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RESUMEN

Los astrovirus son uno de los principales agentes causantes de gastroenteritis virales en nifios,
adultos mayores y pacientes inmunocomprometidos, a nivel mundial. Se clasifican en 8
serotipos clasicos que infectan humanos, designados del 1 al 8. En los ltimos afios se han
identificado en humanos 3 nuevas especies de astrovirus que estan genéticamente mas
relacionados con astrovirus aislados de animales que con los serotipos cldsicos de humanos.
Estos nuevos astrovirus se han encontrados en pacientes inmunosuprimidos con encefalitis,

en particular la cepa de astrovirus VA1, la cual se describe en la literatura como neurotropica.

Recientemente se describi6 la adaptacion de esta cepa de astrovirus VA1 a crecer en cultivo
celular, lo que representd un primer paso importante para poder estudiar su biologia, sin
embargo, para caracterizar aspectos fundamentales de su ciclo de replicacion es necesario
poder crecer al virus eficientemente. Por esta razon, el primer objetivo de este trabajo fue
establecer las condiciones para que esto sucediera, en la linea celular Caco-2, derivada de
células intestinales humanas. En este sentido, definimos que se pueden alcanzar titulos de al
menos 1x107 particulas virales infecciosas/ml cuando el virus se propaga en el medio minimo
de crecimiento de Eagle modificado por Dulbecco suplementado con alta glucosa (DMEM
HG) en ausencia de suero bovino fetal, infectando las células con una multiplicidad de

infeccion baja (0.01) e incubando las células infectadas por 7 dias a 37°C.

Los astrovirus clasicos son cortados proteoliticamente por caspasas intracelulares para
procesar la proteina de la capside de VP90 kDa a VP70 kDa y asi poder salir de la célula, por
lo que se decidio probar si el astrovirus VA1 también requeria ser procesado por caspasas.
Para esto, se infectaron células y se incubaron junto con el inhibidor de caspasas ZVAD. Se
encontro que el virus VA1 no es procesado por caspasas como los astrovirus clasicos y su
titulo viral tampoco cambia. Ademas del corte proteolitico por caspasas, los astrovirus
clasicos requieren ser tratados con tripsina exdgena en cultivo para activar su infectividad, lo
que causa el procesamiento proteolitico de la proteina precursora de la capside, de 70 kDa,
para dar un virion maduro, infeccioso formado por dos polipéptidos de 27 y 34 kDa. En el
caso de VAL se ha descrito que la proteina precursora del virus no requiere ser procesada por

tripsina para que su infectividad se active, esto fue confirmado al agregar diferentes



concentraciones de tripsina en muestras de virus purificado y observar que la proteasa no
tuvo ningun efecto sobre las proteinas virales que forman la particula infecciosa y el titulo
viral no cambi6. Por otro lado, no se ha caracterizado si la infectividad del virus depende del
procesamiento con alguna otra proteasa. Para contestar esta pregunta, sintetizamos en E. coli
3 regiones diferentes de la proteina precursora de la capside, e indujimos la produccion de
anticuerpos en conejo contra ellas. Estos anticuerpos permitieron definir, por ensayo de
inmunoblot de células infectadas o no con VA1, asi como mediante el analisis de virus
purificado, que la proteina precursora de la cépside, a pesar de no requerir tripsina, si se
procesa proteoliticamente de manera intracelular en diversos sitios para dar el virion maduro
compuesto de dos polipéptidos de 34 y 38 kDa. Demostramos que estos polipéptidos
corresponden al “core” y a la espicula, respectivamente, de la estructura conocida para los
astrovirus clasicos de humano. Pretendemos continuar con este trabajo para determinar la
clase de proteasa que lleva a cabo el corte proteolitico de la proteina precursora de la capside

de VAL, y si este corte es importante para la infectividad.



INTRODUCCION

Generalidades de los astrovirus
Los virus son parasitos intracelulares obligados capaces de producir enfermedades
infecciosas. Los virus pertenecientes a la familia Astroviridae (derivado de la palabra griega
“astron”, por su forma de estrella) se caracterizan por ser virus no envueltos con simetria
icosahedrica, de un tamafio aproximado de 41nm; no poseen envoltura lipidica y su genoma

es de una sola cadena de RNA de sentido positivo

La familia Astroviridae tiene dos géneros (Figura 1): Avastrovirus y Mamastrovirus. Los
virus en el género Avastrovirus se caracterizan por infectar especies de aves como patos,
pavos y gallinas, y causa patologias como enteritis, hepatitis y nefritis; por otro lado, los virus
del género Mamastrovirus infectan diferentes especies de mamiferos, incluyendo humanos,

ovinos, bovinos, visones, cerdos, gatos, perros y ratones, y causa patologias entéricas.

Mamastrovirus
genogroup |

: 1Asty-2
PAstv-11 | CaAstV-1 Wm{mm
{FAstV-1) AL

Human astrovirus RAstV
7 HAStV (1-8) R

{ - CoAstV-2

HMOAStV-A
SR . HAStV-VA2
3 HMOAstV-B
Avastrovirus HMOASstV-C
genogroup | _ S HAStV-VA1
e 5 CMASNV-D Mink astrovitus
Chicken astrovirus ANV _——_ ColAStVA
™ BatAstv
"QAstV-1) Ovine astrovirus
BatAstV
BatAstV

BatAstV  gaiastv

Avastrovirus
genogroup Il

01 Mamastrovirus
genogroup Il

Figura 1. Relaciones filogenéticas dentro de la familia Astroviridae. Presenta dos géneros:
Avastrovirus 'y Mamastrovirus. La clasificacion de las especies estd basada en la secuencia de
aminoacidos del ORF2 (Méndez and Arias, 2013).
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Astrovirus que infectan humanos
Los astrovirus fueron descubiertos en 1975, en una muestra fecal de nifios con diarrea y
vomito analizada por microscopia electronica (Appleton and Higgins 1975); desde entonces,
estos virus han sido reconocidos como un agente causante de gastroenteritis a nivel mundial,
provocando del 2-9% de las gastroenteritis no bacterianas (Bosch, Pint6, and Guix 2014).
Los astrovirus son transmitidos por la via fecal-oral y afectan principalmente a nifios en los
primeros afios de vida, a personas mayores y a personas inmunocomprometidas (Kurtz et al.
1979). Recientemente se han observado casos de encefalitis asociados con astrovirus en

pacientes inmunocomprometidos (Reuter, Pankovics, and Boros 2018).

La especie Mamastrovirus 1 (MAstV 1) incluye a los astrovirus clasicos que infectan
humanos. Estos astrovirus se han aislado a partir de muestras fecales y comprenden los
serotipos del 1 al 8 (HAstVs 1 al 8). HAstV-1 parece ser el genotipo circulante predominante
en todo el mundo, representando el 50% de casos en los reportes recientes, mientras que el

segundo mas frecuente difere segun la region geografica caracterizada (Vu et al. 2017).

Desde el afio 2008 se han identificado, por medio de secuenciacion de proxima generacion
(NGS), tres especies adicionales de astrovirus que infectan humanos (MAstV 6, 8 y 9).
MAstVs 6 incluye al clado MLB1, MLB2 y MLB3 (“MLB” quiere decir Melbourne, el lugar
de donde se obtuvieron las primeras muestras). MAstVs 8§ incluye al clado VA2 y VA4
(“VA” quiere decir Virginia); a este clado también se le conoce como HMO-A (Human-
Mink-Ovine-like-Astrovirus). Finalmente, MAstVs 9 incluye al clado VA1 (o HMO-C) y
VA3 (HMO-B) (Figura 2). Los nuevos astrovirus han sido estudiados en todo el mundo sin
ninguna clara distincion sobre su seroprevalencia entre paises en desarrollo e
industrializados. Estudios seroldgicos en EUA han reportado una alta seroprevalencia en
adultos de HAstV-MLBI1 y HAstV-VA1 (HMO-C) (86% y 65%, respectivamente) (Burbelo
et al. 2011; Holtz et al. 2014). Es importante mencionar que los nuevos astrovirus
identificados estan mas cercanos filogenéticamente a astrovirus de origen animal que a los

astrovirus de humanos clasicos (Figura 2).
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Figura 2. Relaciones filogenéticas dentro de la familia Astroviridae incluyendo las nuevas especies
descubiertas. Se describen virus pertenecientes a los dos géneros: Avastrovirus y Mamastrovirus. Los
virus marcados con un cuadro rojo indican los nuevos serotipos descubiertos. La estrella azul
represent la cepa HAstV-VAL. La clasificacion de las especies estd basada en la secuencia de
aminoacidos del ORF2 (Reuter, Pankovics, and Boros 2018).
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Asociacion de los nuevos astrovirus de humano con enfermedades neuroldégicas
El astrovirus VA1 es el que se ha encontrado més frecuentemente asociado a problemas de
encefalitis y meningitis. Este virus se describid originalmente en 2009, en un brote de
gastroenteritis en una guarderia de nifios en Virginia, EUA (Ruone et al. 2009). Posterior a
su descripcion se reportd su presencia en un nifio de 15 afios con agammaglobulinemia ligada
al cromosoma X, quien fue admitido al hospital debido a un deterioro cognitivo progresivo.
Entr6 en coma 4 semanas después de su admision al hospital y murié 71 dias después de la
admision. Durante su hospitalizacion no se puedieron encontrar en liquido cefalorraquideo
ni bacterias ni virus conocidos. Por NGS de una muestra de biopsia de la corteza frontal se
encontrd6 una secuencia gendmica de 6584 pb, con homologia de secuencia a la de los

astrovirus clasicos y muy similar a la primera secuencia reportada de VA1 (Quan et al. 2010).

En otro caso, publicado en 2015, un nifio de 18 meses con inmunodeficiencia se sometio a
un trasplante de células madre de sangre de un donador. Dos semanas después, el nifio mostréd
malestar con irritabilidad, distonia y conciencia reducida, asociada con encefalopatia. Se
realizaron pruebas para descartar los agentes etioldgicos comunes sin obtenerse resultados
positivos. El paciente fallecid6 9 meses después del transplante debido al deterioro
neurologico y complicaciones gastrointestinales y respiratorias. Se llevo a cabo el analisis de
una biopsia de cerebro por NGS, detectando el genoma del astrovirus VA1 (Brown et al.

2015).

En un tercer caso, un hombre de 42 anos con leucemia linfocitica cronica se sometio a un
trasplante alogénico de médula 6sea en 2013, a raiz de esto se le detectd linfopenia y
desarroll6 una sordera definitiva y posteriormente disnea, nausea, poco balance, irritabilidad
y agotamiento. No se detectaron enterovirus ni herpesvirus. En una biopsia del lobulo frontal,
analizada por NGS se encontré el astrovirus VA1 y el paciente fallecid posteriormente

(Naccache et al. 2015).
El genoma de VA1 se encontré también en una muestra del lobulo frontal en un nifio de 15

afios con agammaglobulinemia ligada al cromosoma X que fue admitido al hospital debido

a una disminucién cognitiva y convulsiones (Frémond et al. 2015). En un quinto reporte, una
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nifia de 4 meses con leucemia mieloide aguda se someti6 a un transplante de médula espinal.
El paciente desarrollo encefalopatia y falleci6. Una biopsia post-mortem del cerebro
analizada por NGS y por RT-PCR mostré también la presencia de secuencias de astrovirus

VA1 (Lum et al. 2016).

