en un arreglo icosahédrico T=1. La proteina VP1 con actividad de RNA
polimerasa dependiente de RNA, la proteina VP3 con actividad de guanilil-
transferasa y metilasa, asi como el genoma viral se encuentran asociados a la

cara interna de esta capa formando el core del viridn, también conocido como



particula de una capa o SLP (del inglés single-layer particle) (Estes et al.,
2013).

Una capa de 260 trimeros de la proteina VP6 rodea al core del virion
formando la particula de doble capa (DLP, del inglés double-layered particle).
Por dltimo, la capa externa esta compuesta por 260 trimeros de la
glicoproteina VP7 que se ensamblan formando una superficie lisa, con una
simetria icosaédrica T=13 de la cual se proyectan 60 espiculas formadas por

trimeros de la proteina VP4 (Estes et al., 2013).
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Figura 1.- Estructura de rotavirus. A) Perfil electroforético del genoma de rotavirus, se numeran a la
izquierda los fragmentos de dsRNA y a la derecha las proteinas que codifican. B) Esquema de la TLP de
rotavirus obtenida por reconstruccion de imagenes generadas por criomicroscopia electrdnica, nétese
la capa de trimeros de VP7 en amarillo y las espiculas de VP4 en naranja. C) Corte de una TLP donde se
observa la capa externa (amarillo/naranja), la capa intermedia (azul) y la capa interna (verde). D)
Organizacién del genoma viral en conos invertidos que rodean a los complejos replicativos dentro del
core del virion (SLP). E) DLP de rotavirus transcripcionalmente activa (Jayaram et al., 2004).



1.1.3 Ciclo de replicacién

El ciclo de replicacién de rotavirus (Figura 2) comienza con la unién de la
particula viral infecciosa a la superficie celular a través de la interaccion inicial
entre la proteina VP4 y receptores que contienen acido sialico en posicion
terminal o subterminal (Dormitzer et al., 2002). Varias moléculas de la
superficie celular, como las integrinas y proteinas de uniones estrechas,
pueden actuar entonces como co-receptores post-union (Gutiérrez et al.,
2010; Torres-Flores et al., 2015; Revisado en Lépez & Arias, 2004).

Una vez unido a la superficie de la célula, el virus entra por endocitosis, la
cual, dependiendo de la cepa, puede ser dependiente o independiente de
clatrina (Figura 2a) (Gutiérrez et al., 2010; Sanchez-San Martin et al., 2004).
Independientemente del tipo de receptor y de la via de endocitosis utilizada,
las TLPs internalizadas tienen como destino comudn los endosomas
tempranos (EE) y posteriormente los endosomas en maduracion (ME); sin
embargo, después de este punto el trafico intracelular de las distintas cepas
de RV es diferente. Algunas cepas pierden la capa externa y se liberan hacia
el citoplasma a nivel de los MEs, mientras que otras requieren de las
condiciones de los LEs para llegar al citosol (Figura 2b) (Diaz-Salinas et al.,
2014).

La via de endocitosis utilizada no condiciona el trafico intracelular a seguir.
Por ejemplo, las cepas de rotavirus SA-11 y UK se internalizan a traves de la
misma via endocitica (mediada por clatrina), pero escapan del compartimento
vesicular a diferentes niveles; SA-11 ingresa al citosol desde MEs, mientras
que la cepa UK lo hace desde endosomas tardios (LEs) (Diaz-Salinas et al.,
2014).

Durante su liberacién de los compartimentos vesiculares hacia el citoplasma,
las TLPs pierden la capa externa generdndose DLPs que son
transcripcionalmente activas. El RNA gendmico se transcribe dentro de las
DLPs, y los mRNA virales son liberados de la particula a través de canales
existentes en ésta (Lawton et. al, 1997). Los transcritos son utilizados para la
sintesis de proteinas virales asi como de molde para la replicacion del

genoma (Figura 2c y 2d).



La mayoria de las proteinas virales estructurales (VP1, VP2, VP3 y VP6) y
algunas proteinas virales no estructurales (NSP2 y NSP5) recién sintetizadas
interaccionan en una zona electrodensa al microscopio electronico,
denominada viroplasma. En los viroplasmas se efectia la replicacion del
genoma y se lleva a cabo el ensamblado de las nuevas DLPs (Figura 2e), las

cuales geman hacia el reticulo endoplasmico (RE) (Estes et al., 2013).

Durante el proceso de gemacioén las DLPs adquieren una cubierta de lipidos,
dando lugar a particulas intermediarias envueltas que al perder la capa
lipidica y ensamblar la capa proteica externa dan origen, en el lumen del RE,

a las particulas maduras infecciosas de tres capas (Figura 2f). Los virus

maduros se liberan de la célula por lisis o por una via no litica actina-
dependiente (Estes et al., 2013; Trejo-Cerro et al., 2017)

Figura 2.- Ciclo de replicacion de rotavirus. El virién de rotavirus se une a la superficie celular a través
de receptores celulares en la membrana. Una vez unido se internaliza por diversas vias endociticas
hacia los endosomas, a partir de los cuales se libera al citoplasma en forma de DLPs
transcripcionalmente activas. Los transcritos se utilizan tanto para la sintesis de proteinas virales como
de molde para la replicacion del genoma. Las proteinas virales y los RNAs recién sintetizados
interaccionan en el viroplasma, donde se lleva a cabo el ensamblado de las nuevas DLPs las cuales
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geman hacia el RE. En el RE las DLP adquieren la tercera capa proteica y las TLP maduras se liberan por
exocitosis o lisis celular para iniciar un nuevo ciclo de replicacion. (Modificado de Trask et al., 2012)

1.2 Transporte vesicular intracelular

El transporte vesicular intracelular es un proceso que permite la movilizacion
eficiente y dirigida de los diversos componentes celulares. Este proceso es
altamente regulado pues controla la arquitectura de los diferentes
compartimentos intracelulares y permite la comunicacion de la célula con su

entorno y entre sus diferentes compartimentos (Alberts et al., 2002).

En general, las vesiculas se originan en un compartimento donador con ayuda
de proteinas de cubierta y adaptadoras. Estas vesiculas son dirigidas y
fusionadas con el compartimento aceptor en un proceso de acoplamiento
dirigido gracias a la especificidad conferida por proteinas de union y fusion
(Tokarev et al, 2009).

El transporte vesicular puede agruparse en dos grandes vias: la via endocitica
que transporta cargos del exterior al interior de la célula y la via exocitica o
secretora en la que se transportan cargos recién sintetizados a los diferentes
compartimentos celulares, a la membrana plasmética o bien son secretados al

medio extracelular (Alberts et al., 2002).

1.2.1 Via secretora

En general, una tercera parte de las proteinas de una célula tienen como
destino final las membranas celulares o el medio extracelular donde llevan a
cabo su funcién. En eucariotes, una red de organelos interconectados

conforman la via secretora (Revisado en Gomez-Navarro & Miller, 2016).

El transporte vesicular entre el RE y el aparato de Golgi es el primer evento en
la via secretora. Las vesiculas mediante las cuales se efectla este transporte
pueden ser clasificadas de acuerdo a las proteinas de cubierta que las
generan. Las proteinas de cubierta son proteinas citoplasmicas que efectian
dos funciones principales; la primera es favorecer la deformacion de las
membranas durante la formacion de las vesiculas, la segunda consiste en

seleccionar los cargos especificos que contendra la vesicula.
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Figura 3.- Esquema general del transporte vesicular entre el reticulo endoplasmico y el aparato
de Golgi. El transporte anterdgrado involucra la formacién de vesiculas recubiertas por el complejo
proteico COPII a partir del reticulo endopldsmico; estas vesiculas transportan las proteinas cargo hacia
el compartimento intermedio del reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi (ERGIC) y finalmente al
aparato de Golgi. El complejo proteico COPI genera vesiculas en el aparato de Golgi o el ERGIC, estas
vesiculas mediaran el transporte retrégrado de proteinas cargo residentes hacia el reticulo
endopldsmico (Revisado en Gémez-Navarro & Miller, 2016).

