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RESUMEN

Rotavirus es el agente etiologico mas importante de gastroenteritis en nifios
menores de cinco afos. La particula viral mide 100 nm de diametro, la capside esta
formada por tres capas concéntricas de proteinas y el genoma viral es dsRNA
segmentado. Entre las proteinas no estructurales del virus se encuentra NSP3. La
funcién de la proteina NSP3 ha sido ampliamente debatida, sin embargo, es
destacable que algunos de los fenotipos asociados a NSP3, se correlacionan en
proteinas virales con funcién de endonucleasa, algunos ejemplos son: la interaccién
con los factores del inicio de la traduccion, el apagado de la sintesis de proteinas
celulares y la relocalizacion de la proteina de unién a poli(A) (PABP) del citoplasma
al ndcleo. En este trabajo, estudiamos la probable funcién de la proteina NSP3 como
endonucleasa viral. La estrategia experimental que utilizamos estd basada en
ensayos de transfeccion en los cuales, mediante el uso de dos plasmidos
reporteros, uno con UTRs de tipo celular y el otro con UTRs de tipo viral, estudiamos
el efecto de NSP3 sobre la traduccion y transcripcion de estos. Los resultados
muestran una disminucién en la actividad del plasmido con UTRs tipo celular, de
mas del 90% cuando se co-transfectdé con NSP3 y con la proteina NSP1 del SARS-
CoV, que fungié como nuestro control positivo. La actividad del plasmido con UTRs
tipo viral, mostro el efecto contrario, se observé un aumento en su actividad de mas
del 60% cuando se co-transfecté con NSP3, y cuando se co-transfectd con NSP1 la
actividad fue semejante al basal. Cuando se estudié la abundancia de los MRNAs,
se observd que el mRNA del reportero con UTRs tipo celular, disminuy6é su
abundancia en 50% cuando se co-transfecté con NSP3 y lo mismo con NSP1. El
MRNA del reportero con UTRs tipo viral mostré un aumento de su abundancia de
mas de 40% cuando se co-transfectd con NSP3, y una disminucion de 20% cuando
se co-transfectd con NSP1. Este trabajo sugiere un fenotipo semejante entre la
proteina NSP3 y la NSP1 sobre la traduccion y la abundancia de los transcritos, de
los reporteros con UTRs tipo viral y celular, y una probable participacion de los UTRs

en el fenotipo distinto que mostro la NSP3 sobre los plasmidos reporteros.
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ABSTRACT

Rotavirus is the most important etiologic agent of gastroenteritis in children under
five years of age. The viral particle measures 100 nm in diameter, the capsid consists
of three concentric layers of proteins and the viral genome is segmented dsRNA.
Among the non-structural proteins of the virus is NSP3. The function of the NSP3
protein has been widely debated, however, it is noteworthy that some of the NSP3-
associated phenotypes correlate to viral proteins with endonuclease function,
examples include: interaction with translation initiation factors, shutdown of cellular
protein synthesis, and relocalization of poly(A)-binding protein (PABP) from the
cytoplasm to the nucleus. In this work, we studied the probable function of the NSP3
protein as a viral endonuclease. The experimental strategy we used is based on
transfection assays in which, by using two reporter plasmids, one with cell-type
UTRs and the other with viral-type UTRs, we studied the effect of NSP3 on the
translation and transcription of these plasmids. The results show a decrease in the
activity of the plasmid with cell-type UTRs of more than 90% when co-transfected
with NSP3 and with the SARS-CoV NSP1 protein, which served as our positive
control. The activity of the plasmid with viral-type UTRs showed the opposite effect,
an increase in activity of more than 60% was observed when co-transfected with
NSP3, and when co-transfected with NSP1 the activity was similar to basal. When
the abundance of mRNAs was studied, it was observed that the reporter mRNA with
cell-type UTRs decreased in abundance by 50% when co-transfected with NSP3
and the same with NSP1. The reporter mRNA with viral-type UTRs showed an
increase in abundance of more than 40% when co-transfected with NSP3, and a
decrease of 20% when co-transfected with NSP1. This work suggests a similar
phenotype between NSP3 and NSP1 protein on translation and transcript
abundance, of reporters with viral- and cell-type UTRs, and a probable involvement

of UTRs in the distinct phenotype that NSP3 showed on reporter plasmids.
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1.- INTRODUCCION

Rotavirus (RV) es el agente etiolégico mas importante de gastroenteritis en infantes
menores a 5 afios, infecciones causadas por este virus se han reportado
practicamente en todo el mundo, siendo los paises en desarrollo los mas afectados,
llegando a ser entre el 30 al 50 % de la causa de diarrea en nifios menores de dos
afos (Estes MK, 2013). A partir del afio 2006 se inici6 la aplicaciéon de la vacuna
para prevenir las infecciones por este virus. Dos versiones ampliamente usadas en
el mundo son Rotarix (GlaxoSmithKline, Bélgica) y Rotateq (Merck, EE. UU.), la
primera es una vacuna monovalente de una cepa de rotavirus humano atenuada y
la segunda esta constituida por virus rearreglantes entre cepa de bovinoy el gene
que codifica por la glicoproteina de los principales serotipos de las cepas humanas
(Marcy & Partridge, 2011). A pesar del éxito que han tenido estas vacunas, las
infecciones por este virus siguen siendo responsables de aproximadamente
200,000 muertes anualmente, en todo el mundo (Lépez et al., 2016) por lo que sigue

siendo muy pertinente la investigacion acerca de la biologia de este virus.

1.1 Generalidades de rotavirus

Los rotavirus son miembros de la familia Reoviridae. Mediante técnicas de
microscopia electrénica y crio-microscopia, se ha estimado que el virion tiene un
tamafio de 100 nm de didmetro, y estd formado de tres capas concéntricas de
proteinas virales que componen la capside. Dentro de la capside se encuentra el
genoma viral, compuesto por 11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA) de
una longitud aproximada de 3302 pb en el segmento mas grande vy
aproximadamente 667 pb en el segmento mas pequefio, estos 11 segmentos
codifican cada uno para una proteina a excepcion del segmento 11 el cual tiene dos

marcos de lectura abiertos (Estes MK, 2013).

12



= 1088
14 VP1 13302

,1 — 881
2 4 VP2 2690
"1 835 2591
3t VP3 &
r Led 2362
41 VP4 -
‘I1 e 5 491 1581
5 4 NSP1 —
1 397
6 4 VPG %6
1 Ns 1104
74 NSP3 i
1 R L 317
g4{ ___ NSP2 %8
1 326
9 l{ VP7 ey FOGZ
1 175
104 NSP4 ==t
= NSP6 | 19 .
114 NSP5 e

Figura 1 Representacién de los segmentos del genoma del rotavirus de
simio SA1l. Se muestra la proteina viral que codifica cada segmento y el nimero
de aminoé&cidos y nucledtidos que compone cada uno. Tomada de Estes MK &
Greenberg HB, 2013.

El genoma del virus codifica para seis proteinas estructurales nombradas por la
nomenclatura VP (viral protein) VP1, 2, 3, 4, 6 y 7 y seis proteinas no estructurales
con nomenclatura NSP (non structural protein) desde la NSP1 hasta NSP6. Las
proteinas estructurales del virus tienen distintas funciones, entre las cuales
podemos mencionar: la proteina VP2 forma la capa mas interna de la capside, esta
proteina interacciona de manera directa con el genoma viral y ademas con las
proteinas VP1y VP3. VP1 tiene la funcion de RNA polimerasa dependiente de RNA,
por lo tanto, transcribe los mMRNAs virales que seran traducidos y también es la
proteina responsable de la replicacién del genoma. VP3 tiene funcion de guanilil-

metiltransferasa, una vez que interacciona con la proteina VP1, coloca el 5" -cap a
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los mRNAs virales de cadena positiva. La capa intermedia de la capside esta
formada por la VP6 y la mas externa es formada por la glicoproteina VP7, y por
VP4, conocida también como proteina espicula o de reconocimiento de receptor.

VP4 VP7

5 —» = <4— NSP1

6 —» ——— <— /P

NSP2
i _{Nsps

—
9 VP7
10— =~ — <*— NSP4
11—» — — «— NSP5.6

(A)

(E)

Figura 2 Caracteristicas estructurales del rotavirus. (A) Electroforesis en gel de acrilamida que
muestra los 11 segmentos del virus, del lado izquierdo el nimero de segmento y de lado derecho la
proteina que codifica (proteinas en el caso del segmento 11). (B) Reconstruccién de la particula viral
por crio-microscopia electrénica, muestra la proteina VP4 (rojo) y la VP7 (amatrillo). (C) Vista en corte
gue muestra la triple capside, se observa la VP6 (azul) y la VP2 (verde) y las enzimas
transcripcionales mostradas en rojo. (D) Corte transversal que muestra la organizacion del genoma
viral, las enzimas transcripcionales se muestran como bolas rojas. (E) Reconstrucciéon por crio-
microscopia electrénica de la particula de doble capa, transcripcionalmente activa. Tomado de
(Jayaram et al., 2004).

Las proteinas no estructurales no forman parte de la particula viral y tienen distintas
funciones durante el ciclo replicativo; NSP1 funciona como un antagonista al
interferon, las proteinas NSP2 y NSP5 se encargan de la formaciéon de los
viroplasmas (estructuras en el citoplasma en donde se lleva a cabo el ensamble y
replicacion del virus), NSP4 es la enterotoxina viral sefialada como la causante de

la diarrea durante la infeccion y NSP6 se asocia a NSP5 durante la formacion de los
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viroplasmas (Estes MK, 2013). La proteina NSP3 se encuentra distribuida en el
citoplasma de la célula, se han mostrado distintos fenotipos que la involucran en la
traduccion viral, esta proteina es el tema central de este proyecto, por lo que

ahondaremos en su descripcion.