Organizacion del genoma de los astrovirus
El genoma de los astrovirus contiene un segmento de RNA de sentido positivo de una sola
cadena de aproximadamente 6.2 a 7.7 kb. No tiene una estructura de cap en el extremo 5’,
pero si una proteina ligada covalentemente a este extremo llamada VPg. En el extremo 3’ se
encuentra una cola de poli(A). El genoma se divide en tres marcos abiertos de lectura (ORF)
superpuestos, denominados ORF1la, ORF1b y ORF2, que estan flanqueados por regiones no
traducidas (UTR). Las longitudes de los ORFs son variables, dependiendo de la cepa de

astrovirus.

Entre los ORFs lay 1b, localizados hacia la region 5° del genoma, se localiza una estructura
de tallo-asa (hairpin) que permite que ambos ORFs se traduzcan juntos por un cambio de
marco de lectura (frameshift) (Figura 3). Los ORFs la y 1b codifican las proteinas no
estructurales del virus. EI ORF1la produce a la poliproteina nspla que incluyen una serin
proteasa y la proteina que se une al genoma viral (VPg), por otro lado, el ORF1b produce
una RNA-polimerasa dependiente de RNA (RdRp). En el extremo 3’ del genoma, el ORF2
codifica para los proteinas estructurales de virus, que se sintetizan a partir de un RNA

subgendmico (Figura 3).

En el 2019 se encontrd a través de un analisis gendmico comparativo de mas de 400
secuencias de astrovirus un “ORFX” que se sobrelapa con el ORF2. Este ORFX codifica
para una proteina funcional denominada XP. Estudios demostraron que esta proteina se
asocia con la membrana plasmatica con un dominio N-terminal extracelular y promueve la
salida eficiente del virus al provocar la permeabilizacion de la célula, sugeriendo que es un
tipo de viroporina, sin embargo, los astrovirus del genogrupo Ila, como el astrovirus VA1

carecen de este ORFX (Lulla and Firth 2019).
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Figura 3. Organizacion del genoma de los astrovirus clasicos. El genoma consta de tres marcos
abiertos de luctura (ORFs) que se sobrelapan. El ORFla y el ORF1b codifican para proteinas no
estructurales y el ORF2 para proteinas estruturales. EI ORF1a codifica a la proteina nspla, mientras
que la proteina nsplab es codificada tanto por el ORF1la como por el ORF1b debido a un cambio en
el marco de lectura. La proteina de la capside (VP90), codificada en el ORF2 presente en el RNA
subgendmico, se procesa proteoliticamente por caspasas intracelulares que originan una particula de
70 kDa (VP70) y posteriormente es procesada por tripsina extracelular hasta formar el virion maduro
infeccioso conformado de VP34 y VP27. El ORFX que se sobrelapa con el ORF2 codifica para la
proteina XP que actiia como una viroporina en los astrovirus clasicos (Cortez et al. 2017).
Estructura del virus

En los ultimos afios se ha podido determinar la estructura de los HAstV clasicos mediante
crio-microscopia electronica y también la estructura de las proteinas de la capside por
cristalografia de alta resolucion (Figura 4) (Bass and Qiu 2000; Dong et al. 2011; Dryden et

al. 2012; Mendez-Toss et al. 2000; Toh et al. 2016).

La estructura de los viriones inmaduros (fomados por la proteina VP70) y maduros (formados
por las proteinas VP34, VP27 y VP25) se ha determinado a una resolucion de 25 A por crio-
microscopia electronica. Esta técnica ha permitido determinar que el domino del core de
HAstV forma una estructura icosaédrica de simetria T=3. La particula inmadura se compone
de 90 espiculas diméricas, mientras que la particula madura solo tiene 30. Se observd también
que las particulas maduras e inmaduras tienen un diametro de ~43 nm, de los cuales ~35nm

corresponden al core interno (Dryden et al. 2012; York et al. 2016).
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Informacion sobre la estructura de las proteinas de la capside obtenidas por cristalografia de
rayos-x permitio describir con mayor detalle las estructuras del core a 2.15 A de resolucion,
respectivamente. La estructura de VP90 se compone de dos dominios: un dominio tipo S,
que adopta el dominio de barril B tipo “jelly-roll” y un dominio P1, que forma un barril que
consiste de 6 [ plegadas anitparalelas. El dominio P1 cambia con la maduracién de la
particula viral al ser digerido por tripsina; al final de la protedlisis, los fragmentos que
resultan permanecen unidos por el extremo de la cadena 3 en el dominio del core (Toh et al.

2016).

Las espiculas, de 25 y 27 kDa, se localizan en la superficie de la particula viral en forma de
dimero. Cada monomero se conforma por tres capas de ldminas 3 en forma de sandwich;
VP27 se encuentra antes del final de la cadena 3 del dominio de core, lo que probablemente
permite a la espicula mantenerse unido al core, en cambio, VP25 inicia luego del dominio
del core, mediante una union flexible, lo que sugiere puede ser liberado del virion o esta
débilmente asociado a ¢l luego de la digestion con tripsina (Dong et al. 2011; Dryden et al.
2012; Toh et al. 2016; York et al. 2016). Recienteme se reportd que los viriones infecciosos
de HAstV-8 estan formados por s6lo dos proteinas: VP34 que forma el core y VP27 las

espiculas globulares del virus (Aguilar-Hernandez, Lopez, and Arias 2018).
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Figura 4. Crio-microscopia electronica y estructura cristalogrdfica de la cdpside de HAstV. a)
modelo del virion inmaduro T=3 obtenido por crio-microscopia electronica; b) modelo del virion
maduro T=3 digerido con tripsina obtenido por crio-microscopia electronica; c) estructura
cristalografica del dominio del core de HAstV-1, en amarillo el core externo (P1) y azul el interno
(S); d) estructura cristalografica de la espicula dimérica (Arias and Dubois 2017).

Ciclo de replicacion

Entrada y union

El ciclo de replicacion del virus atin no se conoce en su totatilidad (Figura 5), aunque hay
diversas etapas que ya han sido més caracterizadas. La replicacion comienza con la union del
virus al receptor de la célula. El receptor o receptores celulares para los diferentes astrovirus
aun no se conocen. La estructura cristalografica de las espiculas que se proyectan de la
superficie del virus en el caso de los astrovirus clasicos, mostrd una region de residuos de
aminodcidos polares conservada, caracteristica de sitios de union a oligosacaridos, sin
embargo, ha pesar de que se han probado diversos polisacaridos como heparina, heparan
sulfato y dextran sulfato para bloquear la infectividad de HastV-8, solo se ha podido observar

un bloqueo parcial de su infectividad (Toh et al. 2016).
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En el caso del astrovirus césico Yuc-8 (HAstV-8), el tiempo promedio para su uniéon a la
superficie celular es de 10 min. Este virus se internaliza por via endocitica mediada por
clatrina, ya que se ha observado que al disminuir la expresion de la cadena pesada de clatrina,
mediante el sistema de interferencia de RNA (iRNA) y sobre-expresando mutantes
dominantes negativos de dinamina 2 (GTPasa que estd inclucrada en la escision de los
endosomas de la membrana celular) y Eps15 (adaptador de proteinas que interactuan con

clatrina durante la endocitosis) se observa una disminucion en la replicacion del virus HAstV-

8 (Mendez et al. 2014).

Una vez que el virus entra en la célula, el RNA genémico es liberado al citoplasma. Se ha
estimado que el tiempo medio de liberacion del RNA gendémico es de 130 min, sin embargo,
no se conoce el sitio ni los factores virales o celulares implicados. Al silenciar mediante
iRNA la expresion de Rab7, la cual es una GTPasa involucrada en el proceso del trafico
vesicular (incluyendo la maduraciéon de endosomas tempranos a endosomas tardios), la
infectividad del virus disminuy6 un 50%, lo que sugiere que el virus debe llegar al endosoma

tardio para liberar sus genomas (Mendez et al. 2014).
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Figura 5. Ciclo de replicacion de los astrovirus cldsicos. a) Sintesis de la poliproteina de la capside
VP90, de 90 kDa, a partir del RNA subgenoémico (sgRNA), b) Ensamble de las proteinas VP90 (180
copias) con el genoma viral de RNA en particulas de HAstV, c¢) Corte de la proteina VP90 mediado
por caspasas para formar VP70 y de manera posterior, la liberacion de las particulas de HAstV
inmaduras, d) Corte realizado por una proteasa extracelular (in vitro se utiliza tripsina) para producir
particulas infecciosas de HAstV maduras conformadas por VP34, VP27 y VP25, e) Las particulas
extracelulares de HAstV inducen la produccion de anticuerpos e inhiben la activacion por
complementacion del huésped, f) Union y endocitosis mediada por clatrina de las particulas de
HAstV, g) Liberacion del genoma del virus en el endosoma tardio. La replicacion del virus ocurre
asociada a membranas (Arias and Dubois 2017).

Traduccion y replicacion del genoma
Una vez en el citoplasma, el RNA gendmico es utilizado como templado para traducir las
poliproteinas no estructurales nspla y nsplab. La proteina nspla es codificada por el ORF1a,
mientras que la proteina nsplab es codificada por el ORFla y el ORF1b por medio de un

mecanismo de cambio de lectura. Se han sugerido al menos 4 sitios de corte para la
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poliproteina nspla, lo que puede generar 4 posibles productos nspla/l, nspla/2, nspla/3 y
nspla/4 (Figura 6). La proteina nspla/3 codifica para una serin proteasa; ensayos de actividad
hidrolitica indican que reconoce los residuos de aminoacidos Glu y Asp como sustrato de
corte. Por otro lado, nspla/4 co-localiza con el reticulo endoplasmico y el RNA viral y tiene
descrito varios dominios: un dominio de muerte (DD), uno de localizacion nuclear (NLS),
uno que codifica para la proteina viral ligada al genoma (Vpg) y una region hipervariable
(HVR), asi como un posible dominio putativo de helicasa (HEL). Se indentific6 una proteina
ligada al genoma viral (VPg) unida covalentemente al extremo 5’ terminal del genoma, a
través de un enlace fosfodiester, que es esencial para la infectividad del virus ya que una
mutacién puntual en esta region inhibe la replicacion del virus (Fuentes et al. 2012). La

funcion de los otros productos de corte de nspla no han sido caracterizados.

Nonstructural polyproteins
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Figura 6. Procesamiento putativo de las proteinas no estructurales expresadas en el ORFla y
ORFI1b. HEL, dominio putativo de helicasa; CC, dominio de coiled-coil; TM, dominios
transmembranales; PRO, dominio de proteasa, VPG, proteina viral unida al genoma; HVR, region
hipervariable; RdRp, RNA polimerasa dependiente de RNA, P, fosforilacion post-traduccional.
Triangulos muestran posibles sitio de corte proteolitico. Modificado de (Bosch, Pinto, and Guix
2014).

La traduccion de la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) ocurre a través de un
mecanismo de cambio de marco ribosomal -1 (frameshift) en la region sobrelapada entre el

ORFla y el ORF1b. Esta sefal estd dada por una secuencia heptamérica (AsC) y una
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estructura de tallo-asa, las cuales estan conservadas en los astrovirus clasicos y los nuevos
astrovirus (Brierley and Vidakovic 2003; Lewis and Matsui 1995). La proteina obtenida,
nsplab, es procesada co-traduccionalmente en el amino terminal por una posible proteasa

celular para formar la proteina nsp1b (Mendez et al. 2003).