La formacién de vesiculas a partir del RE esta mediada por el complejo
proteico COPII; una vez formadas las vesiculas son transportadas hacia el
compartimento intermedio RE-Golgi, denominado ERGIC, o directamente
hacia el aparato de Golgi mediante el transporte anterégrado. ElI complejo
proteico COPI media la formacién de vesiculas que transportan cargos del
aparato de Golgi al RE y el transporte entre las cisternas del aparato de Golgi;
este transporte es denominado transporte retrégrado (Figura 3) (Revisado en
Gomez-Navarro & Miller, 2016).



1.2.1.1 Transporte anterogrado

Las proteinas cargo que se traslocaron al RE durante su sintesis y que se
encuentran plegadas correctamente, son empacadas durante el transporte
anterogrado dentro de vesiculas recubiertas por el complejo proteico COPII
(Alberts et al., 2002). COPII esta conformado por cinco subunidades: Sarl,
heterodimeros de Sec23 y Sec24, asi como heterotetrameros de Secl3 y
Sec31 (Barlowe et al., 1994).

La formacion de la vesicula comienza cuando la proteina citosolica Sarl es
activada por la proteina residente de membrana de reticulo endoplasmico
Secl2; la forma activa de Sarl unida a GTP se relocaliza a RE y una vez ahi
recluta los heterodimeros de Sec23/Sec24. Sec24 interacciona directamente o
a través de adaptadores con las proteinas cargo que se transportaran en la
vesicula, posteriormente los heterotetrameros de Sec13/Sec23 son reclutados
por Sarl y son los responsables de generar la curvatura de membrana
necesaria para la formacion de la vesicula esférica (Figura 4) (Revisado en
Gbomez-Navarro & Miller, 2016). Este proceso de empaquetado proteico
dentro de las vesiculas parece ser un proceso selectivo, algunas proteinas
cargo se reclutan activamente dentro de las vesiculas al poseer sefiales de
transporte en su superficie que son reconocidas por receptores
complementarios presentes en las vesiculas y los cuales interaccionan al
mismo tiempo con los componentes del complejo COPIIL. En indices mucho
menores, proteinas que carecen de sefiales de transporte, y cuya funcién se
lleva a cabo en el RE, se reclutan a las vesiculas de manera inespecifica
(Tokarev et al., 2009).
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Figura 4. El ensamblado de COPI y COPIl media la formacion de vesiculas. La formacién de la
vesicula comienza con la relocalizaciéon del activador Sarl o Arfl a la membrana del reticulo
endopldsmico o del aparato de Golgi, respectivamente. Las diferentes subunidades de los complejos
COPII o COPI son reclutadas de manera secuencial a la membrana del organelo donador, esto permite
la deformaciéon de la membrana y finalmente la formacidn de las vesiculas conteniendo los cargos a
transportar (Yorimitsu et al., 2014.

Una vez formada, la vesicula es transportada hasta el organelo receptor a
través de microtubulos con la ayuda de proteinas motoras. Sarl se libera de
la membrana de la vesicula y esto permite la union del complejo TRAPPI el
cual interacciona con la pequefia GTPasa Rabla en su forma activa unida a
GTP, esta ultima recluta a la proteina p115. En el aparato de Golgi la proteina
de unibn GM130 forma un complejo con GRASP65 y otras proteinas
residentes del cis-Golgi, este complejo interacciona con p115 lo que permite la
unién y fusién de la vesicula con el aparato de Golgi (Figura 5) (Moyer et al.,
2001).
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Figura 5- Formacién, transporte y fusién de las vesiculas de COPIl. Una vez que la vesicula se
forma por la nucleacion de COPII, la fosforilacion de Sarl provoca que esta se desprenda de la
membrana de la vesicula y el complejo TRAPPI se integre a la misma (1). En células de mamifero, el
complejo TRAPPI interacciona con la Rab1a-GTP (2) que a su vez recluta a la proteina de unién p115 (3).
P115 interacciona con diversas proteinas residentes en el aparato de Golgi permitiendo asi la unién y
fusidn de la vesicula en el cis-Golgi (4) (Revisado en Davis & Ferro-Novick, 2015).

1.2.1.2 Transporte retroégrado

El aparato de Golgi es el principal compartimento distribuidor de la célula; las
vesiculas generadas en este organelo pueden transportarse a la membrana
plasmatica, a otros organelos como los endosomas, o incluso de retorno al
RE (transporte retrogrado). Las proteinas residentes de un organelo que se
mueven durante la via secretora al siguiente organelo tienen que ser
recicladas y retornar al compartimento original para mantener la identidad del
compartimento y poder ser utilizadas de nuevo en el transporte (Tokarev et al,
2009). El transporte retrogrado del aparato de Golgi al RE también asegura el
retorno eficiente de cargos inmaduros o proteinas residentes del RE que
fueron empaquetadas de manera no selectiva durante el transporte

anterogrado (Revisado en Gomez-Navarro & Miller, 2016). El transporte




retrogrado del aparato de Golgi al RE esta mediado por vesiculas recubiertas
por el complejo proteico COPI. El complejo COPI esta conformado por siete
subunidades (a, B, B, g, O, €, ().

1.2.3 Rab GTPasas

Las Rab GTPasas son una amplia familia de GTPasas pequefias
coordinadoras del trafico vesicular. Estas proteinas funcionan como switches
moleculares que alternan entre dos estados conformacionales, un estado
activo asociado a GTP y un estado inactivo asociado a GDP. El estado GTP-
activo interacciona con diversas proteinas de cubierta, proteinas motoras y
SNARESs controlando asi la gemacion, identidad, movilizacion y fusion de las
vesiculas. La interaccion de las diversas GTPasas de manera especifica (mas
de 60 en mamiferos) asegura la regulacién espaciotemporal del trafico

vesicular (Stenmark, 2009).
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2.0 ANTECEDENTES

Los avances en la caracterizacion del trafico intracelular que sigue RV desde
su internalizacidn a la célula hasta la liberacion de las DLPs al citoplasma han
permitido determinar la importancia de varios componentes celulares
involucrados en la regulacion del mismo (Diaz-Salinas et al.,, 2014; Silva-
Ayala et al., 2013).

Utilizando la tecnologia de interferencia del RNA (siRNA), recientemente se
llevé a cabo en nuestro laboratorio un tamizaje de 144 genes celulares
involucrados en el transporte intracelular para evaluar su posible relevancia
en la infeccién de tres cepas de rotavirus: RRV, nar3 y UK. El trafico
intracelular de estas tres cepas es diferente (Figura 6). Una vez endocitadas
las particulas virales, las tres cepas convergen en los EEs que durante su
proceso de maduracion (MEs), presentan las condiciones necesarias para
gue RRYV se libere hacia el citoplasma, mientras que UK y nar3 requieren de
las condiciones de los LEs para su liberacion al citosol (Diaz-Salinas et al.,
2014; Silva-Ayala et al., 2013). Sin embargo, los requisitos para la liberacion
de nar3 y UK de los LEs son diferentes. UK requiere del transporte de
catepsinas desde el trans-Golgi hacia los LEs, mediado por el receptor de
manosa-6-fosfato (CD-M6PR), mientras que nar3 no depende de este

transporte (Diaz-Salinas et al., 2014).
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Figura 6.- Ruta de entrada de las cepas de rotavirus RRV, UK y nar3 en células MA104. El virién
de las diferentes cepas de rotavirus se une a la superficie celular a través de receptores y co-
receptores celulares en la membrana. Una vez unido a la superficie celular, el virus entra por
endocitosis, la cual, segun la cepa, puede ser dependiente o independiente de clatrina.
Independientemente del tipo de receptor y de la via de endocitosis utilizada, las TLPs
internalizadas tienen como destino comun los endosomas tempranos, durante su proceso de
maduracién los endosomas presentan las condiciones necesarias para que RRV se libere
hacia el citoplasma, mientras que UK y nar3 requieren de las condiciones de los endosomas
tardios para su liberacién al citosol. UK requiere del transporte de catepsinas desde el trans
Golgi hacia los LEs, mediado por el receptor de manosa-6-fosfato (CD-M6PR), mientras que
nar3 no depende de este transporte (Modificado de Diaz-Salinas et al., 2014; Silva-Ayala et
al., 2013).

