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|. RESUMEN

Los astrovirus de humanos (HAstV) son agentes infecciosos que tipicamente
infectan el tracto gastrointestinal produciendo diarreas en nifios y adultos mayores.
Sin embargo, en 2009 se describié un nuevo astrovirus en humanos, llamado VAL,
cuya secuencia gendémica es mas cercana a la de cepas de astrovirus aisladas de
animales que a los astrovirus que clasicamente infectan a humanos. Se ha
encontrado al astrovirus VAl en ocho pacientes inmunocomprometidos con
encefalitis, por lo que se ha descrito como una cepa neurotrépica. Recientemente
se describié la adaptacion de esta cepa de astrovirus a crecer en cultivo celular,
especialmente en células Caco-2, una linea celular derivada del epitelio intestinal

humano que permite la replicacion de VA1, asi como de los astrovirus clasicos.

Para activar la infectividad de los HAstV clasicos es necesario que los
viriones extracelulares sean tratados con la proteasa tripsina, lo que provoca que la
proteina precursora de la capside se procese proteoliticamente en dos productos
finales que constituyen la particula madura infecciosa: una proteina de 34 kDa
(VP34) que corresponde al dominio del core, y otra de 37 kDa (VP37) que forma el
dominio de la espicula viral. En contraste, el astrovirus VA1 no requiere que su
proteina de capside sea procesada por tripsina para ser infeccioso. Sin embargo,
este virus si requiere que su proteina precursora de capside sea procesada
proteoliticamente, aunque, a diferencia de los HAstV clasicos, esto ocurre

intracelularmente y el corte es mediado por una proteasa desconocida.

Para caracterizar el precursor de la capside y los productos proteoliticos de
VA1l generados por su procesamiento intracelular, se hicieron anticuerpos
policlonales de conejo contra dos proteinas recombinantes producidas en E. coli y
contra dos péptidos sintéticos. Estos inmundgenos se eligieron, con base en lo que
se conoce del procesamiento de la proteina precursora de HAstV clasicos, para
generar anticuerpos que reconocieran especificamente i) el dominio core

(anticuerpo DB), aunque su caracterizacion posterior demostré que este anticuerpo
9



también reconoce un fragmento de la espicula, ii) un fragmento del core (a-core),
iii) al dominio de la espicula (a-espicula) y, iv) al carboxilo terminal (a-COOH) de la
proteina precursora. Estos anticuerpos permitieron definir, por ensayos de
inmunoblot de células infectadas o no con VAL, asi como mediante el analisis del
virus purificado, que la proteina precursora de la capside es de 86 kDa (VP86), la
cual se procesa proteoliticamente de manera intracelular para dar el virion maduro,
infeccioso, compuesto del core de 34 kDa (VP34) y la espicula de 38 kDa (VP38).
Esto ultimo se confirmd mediante la secuenciacion del extremo N-terminal de la
proteina de 38 kDa, que comienza en el aminoacido Thr-388 del ORF2. EIl core
parece tener dos intermediarios estables durante su procesamiento, de 36 y 41 kDa.
La localizacién de VP34 y VP38 dentro de la proteina precursora, al igual que una
aproximacion de la identificacion de los extremos amino y carboxilo de ambas
proteinas se obtuvo por un analisis exhaustivo por espectrometria de masas del
virus purificado. Esto permitié identificar una region linker, de aproximadamente 50
aminoacidos entre el dominio del core y el de la espicula, que se pierde durante el

procesamiento.

Para evaluar si el procesamiento es necesario para activar la infectividad del
virus, probamos diferentes inhibidores, que en conjunto bloquean la actividad de los
siete grupos de proteasas conocidos. Encontramos que el inhibidor de proteasas de
serina, AEBSF, disminuye el procesamiento de la proteina de la capside y abate la
infectividad del astrovirus VAl. Estos datos sugieren que el procesamiento es

necesario para activar la infectividad.