Una vez sintetizadas las proteinas no estructurales del virus, éstas funcionan para replicar el
RNA viral. El proceso de replicacion no ha sido caracterizado en detalle pero se puede inferir
a partir de otros virus con cadena sencilla de RNA de polaridad positiva. En consecuencia,
inicalmente se sintetiza una copia completa del RNA genomico (RNAg), que se conoce como
RNA antigenémico (RNAag) de polaridad negativa. Este RNAag se utiliza a la vez como
molde para la produccion de dos formas de RNA de polaridad positiva, una correspondiente
al RNAg gendmico y otra al RNA sub-gendmico (RNAsg). Este RNAsg sirve como RNAm
para dirigir la sintesis de las proteinas estructurales del virus. Atn se desconocen otros
aspectos del proceso de replicacion, como cual es el papel que juega la proteina VPg en la
traduccion y replicacion del RNAg, asi como el mecanismo que utiliza el virus para cambiar
de del modo “replicacion” (sintesis del RNAag) al modo “transcripcion” (sintesis del RNAg)
(Bosch, Pint6, and Guix 2014). Existen algunos ejemplos de proteinas celulares que
interactian con el RNA viral; se ha observado que al utilizar iRNA contra genes involucrados
en la sintesis de colesterol y acidos grasos, al igual que de fosfatidilinositol e inositol fosfato
disminuyen las cantidades de RNA gendmico en Yuc8, sin embargo, atin se desconocen otras

proteinas con las cual podria haber interaccion (Méndez et al. 2013).
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Ensamble y salida
Las proteinas estructurales se sintetizan a partir del RNA sub-genomico como una
poliproteina de 90 kDa (VP90), posiblemente a través de un mecanismo que involucre la
presencia de VPg en el extremo 5° del RNAsg (Fuentes et al. 2012). El extremo N-terminal
de VP90 es mas conservado que el extremo C-terminal, el cual es hipervariable. El modelo
de morfogénesis de los astrovirus clasicos sugiere que la poliproteina VP90 se ensambla en
180 copias formando viriones inmaduros (Mendez, Salas-Ocampo, and Arias 2004) y que las
caspasas 3 y 9 cortan la poliproteina VP90 cerca del extremo C-terminal, resultando en
capsides virales de 70 kDa (VP70) (Banos-Lara and Méndez 2010) (Figura 7). El
procesamiento de VP90 a VP70 no es requerido para el ensamble de las particulas, sin
embargo, es importante para que el virus pueda salir de la célula infectada; la inhibicion de
la actividad de caspasas reduce drasticamente la liberacion de las particulas virales (Banos-

Lara and Méndez 2010; Mendez, Salas-Ocampo, and Arias 2004).

El mecanismo por el cual se liberan las particulas virales inmaduras no se conoce. Se sugiere
que ocurre por un mecanismo no-litico, a través de vesiculas autofagicas o de alguna forma
de desestabilizacion de la membrana celular como seria el caso de la proteina XP que actua
como una viroporina (Arias and Dubois 2017; Lulla and Firth 2019). Una vez fuera de la
célula, las particulas inmaduras conformadas por VP70 son procesadas por proteasas
extracelulares para producir particulas maduras e infecciosas de astrovirus. En cultivo
celular, la maduracion de las particulas se obtiene por medio de la protetolisis con tripsina,
la cual aumenta la infectividad viral hasta 10° veces (Mendez et al. 2002). La protedlisis por
tripsina resulta en el procesamiento de la poliproteina VP70 para dar finalmente 2
polipéptidos de VP34 y VP27 que constituyen el virion infeccioso maduro (Aguilar-
Hernéndez, Lopez, and Arias 2018). La proteina VP34 es derivada del domino N-terminal
conservado de la poliproteina VP70 y formard la cépside; por otro lado, VP27 proviene de la

region hipervariable y forma las espiculas de la superficie de la capside (Mendez et al. 2002).
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Figura 7. Esquema del procesamiento proteolitico de la poliproteina VP90 en los astrovirus
clasicos. La proteina VP90, traducida a partir del RNA subgendmico, es procesada por caspasas
intracelulares (flechas blancas) para producir la proteina VP70 y permitir la salida del virus de la
célula. La proteina VP70 es procesada por proteasas extracelulares (flechas naranjas), tipo tripsina,
para producir a las proteinas que conforman la particula madura: VP34, VP27 y VP25 (Arias and
Dubois 2017). Aunque recientemente se describido que los viriones infecciosos estan solamente
compuestos por VP34 y VP27 (Aguilar-Hernandez, Lopez, and Arias 2018).



ANTECEDENTES

En un brote agudo de gastroenteritis ocurrido en 2009 en una guarderia de nifios en Virginia,
EUA, se analiz6 una muestra de heces por NGS encontrandose secuencias virales que
mostraban poca identidad con los astrovirus clasicos (Ruone et al. 2009). A esta cepa se le
llamé VA1. Posteriormente, Janowski y colaboradores reportaron la adaptacion del virus, a
crecer en la linea celular Caco-2, en la cual se observo un aumento en el nimero de copias
del genoma a lo largo de varios pases. Es importante mencionar que durante los pases, no se

observo evidencia de efecto citopatico (Janowski et al. 2017).

De particular interés fue la observacion de que VAL, a diferencia de los astrovirus clésicos,
no requiere ser tratado con tripsina para activar su infectividad y por lo tanto para ser
propagado en cultivo celular, ya que el nuimero de copias de RNA en células Caco-2
infectadas con el virus tratado y no tratado con tripsina no fue significativamente diferente a
lo largo de varios pases. Ademas, estos autores realizaron una cinética de infeccion del virus
VAL en las lineas celulares Caco-2, A549, HEK293T y BHK-21 sin la adicion de tripsina
exogena, en presencia de suero bovino fetal. Se observé un aumento en el nimero de copias
de RNA tanto en el medio extracelular como dentro de las células en las lineas Caco-2, A549
y HEK293T pero no en las BHK-21 (Janowski et al. 2017). Por otro lado, Se evaluo la
susceptibilidad de neuronas primarias humanas, astrocitos primarios humanos, y las lineas
inmortalizadas de sistema nervioso SK-N-SH, U87 MG y SW-1088 a la infeccion y
replicacion del virus VAL. Los astrocitos primarios y la linea neural SK-N-SH permitieron
la replicacion del virus ya que se observo un aumento en el nimero de copias de RNA. Este
crecimiento tampoco dependid del tratamiento del virus con tripsina (Janowski and Klein

2019).

De interés, a pesar de que el virus no requiere ser tratado con tripsina para ser infeccioso,
existe la posibilidad de que la proteina de capside de astrovirus si sufra un procesamiento
proteolitico durante el ciclo de vida del virus. Es importante enfatizar que para poder estudiar
aspectos fundamentales de la biologia del virus es necesario poder crecerlo de manera

eficiente en células en cultivo, lo cual hasta ahora no se ha reportado.
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HIPOTESIS

La curva de crecimiento de un solo ciclo del astrovirus neurotrépico VA1 sera similar a la de
los astrovirus clasicos y podremos obtener lisados de células infectadas que tengan un alto
titulo de virus infeccioso. Hipotetizamos también, que la proteina de capside se procesara

proteoliticamente en algiin momento del ciclo de replicacion del virus.

OBJETIVOS

Objetivo general
Caracterizar el crecimiento del astrovirus VAl en células epiteliales intestinales y el

procesamiento de la proteina de la cépside.

Objetivos particulares

® Definir las condiciones para producir un lisado viral con alto titulo infeccioso.

® Determinar si la presencia de suero bovino fetal influye en el crecimiento del virus y

procesamiento de su capside.
® Caracterizar la curva de crecimiento de un solo ciclo de VAL.

Explorar si las proteasas que procesan a los astrovirus clasicos (caspasas y tripsina) son

necesarias para el ciclo de replicacion del astrovirus VAL.

Caracterizar el procesamiento del precursor de la proteina de capside del astrovirus VAI.
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METODOLOGIA

Células y virus

La linea celular Caco-2 (células de adenocarcinoma colorectal humano), clona de C2Bbe, se
crecio bajo una atmosfera de 10% de CO2, a 37°C, en medio DMEM Advanced (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) sumplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) y 2mM de
glutamina.

Las cepa de astrovirus serotipo 8 (HAstV-8/Yuc-8) se propagd en células Caco-2, previa
activacion con 200 pg/ml de tripsina a 37°C por 60 min en ambiente con 5% de COa.

La cepa de astrovirus VA-1 (VA-1/HMO-C) se propagd en células Caco-2. Se infectaron
células Caco-2 a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.01 a 0.001 y se incub6 a 37°C
durante 2 horas con una atmosfera de 10% de CO> para permitir la adsorciéon. De manera
posterior, se dejo el inoculo y se adiciond6 DMEM HG y se dejo6 incubando bajo una atmosfera
de 10% CO; durante 7 dias. Las células se congelaron y descongelaron tres veces, y el lisado
de las células infectadas se almacen6 a -70°C, para posteriormente determinar el titulo viral

en el lisado celular.

Determinacion del titulo de virus infeccioso

El titulo viral se determin6 por medio de un ensayo de inmunoperoxidasa, segun lo descrito
por Méndez y colaboradores (Mendez et al. 2002). De manera breve, se crecieron células
Caco-2 en cajas de 96 pozos hasta que se form6 una monocapa confluente (4.5x10* células).
La monocapa se lavo 2 veces con MEM vy se infectd como se describid para la propagacion
del virus, realizando diluciones seriadas del lisado de interés. Se incub6 durante 48 h a 37°C
en un ambiente con 10% de CO,, posteriorormente se lavéd la monocapa con 100 pl de PBS
1x y se fij6 con una solucion de formaldehido al 2.5% durante 20 min a temperatura ambiente
y se lavo 3 veces con PBS 1x. Después, la membrana de las células se permeabilizé con una
solucion de Triton X-100 (Sigma) al 0.2% en PBS durante 15 min a temperatura ambiente.
Nuevamente se lavo la monocapa 3 veces con PBS 1x y se afiadi6 el anticuerpo primario
policlonal producido en conejo contra el core del astrovirus VA-1 (DB diluido 1:200) o bien
contra el core del astrovirus Yuc-8 (a-Yuc8, diluido 1:2000). Posteriormente se afiadi6 la
proteina A acoplada a peroxidasa, diluido 1:3000 para detectar el anticuerpo primario. El

anticuerpo primario se incubd a 4°C toda la noche y el secundario 1 h a 37°C, ambos se
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lavaron tres veces con PBS 1x. Por ultimo, se adiciond el sustrato de peroxidasa (carbazol: 5
ml de buffer de acetatos 0.5 N, 1.5 ml de carbazol y 10 pl de agua oxigenada), se lavd con
agua una vez que se observd coloracion en las células y se contaron las unidades formadoras

de focos (uff/ml) a un aumento de 20 x en un microscopio invertido (Nikon, Japon).

Western blot

La muestra de interés se mezclé con amortiguador de carga (Tris-HCI 50 mM, pH 6.8, 2%
SDS, 0.1% de azul de bromofenol, 10% glicerol, 1% B-mercaptoetanol); después las
muestras se hirvieron por 5 min y se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE al 10%.
Las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Millipore) a 130 mA
por 1 h. Posteriormente, la membrana se bloque6 durante 1 h con leche descremada
(Carnation) al 5% en PBS-Tween al 0.1%. La membrana se incub6 con el anticuerpo primario
policlonal (DB 1:1000, a-core 1:1000) diluido en leche descremada al 1% en PBS-Tween al
0.1%, durante toda la noche a 4°C. La membrana se lavo 3 veces con PBS-Tween al 0.1%
durante 10 min cada lavado y se afiadi6 el anticuerpo secundario (a-IgG de conejo acoplado
a peroxidasa, diluido 1:3000) 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se lavé la membrana
5 veces con PBS-Tween al 0.1% durante 10 min cada lavado. Se detectaron las proteinas
utilizando el sistema Western Lightning (Perkin Elmer) (Waltham, Usa) exponiéndose una

pelicula hipersensible Kodak ( Rochester, USA).