El tamizaje primario realizado sugiri6 que el silenciamiento de los genes
Rabla, Rab2 y Secl3 afecta la infectividad de la cepa UK, pero no muestra
efecto en las cepas nar3 y RRV (Silva-Ayala, datos no publicados). Rabla y
Rab2 pertenecen a la familia de las Rab GTPasas pequefias. El analisis
bioguimico y mutacional de Rabla y Rab2 ha demostrado que son necesarias
para el transporte anterégrado y retrogado entre el RE y el aparato de Golgi;

cuando su actividad es defectuosa las proteinas de exportacién se acumulan
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a nivel de RE (Tisdale et al., 1992). La proteina Secl3 forma parte del
complejo proteico de recubrimiento requerido para que las vesiculas formadas
en RE (COPII) sean transportadas a Golgi; su funcion en este complejo
consiste en favorecer la curvatura de la membrana facilitando la formacion de
la vesicula; sin embargo, mutantes carentes en Sec13 son capaces de llevar

a cabo el transporte normal de cierto tipo de moléculas (Copic et al., 2012).

Durante la exocitosis temprana las proteinas recién sintetizadas en el RE son
transportadas al aparato de Golgi, el cual se encarga de su distribucidon no
sélo hacia la membrana plasméatica sino también hacia endosomas, lisosomas
y otros organelos (Presley et al., 1997). Considerando lo anterior, la
disminucién de la infectividad de la cepa UK provocada por la inhibicién de
Rabla, Rab2 y Secl3 podria deberse a la necesidad del transporte de algun
compuesto celular desde el RE hasta algun punto en el trafico vesicular del
virus. Tanto nar3 como UK requieren de llegar a los LEs para su liberacion al
citoplasma; sin embargo, como se menciond anteriormente, solo UK, al igual
gue la mayoria de las cepas de RV que arriban hasta LEs, depende del CD-
M6PR y de proteasas celulares como las catepsinas (Diaz-Salinas et al.,
2014), sugiriendo que durante la entrada de RV solo las cepas dependientes

de estos factores son afectadas al impedir el transporte RE-Golgi.
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3.0 HIPOTESIS

El transporte vesicular que ocurre entre el RE y el aparato de Golgi es
necesario para la entrada de cepas de RV dependientes de catepsinas.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el papel del transporte vesicular que ocurre entre el RE y el
aparato de Golgi en la entrada de rotavirus a la célula.

4.2 Objetivos particulares

1.- Definir el efecto del silenciamiento de Rabla, Rab2 y Secl3 sobre la

infectividad de la cepa bovina de rotavirus UK.

2.- Determinar el efecto de la expresion de mutantes dominantes negativas de

Rablay Rab2 sobre la infectividad de la cepa bovina de rotavirus UK.

3.- Comprobar la inhibicidn del transporte vesicular entre el RE y el aparato de
Golgi en células MA104.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

5.1 Células y virus

La linea celular MA104, proveniente de células epiteliales de rindbn de mono
verde africano (Cercopithecus aethiops), se cultivd en medio DMEM-RS
(Debecco’s modified Eagle’s minimal essential médium) (Thermo Scientific)
suplementado con 5% de suero fetal bovino en una atmosfera de COzal 5% y
37°C. La cepa bovina de rotavirus UK (G6P[5]) fue donada por Y. Hoshino
(NIAID, NIH, Bethesda, MD) (Feng et al, 2009) y propagada en células MA104
como se ha descrito previamente (Pando et al. 2002). Los lisados virales se

activaron con tripsina (10 pg/mL) por 30 min a 37° C.

5.2 Anticuerpos y plasmidos

El anticuerpo monoclonal utilizado para detectar la proteina Rabla fue de la
marca Cell Signaling (Denvers, MA). Los anticuerpos policlonales dirigidos
contra Rab2 y el epitope c-myc exdgeno fueron de la marca Abcam
(Cambridge, MA). El anticuerpo policlonal usado para detectar la proteina
Secl3 se adquiriéo de GeneTex, Inc. (Irvine, CA). Los sueros hiperinmunes de
conejo para la deteccion de antigeno viral de rotavirus (a-TLPs) y de la
proteina de citoesqueleto vimentina (a-Vim), se produjeron en nuestro
laboratorio. Los anticuerpos policlonales a-conejo y a-raton acoplados a
peroxidasa fueron de la marca PerkinElmer Life Sciences (Waltham, MA). Los
anticuerpos a-conejo y a-raton acoplados al fluoréforo Alexa -488 o -568 asi
como el 4’6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI) fueron de la marca Molecular
Probes (Grand Island, NY). Los plasmidos PCMV-intron myc RablaWT,
PCMV-intron myc Rabla S25N, PCMV-intron myc Rab2WT y PCMV-intron
myc Rab2 S20N fueron donados por Terry Hébert (McGill University). El
plasmido pEGFP-VSVG fue amablemente proporcionado por Jennifer
Lippincott-Schwartz (NIH, USA). Los pequefios RNAs de interferencia (SiRNA)

se adquirieron en Dharmacon-Thermo Scientific (Pittsburg, PA).
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5.3 Lipofeccion de siRNAs

El silenciamiento de Rabla, Rab2 y Secl13 se realizé utilizando un método de
transfeccion reversa sobre cubreobjetos de 5 mm en placas de 96 pozos
(Gutierrez et al., 2010). La oligofectamina (Invitrogen) se mezcld6 con MEM
(minimal essential medium) sin suero y se incub6 a 37°C por 10 min (15 pL de
oligofectamina por 1 mL de MEM). Se adicionaron 8 pL del siRNA
correspondiente (1 uM) a la mezcla de oligofectamina y se incubd por 20 min
a temperatura ambiente. La mezcla se colocé en los pozos correspondientes
y se adicionaron 100 pL de una suspensién de células MA104 a una
concentracion de 1x10° cel/mL. Se utilizé siRNA "non-targeting” como un
control irrelevante, asi como siRNA dirigido contra la ATPv6 como control

positivo. Las células se procesaron 72 horas post-transfeccion (hpt).

5.4 Expresion de dominantes negativas

Los plasmidos que codifican para las mutantes dominantes negativas y para
las proteinas silvestres de Rabla y Rab2 se lipofectaron mediante
transfeccion reversa. La lipofectamina LTX (Invitrogen) se mezclé con medio
MEM sin suero y se incubd a 37°C por 10 min. Se adiciond el plasmido
correspondiente (500 ng) y se incubé por 20 min a temperatura ambiente. La
mezcla final se adicion6 a monocapas subconfluentes de células MA104
crecidas sobre cubreobjetos de 10 mm, se incubaron a 37°C por 6 h y

posteriormente se intercambié la mezcla por MEM-RS.