1.2 Fenotipos asociados ala proteina NSP3

La proteina no estructural NSP3 tiene una participacion importante en el control de
la traduccion de los mRNAs celulares y en la regulacion de la traduccion de los
MRNAs virales. De un peso molecular de 36 kDa aproximadamente, esté
compuesta de 313 aminoacidos, y es funcional en forma de homodimero. Su
estructura se ha dividido en tres dominios. En el extremo amino o N-terminal, que
comprende los residuos 1 al 149, NSP3 se une al extremo 3’ de los RNAs virales,
especificamente en la secuencia consenso GACC 3, presente en todos los RNAs
de rotavirus (Piron et al., 1999; Poncet et al., 1994). En la parte central de la
proteina, entre los aminoacidos 150 al 241, se encuentra el dominio de dimerizacion,
también en esta regidn, se encuentra el sitio de interacciéon con una proteina celular
llamada RoXaN (Rotavirus X protein associated with NSP3), la funcién de esta
interaccién adn se investiga (Vitour et al., 2004). En el extremo carboxilo o C-
terminal, que comprende los residuos 206 al 313, la NSP3 interacciona con el factor
elF4G, proteina celular que participa en el complejo de inicio de la traduccion celular
elF4F (Lopez et al., 2016; Piron et al., 1999; Piron et al., 1998b).
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Figura 3 Dominios funcionales de NSP3. El esquema representa los diferentes dominios
funcionales mapeados en la proteina NSP3 de RV. Los numeros indican la posicién de los
aminoacidos en el cual empieza y termina cada dominio. (BD=dominio de unién por sus siglas en
inglés). Tomado de (L6pez et al., 2016).

El complejo de inicio de la traduccion celular elF4F esté integrado principalmente
por las proteinas elF4E, elF4A y elF4G. Dentro de este complejo, el factor elF4E
reconoce Yy se une a la estructura 5’-cap de los mMRNASs celulares y elF4A desenrolla
estructuras secundarias que se forman en la cadena sencilla del RNA mientras se
estd traduciendo. La proteina elF4G tiene una funcion de andamiaje para la
interaccion con el complejo de preiniciacion. Ademas, elF4G se encuentra unida a
elF4E y al mismo tiempo a la proteina de unién a la cola de poli A (PABP). PABP
se encuentra unida a la cola de poli(A) del extremo 3’ de los mMRNAs y le brinda
estabilidad al transcrito, por lo tanto, elF4G al interactuar con las dos proteinas
unidas a cada uno de los extremos del transcrito los -

acerca, generando lo que se conoce como *t% o
circularizacion del mRNA (Figura 4, Piron et al., ‘
1998a).

La proteina NSP3 de rotavirus es reconocida

ampliamente por su interaccién con el factor elF4G, se

sabe que NSP3 se une a esta proteina en la misma

region que se une PABP (Vende et al., 2000). Cabe Figura4 Circularizacion de los
MRNAs celulares. Muestra la

destacar que NSP3 y PABP estructuralmente no son base de la circularizacion de los

. . L .. mMRNAs celulares durante la
parecidas, sin embargo, los aminoacidos de la region traduccion.  CT:  complejo

. ternario.
que se une a elF4G son similares. Se ha postulado
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gue NSP3 es funcionalmente homdloga a PABP debido a las funciones de ésta
(Gratia et al., 2015). Lo que se ha postulado es que los mMRNAs de rotavirus estan
modificados en su extremo 5’ con cap, pero el extremo 3’ no esta poliadenilado, a
diferencia de los mMRNAs celulares, en su lugar en los transcritos virales se
encuentra una secuencia consenso de 4 nucleotidos (GACC) que comparten todos
los segmentos del genoma viral, esta secuencia es reconocida por la NSP3 y
también interacciona con elF4G, que a su vez se une a elF4E que lleva unido el 5’
cap del transcrito viral. Basados en estas interacciones se propuso que los mRNAs
de rotavirus se traducen de forma semejante a los mMRNAs celulares (Groft & Burley,
2002; Piron et al., 1998b; Vende et al., 2000). Esta idea fue ampliamente aceptada
en la literatura, sin embargo, Montero y cols. mostraron que al silenciar la proteina
NSP3 mediante interferencia de RNA (RNAI), no se inhibe la sintesis de las
proteinas virales, esta observacion compromete la idea de que NSP3 participa en
la circularizacion de los MRNAs virales y que este mecanismo es necesario para su

traduccion (Montero et al., 2006).

Uno de los fenotipos que resalta durante la infeccion de rotavirus es la disminucion
en la traduccion de las proteinas celulares. Se ha demostrado que la proteina
responsable de este fenotipo es NSP3, ya que el silenciamiento de esta proteina
permite el restablecimiento en la traduccidén de las proteinas celulares. Debido a
este fenotipo se ha nombrado a NSP3 como el factor de apagado de la sintesis de
proteinas celulares (Padilla-Noriega et al., 2002). EI mecanismo por el cual apaga
esta sintesis alin no es conocido. Se ha propuesto que la unién de NSP3 con elF4G
desplaza la unién de PABP previniendo la circularizaciéon de los mRNAs celulares.
Esta propuesta esta respaldada por el hecho de que la afinidad que existe entre
NSP3-elF4G es mayor a la que existe entre PABP-elF4G, por lo tanto, la idea de
gue NSP3 pueda desplazar a PABP de su sitio de union es factible (Groft & Burley,
2002). Es interesante sefalar que el efecto en la inhibicién de la traduccion por parte
de NSP3 parece afectar exclusivamente a los mMRNAs celulares, ya que la sintesis
de proteinas virales no se afecta en ausencia de NSP3. Ademas, resalta que

durante el silenciamiento de NSP3 el rendimiento o progenie viral aumenta hasta
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tres veces, y esto se ha relacionado con el aumento en los niveles de mRNA y
dsRNA virales (Montero et al., 2006).

Otro fenotipo relacionado con NSP3 es la relocalizacion de la proteina PABP del
citoplasma al nucleo. Rubio y cols. mostraron que durante la infeccidén con rotavirus
se observa que la proteina PABP que se encuentra en el citoplasma, se concentra
en el nucleo. Al silenciar NSP3 se encontrd que la PABP mantuvo su localizacion
citoplasmica en las células infectadas, sugiriendo que NSP3 es responsable de esta
relocalizacion. La funcion de PABP en la célula incluye su participacion en la
magquinaria que exporta los mRNAs recién transcritos del nucleo al citoplasma, por
lo que es capaz de traslocarse del nacleo al citoplasma, permaneciendo la mayoria
del tiempo en este compartimiento, unida a la secuencia poli(A) de los mMRNAs
celulares. Se ha observado que, durante la infeccién con rotavirus, la PABP es
retenida en el ndcleo, aln no se conoce el mecanismo que causa esta retencion.
Una hipoétesis que se ha propuesto es que al desplazar a la PABP de su union con
elF4G, esta proteina es reconocida por la maquinaria de importacion nuclear. Sin
embargo, Rubio y cols. mostraron que el silenciamiento de los factores elF4Gl/Il no
causa la relocalizacion de la PABP al nucleo. Con lo que se puede descartar la
hipotesis, de que al no poder unirse PABP a los factores elF4G se libera de la cola
de poli(A). En el trabajo de Rubio y cols. se encontré que al relocalizarse la PABP
durante la infeccion, también se concentran los mMRNAs recién transcritos en el
nacleo y ademas se hiperpoliadenilan. Se ha postulado que los mRNAs
hiperpoliadenilados son reconocidos como aberrantes por la maquinaria de
exportacion de mRNAs y por lo tanto se acumulan en el nicleo. Durante la infecciéon
varios de los genes que se transcriben incluyen genes de la respuesta inmune, que,
al no poder llegar al citoplasma, no son traducidos, por lo que se ha sugerido que la
relocalizacion de la PABP es un mecanismo viral importante en la inhibicion de la

expresion de las proteinas celulares (Rubio et al., 2013).
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1.3 Similitudes observadas entre las endonucleasas virales y la
proteina NSP3

La interaccién virus-hospedero es un proceso constante de evolucion entre ambos
sistemas, se podria considerar incluso como una carrera armamentista. En esta
carrera la célula ha disefiado mecanismos antivirales para contender con las
infecciones y los virus han encontrado mecanismos para evadir la respuesta
inmune. Uno de los mecanismos por los cuales los virus han logrado evadir esta
respuesta es la expresion de proteinas con funcién endonucleasa. Estas proteinas
han logrado controlar la expresion de las proteinas celulares con éxito, degradando
los mMRNAs que las codifican, por supuesto incluyendo muchas de las proteinas
relacionadas con la respuesta inmune. Existen algunos ejemplos de virus donde se
han caracterizado proteinas con funcion endonucleasa, cabe resaltar que, aunque
estas proteinas no son homologas entre las diferentes familias virales en las que se

han identificado, comparten los fenotipos que causan durante la infeccion.

Como ejemplos de estas proteinas con funcion de endonucleasa se pueden
mencionar las siguientes: la proteina SOX del virus asociado al sarcoma de Kaposi
(KSHV); la proteina muSOX del herpes virus murino 68 (MHV-68); la proteina
BGLF5 del virus Epstein-Barr (EBV); la proteina VHS del virus del herpes simple
(VHS-1) y la proteina NSP1 del virus del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-
CoV).