Purificacion de particulas virales

Se infectaron monocapas confluentes de Caco-2 en frascos con 9.4x10° células con una MOI
de 5 con el astrovirus VA1 durante 48 h a 37°C. Se despegd por raspado la monocapa de
células infectadas y se lisaron congelando y descongelando 3 veces. Antes del proceso de
purificacion del lisado de células infectadas se tratdé con 1% Triton-X-100 por 60 min a
temperatura ambiente, se centrifugé el lisado a 2000 x g por 10 min, y el sobrenadante
obtenido se filtr6 por una membrana con poros de 45 pum (Corning). Una vez filtrados, los
sobrenadantes se ultracentrifugaron a 50,000 x g por 16 h a 4°C en el rotor SW55Ti (Beckman
Coulter) usando tubos de polipropileno (Beckman Coulter) para sedimentar el virus. El boton
sedimentado se resuspendio en 4 ml de buffer TNE (Tris-HC1 50 mM, NaCl 0.1 M, EDTA
10 mM). Esta suspension se ajustd a 0.5% v/v con el detergente octil glucosido y se incubd

por 30 min a 4°C para liberar el virus asociado a membranas. Finalmente, se ultracentrifugd
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una vez mas 200,000 x g por 2 h en el rotor SW55Ti a través de un colchdn de sacarosa al
30% en TNE para sedimentar el virus. El virus purificado se resuspendio en 150 ul de TNE

y se guard6 a -70°C.

Evaluacion de la produccion de proteina y titulo viral en varios medios

Se infectaron células Caco-2 en una placa de 48 pozos con VA1 a una MOI de 3. El virus se
adsorbi6 durante 2 h y después se lavo dos veces con MEM y se agregaron los medios a
probar (MEM +/- SFB, DMEM HG +/- SFB, DMEM Adv +/-SFB). Las células se incubaron
durante 48 h y finalmente se lavd la monocapa 2 veces y se cosechd. Se determind el titulo
viral de cada tiempo por medio del ensayo de inmunoperoxidasa y la produccion de proteina

viral se caracteriz6 por medio de Western blot.

Cinética de crecimiento de un solo ciclo

En una placa de 48 pozos se infectd una monocapa de células Caco-2 con VA1 a una MOI
de 5, se adsorbi6 durante 2 h y a diferentes h post-infeccion (hpi) (0, 6, 12, 18, 24, 36,48 y
72 h) se retir6 el sobrenadante y se cosecharon las células. Las células y sobrenadante, por
separado, se congelaron y descongelaron 3 veces y se determino el titulo viral de cada tiempo
por medio del ensayo de inmunoperoxidasa, y la produccion de proteina viral se caracterizo

por medio de Western blot.

Inhibicion de la activacion de caspasas por ZVAD

Se crecieron células Caco-2 en una placa de 48 pozos y se infectaron con una MOI de 3 con
VA1 o Yuc-8. El virus se adsorbio durante 2 h y después se lavo dos veces con MEM vy se
agreg6 DMEM HG con ZVAD 50uM y DMEM HG con DMSO como control. Las células
se incubaron durante 48 h y finalmente se congelaron y descongelaron 3 veces. Se determind

la produccion de proteina viral por medio de Western blot para ambos virus.

Efecto de la tripsina sobre el procesamiento de VA1

Se tomo6 sobrenadante del virus puricado, ademas del virus purificado, y se agregaron 10, 20,
50, 100 y 200 pg/ml de tripsina. Se incubd durante 1 h a 37°C y se agreg6d la misma
concentracion de inhibidor de tripsina. Finalmente se tomd la mitad del volumen final para
observar el procesamiento de las proteinas por Western blot y la otra mitad se utilizo para

titular la progenie viral.
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Diseiio de oligonucledtidos

Se disefiaron 3 pares de oligonucleotidos (Tabla 1) para amplificar por un ensayo de RT-PCR
(transcriptasa reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa) 3 diferentes regiones
del ORF2 del astrovirus VA1 que, en principio, corresponderian al core, la espicula y el
extremo carboxilo terminal de la proteina precursora de la capside. Los fragmentos
amplificados se clonaron en el vector pPGEX-4T1 (Figura 8). Los oligonucle6tidos fueron
sintetizados por la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de

Biotecnologia.

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleotidos sintetizados para la amplificacion de las regiones de
interés del ORF2 del genoma de VAI. Se muestra el nimero de aminoacidos del ORF2 abarcados
para cada oligonucleotido. En morado esta el sitio de corte para la enzima BamHI y en naranjo el sitio
de corte para el enzima Xhol.

Aminoacidos Oligonucleétido sentido Oligonucleétido anti-sentido
180-300 5’CGCGTG|GATCCaagcagttcacttggaage 3° | 3°’°GGCTG( | TCAatttgtggtcctctcgaace 5°
490-620 5’CTAATG | GATCCtggacgctagatggecag 3° | 3’ GAAGG( | TCAggcaaaatccccttg 5°
710-758 5’CGCGTG|GATCCtctagttctgattccgat 3° 3’CTTAAC] TCActactcggcgtggect 5°
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Construcciones pGEX-4T1-VAI

A peso molecular
predicho

a- core 180-300aa Core 40 kDa

u- espicula 490-620aa Esplculﬂ 41 kDa
a- c-terminal 710-758aa 31 kDa

Induccién mediada por IPTG

lacl
T i pa—

r_‘ dacl

Promd

Figura 8. Construcciones pGEX-4T1-VAl y mecanismo de induccion mediado por IPTG. A)
Construcciones VAI-pGEX-4T1. Se muestran las 3 diferentes construcciones y los pesos moleculares
predichos para cada una. B) El vector consiste de un promotor tac (fusion del promotor lac y trp), el
cual se encuentra reprimido por lacl impidiendo la transcripcion de la proteina GST y lo que se
encuentre fusionado a ella. Al agregar el inductor IPTG, este desplaza al represor lacl y permite el
avance de la RNA polimerasa.

Extraccion de RNA

A 200 pl de lisado viral se agregaron 800 pl de trizol (Invitrogen), se vortexe6 y se dividid
en dos tubos de 500 pl. A cada tubo se le adicionaron 200 ul de cloroformo, se vortexed y
centrifugd a 16,000 x g durante 15 min a 4°C. Se colect6 el sobrenadante y se agreg6 1
volumen igual de isopropanol. Se mezcld y se volvid a centrifugar a 16,000 x g durante 15
min a 4°C. El pellet se lavé con 1 ml de etanol al 75%, se quit6 el etanol y se centrifugd

durante 10 min para secar el pellet. Finalmente, el pellet se resuspendié en 40 pl de H»O.
Sintesis de cDNA

Se mezclo el RNA con el oligo anti-sentido de cada region que se queria amplificar y se

incub6 a 65°C durante 5 min. En un tubo diferente, se realizo la mezcla de RT-PCR (5x RT
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buffer, 12.5 mM dNTPs, 0.1 M DTT, Super script III (Thermofisher) y H>O) la cual se incub6
a 22°C durante 5 min. De manera posterior, se juntd el RNA con la mezcla RT-PCR vy se
introdujo en el termociclador (BIO-RAD) 60 min a 50°C y 20 min a 85°C. El cDNA obtenido
se guardo a -70°C.

RT-PCR

Se realiz6 la mezcla PCR-MIX (5X SuperFi buffer, 10mM dNTP, 10 uM oligonucleotido
sentido, 10 uM oligonucleotido anti-sentido, cDNA, 5X SuperFi Enhancer, Platinum SuperFi
DNA Polymerase 2 U/ul y H2O libre de nucleasas) y se realizé el PCR bajo las siguientes

condiciones:

Tabla 2. Programa de PCR utilizado para la amplificacion de los insertos.

Ciclos Tiempo Temperatura
1 ciclo 94°C 3 min
94° C 30 seg
30 ciclos 55°C 30 seg
72°C 2 min
1 ciclo 72°C 5 min

Corte con las enzimas BamHI y Xhol

Se tomo 1.5 pg del vector pGEX-4T1 y se cortd simultdneamente con las enzimas BamHI y
Xhol (Thermo Fisher Scientific) por 1h a 37°C, utilizando el buffer Tango 2x, H>O y con un
exceso de 2 veces la enzima BamHI respecto a Xhol. Para cortar los insertos se tomé 500 ng
de cada inserto y se cortd con las mismas condiciones para el corte del vector. Tanto el vector

como los insertos se purificaron por columna.

Ligacion de los insertos y el vector

Se realizo la mezcla de ligacion (proporcion 1:3, pGEX-4T1 20 ng, inserto de interés 4, 4.7
y 1.8 ng, respectivamente, 1 pul T4 DNA ligasa (New England Biolabs), 1 pul buffer T4 DNA
ligasa y H»O libre de nucleasas) y se dejo ligando toda la noche a 16° C.
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Transformacion de bacterias JM101 quimiocompetentes

Se tom6 un volumen de ligacién y se agregdé 1 volumen de KCM (100mM KCI, 30 mM
CaCly, 50mM MgCly), se dej6é durante 5 min en hielo y se mezcld con las bacterias
quimiocompetentes, las cuales se incubaron 30 min en hielo. Después se les dié un choque
térmico a 42° C durante 45 seg. A continuacion, se dejaron 3 min en hielo y se mezclaron
con el medio de recuperacion (960 pl medio LB (Luria Bertani), 20 pl glucosa 1 M, 20 ul
MgCl> 1 M) donde se quedaron 60 min a 37° C. De manera posterior se centrifugo a 2375 x
g durante 5 min y se resuspendio el pellet en 200 pl de medio LB. Finalmente, se plaquearon

las bacterias en cajas Petri con medio LB y 100 pg/ml de Cb (carbenicilina).

PCR en colonia

Para el PCR de colonia se prepard una mezcla de reaccion (3 pl dNTPs 12.5 mM, 1.5 pl
oligonucleotido sentido (40 pmol/ul), 1.5 ul oligonucleotido anti-sentido (40 pmol/ul), 15 pl
Thermo pol Buffer, 1.5 ul Tag DNA pol y H>O libre de nucleasas). De esta mezlca se tomaron
10 ul para cada tubo. En condiciones de esterilidad se picd una colonia con el plasmido
deseado utilizando una punta de pipeta y se resuspendi6é dicha punta en los tubos con la
mezcla de PCR e inmediatamente después se depositod la misma punta en un tubo Eppendorf
con 200 pl de medio LB mas el antibidtico de seleccion. Las colonias depositadas en los
tubos con la punta se incubaron a 37° C en agitacion y los tubos de PCR fueron sometidos al

programa mencionado anteriormente.

Induccion y enriquecimiento de las proteinas a inmunizar

Se crecieron las colonias positivas en 2 ml de medio LB con 100pg/ml de Cb durante 1 h a
37°C. Después, 20 ml de medio LB con Cb, se inocularon con los 2 ml de las bacterias
crecidas y se incubaron durante 3 h a 37°C en agitacion. De manera posterior, se afiadio 1
pl/ml de IPTG 1M durante 3 h a 37°C en agitacion. Se centrifugd a 3,985 x g durante 5 min
a4°C, se desecho el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1.5 ml de PBS 1x. Para romper
las bacterias y enriquecer las proteinas recombinantes, se sonico 3 veces, con pulsos de 50
segundos y 10 segundos de descanso, con una amplitud de 30% (Sonics) y se afadio 1% de

Tritén X-100 y se incubo 15 min en hielo. A continuacidn, se centrifugd a 18,327 x g durante
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10 min a 4°C, y se resuspendio el pellet en 5 ml de buffer de lavado (5 ml Tris 8.0, 0.4 ml
EDTA 0.5M y 38 ul B-mercaptoetanol en un volumen final de 100 ml). Se centrifugé a 6,940
x g durante 10 min a 4°C y se volvi6 a lavar el pellet 4 veces mas con el buffer de lavado.
Finalmente, se realiz6 un lavado con 1M de urea y se lavé por ultima vez con agua destilada.