5.5 Ensayos de infectividad

La infectividad de la cepa UK en células transfectadas con los siRNA se
determind por inmunofluorescencia. A las 72 hpt, las monocapas confluentes
se lavaron con MEM sin suero y se infectaron con la cepa UK a una MOI de 3
por 1 h a 37°C. El inoculo se retird y se incubaron las monocapas a 37°C con
MEM sin suero. A las 6 horas post-infeccion (hpi) las células se fijaron con

paraformaldehido (Sigma) al 2% por 20 min y se procesaron para
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inmunofluorescencia. El suero hiperinmune de conejo para la deteccion de
antigeno viral de rotavirus (a-TLPs) se utiliz6 como anticuerpo primario y el
anticuerpo a-conejo acoplado al fluoréforo Alexa -568 se utiliz6 como
anticuerpo secundario. Las preparaciones fueron observadas en un
microscopio de epifluorescencia (Zeiss, Axioskop 2, Alemania) acoplado a
una cdmara digital (Photometrics Cool Snap HQ). Se cuantificé el nimero de

células infectadas y se calculd la infectividad relativa (Silva-Ayala et al., 2013).

Las células transfectadas con los plasmidos que codifican para las mutantes
dominantes negativas y las proteinas silvestres de Rabla y Rab2 se
infectaron a las 24 hpt de la misma manera que las células transfectadas con
los siRNA. A las 6 hpi las células se fijaron con paraformaldehido (Sigma) al
2% por 20 min y también se procesaron para inmunofluorescencia. Como
anticuerpos primarios se utiliz6 a-TLPs asi como el anticuerpo policlonal
dirigido contra el epitope c-myc exdgeno. El anticuerpo a-conejo acoplado al
fluoréforo Alexa-568 y el anticuerpo a-raton acoplado al fluoréforo Alexa-488
se utilizaron como anticuerpos secundarios. La infectividad relativa se calcul6
contando un numero fijo de células que expresaban la proteina silvestre o su

version DN y determinando las células infectadas en estas subpoblaciénes.

5.6 Inmunofluorescencia

Las monocapas confluentes de células MA104 crecidas sobre cubreobjetos
de vidrio se fijaron con paraformaldehido (Sigma) al 2% por 20 min a
temperatura ambiente. Se lavaron 3 veces por 5 min con PBS-NH4Cl 50 mM.
Una vez lavadas las preparaciones se incubaron por 1 h a temperatura
ambiente con solucion de bloqueo (BSA al 1% en PBS-NH4Cl 50 mM) y
posteriormente se permeabilizaron por 15 min a temperatura ambiente con
0.5% de Tritobn X-100 (Sigma) diluido en solucibn de bloqueo. Las
preparaciones se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario
correspondiente diluido en solucion de bloqueo. Se realizaron 3 lavados por 5
min con PBS-NH4Cl 50 mM. Los anticuerpos secundarios especie-especificos
acoplados a Alexa-568 se diluyeron también en solucion de bloqueo y se

incubaron por 1 h a temperatura ambiente. Tras 3 lavados se adicion6 DAPI
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30 mM durante 15 min y se realizaron 6 lavados finales. Los cubreobjetos se
montaron sobre portaobjetos utilizando solucion Citifluor AF1 (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield; USA) (Silva-Ayala et al., 2013).Las muestras
fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia (Zeiss, Axioskop 2,

Alemania) acoplado a una camara digital (Photometrics Cool Snap HQ).

5.7 Western blot

La eficiencia de silenciamiento por los siRNA se verificO mediante andlisis de
Western-blot, utilizando anticuerpos dirigidos contra Rabla, Rab2 y Secl3
(Dector et al., 2002). Monocapas de células MA104 transfectadas con los
SiRNA (72 hpt) se lisaron utilizando amortiguador de carga (50mM Tris-Cl pH
6.8, 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol, 10% glicerol, 1% b-mercaptoetanol).
Los lisados celulares se hirvieron durante 5 min y se analizaron por
electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida al 12.5%. La
electrotransferencia de proteinas se realizd6 durante 45 min a 130 mA en
membranas de immobilon-NC para Rabla y Secl3 y en membrana de PVDF
para Rab2. Las membranas se bloquearon por 1 h con 5% de leche
descremada en PBS-0.1% Tween 20. Los anticuerpos primarios indicados se
diluyeron en la solucion leche descremada-PBS-Tween 20 y se dejaron
sumergidas las membranas toda la noche a 4°C. Se realizaron 3 lavados de
10 min utilizando PBS-0.1% Tween 20. Los anticuerpos secundarios especie-
especificos acoplados a peroxidasa se incubaron con las membranas por 1 h
a temperatura ambiente. Tras tres ultimos lavados la sefial se detectd en
peliculas Kodak medical X-ray films. Para la cuantificacién por densitometria

se utilizo el software ImageJ.

5.8 Ensayos de transporte

El plasmido pEGFP-VSVG se prepar6 para transfeccion utilizando el método
descrito para las dominantes negativas. La mezcla final de lipofeccion se
adicion6é a monocapas de células 72 h después de haber sido transfectadas
con los siRNAs segun el método antes descrito. La incubacion de 6 h con la

mezcla de lipofeccién se realizé a 40°C y posteriormente se intercambié la
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mezcla por MEM-RS y se continu6 incubando a 40°C en atmdsfera de CO: al
5%. A las 24 hpt las células se incubaron a 32°C por 40 minutos. Las
monocapas se tratarom para analizarse por inmunofluorescencia sin adicion

de anticuerpos.

Por otro lado, el plasmido pEGFP-VSVG también se prepar6 para
cotransfeccion con los plasmidos PCMV-intron myc RablaWT, PCMV-intron
myc Rabla S25N, PCMV-intron myc Rab2WT o PCMV-intron myc Rab2
S20N. La mezcla final de lipofeccion se adicioné a monocapas de células
subconfluentes y se siguié el mismo procedimiento de incubacion y cambio de

temperatura que con el plasmido solo.

5.9 Colocalizacion de la proteina tsVSVG-GFP con marcadores celulares

Se realizaron los ensayos de transporte de la proteina tsVSVG-GFP (apartado
5.7) en células que expresan las mutantes dominantes negativas o su
contraparte silvestre. Las monocapas se procesaron para analizarse por
inmunofluorescencia en un microscopio de epifluorescencia, utilizando a-
KDEL y a-GM138 como anticuerpos primarios. Se utilizaron anticuerpos

secundarios especie-especificos acoplados a Alexa-568.
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6.0 RESULTADOS

6.1 Efecto del silenciamiento de Rabla, Rab2 y Sec13 sobre la infectividad
de la cepa bovina de rotavirus UK.

El tamizaje primario realizado en nuestro laboratorio sugiri6 que el
silenciamiento de Rabla, Rab2 y Sec13 afectaba la infectividad de la cepa UK
de RV, pero no mostraba efecto en las cepas nar3 y RRV (Silva-Ayala, datos
no publicados). Para verificar el efecto del silenciamiento de estos genes
sobre la infectividad de UK, se transfectaron en células MA104 los siRNA
dirigidos a cada uno de los tres genes en cuestion, asi como un SiRNA
irrelevante y el siRNA dirigido a la subunidad 6 de la ATPasa vacuolar
(ATPv6) como control positivo. Las monocapas se infectaron con la cepa UK
a una MOI de 3 y se procesaron 6 hpt para ser analizadas por
inmunofluorescencia. Se cuantifico la infectividad relativa en las células
silenciadas en comparacion con las células control y se analizaron los datos
de tres experimentos independientes. En los ensayos de infectividad también
se comprobo la infectividad en células sometidas al proceso de transfeccién
reversa pero sin SiRNA (Nsi). La eficiencia de los silenciamientos se

comprobd mediante WB.