Estas proteinas tienen en comun su interaccion con factores de inicio de la
traduccion. VHS tiene la capacidad de unirse a los factores elF4H y elF4Al/ll, al
unirse la proteina viral a estos factores se observa una disminucion en la traduccién
de los mRNAs celulares, por lo cual se ha nombrado a VHS como el factor de
apagado de la sintesis de proteina celular. Esto se demostro silenciando los factores
elF4H y elF4Al/ll, o a la proteina VHS, se observé en ambos casos una restauracion
en la produccién de proteinas celulares. Se sabe que la proteina VHS es una RNAsa
(Everly, et al., 2002) y que la interaccion con los factores de inicio de traduccién es
importante para que la proteina realice cortes endonucleoliticos. Se mostré que al

silenciar elF4H y elF4Al/ll, pero estando presente VHS en el medio, no se observa
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el fenotipo de apagado de sintesis proteica celular, lo que sugiere que la interaccion
con los factores de inicio de la traduccion es importante para inducir la actividad
RNAsa de VHS (Feng et al., 2005; Sarma et al., 2008). En el SARS-CoV, se observo
que la proteina NSP1 también induce el apagado de la sintesis de proteinas
celulares, aunque con un mecanismo distinto (Kamitani et al.,, 2006). NSP1
interacta con la subunidad 40S del ribosoma y no se ha observado que posea
actividad intrinseca de endonucleasa (Huang et al., 2011; Kamitani et al., 2009). Se
sabe que la proteina NSP1 induce el estancamiento de los ribosomas 80S cargados
con los complejos para traducir mRNAs celulares, por lo que sugiere que la
maquinaria de degradacion mediada por antisentido seria la encargada de aliviar el
estancamiento de los ribosomas, degradando los mRNAs celulares durante esta
accion (Schubert et al., 2020; Tidu et al., 2021). Investigacion sobre una posible
interaccion entre SOX, muSOX o BGLF5 con el complejo de inicio de la traduccién
se encuentra en proceso. Existe una probabilidad muy grande de que también estas
tres proteinas virales interactien con algun factor, ya que en experimentos de
inmunoprecipitacion, se han logrado precipitar junto con el complejo elF4F, sin
embargo, no se ha elucidado la interaccion especifica (Abernathy & Glaunsinger,
2015).

Una de las consecuencias de la degradacion de los mRNAs celulares es una fuerte
relocalizacién de la proteina PABP del citoplasma al nucleo celular (Kumar et al.,
2011). Este fenotipo se ha relacionado con las proteinas SOX, muSOX, BGLF?5,
VHS y NSP1. El mecanismo propuesto para este fenotipo es que una vez que las
endonucleasas virales generan un corte en el extremo 5° del mRNA, el transcrito es
degradado por la maquinaria celular que los reconoce como aberrantes al no tener
5°-cap. Al degradarse el mRNA la PABP se libera de su union al poli(A), y se expone
una secuencia de localizacion nuclear que normalmente se encuentra enmascarada
al estar unida al poli(A). La secuencia de localizacion nuclear es reconocida por la
magquinaria de las alfa-importinas celulares, que la llevan hasta el nacleo. Dentro del
nacleo, PABP se une a las colas poli(A) de los nuevos transcritos, lo que induce a
la poli(A) polimerasa, activandola y haciendo mas largas las secuencias poli(A). La

hiperpoliadenilacion producida es la responsable del secuestro de los nuevos
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MRNASs celulares en el nucleo, puesto que son reconocidos como aberrantes y esto
impide su exportacion al citoplasma. Este mecanismo, al restringir la salida de los
nuevos MRNAs incrementa la inhibicion de la sintesis de proteinas del huésped, por
lo que se sugiere que estos virus controlan la expresion de proteinas con dos
mecanismos distintos, mediante la degradacion de los mRNAs asociados al
complejo de traduccién y a través de inhibir la salida de mRNAs recién transcritos
debido a su hiperpoliadenilacion (Abernathy & Glaunsinger, 2015).

Tabla 1 Comparacion entre las endonucleasas virales, muestra la superfamilia ala que
pertenecen, su mecanismo de accién y si los mRNAs virales son susceptibles o no al corte
de éstas (Tomada y modificada de Abernathy & Glaunsinger, 2015).

Virus Factor de | Superfamilia | Mecanismo MRNAsS
apagado de | de nucleasas | de accion virales
la traduccion
HSV-1 VHS FEN-1 Union a los | Susceptibles
factores (solo los
elF4H y | tempranos)
elF4Al/I
KSHV SOX PD(D/E)XK Desconocido | Susceptibles
MHV-68 muSOX PD(D/E)XK Desconocido | Susceptibles
EBV BGLF5 PD(D/E)XK Desconocido | Susceptibles
SARS-CoV NSP1 No aplica Union a la | Protegidos por
sub-unidad la secuencia
40S del | 5’ lider
ribosoma

Es interesante notar que las endonucleasas virales mencionadas anteriormente,
reclutan a la exorribonucleasa 1 o Xrnl para degradar al mRNA celular. Xrnl es una
proteina celular que de manera general, participa en la degradacién de los mMRNAs
sin 5"-cap, durante el proceso celular llamado degradacion mediada por antisentido

(NMD; por sus siglas en inglés) y en la degradacion de los microRNAs, donde su
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funcién es esencial durante procesos del desarrollo embrionario (Ho Chang, 2010).
Gaglia y cols. mostraron que las endonucleasas virales necesitan de Xrnl para la
degradacion de los mRNAs. Se mostré que durante el silenciamiento de la proteina
Xrml, no se observa la degradacion de los mRNAs, a pesar de existir
concentraciones crecientes de las proteinas SOX, muSOX, BGLF5, VHS, o NSP1.
Se concluy6 que el fenotipo del apagado de la sintesis del huésped ocurre en dos
pasos, 1) un corte endonucleolitico efectuado por cualquiera de las proteinas
anteriores y 2) el reconocimiento del extremo 5" monofosfato, producto del corte
anterior, por la proteina Xrnl. De esta forma, estos virus promueven la degradacion

de los mMRNAs en el citoplasma celular (Gaglia et al., 2012).

En resumen, existen similitudes entre los fenotipos observados para NSP3 y para
las endonucleasas virales. Estas son: 1) Tanto NSP3 como las endonucleasas
virales actian como factores de apagado de las sintesis de proteinas del huésped,
a través de su interaccion con factores del inicio de la traduccion, y, 2) Inducir la

relocalizacion de la PABP al nucleo.

Con base en estas similitudes es que se propone la siguiente hipétesis.

2.- HIPOTESIS

La proteina NSP3 posee actividad de endonucleasa sobre los mMRNAs virales y

celulares que conlleva a la degradacién por exonucleasas celulares.

3.- OBJETIVO GENERAL

Caracterizar si la proteina NSP3 de rotavirus posee la actividad de endonucleasa
del RNA.
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3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudiar el efecto de la proteina NSP3 en la actividad de proteinas reporteras
gue contienen en sus MRNAs elementos UTR 5’ y 3’ de tipo celular o de tipo

viral.

» Estudiar el efecto de la proteina NSP3 sobre la estabilidad del mRNA de
genes reporteros que contienen en sus MRNAs elementos UTR 5’ y 3’ de tipo

celular o de tipo viral.

4-MATERIALES Y METODOS

4.1 Células y medio de cultivo

Para todos los ensayos utilizamos células de rifion embrionario humano HEK293T7,
esta linea celular fue modificada para expresar constitutivamente la RNA polimerasa
del fago T7. Al estudiar endonucleasas virales, el transporte nucleo-citoplasma es
inhibido y el expresar una polimerasa en el citoplasma de la célula resuelve la
posibilidad de que los transcritos del gen reportero se acumulen en el ndcleo celular
(Sandoval-Jaime et al., 2015). Las células se crecen en presencia de puromicina 2
ug/mL de medio de cultivo, para mantener la seleccién del gene de la polimerasa.
Y se cultivan en DMEM Advance (Dulbecco’s modified Eagle’s medium-reducido en
suero) (HyClone, Logan; UT), suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB).
Para las reacciones de transfeccion se utilizd MEM (Eagle’s minimal essential

medium) sin SFB.

4.2 Plasmidos

Los plasmidos que se utilizaron para expresar mRNAs con elementos de tipo

celular, son el Pjet que expresa la Gaussia luciferasa (Gluc), y el pRL-CMV el cual
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expresa la Renilla luciferasa (Rluc), ambos plasmidos originalmente obtenidos de
Promega, dirigen la sintesis de los genes de luciferasa que estan bajo el promotor
T7 y en el caso de Rluc, también bajo el promotor CMV, cuentan con una pequefa
secuencia UTR 5’ antes del coddn de inicio, y 30 adeninas en el extremo 3’, que
imitan una cola de poli(A). Para expresar mRNAs reporteros flanqueados por
elementos virales, utilizamos el pldsmido vFv (pGEM-vFv-VP6), previamente
construido por Rubio y cols. en el laboratorio (Rubio et al., 2013). Este plasmido
dirige la expresion de la luciferasa de luciérnaga (Ffluc), el transcrito esta flanqueado
por los extremos UTRs 5’ y 3’ del segmento 6 (que expresa VP6) de rotavirus RRV.
Para evaluar el efecto de la proteina NSP3 de rotavirus RRV sobre los mRNAs y las
proteinas reporteras, el gene que codifica para esta proteina se clon6 en el plasmido
pT7-S7RRV clonado por C. Sandoval y M. Espinoza (Sanchez-Tacuba et al., 2020)
gue tiene las siguientes caracteristicas: la transcripcion del gene esta regulada bajo
el promotor T7, se clond la secuencia completa del segmento 7 de RRV y ademas
la secuencia de la ribozima del HDV. Como control negativo utilizamos un plasmido
derivado de pT7-S7RRV, que tiene una delecion que remueve la secuencia de
NSP3 del nucleétido 232 al nucleétido 1016, en este plasmido
(NSP3ANSP3T2AGFP) el ORF de la proteina GFP esta flanqueado por parte de la
secuencia de NSP3 (nucleotidos 1-202 y 1016-1126) clonado por C. Sandoval y M.
Espinoza.