El pellet final se resuspendi6 en 500 ul de agua destilada y se guardo6 a -20°C.

Inmunizacion de conejos

Se corrid en un gel SDS-PAGE al 10% las 3 proteinas de interés cargando un aproximado de
100 pg de proteina de cada una y se tifid con azul de coomasie por 20 min. El gel se destifio
con acido acético al 10% durante 3 horas, se cort6 la banda de interés que corresponde a la
proteina y se lavd con agua destilada 5 veces. A continuacion, se congel6 el gel con hielo
seco y se triturd hasta que pudiera ser facilmente recolectado con una jeringa y se agrego 1

ml de PBS 1x estéril.

Se inmunizaron 3 conejos New Zeland, uno para cada anticuerpo contra cada proteina. Los
conejos se inmunizaron cada 2 semanas, hasta tener 4 inmunizaciones totales (Figura 9). Una
semana después de la 3* inmunizacion se realizé un pre- sangrado donde se obtuvo 1 ml de
sangre a partir de la oreja de los conejos para probar el anticuerpo. Finalmente, 4 dias después
de la 4* inmunizacién se sangraron a blanco por medio de una puncion cardiaca. La sangre
obtenida se guardo6 a 4°C; una vez que se formo el cuagulo se tomo el suero y se mezcld con

glicerol en una dilucion 1:1, se alicuot6 y guardo a -70 °C.

Pre-sangrado Sangrado
| 15 dias | 15 dias | 7 dias | 7 dias | 4 dias |
12 Inmunizacién 2* Inmunizacion 3% Inmunizacion 4* Inmunizacion

Figura 9. Esquema de inmunizacion utilizado para la produccion de anticuerpos en conejos. Se
realiz6 un total de 4 inmunizaciones. Cada inmunizacion se realizé separada por un periodo de tiempo
de 15 dias. Después de la 3* inmunizacion, a los 7 dias se obtuvo 3 ml de sangre para comprobar el
anticuerpo, 7 dias después de realiz6 la 4° inmunizacion y a los 4 dias se sangro a blanco.

33



RESULTADOS

El astrovirus VA1 puede crecer en diferentes medios, con o sin suero, sin afectar el

procesamiento de las proteinas de la capside y su titulo viral.

Recientemente se describid la adaptacion de la cepa de astrovirus VA1 a crecer en cultivo
celular, lo que representd un primer paso importante para poder estudiar su biologia. Sin
embargo, para caracterizar aspectos fundamentales de su ciclo de replicacion es necesario
poder crecer al virus eficientemente. Por esta razon, el primer objetivo de este trabajo fue
establecer las condiciones para lograrlo en la linea celular Caco-2, derivada de células

intestinales humanas.

Para esto, se evaluaron varios medios de crecimiento y el efecto de la presencia de suero
bovino fetal sobre el titulo viral obtenido. Para obtener altos titulos de virus infeccioso, los
siguientes parametros de la infeccion se mantuvieron fijos desde el inicio, con base en la
experiencia previa de nuestro laboratorio: i) empleo de una multiplicidad de infeccion baja
(0.01) para evitar la produccion de particulas defectuosas; ii) un periodo de adsorcion del
virus a las células de 2 h para maximizar el nimero de particulas virales que se unen a la
superficie celular, considerando que el lote de virus inicial recibido del Dr. Wang parecia
tener un titulo infeccioso bajo. Este tiempo de adsorcion habria que compararlo
posteriormente con 1 h, que es el tiempo usual de adsorcion para otros virus que se manejan
en el laboratorio; iii) 7 dias de incubacion de las células infectadas para permitir al menos 3
ciclos de replicacion viral y asi lograr infectar la totalidad, o cuando menos la mayor parte

de las células Caco-2 en el cultivo.

El titulo infeccioso del virus se determin6 a través del ensayo de inmunocitoquimica
(inmunoperoxidasa) que comtinmente se utiliza en nuestro laboratorio para determinar la
infectividad de diversos virus, como astrovirus, rotavirus, SV40, entre otros (ver Materiales
y M¢étodos). Este ensayo para detectar las células infectadas con el virus VA1 lo adapto
inicialmente en nuestro laboratorio el Dr. Tomas Lopez, utilizando un anticuerpo generado
contra la proteina de capside del virus (anticuerpo DB, ver Materiales y Métodos). La figura

10 muestra la deteccion de las células infectadas utilizando el ensayo de inmunoperoxidasa.

34



Los titulos obtenidos en estas condiciones, cuantificados por medio de inmunoperoxidasa,

alcanzan 1x107 uff/ml (Figura 10).
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Figura 10. Ensayo de inmunoperoxidasa de células Caco-2 infectadas con astrovirus VAI. Se
muestran células Caco-2 infectadas durante 48 h con diluciones decrecientes seriadas (A 1:9, B 1:27,
C 1:81 y D 1:1243) de una semilla de VA1. Las células infectadas son las que se observan tefiidas de
rojo/café oscuro (indicadas con flechas en el panel D). Cada célula infectada es resultado de la
infeccion de una sola particula viral, y se le conoce como “foco infeccioso”.

El crecimiento del virus en células Caco-2 fue inicialmente reportado utilizando el medio de
crecimiento DMEM HG en presencia de 10 % de suero bovino fetal (SFB) (Janowski et al.
2017; Janowski and Wang 2019). Quisimos de inicio evaluar si el virus requiere de la
presencia de suero para llevar a cabo su ciclo replicacion, ya que los astrovirus clasicos no lo
requieren, y de hecho inhibe su crecimiento cuando es necesario que ocurran varios ciclos de
replicacion. Para esto, realizamos una curva de crecimiento de un solo ciclo infectando con
una multiplicidad de infeccion (MOI) de 3 y determinando el titulo viral producido a las 12,

24,36, 48, 72,96 y 120 h post-infeccion (hpi) utilizando el medio DMEM HG en presencia
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o ausencia de SBF al 10%. A los tiempos indicados se colectaron las células infectadas, se
congelaron y descongelaron tres veces y se determind el tituld de virus infecciosos por medio
del ensayo de inmunoperoxidasa (Figura 11). Igualmente, se caracterizo la produccion de

proteina viral a los diferentes tiempos por medio de Western blot (Figura 12).
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Figura 11. Curva de crecimiento total de VAl en presencia y ausencia de suero bovino fetal al 10%
en células Caco-2. Se llev6 a cabo la infeccion con una MOI de 3 durante los tiempos indicados. El
titulo viral se determind por un ensayo de inmunoperoxidasa. Los datos estan expresados como
unidades formadoras de focos infecciosos por mililitro (uff/ml).

Como se puede apreciar en la figura 11, no se observaron diferencias significativas en el
titulo viral a los diferentes tiempos post-infeccion en presencia o ausencia de suero. Por otro
lado, esta curva de crecimiento nos permitié determinar que hay un aumento en la cantidad
de virus producido a partir de las 12 hpi, llegando a un méximo a las 48 hpi; no se observo
un aumento significativo en el titulo después de este tiempo. Esta curva de crecimiento,
siguiendo el titulo viral producido hasta 5 dias después de la infeccion se llevo a cabo una
sola vez, ya que era un experimento exploratorio para determinar el tiempo maximo de
produccion del virus. Considerando estos resultados, las siguientes curvas de crecimiento se
hicieron hasta las 72 hpi.

Al analizar las muestras por Western blot (Figura 12) es posible apreciar claramente la

produccion de proteina viral desde las 24 hpi y hasta las 120 hpi en ambas condiciones, con
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un maximo de produccion de proteinas del virus a las 48 hpi, lo que confirma los datos de
produccion de la progenie viral mostrados en la curva mostrada en la figura 11. Es posible
apreciar diferentes cantidades de proteinas +/- suero, lo cual puede deberse a la cantidad de

muestra cargada en el gel o al tiempo de exposicion de la membrana.

Otra observaciéon muy interesante fue que, a pesar de que se ha reportado que VAl no
requiere ser tratado con tripsina para ser infeccioso, el andlisis por Western blot con el
anticuerpo DB mostré que la proteina precursora de capside observada, de 91 kDa (esperada
de 84 kDa, ver adelante), se procesa proteoliticamente durante el ciclo de replicacion del
virus para dar varios productos de la protedlisis. Por otro lado, el hecho de que el
procesamiento ocurra tanto en presencia como en ausencia de suero en el medio extracelular
sugiere fuertemente que el procesamiento ocurre en el interior de las células, ya que el suero

inhibe la tripsina extracelular.

12 24 36 48 72 96 120h 12 24 36 48 72 96 120h

Figura 12. Western blot de las proteinas virales sintetizadas a diferentes tiempos durante la curva
de crecimiento de VAl en presencia (A) y ausencia (B) de suero bovino fetal.

Después de evaluar el efecto del SBF sobre el crecimiento viral, ensayamos el efecto de
diversos medios de crecimiento. Determinamos la produccion de proteina y el titulo de la
produccion de virus a las 48 hpi en células infectadas a una MOI de 3, utilizando los
siguientes medios: MEM, DMEM HG y DMEM Adv en presencia y ausencia de suero

(Figura 13), este experimento se realiz6 una vez.
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La produccion de proteinas virales fue mayor en el medio DMEM HG +/- suero, y menor en
el medio MEM sin suero y DMEM Adv +/- suero. Todas las condiciones evaluadas dieron
un titulo viral dentro del mismo logaritmo, siendo el medio MEM sin suero el mas bajo. A
partir de esta informacioén nos quedamos con las siguientes condiciones para generar lotes de
semilla viral con alto titulo: infeccion con una MOI=0.01 durante 7 dias en DMEM HG,
adsorbiendo el virus durante un periodo de 2 h. Con estas condiciones se pueden obtener
titulos virales de hasta 1x107 uff/ml. También, con base en la curva de crecimiento, definimos
para los experimentos subsecuentes llevados a cabo con multiplicidades altas (MOI=3 o0 més)
analizar la produccion de virus a las 48 hpi. Con una MOI de 3 se infectan el 95% de las

células.
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Figura 13. Efecto de diferentes medios +/- 10% de suero bovino fetal en el crecimiento de VAI.A)
Western blot de las proteinas virales sintetizadas utilizando los medios MEM, DMEM HG y DMEM
Adv en presencia y ausencia de suero. B) Titulo viral obtenido utilizando los medios MEM, DMEM
HG y DMEM Adv en presencia y ausencia de suero.
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La curva de crecimiento de un solo ciclo del astrovirus VA1l es similar a la de los
astrovirus clasicos en la linea celular Caco-2, sin embargo, se encuentra retrasada en

las etapas tempranas de la infeccion.

Una vez establecido que no hay diferencias en el crecimiento del virus en presencia o
ausencia de suero, se realizd una curva de crecimiento de un solo ciclo en el medio DMEM
HG, en ausencia de suero, con el proposito de identificar las etapas del ciclo de replicacion
del virus (periodo de eclipse, periodo de explosion y fase estacionaria) en la linea celular
Caco-2. Se infectaron células con una MOI de 5,y a 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48 y 72 hpi se
colectaron el medio extracelular y las células de manera independiente. La concentracion de

virus infeccioso en cada una de las fases se determind a los diferentes tiempos (Figura 14).