En comparacion con células transfectadas con el siRNA irrelevante, las
células tratadas con el siRNA dirigido contra la GTPasa Rabla mostraron una
disminucién de hasta el 68% de dicha proteina (Figura 7b). En estas células
silenciadas, la infectividad de UK disminuyé hasta un 40% (Figura 7a) en
comparacion con el control irrelevante lo que hasta el momento sugeria que
alguna funcion de Rabla era aparentemente requerida durante el ciclo
infeccioso de UK. El silenciamiento de la ATPv6 disminuyd hasta un 60% la
infectividad de UK lo cual se asemeja a la disminuciéon de la infectividad
reportada de entre el 70 al 80% para otras cepas de rotavirus (Silva-Ayala et
al., 2013), esto otorga solidez al ensayo de silenciamiento e infectividad. No
se observo diferencia significativa de la infectividad de UK entre células Nsi y
el control irrelevante lo cual asegura que el siRNA-irre utilizado no modifica

por si mismo la infectividad y por tanto resulta un buen control.
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Figura 7 - Efecto del silenciamiento de Rabla sobre la infectividad de la cepa de rotavirus UK. Se
transfectaron células MA104 con los siRNA correspondientes y 72 hpt fueron infectadas con
la cepa bovina de rotavirus UK (MOI=3). A las 6 h post-infeccién se procesaron para
inmunofluorescencia y se determind el nimero de células infectadas. a) Los resultados se
expresan en porcentaje de infectividad relacionada a la infectividad obtenida en el control no
silenciado (Nsi) sometido al proceso de transfeccién reversa. Como control positivo se
realizaron ensayos de infectividad en células silenciadas en la subunidad 6 de la ATPasa
vacuolar (ATPv6). Se muestra el error estandar de la media aritmética de tres ensayos
independientes realizados por duplicado *P<0.01. b). Se analizaron en GraphPad Prism con
una prueba de Tukey. La eficiencia del silenciamiento se comprobd por Western blot. Se
muestran inmunoblots representativos de la deteccion de Rabla en células MA104
transfectadas con un siRNA irrelevante (Irre) o con el siRNA dirigido contra Rabla (Rabla). La
deteccion de vimentina se utilizé como control de carga.

La transfeccion del siRNA dirigido contra el gen de la GTPasa Rab2 provocé
una disminucién de hasta el 95% de la proteina en comparacién con el
tratamiento irrelevante (Figura 8b). Sin embargo, la infectividad de la cepa UK
en estas células silenciadas no mostré ningun cambio significativo (Figura 8a).
El silenciamiento de la ATPv6 provocd la disminucién esperada en la
infectividad de UK lo cual valida el ensayo de silenciamiento y de infectividad.

Estos resultados parecen demostrar de inicio que ninguna de las funciones de
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Rab2 se requiere durante el ciclo de infeccion de la cepa UK o que alguna

otra proteina celular puede compensar su ausencia al efectuar al menos de
manera parcial su funcién.
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Figura 8.- Efecto del silenciamiento de Rab2 en la infectividad de la cepa de rotavirus UK. Se
transfectaron células MA104 con los siRNA correspondientes y 72 hpt fueron infectadas con
la cepa bovina de rotavirus UK (MOI=3). A las 6 h post-infeccion se procesaron para
inmunofluorescencia y se determiné el nimero de células infectadas. a) Los resultados se
expresan en porcentaje de infectividad relacionada a la infectividad obtenida en el control no
silenciado (Nsi) pero sometido al proceso de transfeccion reversa. Como control positivo se
realizaron ensayos de infectividad en células silenciadas en la subunidad 6 de la ATPasa
vacuolar (ATPv6). Se muestra el error estandar de la media aritmética de tres ensayos
independientes realizados por duplicado *P<0.01. Se analizaron en GraphPad Prism con una
prueba de Tukey. b) La eficiencia del silenciamiento se comprobé por Western blot. Se
muestran inmunoblots representativos de la deteccién de Rab2 en células MA104
transfectadas con un siRNA irrelevante (Irre) o con el siRNA dirigido contra Rab2 (Rab2). La
deteccion de vimentina se utilizd como control de carga.

La cuantificacion de la proteina Secl3 en las células transfectadas con el

siRNA irrelevante y el siRNA dirigido contra Sec13 mostré una disminucion de
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hasta el 78% de dicha proteina (Figura 9b). El silenciamiento de Secl3

tampoco provocé cambios en la infectividad de la cepa UK (Figura 9a).

Los resultados de silenciamiento en conjunto sugieren que, si bien el
silenciamiento de Rabla provoca una disminucion de la infectividad de UK, la
ausencia de cambio en la infectividad al silenciar Rab2 y Sec13 indicaria que
la funcion de Rabla requerida es independiente del transporte vesicular entre

el RE y el aparato de Golgi.
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Figura 9.- Efecto del silenciamiento de Sec13 en la infectividad de la cepa de rotavirus UK. Se
transfectaron células MA104 con los siRNA correspondientes y 72 hpt fueron infectadas con
la cepa bovina de rotavirus UK (MOI=3). A las 6 h post-infeccién se procesaron para
inmunofluorescencia y se determind el nimero de células infectadas. a) Los resultados se
expresan en porcentaje de infectividad relacionada a la infectividad obtenida en el control no
silenciado (Nsi) pero sometido al proceso de transfeccidon reversa. Como control positivo se
realizaron ensayos de infectividad en células silenciadas en la subunidad 6 de la ATPasa
vacuolar (ATPv6). Se muestra el error estandar de la media aritmética de tres ensayos
independientes realizados por duplicado *P<0.01. Se analizaron en GraphPad Prism con una
prueba de Tukey. b) La eficiencia del silenciamiento se comprobé por Western blot. Se
muestran inmunoblots representativos de la deteccién de Rab2 en células MA104
transfectadas con un siRNA irrelevante (Irre) o con el siRNA dirigido contra Rab2 (Rab2). La
deteccion de vimentina se utilizé como control de carga.
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6.2 Ensayo de mutantes dominantes negativas

Las proteinas mutantes Rabla S25N (RablaDN) y Rab2 S20N (Rab2DN)
presentan una sustitucion en el dominio involucrado en la union de fosfato y la
coordinacion de Mg?*; esta mutacion provoca menor afinidad por el GTP y
restringe a RablaDN y a Rab2DN a una conformacion inactiva unida a GDP.
Cuando se expresan en células transformadas, estas proteinas mutantes
inhiben a sus contrapartes silvestres (RablaWT o Rab2WT) por competencia
de reguladores y efectores endogenos (Nuoffer et al., 1994; Tisdale et al.,
1992).

Como estrategia alternativa para evaluar el papel de Rabla y de Rab2 sobre
la infectividad de la cepa UK se transfectaron plasmidos que codifican para la
version mutante DN (PCMV-intron myc Rabla S25N y PCMV-intron myc Rab2
S20N) o para su contraparte silvestre. Las monocapas transfectadas se
infectaron con la cepa UK (MOI=3) y 6 hpi se procesaron por
inmunofluorescencia. Se calcul6 la infectividad relativa contando por cada
réplica 200 células que expresaran la proteina heteréloga (detectadas por el
tag c-myc) y se determind el porciento de infeccidén en células que expresaban
la DN en comparacién con células que expresaron la version silvestre

heterdloga.

La expresion de RablaDN no provocé disminucion en la infectividad de la
cepa UK comparada con células expresando la proteina RablaWT. Por otro
lado, la expresion de Rab2DN provoco una disminucion de hasta el 50% en la

infectividad de la cepa UK (Figura 10).
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Figura 10.- Expresidon de mutantes dominantes negativas de Rabla y Rab2 y su efecto sobre la
infectividad de la cepa UK. Los plasmidos que codifican para las mutantes dominantes
negativas y las proteinas silvestres de Rabla y Rab2 fueron lipofectados mediante
transfeccion reversa en células MA104. A las 24 hpt las células se infectaron con la cepa UK
(MOI=3) y 6 hpt se procesaron por inmunofluorescencia. Se muestra el porcentaje de
infectividad de la cepa UK en células expresando las mutantes dominantes negativas de
Rabla (RablaDN) y de Rab2 (Rab2DN). Se tomd como 100% la infectividad en células MA104
transfectadas con construcciones que expresan las proteinas silvestres de Rabla (Rab1aWT)
y de Rab2 (Rab2WT). Se muestra el error estandar de la media aritmética de tres ensayos
independientes realizados por duplicado *P<0.01. Se analizaron en GraphPad Prism con una
prueba de Tukey.