Como control positivo de una proteina con actividad de endonucleasa, utilizamos a
la proteina NSP1 de SARS CoV (pCAGGS-nspl), este plasmido fue donado por la
Dra. Britt Glaunsinger (Kamitani et al., 2006).

4.3 Clonacién o modificaciones a los plasmidos

Algunos plasmidos fueron modificados con la finalidad de que los ensayos se
hicieran lo mas controlado posible. El pRL-CMV es un plasmido comercial, utilizado
para expresar la luciferasa de Renilla bajo dos promotores, pCMV y pT7. Para
expresar el transcrito de la luciferasa de Renilla en el citoplasma a partir de pT7,y

evitar la transcripcion a partir del promotor de CMV, se eliminé la secuencia de este

24



promotor utilizando los sitios de restriccion Pstl y Ndel (ambos sitios Unicos) que lo
flanquean. Pstl produce un corte cohesivo, en el nucle6tido 836 en este plasmido,
las bases no apareadas generadas por el corte se eliminaron usando T4 DNA
polimerasa y posteriormente se limpid el DNA de enzimas por la técnica de
extraccion fenol-cloroformo. EI DNA resultante se tratdé con la enzima Ndel. Esta
enzima produce también un corte cohesivo, en el nucleétido 393, con la diferencia
de que el extremo 3’ de este corte es sobresaliente. Por lo tanto, en este extremo
hicimos un rellenado utilizando la polimerasa Klenow. El plasmido resultante se
religé con T4 DNA ligasa incubando toda la noche a 14°C.

Ademas de la eliminacion del promotor CMV, también se afiadié una cola de poli(A).
Para esto utilizamos los siguientes oligos:

Sentido: 5’- TATCTACGTGCAAGTGATGATTTACC -3’

Anti-sentido:
5TCATCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTITTITTTITTITTITTITTTITTITTATTGTTCATTTTTG
AGAACTCG -3

Aprovechamos lo sitios de restriccion para BsaAl y Xbal que eran Unicos en el
plasmido y se incluyeron en los oligos. Realizamos un PCR con estos
oligonucledtidos y obtuvimos un producto de 230 pb, el cual tratamos con las dos
enzimas de restriccion, primero BsaAl y luego Xbal. El plasmido receptor, ya sin el
promotor de CMV se trat6 con estas dos enzimas y se ligd con el producto de PCR
purificado. Para la ligacién se us6 una relacion 1:3 molar de plasmido e inserto,
respectivamente. La reaccion se incub6 a 14°C, toda la noche para posteriormente
limpiar la reaccién por fenol-cloroformo y transformar en células E. coli,

electrocompetentes de la cepa JM101.

El plasmido vFv que codifica Ffluc también fue modificado, puesto que a pesar de
tener codificada la ribozima del virus de hepatitis delta (HDV), presentaba 7
nucleotidos extra entre la secuencia GACC y la ribozima. Por lo tanto, retiramos
esos nucledtidos con la ayuda de los sitios de restriccion Sacll y Smal. Primero

cortamos el pladsmido con Sacll, que dejo un corte cohesivo, el cual tratamos con la
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enzima T4 DNA polimerasa para dejar los extremos romos. Posteriormente se limpio
la reaccion de las enzimas anteriores, con el método fenol-cloroformo y se trato esta
vez con Smal, que deja un corte romo, se volvié a tratar con fenol-cloroformo y se
re-ligd. Asi, la secuencia de la ribozima qued6 justo después de la secuencia GACC.
La ligacion se dejo toda la noche a 14°C, y se transformé en células E. coli de la
cepa JM101.

En la figura 5 se observan los elementos importantes de cada plasmido.

Pjet- Gaussia luciferasa

Promotor T7 30,
(A) | | | |

Promotor T7 pRL-Renilla luciferasa 30,
(B) |

Promotor T7 5'UTR VP6 vFv-luciferasa de luciérnaga 3'UTR VP6 Ribozima HDV
(C)

Promotor T7 NSP3 GFP NSP3 Ribozima HDV
(D)

Promotor T7 NSP3 Ribozima HDV
(E)

Promotor T7 IRES NSP1 Terminador T7
(F)

Figura 5 Elementos importantes de todos los plasmidos utilizados. Todos los plasmidos utilizados estan
regulados bajo el promotor T7, (A) y (B) expresan la Gaussia y Renilla luciferasa respectivamente, clonadas las
secuencias completas de cada gene de luciferasa con sus UTRs propios, cada ORF termina con una secuencia de
30 adeninas en su extremo 3" que simula la cola de poli(A), (C) expresa la proteina luciferasa de luciérnaga, su
secuencia esta flanqueada por los UTRs del gen 6 de RRV, para terminar la transcripcion tiene la ribozima HDV (D)
expresa la proteina GFP, su ORF esta flanqueado por parte de la secuencia de NSP3, termina la transcripcion con
la ribozima HDV (E) expresa la proteina NSP3 de RRV, clonada también la ribozima del HDV (F) expresa la proteina
NSP1, su traduccion depende de un IRES, tiene 30 adeninas que simulan una cola de poli(A) y una secuencia
terminadora T7.



4.4 Ensayos de transfeccién

Las reacciones de transfeccion se llevaron a cabo en placas de 48 pozos, en cultivos
celular con una confluencia del 70 al 90%. Una hora antes de hacer la transfeccion
se cambio el medio de las células por medio fresco DMEM-Advanced. Se usaron 2
pl de Lipofectamina 3000 (Invitrogen) por 1 pg de DNA. Se transfectaron 500 ng de
cada plasmido a excepcién de pRL del cual se transfectaron 200 ng. La reaccién se
preparé en dos tubos eppendorf de 1.5 mL, en el primero se colocan 23 ul de medio
MEM sin suero y 2 pl de lipofectamina 3000, en el segundo tubo se colocan 2 ul de
reactivo agente 3000, mas el volumen equivalente a la concentracion de cada
plasmido y se llevd a un volumen final de 25 pl con MEM sin suero. Posteriormente
se mezclé la reaccion en un solo tubo suavemente y se dejo reposar 15 minutos a
temperatura ambiente. Por ultimo, se aplicé la mezcla de transfeccidén por goteo en

el pozo de células y se revisaron 24 horas post-transfeccion.

4.5 Cuantificacion de la actividad de luciferasa

Para cuantificar Rluc y Ffluc se utilizé el kit Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Gluc se cuantificd del
medio de cultivo utilizando el kit BioLux Gaussia Luciferase Assay (New England
BioLabs, Ipswich, MA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
cuantificacion se realizé 24 horas post-transfeccion y los datos fueron obtenidos
usando un luminémetro Monolight 2010 (Analytical Luminiscence Laboratory, Ann
Arbor, MI). Las veces de induccion que se sefiala en el eje “y” de las graficas de
resultados se calculd de la siguiente manera: mediante una regla de
proporcionalidad directa (regla de tres), las unidades relativas de luz (URL) que se
obtuvieron cuando se transfecto el gen reportero + GFP representan el valor igual a
1 (0o 100% de la actividad), para hacer la comparacion, las URL obtenidas en la
transfeccion del reportero junto con NSP3 o NSP1 se multiplicaron por 1 y se

dividieron entre las URL obtenidas en la transfeccion con GFP.
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4.6 Ensayos RT-PCR en tiempo real

Después de transfectar las células, se retira el medio y la monocapa fue lisada con
el buffer de lisis pasiva (PLB) incluido en el kit Dual-Luciferase Reporter Assay
System (Promega), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para extraer en
RNA de los lisados se afiadio Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA) a
una porcion del lisado (300 pL/1-3*10° células) y el RNA se purificé de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. EI RNA total purificado se tratd con DNAsa libre de
RNAsas (Roche, Basel, Suiza) para eliminar la posible contaminacion con DNA
celular o plasmidico. Los oligonucledétidos utilizados en el ensayo de PCR tiempo
real se disefiaron basados en la plataforma Integrated DNA Technologies (IDT)

https://www.idtdna.com/pages en la seccion “herramientas” podemos encontrar la

opcién “disefio de oligos”. La auto complementaridad de los oligos se revisé con la

herramienta Oligo calculator http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html,

y se verificd que los oligos disefiados no hibridaran con secuencias de genes

celulares, realizando un Blast https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Las

secuencias se encuentran en la tabla 1.

Tabla 2 Muestra los oligonucleétidos utilizados en el ensayo de PCR tiempo real, y su
secuencia.