Fase estacionaria

===== -o- Virus intracelular
-2 Virus liberado

eclipse
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Figura 14. Curva de crecimiento de VAl en ausencia de suero bovino fetal en células Caco-2. Se
llevo a cabo una infeccion a MOI de 5 y a los tiempos indicados post-infeccion se colectaron el medio
extracelular (virus liberado) y las células (virus intracelular) de manera separada. Después de congelar
y descongelar tres veces las células para lisarlas, el titulo viral se determind por un ensayo de
inmunoperoxidasa. Los datos son expresados como unidades formadoras de focos por mililitro
(uff/ml). Las barras presentan el error estandar de la media de 3 ensayos independientes (n=3) y se
analizaron por medio de Graph Prism.

El grafico muestra las etapas de crecimiento que se observan usualmente durante la
replicacion de los virus (Figura 14). Para el virus detectado dentro de las células (esto es, que

no se encontraba en el medio extracelular), observamos un periodo de eclipse, que para el
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caso de VA1 fue de 12 h de duracion. En principio, en este periodo no es posible recuperar
virus infeccioso pues las particulas virales han liberado su material genético para comenzar
su replicacion y traduccion; la pequeiia cantidad de virus infeccioso detectado probablemente
es el virus adsorbido a la superficie celular que no penetré a la célula y que, por lo tanto, su
material genético no se desnudd (esto es, sigui6 dentro de la capside) y por lo tanto
permanecid infeccioso. Posteriormente sigue el periodo de explosion (“burst”), de las 12 a
las 48 hpi, donde el virus intracelular comienza a incrementar y se producen grandes
cantidades de particulas virales. Finalmente, se observo la fase estacionaria a partir de las 48
hpi, etapa en la que la produccion de virus se detiene; durante este periodo las células se
vuelven metabolicamente inactivas, por lo que son incapaces de soportar la replicacion viral.
Por otro lado, en el medio extracelular se detectd el virus a partir de las 18 hpi, lo cual indica
la liberacion de particulas infecciosas, lo cual ocurre de manera gradual hasta llegar al 10%

de particulas liberadas (en relacion al total de virus infecciosos producido) a las 72 hpi.
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Figura 15. Proteinas del virus VAl sintetizadas en ausencia de suero bovino fetal en células Caco-
2, detectadas en las células y en el medio extracelular. A) proteinas virales en las células; B)
proteinas virales en el medio extracelular. Se observa la presencia de proteina viral a partir de las 18
hpi en las células. No se observa proteina en ninglin tiempo en el sobrenadante.

Al analizar las muestras por Western blot (Figura 15) es posible apreciar en las muestras que
corresponden a las células la presencia de proteina viral a partir de las 18 hpi y un incremento
a las 24 y 36 hpi. A partir de las 48 hpi se observa un maximo de sintesis de proteina, que no

parece incrementarse a las 72 hpi. A ningun tiempo post-infeccion pudimos detectar proteinas
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virales en el medio extracelular, esto debido a que, el bajo niimero de virus liberados al medio

extracelular muy probablemente no puede ser detectado por el ensayo de Western blot.

Las caspasas y la tripsina no estan involucradas en el procesamiento de las proteinas de

capside del astrovirus VALl.

Ya que los astrovirus clasicos requieres del corte mediado por caspasas para que las particulas
formadas por VP90 se procesen a particulas formadas por VP70 y asi liberar las particulas
inmaduras de las células hacia el medio extracelular, exploramos el efecto de esta proteasa
sobre el procesamiento proteolitico de la proteina precursora de la capside del astrovirus
VAL. Para esto, se infectd la linea celular Caco-2 con VA1 a una MOI de 3 y se incubd a
37°C durante 48 h en medio DMEM HG en presencia del inhibidor de caspasas ZVAD, el
cual se une irreversiblemente al sitio catalitico de las caspasas e inhibe la induccion de
apoptosis. Finalmente, se analiz6 el procesamiento de las proteinas por medio de Western

blot (Figura 16).
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Figura 16. Efecto del inhibidor de caspasas ZVAD sobre el procesamiento de VAI. A) Se infectaron
células Caco-2 con A) HAstV-8 o B) VAL, a una MOI de 3 y se incub6 durante 48 h en ausencia de
ZVAD (-ZVAD), en presencia de ZVAD (+ZVAD) o en presencia de DMSO, ya que el inhibidor se
encuentra en este solvente. Las proteinas virales se analizaron por Western blot. Las flechas azules
indican las proteinas VP90 y VP70 de HAstV-8.
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Al analizar el Western blot obtenido a partir de la infeccion por HAstV-8, (Figura 16A)
podemos apreciar que en ausencia del inhibidor de caspasas se observan las formas VP90 y
VP70, sefialadas con una flecha roja, como se habia reportado previamente (Mendez, Salas-
Ocampo, and Arias 2004), lo cual muestra el procesamiento de la poliproteina. Cuando
agregamos el inhibidor ZVAD, s6lo se observa la proteina VP90, por lo que el inhibidor de
caspasas previene el procesamiento de esta proteina precursora, como se reportd previamente
en nuestro laboratorio (Banos-Lara and Méndez 2010; Mendez, Salas-Ocampo, and Arias
2004). Finalmente, el control de DMSO muestra que este solvente no afecta el procesamiento
de las proteinas. Por otro lado, al infectar con el astrovirus VA1 en ausencia de ZVAD
apreciamos un patron de bandas que parece mantenerse en presencia de ZVAD, lo que indica

que el astrovirus VA1 no es procesado por caspasas, a diferencia de los astrovirus clésicos.

El inhibidor de caspasas tampoco inhibid la replicacion viral, mediendo la progenie viral

producida en presencia o ausencia de ZVAD a las 48 hpi (no se muestra el resultado).

Ademas del corte proteolitico por caspasas, los astrovirus clasicos requieren ser tratados con
tripsina exdgena para activar su infectividad, lo que causa el procesamiento proteolitico de
la proteina precursora de la capside, de 70 kDa, para dar un virion maduro, infeccioso,
formado por dos polipéptidos de 27 y 34 kDa. En el caso de VAI se ha descrito que la
proteina precursora del virus no requiere ser procesada por tripsina para que su infectividad
se active, sin embargo, no se habia observado qué ocurria con las proteinas virales ni con la
progenie viral al ser tratadas con tripsina. Para esto, virus purificado, recuperado del
sedimento de una centrifugacién a través de un colchon de sacarosa, o bien el material
presente en el sobrenadante de esta centrifugacion, esto es, que no atraveso el colchon de
sacarosa (ver Materiales y Métodos) se trataron con 10, 20, 50, 100 y 200 pg/ml de tripsina
durante 1 h a 37°C y de manera posterior se agregd la misma cantidad de inhibidor de
proteasas y se observaron las proteinas por medio de Western blot y el titulo viral se

determiné por inmunoperoxidasa (Figura 17 y 18).

42



g
=)
1S
@)

10 20 50 100200 pg/ml B

uff/iml

10°
Control 10 20 50 100 200

Tripsina pg/ml

Figura 17. Efecto de la tripsina sobre el procesamiento de VAl y su progenie viral. A) Western blot
del sobrenadante del virus purificado, incubado con las concentraciones de tripsina indicadas. B)

Infectividad del sobrenadante del virus purificado incubado con las diferentes concentraciones de
tripsina.
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Figura 18. Efecto de la tripsina sobre el procesamiento de VAl y su progenie viral. A) Western blot
del virus purificado, incubado con las concentraciones de tripsina indicadas. B) Infectividad del virus
purificado incubado con las diferentes concentraciones de tripsina.

Al analizar por Western blot el estado de procesamiento de las proteinas virales presentes en

las dos fracciones analizadas (Figura 17 y 18) podemos ver que la proteina precursora de 91
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kDa presente en el sobrenadante del virus purificado parece ser digerida paulatinamente hasta
quedar totalmente degradada cuando se incub6 con una concentracion de tripsina de 50 ug/ml
o mayor, lo cual sugiere que las proteinas virales en el sobrenadante estan solubles y no
particuladas. En contraste con esto, cuando el virus purificado se incub6 con concentraciones
crecientes de tripsina, aparentemente la proteina precursora de 91 kDa también se degrado,
pero la proteasa no tuvo ningln efecto sobre las proteinas de 34 y 38 kDa, que forman la
particula infecciosa del virus. Esto se confirmo6 al analizar el titulo viral y observar que éste
no cambia en presencia de la tripsina (Figura 18 B). Es interesante que tampoco hubo un
efecto en la infectividad detectada en el sobrenadante (Figura 17B), a pesar de que las
proteinas virales esencialmente no se detectan por Western blot (Figura 17A). Esta
infectividad es muy probablemente debida a particulas virales infecciosas que permanecieron
en el sobrenadante, aunque no pudieron ser detectadas, o muy débilmente (ver la proteina de

34 kDa) que permanece aun a las concentraciones mas altas de tripsina (Figura 17A).

Produccion de anticuerpos policlonales dirigidos contra diferentes partes de la proteina

precursora de la capside viral para analizar su procesamiento.

Para caracterizar el procesamiento de la poliproteina precursora de la capside viral,
codificada por el ORF2, se decidié preparar anticuerpos contra tres regiones de la
poliproteina (Figura 19). Estas tres regiones se eligieron para que los anticuerpos
reconocieran especificamente los dominios del core, la espicula y el extremo carboxilo
terminal, con base en lo que se conoce de estos dominios en la proteina VP90 de los astrovirus

clasicos (Figura 20).
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Figura 19. Esquema del ORF?2 del astrovirus cldsico Yuc-8 y el astrovirus VAI. La secuencia de
aminoacidos del ORF2 de Yuc-8 consta de 787 aminoacidos, de los cuales del 80 al 394 conforman
el core, y del 430 al 648 la espicula. E1 ORF2 de Yuc-8 se caracteriza por tener un extremo N-terminal
basico y un extremo C-terminal acidico. Por otro lado, el ORF2 de VAl se compone de 758
aminoacidos. La region utilizada como inmundgeno para producir el anticuerpo DB abarca desde el
aminoacido 71 al 406.

Las regiones de la proteina precursora de VA1 que se eligieron para representar los dominios
del core, espicula y carboxilo terminal estdn comprendidas de los aminoécidos 180 a 300 (ct-
core), 490 a 620 (a-espicula) y 710 a 758 (a-C-terminal), respectivamente. Estas regiones

de la proliproteina de capside se sintetizaron en Escherichia coli como proteinas de fusion

C-terminal a GST (Figura 20).

peso molecular
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a- core 180-300aa Core 40kDa

a- espicula 490-620aa z 41kDa
Espicula

Figura 20. Construcciones VAI-pGEX-4TI. Se muestran las 3 diferentes construcciones y los pesos
moleculares predichos para cada una.



La expresion de los plasmidos recombinantes correspondientes se indujo por incubacion de
las bacterias con IPTG, y las proteinas sintetizadas se analizaron en un gel de poliacrilamida.
Como se puede observar en la figura, en presencia de IPTG se pudo detectar la sintesis de
proteinas con el peso molecular esperado en las bacterias transformadas con los plasmidos

correspondientes (Figura 21).
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Figura 21. Gel de poliacrilamida de las proteinas de fusion en ausencia y presencia del inductor
IPTG. Se muestran sefialadas por un circulo la induccion de las 3 proteinas con el peso molecular
esperado (sefialadas con un circulo).