6.3 Ensayos de transporte de la proteina termosensible VSVG-GFP

La proteina termosensible VSVG-GFP (tsVSVG-GFP) se utilizé para realizar
ensayos de transporte los cuales permitieron evaluar si el silenciamiento de
las proteinas de interés asi como la expresién de las mutantes dominantes
negativas de éstas inhiben de manera eficiente el transporte vesicular entre el
RE y el aparato de Golgi en células MA104.

Se ha reportado que si las células que expresan la tsVSVG-GFP se incuban
a 40°C (temperatura restrictiva), la tsVSVG-GFP se pliega erroneamente de
manera que no se transporta hacia el aparato de Golgi y se acumula en el
lumen del RE; en cambio, cuando las células se incuban a 32°C (temperatura
permisiva) la proteina se pliega correctamente y se transporta al aparato de
Golgi (Presley et al., 1997).

Para evaluar si el transporte de la tsVSVG-GFP en nuestras células de trabajo

es igual de eficiente a lo reportado en otras lineas celulares, se transfectaron
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células MA104 con el plasmido pEGFP-VSVG y se incubaron a 40°C. A las 24
hpt unas células se mantuvieron en la temperatura restrictiva y se fijaron para
IF mientras que otras se incubaron a la temperatura permisiva (32°C) por 40
min antes de fijarse. Una tercera monocapa de células transfectadas se
incubo a 37°C durante 24 h 'y se proceso por IF a la par de las anteriores.

En las células MA104 transfectadas e incubadas a 37°C (Figura 11c) se
observé a la proteina tsVSVG-GFP distribuida de manera heterogénea en
toda la célula incluyendo la membrana plasmética (Figura 11c), lo que implica
que a esta temperatura la proteina, o al menos parte de ella, se pliega
correctamente y es eficientemente transportada a través de la via secretora
en células MA104. En las células incubadas a 40°C la proteina tsVSVG-GFP
se observo localizada en una estructura reticular que abarca la mayoria de la
superficie celular correspondiente aparentemente al RE (Figura 11a); por otro
lado, el cambio a la temperatura permisiva por 40 min redistribuyé a la
proteina tsVSVG-GFP hacia una localizacion perinuclear que corresponderia
al aparato de Golgi (Figura 11b). Esta distribucion de la proteina tsVSVG-GFP
es consistentes con el fenotipo de transporte reportado en otras lineas

celulares.
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Figura 11.- Transporte de la proteina termosensible VSVG-GFP (tsVSVG-GFP) en células MA104.
Las células MA104 se transfectaron con el plasmido pEGFP-VSVG y se incubaron a 40°C. A las
24 hpt unas células se mantuvieron en la temperatura restrictiva y se fijaron (a) mientras que
otras se transfirieron a la temperatura permisiva (32°C) por 40 minutos (b) ambos
tratamientos se procesaron para analizarse por inmunofluorescencia. Una tercer monocapa
de células transfectadas se incubd a 37°C durante las 24 h, al igual que los dos tratamientos
anteriores se procesd para inmunofluorescencia, las flechas amarillas sefalan la proteina
transportada a la membrana (c). Imagenes representativas del fenotipo principal en tres
experimentos independientes realizados por duplicado.
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Las células silenciadas en Rabla, Rab2, Secl3 y el control irrelevante se
transfectaron con el plasmido pEGFP-VSVG y se incubaron a 40°C. Las
monocapas se transfirieron 24 hpt a 32°C por 40 min y se fijaron para
procesarse por IF. El silenciamiento de la expresion de los genes que
codifican para las proteinas Rabla, Rab2 y Secl13 provocd un cambio en el
fenotipo de distribucion de la tsVSVG-GFP (Figura 12). En contraste con el
fenotipo observado en el control irrelevante, donde la proteina tsVSVG-GFP
se observa concentrada en una ubicacién perinuclear correspondiente al

aparato de Golgi, en las células silenciadas la proteina tsVSVG-GFP se

observa distribuida en la célula a modo de un puntilleo fino.

Figura 12.- Efecto del silenciamiento de Rabla, Rab2 y Sec13 sobre la distribucién de la proteina
termosensible VSVG-GFP. Las células MA104 se transfectaron con los siRNA dirigidos a los
genes Rabla (a), Rab2 (b) o Sec13 (c) y se utilizé siRNA "non-targeting” como un control
irrelevante (d). Las monocapas se transfectaron 72 horas después con el plasmido pEGFP-
VSVG y se incubaron a 40°C. A las 24 h las monocapas se transfirieron a 32°C por 40 min y se
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fijaron para procesarse por IF. Imagenes representativas del fenotipo principal en tres
experimentos independientes realizados por duplicado.

Por otro lado, el plasmido pEGFP-VSVG se co-transfectd con los plasmidos
gue codifican para la version silvestre o para la version DN de Rabla o Rab?2.
Las células se incubaron a 40°C por 24 h, después se transfirieron a 32°C por
40 min y se fijaron para procesarse por IF. Acorde con lo observado en
células silenciadas, en aquellas células transfectadas con las DN se observé a
la proteina tsVSVG-GFP distribuida como un puntilleo fino mientras que las
células expresando las versiones silvestres (WT) mostraron a la tsVSVG-GFP
en una ubicacion perinuclear (Figura 13).
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Figura 13- Efecto de la expresion de mutantes dominantes negativas de Rabla y Rab2 sobre la
distribucion de la proteina tsVSVG-GFP en células MA104. El plasmido pEGFP-VSVG se co-
transfectdé con plasmidos que codifican para la versidn silvestre (WT) o para la version
mutante dominante negativa (DN) de Rabla o Rab2. Las células se incubaron a 40°C por 24
h, después se transfirieron a 32°C por 40 min y se fijaron para procesarse por IF. Nétese en
verde la distribucién de la proteina tsVSVG-GFP; en rojo se observa el tag epitope c-myc que
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poseen las proteinas heterdlogas tanto WT (panel izquierdo) como DN (panel derecho).
Imagenes representativas del fenotipo principal en tres experimentos independientes
realizados por duplicado.

6.4 Determinacion de la localizacion intracelular de la proteina tsVSVG-
GFP

Para determinar la localizacién celular de la proteina tsVSVG-GFP en los
fenotipos observados al expresar las mutantes dominantes negativas, se
realizaron ensayos de transporte y se utilizaron marcadores celulares de RE
(a-KDEL) y del aparato de Golgi (a-GM130). Se co-expresO la proteina
tsVSVG-GFP con las versiones DN o silvestres de Rabla o Rab2 en células
MA104 incubadas a 42° C; 48 hpt las monocapas se transfirieron a 32° C por
40 min y se procesaron para inmunofluorescencia. Como se observa en las
Figuras 14 y 15, al expresar a las proteinas silvestres de Rabla y Rab2 la
sefal perinuclear de la proteina tsVSVG-GFP no co-localiza con la de KDEL.
Cuando se expresan las mutantes dominantes negativas la proteina tsVSVG-
GFP distribuida como un puntilleo tampoco co-localiza con el marcador de
RE. Lo anterior nos indica que a la temperatura permisiva la tsVSVG-GFP fue
transportada fuera de RE tanto al expresar las RablaWT y la Rab2WT como
al expresar la RablaDN y la Rab2DN.