Oligonucleétido Secuencia 5’->3’

Renluc-Fw GTGCCACATATTGAGCCAGT
Renluc-Rv CCATTACCAGATTTGCCTGA
RT-Ffluc-Fw GTCCTATGATTATGTCCGGTTATGT
RT-Ffluc-Rv GTCTTCGTCCCAGTAAGCTATG
rRNA 18Sfw CGAAAGCATTTGCCAAGAAT

rRNA 18Srv GCATCGTTTATGGTCGGAAC
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Reaccion de transcriptasa reversa:

Cada tubo contenia en el inicio:

RNA total (100 ng) 1 ul
Oligo reverso (40 pmol/ul) | 1 ul
H20 4 ul

La mezcla inicial se incubé a 95°C durante 5 minutos y al terminar el tiempo se

coloco en hielo. Posteriormente se afiadié a cada tubo los siguientes reactivos:
Amortiguador 2X 2 uL
Ditiotreitol (dTT) 1uL
Deoxinucleétidos trifosfato (ANTPSs) 0.5uL

Transcriptasa reversa (MMLV) 0.5uL

Finalmente, para obtener el cDNA la mezcla anterior se incubd 1 hora a 37°C y
posteriormente 15 minutos a 70°C para desactivar la enzima.

Reaccién de qPCR:

SyBr Green master mix (Applied Biosystems) 12.5 uL
Oligo sentido (10 pmol/ul) 0.5uL
Oligo antisentido (10 pmol/ul) 0.5uL
H20 4 uL

cDNA 25uL

Los cDNAs obtenidos con los oligos del rRNA 18S se diluyeron a concentracion
1:100, y de esta dilucién se tomaron 2.5 pL para la reaccién de gPCR. El volumen
final de la reaccion de gPCR fueron 20 pL, este volumen se dividié en dos tubos
opticos, en partes iguales (9 pL cada uno), antes de llevarlos al termociclador. El
equipo 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies,
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Carlsbad, CA) se program6 de la siguiente manera: 40 ciclos a 95°C por 15
segundos y a 60°C por 30 segundos; fase de disociacion de 60°C a 95°C por 30
minutos. Los resultados se normalizaron con los niveles de RNA ribosomal 18S en
cada muestra. Las veces de aumento o disminucion se calcularon utilizando el

método de 22ACt,

4.7 Analisis estadistico de los datos

Los analisis estadisticos se evaluaron mediante la prueba Man-Whitney no
paramétrica, utilizando el software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.)

5.- RESULTADOS

Para caracterizar si la proteina NSP3 tiene funcion de endonucleasa, como primer
acercamiento exploramos el efecto de esta proteina sobre la actividad de proteinas
reporteras. Se ha reportado que de manera general, las proteinas virales con
funcion de endonucleasa degradan mRNAs sin diferenciar si estos son virales o
celulares. Por lo tanto, con esta idea determinamos la actividad de dos proteinas
luciferasas, codificadas por plasmidos donde sus transcritos estan flanqueados por
distintos elementos UTRs en los extremos 5" y 3", mimetizando, en un caso, un
MRNA de tipo celular y en el otro, uno tipo viral. El primer experimento que se realizé
fue analizar la actividad de las proteinas reporteras expresadas a partir del plasmido
Pjet, como referencia de un mRNA celular y el plasmido vFv, como referencia de un
MRNA viral; que expresan Gaussia luciferasa (Gluc) y a la luciferasa de luciérnaga
(Ffluc), respectivamente. Estos plasmidos fueron co-transfectados con los
plasmidos que dirigen la expresion de NSP3 de rotavirus RRV, o de la proteina
NSP1 del SARS-CoV. Con este experimento comparamos el efecto en la traduccion
registrado por la actividad de estas proteinas reporteras, cuando se co-expresan
con NSP3 de RV o NSP1 de SARS-CoV. Los plasmidos mencionados se co-

transfectaron en células HEK293T7 (que expresan de manera constitutiva la
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polimerasa del fago T7). La actividad de cada proteina (sin co-transfectar con otro

plasmido) fue el control para comparar el efecto que pudieran tener NSP3 o NSP1.

(A)

(B)

Actividad de luciferasa
(veces de induccion)

Plasmidos transfectados

Pje | Promotor T7 | Gaussia luciferasa |

VFV Promotor T7 RtV I uciferasa de liciérnana

NSP3 Pramntar T7 NSP3 Ribozima HDV

NSP IRES NSP1

Figura 6 Actividad de Gluc codificada por el plasmido Pjet que tiene UTRs tipo
celular y de Ffluc codificada por el plasmido vFv que tiene UTRs de tipo viral,

cuando se co-transfectan junto con NSP3 de RV o NSP1 de SARS-CoV. (A)
Resultado de la actividad de los plasmidos reporteros Pjet (Gluc; carril 1-
3) o vFv (Ffluc; carril 4-6) cuando se co-transfectan con NSP3 o NSP1 (n=2),
(B) esquema de los elementos relevantes de los plasmidos usados en 6A.
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Para estudiar el efecto de las proteinas virales sobre la actividad de los reporteros,
se hicieron las co-transfecciones. En un pozo de células (aproximadamente 200 mil
células/pozo) se transfectaron ambos pladsmidos Pjet-NSP3 o NSP1 y vFv-NSP3 o
NSP1. Los resultados de dos experimentos independientes se muestran en la figura
6A. Se observo una disminucion de cerca del 40% en la actividad de la Gluc
codificada por el plasmido Pjet (con elementos UTRs tipo celular) al co-transfectarlo
con la NSP3, y de la misma manera se observo una disminucion en la actividad de
esta luciferasa al co-transfectar el plasmido Pjet el plasmido que expresa la proteina
NSP1 del SARS-CoV, que fungié como nuestro control positivo. En contraste,
cuando se co-transfecté el pldsmido vFv (que tiene UTRs tipo virales) con NSP3, se
observé un aumento de la actividad de este reportero de casi dos veces, lo que no
sucedio cuando se co-transfecté con NSP1 de SARS-CoV, en donde la actividad de

la luciferasa de luciérnaga no disminuyé ni aumentd, se observo semejante al basal.

En el experimento anterior resalta el hecho de que durante la co-transfeccion de
Pjet con NSP3 0 NSP1, la actividad de la Gluc fue semejante en presencia de ambas
proteinas. Sin embargo, la actividad del reportero Ffluc (vFv) aumento6 al ser co-
transfectado con NSP3 y su actividad no cambié en la co-transfeccion con NSP1.
Una explicacién a esta observacion, es que quizas, al no ser la misma cantidad de
DNA transfectado en cada pocito de células esto pudiera alterar los resultados
observados. Por lo tanto, se integré al ensayo un plasmido control que fue GFP
(NSP3ANSP3T2AGFP), este plasmido se construyd de tal manera que el ORF de
la proteina GFP, esta flanqueado por los primeros 200 nucleétidos de la proteina
NSP3 en su extremo 5’ y los ultimos 100 nucledtidos en el extremo 3. La expresion
de la GFP no se cuantifica, lo que se esperaba del uso de este plasmido fue tener
los mismos elementos transcripcionales, sea en la co-transfeccion que sirve para
registrar la actividad basal del reportero y en la comparacion en presencia del

plasmido que expresa la NSP3.

Realizamos nuevamente el experimento mostrado en la figura 6A, con la diferencia
de que ahora se tom6 como actividad basal la lectura obtenida en la co-transfeccion
de Pjet-GFP y vFv-GFP. Cada pozo de células fue transfectado con 1 ug de DNA,
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los resultados obtenidos de dos experimentos independientes se muestran en la

figura 7A.

(A)

2.0+

1.5+

1.0+

0.5 T T —_

Actividad de luciferasa
(veces de induccién)

Plasmidos transfectados

(B)
Pjet Promotor T7 | Gaussia luciferasa |
VFVv Promotor T7  [EAIERVa Luciferasa de luciérnaga FUTR VPG
GFP | promotor 77 INEIEE NSP3 G B
NSP3 NSP3 Ribozima HDV

Figura 7 Actividad de Gluc codificada por el plasmido Pjet que tiene UTRs tipo
celular y de Ffluc codificada por el plasmido vFv que tiene UTRs de tipo viral,
cuando se co-transfectan junto con NSP3 de RV 0 NSP1 de SARS-CoV y se usa
GFP como control. (A) Resultado de la actividad de los plasmidos reporteros
Pjet (Gluc; carril 1-3) o (vFv; carril 4-6) cuando se co-transfectan con NSP3 o
NSP1, GFP se utiliz6 como control normal (n=2), (B) esquema de los elementos
relevantes de los plasmidos usados en 6A.
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Se puede observar que la actividad de Pjet (con UTRs tipo celulares), es similar al
mostrado en la figura 6A al co-transfectarse con NSP3, la actividad disminuy6
aproximadamente 60% y al co-transfectarse con NSP1 la actividad se redujo poco
mas del 50%. Cuando analizamos la actividad de vFv (con UTRs tipo virales), se
observo un aumento del 80% en la actividad de la Ffluc, al co-transfectarse con
NSP3 y una disminucién del 50% cuando se co-transfecté con NSP1, corroborando
los resultados mostrados en la figura 6A.