Posteriormente se caracterizd la solubilidad de las proteinas recombinantes. Para esto se
indujo la sintesis de las proteinas y se evaluo si estaban solubles o formando cuerpos de
inclusion (ver Materiales y Métodos). En la figura 22 se puede observar que las proteinas
fueron insolubles, estando presentes probablemente como cuerpos de inclusién en las
bacterias. Por esta razon, para la generarcion de los sueros hiperinmunes contra las diferentes
regiones, se utilizaron como antigeno las proteinas cortadas directamente de los geles de

poliacrilamida (Figura 23).
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Figura 22. Gel de poliacrilamida de las proteinas de fusion después del protocolo de

R

enriquecimiento. Se muestran las 3 proteinas con sus respectivos sobrenadantes (SN) y pellets (P).
En los tres casos las proteinas se encuentran insolubles (sefialadas con un circulo).
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Figura 23. Geles de poliacrilamida preparativo de las proteinas de fusion de los cuales se cortaron
para la produccion de sueros hiperinmunes en conejos. Se muestra dentro de un cuadro las proteinas
de interés.

Después del protocolo de inmunizaciéon descrito en Matriales y Métodos, se analizd la
reactividad de los sueros hiperinmunes producidos con las proteinas virales por Western blot.

También utilizamos para la caracterizacion de las proteinas virales un suero hiperinmune que
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habia sido preparado previamente en el laboratorio por la QFB Rafaela Espinosa, dirigido
contra la region de la poliproteina precursora de VA1 comprendida entre los aminoécidos 71

al 406 (Figura 19). A este suero le llamaremos DB.

El analisis por Western blot de lisado de células infectadas con VA1 utilizando el anticuerpo
DB (Figura 24) mostrd dos proteinas precursoras, una de 91.2 kDa y otra de 85 kDa, ademas
de cuatro proteinas de menor peso molecular, de entre 34 y 41 kDa. No se observaron
proteinas en lisado celular no infectado. Por otro lado, cuando se analiz6 la reactividad de
estos anticuerpos con el virus purificado se observaron dos bandas, de 34 y 38 kDa,
respectivamente. Considerando que el sitio de inicio del dominio de espicula no estaba

determinado, especulamos que este suero hiperinmune podria estar reconociendo tanto al

core como a la espicula de la particula, representados por las dos bandas observadas.
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Figura 24. Western blot utilizando el anticuerpo DB y un lisado de células infectadas o no
infectadas y virus purificado.

Para identificar el origen de las dos bandas observadas utilizamos los anticuerpos contra las
diferentes regiones de la proteina precursora. El anticuerpo policlonal dirigido contra el core

(Figura 25) reconoci6é por Western blot en el lisado celular infectado a la proteina precursora
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y a tres proteinas de peso molecular de 34, 36 y 41 kDa. En el virus purificado se observa
una sola proteina que concuerda con el peso molecular de 34 kDa, igual a la observada en el
virus purificado utilizando el anticuerpo DB. Estos hallazgos muestran que esta banda

corresponde al core. Las otras dos proteinas, de 36 y 41 kDa parecen ser entonces

intermediarios del procesamiento de la proteina del core.
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Figura 25. Western blot utilizando anticuerpo a-core en lisado celular infectado, virus purificado
y lisado celular no infectado. Con lineas punteadas se sefialan los dos intermediarios del core de 36
y 41 kDa. No se observan proteinas en lisado celular no infectado.

El suero hiperinmune que esperdbamos reconociera a la espicula y al extremo carboxilo
terminal no mostraron una sefial clara, esto posiblemente por la metodologia de utilizar las
proteinas cortadas de gel, las que pueden estar contaminadas con proteinas bacterianas y
también por baja inmunogenicidad. Sin embargo, se planea realizar nuevos anticuerpos

contra estas regiones.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos mediante el andlisis de los diferentes
intermediarios de procesamiento de la proteina precursora viral por WB, podemos concluir
lo siguiente: 1) las proteinas observadas utilizando lisado celular infectado corresponden a 1

o 2 proteinas precursoras de 91.2 y 85 kDa; ii) estas proteinas precursoras son procesadas
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por una o varias proteasas intracelulares, aun no identificadas, que producen una espicula de
38 kDa y un core de 36 kDa; iii) el core parece tener un intermediario de 41 kDa y otro de
36 kDa. Por otro lado, desconocemos cuantos intermediarios tiene la espicula. La figura 26
muestra la identificacién de los diferentes productos de procesamiento de la poliproteina

precursora de la capside VAI.

Lisado celular
infectado

Precursora 91.2 kDa
Precursora II 85 kDa

Intermediario Core 41 kDa
Spike 38 kDa
Intermediario Core 36 kDa
Core 34 kDa

Figura 26. Western blot utilizando anticuerpo DB en lisado celular infectado.
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DISCUSION

Los astrovirus de humano son agentes infecciosos que tipicamente infectan el tracto
gastrointestinal produciendo gastroenteritis en nifios y adultos mayores. Sin embargo, en el
afio 2009 (Ruone et al. 2009) se descubri6 por medio de secuenciacion de proxima generacion
al astrovirus VAIl. El astrovirus VAl ha sido encontrado en cinco pacientes
inmunocomprometidos que presentaban un cuadro de encefalitis (Frémond et al. 2015;
Jacques et al. 2015; Lum et al. 2016; Naccache et al. 2015; Quan et al. 2010). En el 2017,
Janowski y col. adaptaron a crecer el virus en células Caco-2, linea celular derivada de
epitelio intestinal humano que resultd permisiva para la replicacion del virus VA1, al igual

que para los astrovirus clasicos.

Queriendo profundizar mas en el conocimiento de la biologia del virus VA1 nos propusimos
optimizar y caracterizar su crecimiento en células Caco-2, asi como explorar si esta cepa de
astrovirus, que se habia reportado no requeria ser tratada con tripsina para infectar las células
(contrario a lo observado con los astrovirus clasicos), realmente podia ingresar a la célula sin
que su capside sufriera un procesamiento proteolitico, lo cual es comun en los astrovirus de

humano clasicos, asi como en muchos astrovirus que infectan animales.

Los astrovirus clasicos se crecen en cultivo celular en ausencia de suero bovino fetal ya que
en su presencia se disminuye el corte proteolitico (causado por tripsina) de la proteina de 70
kDa (ya que actua como inhibidor de proteasas), necesario para la infeccion del virus y por
lo tanto se obtiene un bajo titulo de virus infeccioso. Debido a este antecedente llamo la
atencion que el crecimiento del astrovirus de humano VAl no requiriera ser activado
proteoliticamente por tripsina, y por lo tanto pudiera también crecer en presencia de SBF. En
este trabajo evaluamos el crecimiento del virus en diferentes medios de cultivo en presencia
y ausencia de SBF y confirmamos que efectivamente, el SBF no afecta su crecimiento y
tampoco requiere de ser tratado con tripsina para ser infeccioso. Sin embargo, observamos
que aun sin tratamiento exdgeno con esta proteasa, y creciendo el virus en presencia de SBF,

al analizar la progenie viral resultante de la infeccién por Western blot, la proteina precursora
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de la capside si es procesada proteoliticamente. Esto sugiere fuertemente que la proteasa que

procesa a la proteina de la capside de VA1 es intracelular y no es tripsina.

Por otro lado, al comparar la curva de crecimiento del astrovirus VA1 con la curva de
crecimiento del astrovirus clasico Yuc-8 en la linea celular Caco-2 definida previamente en
nuestro laboratorio por la M.C. Leticia Guzman (tesis de maestria), podemos observar de
manera general un retardamiento de la curva de crecimiento del astrovirus VA1. La fase de
eclipse para HAstV-8 tiene una duracion de alrededor de 7 h, en comparacion con VA1 que
tiene una duracion aproximada de 12 h, es decir, hay un retraso de 5 h, lo que podria indicar
que el virus ingresa mas lentamente a las células o que el virus tarda mas tiempo en
desencapsidar su genoma. En la fase de explosion, el HAstV-8 alcanza el maximo a las 15
hpi, mientras que VA1 lo alcanza hasta las 48 hpi, sugiriendo también que este virus se replica
mas lentamente. Finalmente, la fase estacionaria es alcanzada por HAstV-8 a partir de las 15
hpi hasta las 24 hpi, mientras que para el astrovirus VA1 se alcanza a las 48 h. Las diferencias
se pueden deber a un retardamiento en la entrada, desencapsidamiento, replicacion,
liberacion de la célula, o a todos ellos. Estos resultados fueron obtenidos creciendo ambos
virus en la linea celular Caco-2; se ha reportado que los astrovirus clasicos infectan
enterocitos del intestino delgado en humanos (Sebire et al. 2004), mientras que el astrovirus
VAL, ademas de crecer en células epiteliales, puede crecer en lineas celulares neurales como
astrocitos primarios y en SK-N-SH derivada de neuroblastoma (Janowski and Wang 2019).
Por lo tanto, las diferencias observadas en los tiempos de replicacion pudieran también

deberse a la linea celular utilizada y al tropismo del virus.

Todos los experimentos en los que determinamos el titulo de virus infecciosos en nuestro
trabajo se basaron en la técnica de inmunoperoxidasa, que es una técnica de citoquimica que
tiene la ventaja de detectar particulas virales infecciosas, ya que se evidencia la replicacion
viral en las células infectadas al reconocer las proteinas virales recién sintetizadas mediante
el uso de anticuerpos especificos. Esto, a diferencia del ensayo de dosis infecciosa media
(TCID50) determinado por qRT-PCR, que es la técnica que se ha utilizando en los articulos
previos sobre VAIl, la que permite cuantificar copias de genoma, pero no determina

necesariamente la produccion de particulas infecciosas, sino solo la replicacion del genoma.
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Los astrovirus clasicos requieren del corte proteolitico de la proteina de la cépside por
caspasas, para pasar de VP90 a VP70 y asi salir de la célula (Mendez et al. 2002).
Posteriormente, en el medio extracelular, el virus es procesado por tripsina para dar origen a
la particula madura conformada por VP34 y VP27. Los experimentos realizados muestran
que VALl no es procesado por caspasas y su inactivaciéon no afecta la progenie viral, sin
embargo, experimentos preliminares en el laboratorio han revelado que la infeccion de VA1
si activa caspasas, aunque pareciera que no son requeridas para su ciclo de replicacion, o al

menos no igual manera que los astrovirus clasicos.

Por otro lado, Janowski et al. 2017 reportaron que la replicacion del virus VA1 no requiere
que el virus sea tratado con tripsina para ingresar a la célula. Los resultados obtenidos en
nuestro trabajo sugieren que cuando la poliproteina precursora no estd ensamblada, o
alternativamente estd ensamblada en un particula inmadura (no procesada intracelularmente),
con una estructura mas laxa, se degrada completamente al ser tratada con tripsina. Contrario
a esto, el virus maduro, procesado intracelularmente en las proteinas correspondientes al core
(34 kDa) y al spike (38 kDa), no es susceptible al corte por tripsina, lo que es de esperarse

dado que el virus infecta naturalmente el tracto gastrointestinal, en presencia de tripsina.