Por otro lado, utilizando el anticuerpo a-GM130 como marcador del aparato
de Golgi, se observo (Figuras 16 y 17) que al expresar las proteinas
silvestres de Rabla y Rab2 existe una co-localizacion perfecta entre la
proteina tsVSVG-GFP y el aparato de Golgi ubicado de forma perinuclear. Al
expresar las mutantes dominantes negativas de Rabla y Rab2, la proteina
tsVSVG-GFP también co-localiza con la sefial de GM130. Sin embargo, la
distribucién del aparato de Golgi corresponde al fenotipo punteado y disperso
antes mencionado en contraste con la ubicacion perinuclear propia de las

proteinas silvestres.

32



Figura 14.- La proteina tsVSVG-GFP en células expresando la forma silvestre y mutante
dominante negativa de Rabla no co-localiza con KDEL. El plasmido pEGFP-VSVG se co-
transfecté con plasmidos que codifican para la versién silvestre (WT) o para la versién
mutante dominante negativa (DN) de Rabla. Las células se incubaron a 40°C por 24 h,
después se transfirieron a 32°C por 40 min y se fijaron para procesarse por IF utilizando el
anticuerpo a-KDEL para marcar reticulo endopldsmico. En la columna izquierda se muestra el
fenotipo observado en células expresando Rab1aWT mientras que en la columna derecha se
observa el fenotipo obtenido en células expresando RablaDN. En rojo se muestra la sefial de
KDEL (panel superior) mientras que en verde se observa a la proteina tsVSVG-GFP (panel
central), en el panel inferior se muestra la sobreposicion de ambos canales. Imagenes
representativas del fenotipo principal en tres experimentos independientes realizados por
duplicado.
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Figura 15- La proteina tsVSVG-GFP en células expresando la forma silvestre y mutante
dominante negativa de Rab2 no co-localiza con KDEL. El plasmido pEGFP-VSVG se co-transfectd
con plasmidos que codifican para la versién silvestre (WT) o para la version mutante
dominante negativa (DN) de Rab2. Las células se incubaron a 40°C por 24 h, después se
transfirieron a 32°C por 40 min y se fijaron para procesarse por IF utilizando el anticuerpo a-
KDEL para marcar reticulo endoplasmico. En la columna izquierda se muestra el fenotipo
observado en células expresando Rab2WT mientras que en la columna derecha se observa el
fenotipo obtenido en células expresando Rab2DN. En rojo se muestra la sefial de KDEL (panel
superior) mientras que en verde se observa a la proteina tsVSVG-GFP (panel central), en el
panel inferior se muestra la sobre posicion de ambos canales. Imagenes representativas del
fenotipo principal en tres experimentos independientes realizados por duplicado.



Figura 16 La proteina tsVSVG-GFP en células expresando la forma silvestre y mutante
dominante negativa de Rabla co-localiza con GM130. El plasmido pEGFP-VSVG se co-
transfecté con pldsmidos que codifican para la version silvestre (WT) o para la version
mutante dominante negativa (DN) de Rabla. Las células se incubaron a 40°C por 24 h,
después se transfirieron a 32°C por 40 min y se fijaron para procesarse por IF utilizando el
anticuerpo a-GM130 para marcar aparto de Golgi. En la columna izquierda se muestra el
fenotipo observado en células expresando Rab1laWT mientras que en la columna derecha se
observa el fenotipo obtenido en células expresando Rab1aDN. En rojo se muestra la sefial de
GM130 (panel superior) mientras que en verde se observa a la proteina tsVSVG-GFP (panel
central), en el panel inferior se muestra la sobreposicion de ambos canales. Imagenes
representativas del fenotipo principal en tres experimentos independientes realizados por
duplicado.
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Figura 17- La proteina tsVSVG-GFP en células expresando la forma silvestre y mutante
dominante negativa de Rab2 co-localiza con GM130. El pldsmido pEGFP-VSVG se co-transfectd
con plasmidos que codifican para la version silvestre (WT) o para la version mutante
dominante negativa (DN) de Rab2. Las células se incubaron a 40°C por 24 h, después se
transfirieron a 32°C por 40 min y se fijaron para procesarse por IF utilizando el anticuerpo a-
GM130 para marcar aparto de Golgi. En la columna izquierda se muestra el fenotipo
observado en células expresando Rab2WT mientras que en la columna derecha se observa el
fenotipo obtenido en células expresando Rab2DN. En rojo se muestra la sefial de GM130
(panel superior) mientras que en verde se observa a la proteina tsVSVG-GFP (panel central),
en el panel inferior se muestra la sobreposicién de ambos canales. Imagenes representativas
del fenotipo principal en tres experimentos independientes realizados por duplicado.
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7.0 DISCUSION

Un tamizaje primario realizado en nuestro laboratorio sugiri6 que el
silenciamiento de Rabla, Rab2 y Secl13 afectaba la infectividad de la cepa UK,
pero no mostraba efecto en las cepas nar3 y RRV (Silva-Ayala, datos no
publicados). Para verificar el efecto del silenciamiento de estos tres genes sobre
la infectividad de UK se silenciaron Rabla, Rab2 y Sec13 utilizando un método
de transfeccién reversa de los siRNA correspondientes. Las células silenciadas
se infectaron con la cepa bovina de RV UK y se compararon con un control
transfectado con un siRNA irrelevante. Ademas, como estrategia alternativa
para evaluar el efecto sobre la infectividad de la cepa UK, se expresaron
mutantes dominantes negativas (DN) de Rabla (Rabla S25N) y Rab2 (Rab2
S20N). Estas DN presentan sustituciones en el dominio de unién a GTP lo que
genera proteinas que actian como potentes inhibidores del transporte vesicular

entre el RE y el aparato de Golgi (Tisdale et al., 1992).

Las células transfectadas con el siRNA dirigido contra la GTPasa Rabla
mostraron una disminucion de hasta el 68% de dicha proteina en comparacion
con células transfectadas con el siRNA irrelevante. La infectividad de la cepa
bovina UK en estas células silenciadas disminuyd hasta un 40% mientras que la
expresion de la proteina RablaDN no provoc6 cambio en la infectividad de la
cepa UK. Se ha reportado discrepancia entre los resultados obtenidos utilizando
siRNA o inhibicién de la funcién por perturbacion de la interaccion proteina-
proteina. Las proteinas que se han tratado con moléculas inhibidoras y que han
perdido su actividad catalitica pueden adn funcionar como eslabones
estructurales en interacciones proteina-proteina que son biolégicamente
importantes, mientras que el silenciamiento de estas mismas proteinas
mediantes siRNA provoca la inhibicion catalitica y la disrupcién de las
interacciones proteina-proteina (Weiss et al., 2007). De acuerdo a esto, el
silenciamiento de la GTPasa Rabla podria provocar una menor disponibilidad
de la proteina por lo que se ven disminuidas tanto las funciones que dependen
de actividad catalitica como las interacciones proteina-proteina que esta
normalmente efectla justificando que la infectividad de RV UK se vea

disminuida si al menos alguna de estas funciones se requiere durante el ciclo
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infeccioso. Por otro lado, la proteina RablaDN inhibe la actividad catalitica de
su contraparte silvestre (Rab1aWT) por competencia de reguladores y efectores
enddgenos; sin embargo, RablaDN aun efectda algunas de las interacciones
proteina-proteina propias de la version silvestre (Tisdale et al., 1992; Nuoffer et
al., 1994). La disminucién de la infectividad en células silenciadas sugiere que al
menos alguna funcion de Rabla es aparentemente requerida durante el ciclo
infeccioso de UK y a pesar de que la disminucion es menor al 50%, después del
silenciamiento aun esta presente un 32% de proteina Rabla y desconocemos si
las cantidades residuales de proteina podrian ser suficientes para llevar a cabo
al menos de manera parcial las funciones de Rabla por lo que el efecto sobre la
infectividad no es tan dramético. La falta de efecto sobre la infectividad de RV
UK al expresar RablaDN sugiere que la funciéon de Rabla que se requiere
durante el ciclo infeccioso de RV UK, no es la actividad catalitica GTPasa de
Rabla, sino que probablemente esté asociada a las interacciones proteina-
proteina de Rabla.