Para descartar la hipotesis de que hubiese una cantidad diferente de los mMRNAs
reporteros, por algun error durante la cuantificacion o por la eficiencia de
transfeccion de cada plasmido en las células, se disefid un experimento en el que
la actividad de ambos reporteros (similar a celular y similar a viral) se detectaran en
la misma célula mediante una triple co-transfeccion, con la idea de que el efecto de
NSP3 o NSP1, seria el mismo sobre la actividad y los transcritos de los plasmidos
Pjet o vFv, en las mismas condiciones celulares. Esto haria mas detallado nuestro
analisis y evitaria sesgar la cuantificacion de la actividad de las proteinas reporteras.
Al intentar la triple co-transfeccion, nos encontramos con que la actividad de Pjet
fue muy variable durante los distintos ensayos, muy posiblemente debido a la
estrategia que se utilizd6 para cuantificar los distintos reporteros (datos no
mostrados). La Gluc de Pjet, se secreta al medio de cultivo celular y se detecta la
actividad de esta proteina en el medio de cultivo. Mientras la Ffluc se cuantifica en
el lisado de las células transfectadas. Dadas las variaciones que se observaron en
la actividad de la luciferasa de Gaussia y pensando que su secrecion al medio de
cultivo celular, que es un paso mas y diferente al de la luciferasa de luciérnaga que
no requiere de secretarse, podria verse afectada por la co-expresion de otros
reporteros. Por lo tanto decidimos sustituir a Pjet por un plasmido que tuviera
elementos UTRs que imitaran un mRNA de tipo celular, pero que dirigieran la
expresion de un reportero no secretable y que se pudiese medir al mismo tiempo
gue la Ffluc. Se eligi6 al plasmido pRL-CMV, un plasmido comercial que expresa la
Renilla luciferasa (Rluc). La expresion del reportero esta bajo el control de la
polimerasa del fago T7, la actividad de la Rluc se puede cuantificar utilizando un kit

comercial que permite cuantificar en el mismo lisado celular la actividad tanto de
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Rluc como de Ffluc (Dual-Luciferase Reporter Assay System, Promega).

Como el plasmido pRL-CMV contiene ademas del promotor de T7, el promotor de
citomegalovirus (pCMV), el cual es reconocido por las RNA polimerasas del nacleo
celular y para hacer el ensayo lo mas comparativo posible, se disefié una estrategia
para remover la secuencia del pCMV del plasmido de modo que el reportero de Rluc
solo se puede transcribir a partir del promotor pT7 (a partir de aqui se refiere al
plasmido como pRL). Se utilizaron las enzimas de restriccion Pstl y Ndel, con las
qgue se escindié un fragmento de 443 pb que contenia la secuencia del pCMV, el
plasmido se re-ligé y tres colonias resultantes se analizaron por restriccion con la
enzima BsrGl, esta enzima cuenta con dos sitios de restriccion dentro del plasmido
pRL.

¢ Marcador
~  ¢uumpRL-CMV

s em Taogn e
PRS-
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. 4= Colonia 1
¢ Colonia 2
: ! ¢=== Colonia 3
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N g
1500 phumm sy = L -

L

500 pb mes) ‘v

Figura 8 Digestion del plasmido pRL-CMV y pRL con la
enzima de restriccién BsrGl. Se observa en un gel de
electroforesis el resultado de la digestion con BsrGl. Carril
1: marcador de peso molecular, carril 2: plasmido pRL-
CMV, carriles 3-5: colonias resultantes de la modificacion
para eliminar el pCMV.
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El plasmido parental pRL-CMV es de un poco mas de 4 Kb y al digerirlo con la

enzima BsrGl se esperan dos fragmentos, uno de 2.4 Kb y el otro de 1.6 Kb. Al

realizar el mismo tratamiento sobre las colonias aisladas, se esperaba que de

resultar exitosa la delecion de la secuencia del pCMV, en lugar del fragmento de 1.6

Kb del plasmido parental, se obtuviese un fragmento de 1.2 Kb, lo cual se observo

para las tres colonias aisladas. El resultado de la electroforesis en gel de agarosa

se muestra en la figura 8.

(A)

(B)

BsrGl BsrGl
Promotor CMV  Promotor T7 Renilla luciferasa
BsrGl BsrGl
Promotor T7 Renilla luciferasa

Figura 9 Representacion de los sitios de corte de la enzima BsrGl sobre el plasmido pRL-
CMV. (A) Muestra el plasmido pRL-CMV con el pCMV (400 pb), el fragmento digerido por
BsrGl comprende 1.6 Kb, (B) se muestra el plasmido pRL ya sin el pCMV, el fragmento
digerido por BsrGIl comprende 1.2 Kb.
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Posteriormente se evaluo la eficiencia del plasmido pRL comparado con el plasmido
pRL-CMV, con la finalidad de caracterizar si la delecion del pCMV comprometia la
actividad de la Rluc. Se observé que la actividad de pRL disminuyé casi 10 veces,
comparado con la actividad de pRL-CMV, lo que era de esperarse ya que se elimind
la actividad de este reportero a partir de su transcripcion nuclear. Sin embargo, las
unidades relativas de luz de la Rluc expresada por el plasmido pRL y la Gluc,
expresada por el plasmido Pjet, presentan valores semejantes (se muestran en la
figura 10). Por lo que se concluyé que era posible utilizar el plasmido pRL, en

sustitucion de Pjet.

4.0x107-

3.0x107-

2.0x107-

1.0x107+

Unidades relativas de luz

'\?\ & o

N4
&

Figura 10 Actividad de los plasmidos pRL-CMV, pRL y Pjet. Muestra en
unidades relativas de luz (obtenidas en luminémetro), la actividad de la
proteina luciferasa (carril 1 y 2: Renilla luciferasa, carril 3: Gaussia luciferasa)
que se expreso en células transfectadas con los plasmidos sefialados.

Como ensayo exploratorio, se realizo la triple co-transfeccion evaluando el efecto
de las proteinas NSP3 o NSP1 sobre la actividad de las luciferasas Rluc (mMRNA
tipo celular) y Ffluc (mRNA tipo viral) en un mismo pozo de células. Los resultados

se observan en la figura 11, se encontré una reduccion del 80% en la actividad de

37



Rluc cuando se co-transfectdé con NSP3 y una reduccion de 60% de la actividad del
mismo, cuando se co-transfectd con NSP1 (figura 11A). Al evaluar la actividad de la
Ffluc en el mismo lisado, se observdé nuevamente el aumento de dos veces la
actividad de ésta proteina cuando se co-transfectdé con NSP3 y una reduccién del

30% en su actividad cuando se co-transfectdé con NSP1 (figura 11B).

(A) (B)

2.5
1.5+

2.0+

(veces de induccidn)
Actividad de luciferasa
(veces de induccidn)

Actividad de luciferasa

(C) pRL Promotor T7 Renilla luciferasa
yEy | Promotor T7 e Luciferasa de luciérnaga JUTR VPG
GFP [Promotor T7 JNEIZE NSP3 Ribozima HDV
NSP3 fromotor NSP3 Ribozima HDV
e fremoc |

Figura 11 Actividad de Rluc codificada por el pldsmido pRL (tipo celular) y actividad de Ffluc
codificada por el plasmido vFv (tipo viral) cuando se co-transfectan al mismo tiempo junto con
NSP3 de RV 0 NSP1 de SARS-CoV. (A) Muestra la actividad del plasmido reportero pRL (Rluc),
en (B) se muestra la actividad del plasmido vFv (Ffluc) cuando se triple co-transfectan con NSP3
o0 NSP1 (n=1), (C) esquema de los elementos relevantes de los plasmidos usados en 11A 'y
11B.
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Los resultados mostrados en la figura 11 son interesantes, sin embargo, hay dos
elementos en los pldsmidos reporteros que se necesitaban modificar para
perfeccionar esta comparacion. Los reporteros expresados en el plasmido original
pRL-CMV estan disefiados para poliadenilarse en el nucleo, ya que son transcritos
bajo el promotor de CMV. Al eliminar este promotor, el transcrito que se produce en
el citoplasma bajo el promotor de la polimerasa de T7 no se poliadenila, lo que
puede alterar la actividad de este reportero. Para remediar esto, se cloné una
secuencia de 30 adeninas en el extremo 3’, que también estaba presente en el

plasmido Pjet.

Para clonar la secuencia de 30 adeninas que simularia la cola de poli(A) en el
MRNA del plasmido pRL, disefiamos dos oligonucledtidos. Un oligonucle6tido
sentido con secuencia 5- TATCTACGTGCAAGTGATGATTTACC-3’ el cual
empalma aproximadamente 200 nucleétidos rio arriba del codon de paro del ORF
de la Rluc. Y un oligonucledtido antisentido 5'-
TCATCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTITTITTITTITTTITTTTITTTTTATTGTTCATTTTTGA

GAACTCG-3’, el cual empalma en los ultimos 22 nucleétidos (resaltados) del ORF

de la Rluc en el extremo 3'. La estrategia se disefié de tal manera que, durante la
primera ronda de polimerizacion, los nucleétidos no resaltados del oligonucledétido
antisentido quedarian colgados, pero serian copiados e integrados al producto en
las siguientes rondas de polimerizacion. Al realizar el ensayo de PCR, se obtuvo un
producto de un poco mas de 230 nucle6tidos, mostrado en la figura 12. El producto
de PCR se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa, se cort6 la banda del gel y
se purific6 mediante un kit. Para clonar el producto de PCR purificado de banda
dentro del plasmido pRL, se utilizaron dos sitios de restriccion unicos en el plasmido,
BsaAl y Xbal. BsaAl deja un corte romo justo en la misma region que empalma el
oligonucledtido sentido, Xbal deja un corte cohesivo, justo después del codon de
paro, de la secuencia de la Rluc. Para que el producto se ligara en fase, se trato el
plasmido y el producto de PCR con la enzima BsaAl. De la misma manera se trat
con Xbal el plasmido y el producto de PCR. Dentro del plasmido, el sitio de
restriccion para la enzima Xbal, se encuentra justo después de la secuencia de

paro del ORF de Rluc, en el producto de PCR el sitio de restriccion de la misma
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enzima se encuentra justo después de la
secuencia de 30 adeninas, esto se consiguid
debido al disefio del oligonucle6tido
antisentido. El plasmido y el producto de PCR
purificados se ligaron y se transformé el
producto de ligasa. Se caracterizaron 5
colonias digiriendo el DNA con las enzimas
BsaAl y Xbal, de ser exitosa la estrategia de
clonacion, los sitios de corte para ambas
enzimas debian recuperarse, de manera que
descartamos las colonias que no tuvieron
alguno o ambos sitios de restriccidon, los
resultados de este tamiz se muestran en la
figura 13. Con este tamiz, se descartd la
colonia 2, y de las posibles colonias positivas,
los plasmidos de las colonias 1 y 4 se
confirmaron por secuenciacion (figura 14),
encontramos la secuencia de 30 adeninas en

los plasmidos extraidos de ambas colonias.