El procesamiento de la capside viral requerido para la replicacion de diferentes virus se ha
caracterizado a través del uso de anticuerpos dirigidos contra diferentes regiones de las
proteinas precursoras, como en el caso de los astrovirus cléasicos, hepatitis E y hepatitis C,
entre otros virus (Grakoui et al. 1993; Mendez et al. 2002; Zhang et al. 1997). En nuestro
trabajo, se sintetiz6 en bacteria tres regiones diferentes de la proteina precursora de la capside
de VA1 e indujimos anticuerpos contra estas 3 regiones en conejos (Figura 20). E1 ORF2 de
VA1 codifica para una poliproteina de 84 kDa, la cual es de menor tamafio que las proteinas
precursoras de 91.2 y 85 kDa observadas en los inmunoblots con los anticuerpos DB y a-
core (Figura 26); estas diferencias en el peso molecular pueden ser debido a modificaciones
post-traduccionales de la proteina precursora, como fosforilacion, glicosilacion, etc., aunque
otra explicacion es que la composicion especifica de aminodcidos y la estructura de la

proteina se comporten de manera anémala al ser analizadas en geles de poliacrilamida.
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La proteina precursora de VA1 es procesada por una o varias proteasas intracelulares, aun no
identificadas, que producen un core de 34 kDa y una espicula de 38 kDa (Figura 26). Esto
ultimo se confirm6 por medio de secuenciacion del extremo N-terminal de la proteina de 38
kDa, la cual comienza en el aminoacido numero 388 del ORF2 (Figura 27). El core parece
tener un intermediario de 41 kDa y otro de 36 kDa; por otro lado, desconocemos cuantos
intermediaros tiene la espicula, sin embargo, de acuerdo al tamafio de las dos proteinas, tanto

el core como la espicula parecen ser procesadas en el extremo carboxilo (Figura 27).
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Figura 27. Esquema del ORF2 del astrovirus VAI. Se muestra el core de 34 kDa, junto con los dos
intermediarios de 36 y 41 kDa; también se muestra la espicula de 38 kDa. El intermediario del core
de 41 kDa se superpone con la secuencia de la espicula. En la parte de abajo se muestran los
anticuerpos producidos y los aminoécidos que abarcan.

La razén por la cual las proteinas recombinantes sintetizadas en bacteria, correspondientes a
la espicula y al extremo carboxilo terminal de la proteina precursora, no indujeron
anticuerpos de buena calidad, no es clara. Esto pudiera haber sido por ser regiones menos
inmunogénicas que el core o por el proceso de purificacion que incluyd su separacion en
geles de poliacrilamida con SDS. Con ambos anticuerpos se logré obtener sefial para algunas
bandas de baja intensidad, no reproducibles, que reconocieron también proteinas de las
células Caco-2, lo cual no nos permitio llegar a una conclusion. En el futuro planeamos

sintetizar proteinas recombinantes de las mismas regiones, pero de diferente tamafo, en un
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esfuerzo para sintetizarlas de manera soluble y potencialmente aumentar su pureza e

idealmente su capacidad inmunogénica.

Los resultados obtenidos en esta tesis sientan las bases para profundizar en el estudio de la
biologia del astrovirus VA1, incluyendo la caracterizacion de la entrada del virus a diferentes
tipos de células y el papel que juega el procesamiento de la poliproteina precursora en este
proceso. Este conocimiento sera relevante para el eventual disefio de medidas de control para
la infeccion causada por este virus, en particular para el tratamiento de los casos de encefalitis

y meningitis que, hasta ahora, han mostrado alta mortalidad.
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CONCLUSIONES

El astrovirus VA1 puede crecer en presencia o ausencia de suero bovino fetal, en diferentes

tipos de medios celulares.

La proteina de la cépside del virus es procesada dentro de la células, lo cual parece ser

necesario para que el virus sea infeccioso.

La curva de crecimiento del astrovirus VA1 es similar a la de los astrovirus clasicos, sin

embargo, se observa que es mas lento desde etapas tempranas de la infeccion.

A diferencia de los astrovirus clasicos, la salida del astrovirus VA1 de la células no depende

del procesamiento por caspasas de la poliproteina precursora.

La proteina precursora de la capside del astrovirus VA1 es susceptible al procesamiento
proteolitico por tripsina cuando estd soluble o ensamblada de manera laxa en particulas

inmaduras.

Las proteinas de menor peso molecular que conforman a la particula infecciosa no son

susceptibles al corte por tripsina y éste no modifica la infectividad viral.
La obtencion de anticuerpos permitié indentificar 1 o 2 proteinas precursoras de la capside

de 91.2 y 85 kDa, las cuales son procesadas produciendo una espicula de 38 kDa y un core

de 36 kDa. El core parece tener un intermediario de 41 kDa y otro de 36 kDa.
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PERSPECTIVAS

o Identificar la proteasa que procesa la proteina precursora de la capside viral.

e Confirmar si el procesamiento de la proteina de la capside es necesario para que el
virus sea infeccioso.

e Realizar nuevos anticuerpos contra la espicula y el extremo carboxilo terminal y otras
regiones del ORF2 del astrovirus VA1 para entender mejor el procesamiento de la

proteina precursora que lleva a las particulas infecciosas maduras.

57



REFERENCIAS

Aguilar-Hernandez, Nayeli, Susana Lopez, and Carlos F. Arias. 2018. “Minimal Capsid
Composition of Infectious Human Astrovirus.” Virology 521(May): 58—61.

Appleton, H., and P. G. Higgins. 1975. “Viruses and Gastroenteritis in Infants.” The Lancet
305(7919): 1297.

Arias, Carlos F., and Rebecca M. Dubois. 2017. “The Astrovirus Capsid: A Review.” Viruses
9(1): 1-13.

Banos-Lara, Ma del Rocio, and Ernesto Méndez. 2010. “Role of Individual Caspases Induced
by Astrovirus on the Processing of Its Structural Protein and Its Release from the Cell

through a Non-Lytic Mechanism.” Virology.

Bass, D. M., and S. Qiu. 2000. “Proteolytic Processing of the Astrovirus Capsid.” Journal of
Virology.

Bosch, Albert, Rosa M. Pintd, and Susana Guix. 2014. “Human Astroviruses.” Clinical

Microbiology Reviews.

Brierley, Ian, and Marijana Vidakovic. 2003. “Ribosomal Frameshifting in Astroviruses.”

Perspectives in Medical Virology.

Brown, Julianne R. et al. 2015. “Astrovirus VAI/HMO-C: An Increasingly Recognized

Neurotropic Pathogen in Immunocompromised Patients.” Clinical Infectious Diseases.

Burbelo, Peter D. et al. 2011. “Serological Studies Confirm the Novel Astrovirus HMOASstV-
C as a Highly Prevalent Human Infectious Agent.” PLoS ONE.

Cortez, Valerie et al. 2017. “Astrovirus Biology and Pathogenesis.” Annual Review of

Virology 4(1): 327-48.

Dong, Jinhui, Liping Dong, Ernesto Méndez, and Yizhi Tao. 2011. “Crystal Structure of the
Human Astrovirus Capsid Spike.” Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 108(31): 12681-86.

Dryden, Kelly A. et al. 2012. “Immature and Mature Human Astrovirus: Structure,

Conformational Changes, and Similarities to Hepatitis e Virus.” Journal of Molecular

58



Biology.

Frémond, M. L. et al. 2015. “Next-Generation Sequencing for Diagnosis and Tailored
Therapy: A Case Report of Astrovirus- Associated Progressive Encephalitis.” Journal

of the Pediatric Infectious Diseases Society.

Fuentes, Cristina, Albert Bosch, Rosa M. Pintd, and Susana Guix. 2012. “Identification of
Human Astrovirus Genome-Linked Protein (VPg) Essential for Virus Infectivity.”

Journal of Virology.

Holtz, Lori R. et al. 2014. “Seroepidemiology of Astrovirus MLB1.” Clinical and Vaccine

Immunology.

Jacques, Thomas S. et al. 2015. “Astrovirus VAI/HMO-C: An Increasingly Recognized

Neurotropic Pathogen in Immunocompromised Patients.” Clinical Infectious Diseases.

Janowski, Andrew B., Irma K. Bauer, Lori R. Holtz, and David Wang. 2017. “Propagation
of Astrovirus VA1, a Neurotropic Human Astrovirus, in Cell Culture.” Journal of

Virology.

Janowski, Andrew B., and David Wang. 2019. “Infection and Propagation of Astrovirus VA1
in Cell Culture.” Current Protocols in Microbiology 52(1): 1-17.

Janowski, Andrew B, and Robyn S Klein. 2019. “Differential In Vitro Infection of Neural
Cells by Astroviruses.” mBIO 10(4): 1-14.

Kurtz, J. B., T. W. Lee, J. W. Craig, and Sylvia E. Reed. 1979. “Astrovirus Infection in
Volunteers.” Journal of Medical Virology.

Lewis, T. L., and S. M. Matsui. 1995. “An Astrovirus Frameshift Signal Induces Ribosomal
Frameshifting in Vitro.” Archives of Virology.

Lulla, Valeria, and Andrew Firth. 2019. “A Hidden Gene in Astroviruses Encodes a Cell-

Permeabilizing Protein Involved in Virus Release.”

Lum, Su Han et al. 2016. “An Emerging Opportunistic Infection: Fatal Astrovirus
(VA1/HMO-C) Encephalitis in a Pediatric Stem Cell Transplant Recipient.” Transplant

Infectious Disease.

59



Mendez-Toss, M. et al. 2000. “Molecular Analysis of a Serotype 8 Human Astrovirus

Genome.” Journal of General Virology.

Mendez, E. et al. 2002. “Proteolytic Processing of a Serotype 8 Human Astrovirus ORF2
Polyprotein.” Journal of Virology.

. 2014. “Characterization of Human Astrovirus Cell Entry.” Journal of Virology
88(5): 2452-60.

Mendez, E., E. Salas-Ocampo, and C. F. Arias. 2004. “Caspases Mediate Processing of the

Capsid Precursor and Cell Release of Human Astroviruses.” Journal of Virology.

Mendez, E., M. P. E. Salas-Ocampo, M. E. Munguia, and C. F. Arias. 2003. “Protein Products
of the Open Reading Frames Encoding Nonstructural Proteins of Human Astrovirus

Serotype 8.” Journal of Virology.

Méndez, Ernesto et al. 2013. “Replication Cycle of Astroviruses.” In Astrovirus Research:

Essential Ideas, Everyday Impacts, Future Directions,.

Naccache, Samia N. et al. 2015. “Diagnosis of Neuroinvasive Astrovirus Infection in an
Immunocompromised Adult with Encephalitis by Unbiased Next-Generation

Sequencing.” Clinical Infectious Diseases.

Quan, Phenix Lan et al. 2010. “Astrovirus Encephalitis in Boy with X-Linked

Agammaglobulinemia.” Emerging Infectious Diseases.

Reuter, Gabor, Péter Pankovics, and Akos Boros. 2018. “Nonsuppurative (Aseptic)
Meningoencephalomyelitis Associated with Neurovirulent Astrovirus Infections in

Humans and Animals.” Clinical Microbiology Reviews 31(4): e00040-18.

Ruone, S. et al. 2009. “Identification of a Novel Astrovirus (Astrovirus VA1) Associated
with an Outbreak of Acute Gastroenteritis.” Journal of Virology 83(20): 10836—39.

Sebire, N. J. et al. 2004. “Pathology of Astrovirus Associated Diarrhoea in a Paediatric Bone
Marrow Transplant Recipient.” Journal of Clinical Pathology.

Toh, Yukimatsu et al. 2016. “Crystal Structure of the Human Astrovirus Capsid Protein.”
Journal of Virology 90(20): 9008—17.

60



Vu, Diem Lan, Albert Bosch, Rosa M. Pinto, and Susana Guix. 2017. “Epidemiology of

Classic and Novel Human Astrovirus: Gastroenteritis and Beyond.” Viruses.

York, Royce L. et al. 2016. “Structural, Mechanistic, and Antigenic Characterization of the

Human Astrovirus Capsid.” Journal of Virology.

61



	Portada 


	Índice
	Resumen 
	Introducción 
	Antecedentes 
	Hipótesis   Objetivos 
	Metodología  
	Resultados
	Discusión 
	Conclusiones 
	Perspectivas 
	Referencias