Dentro de la familia de las Rab GTPasas es comun la expresion de isoformas
altamente conservadas que presentan redundancia de funcién (Haubruck et al.,
1989; Barral et al., 2002). La proteina Rab2b es una isoforma de Rab2 con la
cual comparte el 82% de identidad (Ni et al., 2002) y aunque la transfeccion del
siRNA dirigido contra el gen de la GTPasa Rab2 provoc6 una disminucion de
hasta el 95% de la proteina en comparacion con el tratamiento irrelevante la
infectividad de la cepa UK en estas células silenciadas no mostré ningun
cambio, mientras que la expresion de Rab2DN provocd una disminucion de
hasta el 50% en la infectividad de la cepa UK. Estos datos sugieren que a pesar
de que alguna funcién de Rab2 es necesaria durante el ciclo replicativo de RV
UK, durante su silenciamiento la isoforma Rab2b podria llevar a cabo las
funciones de Rab2. Por otro lado, la expresiéon de la proteina Rab2DN inhibe a
sus contraparte silvestre (Rab2WT) por competencia de reguladores y efectores
endogenos por lo que también inhibiria por competencia de los mismos
reguladores y efectores a la isoforma Rab2b (Tisdale et al., 1992; Nuoffer et al.,
1994; Fukuda et al., 2008).
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El silenciamiento de Secl3 fue del 78% y no se observdé cambios en la
infectividad de la cepa de RV UK, esto sugiere que probablemente ninguna
funcion de Sec13 se requiere durante el ciclo infeccioso de RV.

La proteina termosensible VSVG-GFP (tsVSVG-GFP) se utilizé para evaluar si
el silenciamiento de las proteinas de interés o la expresion de las DN de éstas,
provoca la inhibicién del transporte vesicular que ocurre entre el RE y el aparato
de Golgi en nuestras células de trabajo, al igual que lo reportado en otras lineas
celulares (Cox et al., 1991; Tisdale et al., 1992; Nuoffer et al, 1994; Simpson et
al., 2012). En este sistema, mientras las células se incuban a 40°C la tsVSVG-
GFP se encuentra plegada de manera que no se puede transportar hacia el
aparato de Golgi por lo que se acumula en el lumen del RE, cuando estas
células se transfieren a 32°C la proteina se pliega correctamente y se transporta

al aparato de Golgi (Presley et al., 1997).

Inicialmente, se determind que en células MA104 la proteina tsVSVG-GFP es
eficientemente transportada a través de la via secretora. En las células
incubadas a 40°C la proteina tsVSVG-GFP se observo localizada en una
estructura reticular que abarca la mayoria de la superficie celular
correspondiente aparentemente al RE, mientras que en la temperatura
permisiva la proteina tsVSVG-GFP se redistribuydé hacia una localizacién
perinuclear que corresponde al aparato de Golgi e incluso se pudo observar en
la membrana plasmatica lo cual demuestra su transporte eficiente a través de la
via secretora en células MA104.

El silenciamiento de las proteinas Rabla, Rab2 y Secl13, asi como la expresion
de RablaDN y Rab2DN, provocé un cambio en el fenotipo de distribucion de la
tsVSVG-GFP. En contraste con el fenotipo observado en el control irrelevante y
en el control expresando las contrapartes silvestres, donde la proteina tsVSVG-
GFP se observa concentrada en una ubicacién perinuclear, en las células
silenciadas la proteina tsVSVG-GFP se observa distribuida en la célula en
estructuras puntiformes. Se ha demostrado previamente que la expresion de
versiones mutantes de Rabl y Rab2 en algunas lineas celulares provoca la
inhibicion del transporte vesicular entre el RE y el aparato de Golgi, el analisis

por inmunofluorescencia en estas células mostr6 que aun a la temperatura
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permisiva la proteina tsVSVG-GFP no es transportada eficientemente al aparato
de Golgi y se localiza en estructuras punteadas distribuidas en el citoplasma
(Cox et al., 1991; Tisdale et al., 1992; Nuoffer et al, 1994; Simpson et al., 2012).

La distribucion de la tsVSVG-GFP en células MA104 silenciadas o que expresan
las DN parecia consistente con las estructuras puntiformes reportadas cuando
se inhibe el transporte vesicular entre el RE y el aparato de Golgi (Tisdale et al.,
1992). Sin embargo, era necesario determinar la localizacién celular de la
tsVSVG-GFP, por lo cual se realizaron ensayos de transporte utilizando
marcadores celulares de RE (a-KDEL) y del aparato de Golgi (a-GM130). Estos
ensayos mostraron que cuando se expresan las proteinas silvestres de Rablay
Rab2 en células MA104 la proteina tsVSVG-GFP es transportada
eficientemente al aparato de Golgi en su ubicacion perinuclear. Por otro lado,
cuando se expresan las versiones DN aunque la proteina tsVSVG-GFP se
encuentra distribuida como un puntilleo, co-localiza con el marcador del aparato
de Golgi. Esto nos indica que la inhibicion de Rabla, Rab2 o Secl13 en células
MA104 no provoca la inhabilitacion del transporte vesicular entre el RE vy el
aparato de Golgi a diferencia de lo reportado en otras células (Tisdale et al.,
1992; Simpson et al., 2012) y que la distribucion de la proteina tsVSVG-GFP en
estructuras puntiformes es atribuida a la fragmentacion del aparato de Golgi. Se
ha observado ampliamente que la inhibicién del transporte vesicular entre el RE
y el aparato de Golgi, por tratamientos quimicos (BFA, acido okadaico) o la
expresion de proteinas mutantes necesarias para el transporte, provoca la
dispersiéon de las membranas de Golgi (Lippincott-Schwartz et al., 1990; Lucocq
1992; Martinez et al., 1997, Storrie et al 1998). También, mediante analisis por
inmunofluorescencia o por determinacién de resistencia/sensibilidad a Endo H
se comprobd que existe inhibicion del transporte anterogrado, de manera que
las estructuras puntiformes donde se localiza la tsVSVG-GFP no corresponden
a los fragmentos del aparato de Golgi (Tisdale et al., 1992; Nuoffer et al., 1994),
como es nuestro caso. Sin embargo, existen reportes de que la inhibicion
funcional de proteinas ampliamente demostradas como necesarias durante el
transporte entre el RE y el aparto de Golgi no provoca la inhabilitacion de dicho
transporte y que la tsVSVG-GFP es eficientemente transportada a los
fragmentos de Golgi que son completamente funcionales (Cutrona et al., 2013).

Estos datos en conjunto sostienen la idea de que una via COPII-independiente
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de reemplazo funciona alternativamente para el trasporte de la tsVSVG-GFP en
células MA104 que han sido silenciadas o que expresan DN de proteinas de los
complejos COP.

Dado que el silenciamiento o la expresion de las DN no inhibe el transporte
anterogrado en las células MA104, la disminucion en la infectividad de la cepa
bovina UK al silenciar Rabla o expresar Rab2DN debe ser atribuida a que la
funcion requerida de estas dos proteinas durante el ciclo replicativo de UK es
independiente de su participacién en el transporte vesicular entre el RE y el

aparato de Golgi.
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8.0 CONCLUSIONES

Rabla y Rab2 se requieren durante el ciclo de replicacién de la cepa bovina de
rotavirus UK.

La inhibicion de Rabla, Rab2 y Secl13 en células MA104 no provoca la disrupcién

del transporte anterégrado pero si provoca la desintegracion del aparato de Golgi.

La funcién de Rabla y de Rab2 que es necesaria durante el ciclo de replicacion
de rotavirus es independiente de sus funciones en el trasporte vesicular entre el

RE y el aparato de Golgi.
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