Producto PCR

{ ll{l{ Marcador PM

r
.

[

Figura 12 Producto de PCR para clonar la
secuencia poli(A) en el plasmido pRL.

Sin embargo, cuando se realizd el Blast, la identidad del plasmido 4 comparado

contra la del vector pRL-CMV fue de 99% vy el plasmido 1 tuvo una identidad del 100

% en la secuencia, por lo que se selecciond éste para los ensayos de transfeccion.
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Figura 13 Seleccion con enzimas de restriccion de colonias aisladas resultado de la clonacion
del poli(A) al plasmido pRL. Se aislaron colonias resultado de la clonacion de la secuencia
poli(A) en el pldsmido pRL y se trataron con enzimas de restriccion BsaAl o Xbal, el DNA
tratado se corrié en una electroforesis de agarosa mostrada en la figura.

(A) Co-reportero vector pRL-CMV, secuencia completa
ID de secuencia: AF025843.2 Longitud: 4079 Namero de coincidencias: 1

Rango 1: Graficos de GenBankde 1877 a 2003
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Figura 14 Anadlisis Blast y secuencia del plasmido pRL. (A) Se observa el resultado del
andlisis Blast de los 127 nucledtidos anteriores a la secuencia de poli(A), (B) se puede ver
la secuencia de poli(A) insertada en el plasmido pRL.
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Por otra parte en los ensayos anteriores, el plasmido vFv se transfectaba después
de linearizarlo para que la transcripcion del reportero terminara justo después de los
nucleétidos GACC. Para homogenizar la actividad de todos los reporteros se decidié
clonar en este plasmido la ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV), secuencia
gue se encuentra también en el plasmido que expresa a la proteina NSP3. Las
ribozimas son RNAs cataliticos que hidrolizan sus propios enlaces fosfodiéster y la
ribozima de HDV, dependiendo de la posicidn en la que se encuentre, permite que
los MRNAS en los que esta clonada terminen en los nucle6tidos GACC que son los
altimos 4 nucledtidos presentes en los UTR 3’ de todos los mRNAs de rotavirus
RRV. Revisando la secuencia del plasmido, se observé que el plasmido ya tenia la
ribozima sin embargo, la posicién de esta en el pldsmido original, no da lugar a que
los ultimos nucledtidos de la secuencia consenso GACC estén en la posicidon
adecuada para el corte endonucleolitico. Para que la ribozima corte el transcrito
exactamente en los nucleétidos de interés, se eliminaron 7 nucleétidos entre la
secuencia consenso GACC y la de la ribozima, utilizando los sitios Unicos de las
enzimas de restriccion Sacll y Smal que flanquean exactamente la region de interés.
Como primer paso, se tratd el plasmido vFv con la enzima Smal, la cual reconoce
la secuencia CCCGGG. Se puede identificar el sitio de corte en la figura 15A, si se
observan los nucle6tidos que hay entre el GACC y la ribozima mostrada en color
amarillo, se encuentra la secuencia GCGGCCC vy justo estas tres ultimas C, que
siguen a tres G en color amarillo son el sitio de corte de Smal. El corte es de tipo
romo, después de esta digestion se procedié al tratamiento con Sacll. El sitio de
corte para Sacll reconoce la secuencia de nucleétidos CCGCGG, las dos primeras
CC del sitio de reconocimiento de la enzima pertenecen a la secuencia GACC.
Después de realizar el tratamiento con Sacll, el resultado del sitio de reconocimiento
se corta de la siguiente manera: CCGC-GG, lo que significa que el extremo GACC
gue buscamos le sobran aun los nucleotidos GC, los cuales se eliminaron con el
tratamiento de la enzima T4 DNA polimerasa, lo que permite tener la secuencia
GACC adyacente a la secuencia de la ribozima HDV. El plasmido asi procesado se
re-ligd y se aislaron colonias para realizar un tamiz, con las enzimas de restriccion

Smal y Sacll. Se buscaron plasmidos que no tuvieran los sitios de corte para estas
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enzimas y se descartaron aquellos plasmidos que se linearizaron con alguna de las
enzimas probadas. Dos de los plasmidos seleccionados se enviaron a
secuenciacion, utilizando el oligonucleétido 5 TCCCGATCTAGGACCAAGCT 3,
ademas se secuencio el plasmido parental. El resultado de esta secuenciacion se
muestra en la figura 15, en la figura 15A se observa el resultado de la secuencia
parental, resaltando en color azul la secuencia GACC y en amarillo la ribozima del
HDV, en la figura 15B se observa que se ligd correctamente la secuencia consenso
GACC a la ribozima del HDV, esto sucedi6 en ambas colonias secuenciadas, con

lo cual, ya no se necesitaria linearizar el vFv al transfectar.

(A) Selected: 109 .. 112 = 4 bases B3 [« 1139 bases

TGTGACCGCGOGGCCCG6GTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGTCCGACCTGGGCATCC AGGBGAGGACGTCGTCCACT

WAA A WJW\WW\ [\M-w ~.m~W W\ul“ p\..‘h AAA[MJ\"VL V\‘L"

(B) Selected: 115 .. 118 = 4 bases [#=] 1143 bases

5 AGGATGT GACCIGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGG TCCGACCTGGGCATCCGAAGGBGAGGACGTCGTCCACTC

L L g

Figura 15 Secuencia del plasmido vFv y colonia con laribozima del HDV adyacente a la secuencia
consenso GACC. Muestra los resultados de la secuenciacion del vector parental (A) y la colonia
1 (B) de la cual se removieron 7 nucledtidos sobrantes del UTR 3’ de VP6, en el plasmido vFv.
En azul resaltan la secuencia consenso GACC de los UTRs 3’ viral, importante para el
reconocimiento de NSP3 y en amarillo resalta la secuencia de la ribozima del HDV.

Una vez modificados los plasmidos reporteros de modo que no tuviesen diferencias
en las sefales de inicio y término de la transcripcidn entre si, se realizo la triple co-
transfeccion de los plasmidos. De manera general, se cultivaron células HEK293T7
en placas de 48 pozos, y una vez que estuvieron a una confluencia de 90% se co-

transfectaron como se indica en los materiales y métodos. En la figura 16 se
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observan los resultados de 5 experimentos independientes. En estos experimentos
se utilizaron tres pozos de células, en el primero se co-transfectaron los plasmidos
pRL + vFv + GFP, en el segundo pRL + vFv + NSP3 y el en tercero pRL + vFv +
NSP1yen cada uno se midi6 la actividad de Rluc y Ffluc, con la finalidad de estudiar
el efecto que pudiera tener las proteinas NSP3, NSP1 sobre la actividad de los

plasmidos reporteros.
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pRL + + + + +
vFv + + + + +
GFP - - + - -
NSP3 - + - - + -
NSP1 - - + - -

Figura 16 Actividad de Rluc codificada por el plasmido pRL que tiene UTRs tipo
celular y de Ffluc codificada por el plasmido vFv que tiene UTRs tipo viral,
resultado de una triple transfeccion; muestra el efecto de NSP3 de RV y NSP1 de
SARS-CoV en la actividad de ambos reporteros. Se utilizaron tres pozos de
células y en cada una se transfectaron los plasmidos sefalados con una “+”. En
los carriles 1-3 se muestra la actividad de Rluc y en los carriles 4-6 la actividad
de Ffluc, n=5. Los resultados estadisticamente significativos se muestran con
un “*” (p>0.05).

Los resultados que se observaron son muy interesantes, mostraron como la
actividad de Rluc, el reportero flanqueado por elementos UTRs tipo celular,
disminuyo hasta en 94% al co-transfectarse con NSP3 y en un 97% cuando se co-

transfectd con NSP1. En contraste, la actividad de Ffluc (en la que el reportero esta
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flanqueado por los UTRs virales) se observé un aumento de la actividad de Ffluc de
un 60% en promedio, cuando se co-transfectdé con NSP3, y un ligero aumento del
20% cuando se co-transfectd con NSP1. Cabe destacar que el efecto que ha
mostrado NSP3 sobre la actividad del reportero tipo celular y tipo viral, es similar al

mostrado en los ensayos de las figuras 6A 'y 7A.

Dado que la actividad de la proteina reportera no indica si los cambios observados
son debidos a la eficiencia de traduccion de estas proteinas o a la abundancia del
MRNAs que codifican los reporteros, se planted el analisis de los niveles de los
MRNAs mediante experimentos de RT-PCR en tiempo real (QPCR). Los resultados
de estos experimentos se observan en la figura 17. De manera general, lo que se
hizo para obtener estos datos en primer lugar fue extraer el RNA total de las células
transfectadas y con este se realiz6 el cDNA de los genes de interés, es decir, de
Rluc, Ffluc y como control basal, del rRNA 18S. Una vez que se obtuvieron los
cDNAs se realizé el gPCR tal como se explica en los materiales y métodos. El
analisis de los resultados se hizo de acuerdo al método de Livak, también conocido
como 2%2Ct con este método, se compara de manera relativa la abundancia del
MRNA presente en una muestra normal contra una muestra tratada, normalizado a
un RNA calibrador (Livak & Schmittgen, 2001). En este analisis, la muestra normal
corresponde a las células co-transfectadas con los plasmidos reporteros pRL y vFv,
mas el plasmido que expresa GFP, las muestras tratadas corresponden a las células
co-transfectadas con los plasmidos reporteros pRL y vFv mas los plasmidos que
expresan las proteinas NSP3 o NSP1 y el mRNA calibrador que se utilizo fue el del
rRNA 18S. Los datos presentados en la figura 13 corresponden a tres experimentos
independientes. Se observd que la cantidad de mRNA que codifica por Rluc, el
reportero con UTRs tipo celular, disminuy6 50% en su abundancia en las muestras
que se co-transfectaron con la proteina NSP3 y en las muestras que se co-
transfectaron con NSP1, se observé también una disminucion del 50% en su
abundancia. Al estudiar la abundancia del mMRNA de Ffluc, reportero con UTRs tipo
virales, se observo que contrario a lo que sucedi6 con el mMRNA de Rluc, la
abundancia del mRNA de Ffluc aumento del 30 hasta un 50% cuando se co-

transfectd con NSP3, cuando se estudio la abundancia del mRNA de Ffluc, cuando
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se co-transfectd con NSP1, los resultados mostraron que la cantidad de mRNA de

Ffluc fue similar entre el control transfectado con el plasmido GFP y la que se co-

transfectd con NSP1. Estos resultados sugieren que el efecto de las proteinas NSP3

y NSP1 depende de los elementos UTRs presentes en los reporteros.
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Figura 17 Abundancia del mRNA transcrito por el plasmido pRL que tiene
UTRs tipo celular y del mRNA transcrito por el plasmido vFv que tiene UTRs
tipo viral, resultado de una triple transfeccion; muestra el efecto de NSP3 de
RV y NSP1 del SARS-CoV en la abundancia del mMRNA de ambos reporteros.
Se utilizaron tres pozos de células y en cada una se transfectaron los
plasmidos sefialados con una “+”. En los carriles 1-3 se muestra la
abundancia del MRNA de Rluc y en los carriles 4-6 la abundancia del mRNA
de Ffluc, n=3. Los resultados estadisticamente significativos se muestran
con un “*” (p>0.05).

46



6.- DISCUSION

La finalidad de este trabajo fue estudiar la probable funcion de la proteina NSP3 de
rotavirus como endonucleasa viral. Se evalué la actividad y la abundancia del mMRNA
de dos proteinas reporteras, Rluc, expresada por el plasmido pRL, que tiene UTRs
que simulan un transcrito de tipo celular y Ffluc, expresada por el pldsmido vFv, que
tiene UTRs que simulan un transcrito de tipo viral.

En el primer enfoque, estudiamos el efecto de la proteina NSP3 sobre la actividad
de dos plasmidos reporteros con UTRs tipo celulares o virales, y se comparé el
efecto con respecto a GFP (control basal) o NSP1 del SARS-CoV (control positivo),
por medio de ensayos de transfeccion. Observamos que la actividad del gen
reportero tipo celular disminuyé un 95% cuando se co-transfecté con NSP3 y lo
mismo cuando se co-transfectdé con NSP1. Al estudiar el gen reportero tipo viral,
observamos que aumenté su actividad un 60% cuando se co-transfectd con NSP3
y aumentd 20% cuando se co-transfectdé con NSP1 (figura 16). De este primer
ensayo surgen algunas hipotesis, la primera es que, ya que la disminucion en la
actividad del gen tipo celular es tan semejante con ambas proteinas, NSP3 podria
tener una funciébn semejante a la que tiene NSP1 y eso explicaria también el
fendbmeno observado en la actividad del gen tipo viral. Segun la literatura, la proteina
NSP1 del SARS-CoV no tiene funciéon endonucleasa per se, sin embargo, induce el
corte de los mMRNAs celulares y algunos mRNAs que contienen IRES (Kamitani et
al., 2009). Se ha reportado que la asociacion de la proteina NSP1 con la sub-unidad
40S del ribosoma, induce el estancamiento de los mMRNAs celulares unidos al
ribosoma, lo que activa a la maquinaria de degradacion de la célula al degradar los
transcritos estancados (TIDU et al., 2020). Pero también se sabe, que los mMRNAs
del SARS-CoV no son susceptibles a este corte endonucleolitico, y se ha propuesto
que la secuencia lider presente en la region UTR &’ viral, presente en todos los
MRNAs virales, es capaz de formar una estructura tallo-burbuja (Huang et al., 2011)
que induce un cambio conformacional en la sub-unidad 40S del ribosoma de tal
manera que “abre un surco” en el ribosoma, que se encontraba bloqueado con la

interaccién de la proteina NSP1, permitiendo la traduccién selectiva de los mRNAs
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virales (TIDU et al., 2020). Probablemente los UTRs virales de rotavirus tengan un
papel similar al de la secuencia lider de los mRNAs del SARS-CoV, de tal manera
que protejan a los mRNAs de rotavirus, de la degradacion mediada por diferentes

endonucleasas virales tales como NSP3 o NSP1.

Los ensayos para cuantificar la abundancia de los mMRNAs de los genes reporteros,
mostraron una reduccion del 50% en la abundancia del mRNA tipo celular, cuando
se co-transfectd con NSP3 y lo mismo con NSP1. La abundancia del mRNA tipo
viral aument6 30% cuando se co-transfecté con NSP3 y disminuyd 20% cuando se
co-transfectd con NSP1 (figura 17). La disminucion en la abundancia del mRNA
tipo celular fue similar en la co-transfeccion con ambas proteinas virales, sugiriendo
que probablemente NSP3 si induce la degradacion del mRNA celular, ya que
suponer que la disminucién de la abundancia tiene que ver con una disminucién en
la sintesis de mMRNAs por parte de la polimerasa T7 entra en conflicto ya que se
observa en el mismo pozo de células un aumento en la abundancia del mRNA tipo
viral. EI aumento de la abundancia del mRNA de tipo viral, podria sugerir la
participacion de los UTRs, probablemente brindando estabilidad al mMRNA. Destaca
que las secuencias UTRs virales podrian evitar la degradacion del mRNA inducida
por la proteina NSP1, al menos de manera parcial, ya que la abundancia del mRNA

tipo celular disminuye 50% y del mRNA tipo viral solo disminuye 20%.

Después de los ensayos realizados, llama la atencién la similitud de los resultados
que se observaron cuando el reportero tipo celular se co-transfecté con NSP3 'y con
NSP1, probablemente, este efecto tenga relacion con la induccion de alguna
endonucleasa o debido a una funcién de endonucleasa por parte de la proteina
NSP3. Para sugerir con certeza la propuesta anterior, ain hace falta estudiar la
relacion que existe entre NSP3 y la proteina Xrnl. Se sabe que las endonucleasas
virales (incluso NSP1 que no es endonucleasa per se) inician el proceso de
degradacion del mRNA que es seguida por la exonucleasa Xrnl para que los
MRNAs que cortan sean degradados (Covarrubias et al., 2011), por lo tanto, si
NSP3 tiene actividad endonucleolitica y corta los mRNAs, podria utilizarse a Xrnl

para continuar la degradacion. Si la funcion de NSP3 fuera de endonucleasa, al
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silenciar a la proteina Xrnl, se deberia observar la misma cantidad de mRNA (o
semejante) del gen tipo celular (Rluc) al co-transfectarse con NSP3 y la co-

transfeccion basal.

Por otra parte, el efecto diferencial que ejerce la proteina NSP3 sobre el reportero
tipo celular y el tipo viral sugiere la participacion de los UTRs en este fenotipo. Esto
conlleva a la pregunta de: ¢como hace NSP3 para reconocer a los transcritos
celulares de los virales?, muy probablemente tenga que ver con la presencia de la
secuencia poli(A), o de las secuencias consenso presentes en los UTRs virales, tal
como GGCUAUAAA presente en el UTR 5’ y GACC presente en el UTR 3’. Gratia
y cols. mostraron que modificaciones a las secuencias consenso disminuyen la
eficiencia de traduccion de genes reporteros donde se han fusionado (Gratia et al.,
2016). El analisis de los UTRs podria aportar mayor informacién con la finalidad de

entender cémo es que NSP3 lleva a cabo el fenotipo aqui mostrado.

/.- CONCLUSIONES

Ya que los resultados de actividad y abundancia del mMRNA del reportero tipo celular,
al co-transfectarse con NSP3 o la NSP1 son similares, podemos sugerir que NSP3
ejerce o induce la funcion de endonucleasa viral sobre los genes tipo celulares mas
no sobre los virales, aunque se requiere estudiar la participacion de la proteina Xrnl

para corroborar o descartar la funcion.

Se puede sugerir que los UTRs que flanquean a los reporteros son los responsables
del fenotipo distinto que ejerce la NSP3 y la NSP1 del SARS-CoV sobre el mMRNA
tipo celular o tipo viral.

Es necesario determinar si los dominios amino y carboxilo terminal de la proteina

NSP3 estan involucrados en determinar la vida media de los respectivos reporteros.
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8.- PERSPECTIVAS

- Evaluar el papel de la proteina Xrnl y su relacion con la abundancia del
MRNA tipo celular y el tipo viral.

- Estudiar el efecto de la ausencia o modificaciones a los UTRs celulares y
virales en la expresion de proteinas y la abundancia del mMRNA cuando esté
presente NSP3.

- Estudiar el papel de los distintos dominios de la proteina NSP3 sobre los
UTRs celulares y virales en la expresion de proteinas y la abundancia del
MRNA.
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