Para determinar si la proteasa que procesa intracelularmente VP86 es de
origen viral o celular expresamos el ORF2 de VA1, que codifica a VP86, en células
HEK 293T, que son susceptibles a la infeccién de VA1, aunque 20 veces menos
gue las células Caco-2. La proteina se expres6 de manera clara, pero
sorprendentemente, la proteina precursora no se procesoé en las células HEK, lo

cual sugiere que la proteasa de serina viral, codificada en el ORF1a del virus, y no
10



presente en la construccion que expresaba el ORF2, esta involucrada en el
procesamiento. Para tratar de confirmar esta posibilidad, clonamos el ORFla de
VA1 para co-expresarlo en las células HEK, junto con el ORF2. Interesantemente,
tampoco detectamos que la proteina producida por el ORF2 se procese en
presencia del ORFla. La infeccion por astrovirus, al igual que otros virus de RNA
de una sola cadena, de polaridad positiva, provoca una remodelacion importante de
sistema membranoso celular, necesario para su replicacion. En este contexto,
nuestros datos sugieren que para que el procesamiento ocurra podria requerirse del
ambiente intracelular propiciado por la infecciéon para inducir la expresion o el
reclutamiento de una proteasa celular al sitio necesario al interior de la célula, o bien
gue la proteasa viral requiere también del ambiente generado en las células
infectadas para poder llevar a cabo su funcién de procesamiento. Estamos en la
actualidad siguiendo diversas estrategias alternativas a las descritas para poder
dilucidar el origen de la proteasa encargada del procesamiento intracelular de la

proteina precursora de la cipside de astrovirus neurotropico VAL.

Los resultados obtenidos en esta tesis sientan las bases para profundizar en
el estudio de la biologia del astrovirus VAL, incluyendo el papel que juega el
procesamiento de la poliproteina precursora en el ciclo de replicacion. 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 que, hasta ahora, han mostrado alta mortalidad.

11



Il. INTRODUCCION

l. 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 pequefios (~35 nm), no envueltos, de simetria icosaédrica, con un genoma de

una sola cadena de RNA de sentido positivo.

Taxonomicamente, de acuerdo al International Committee on Taxonomy of
Viruses, la familia Astroviridae esta dividida en dos géneros: Avastrovirus y
Mamastrovirus, con aves y mamiferos como sus huéspedes, respectivamente.
Dentro del género Avastrovirus hay 3 especies, que infectan gallinas, patos y pavos.
En el género Mamastrovirus hay 19 especies que infectan humanos, bovinos,

ovinos, felinos, porcinos, visones, perros, venados, delfines, entre otros.

Actualmente se esta redefiniendo la clasificacion de las especies de ambos
géneros. Segun el analisis filogenético de la secuencia de aminoacidos de la
proteina de la capside completa, los astrovirus de aves y mamiferos se dividen en
dos genogrupos principales: genogrupo | y genogrupo Il. Cada genogrupo incluye
astrovirus que infectan a diferentes especies y se pueden subdividir en genotipos
en funcion de la distancia genética y del huésped que infecta (Fig. 1). Es probable
gue esta nomenclatura experimente una mayor expansion en la medida que se han
identificado nuevos genomas de astrovirus de muchos otros vertebrados, incluidos
reptiles, anfibios, peces e invertebrados. También se han identificado genomas
similares a “posibles” astrovirus de plantas (Fig. 2). La diversidad genética de los

astrovirus es mucho mayor de lo que se conocia hasta hace apenas una década.
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Mamastrovirus

genogroup |
Porcine astrovirus
......
Avastrovirus
genogroup |

Avastrovirus
genogroup Il
o1 Mamastrovirus
genogroup Il
Figura 1. Relaciones filogenéticas dentro de la familia Astroviridae. Tanto astrovirus que
infectan aves como los que infectan mamiferos se dividen en genogrupos | y Il. La clasificacion de
los genotipos estd basada en la secuencia de aminoacidos del ORF2 (1).

Reptile and amphibian

Avian Astroviruses astrovirus-like

Fish astrovirus-like

Mamalian Astroviruses aat et
’w nﬂ’"’

Invertebrate astrovirus-like

Plant astrovirus-like

0.9

Figura 2. Relaciones filogenéticas de astrovirus reconocidos por la ICTV y genomas de
“posibles” astrovirus. La filogenia esti hecha con la secuencia de amino&cidos del ORF2 (2). En
rojo se marcan las especies implicadas en infecciones extra intestinales.
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[l. Astrovirus de humanos

Los astrovirus fueron descubiertos en 1975, en una muestra fecal de nifios
hospitalizados con diarrea y vomito analizada por microscopia electrénica (3); desde
entonces estos virus han sido reconocidos como un agente causal de gastroenteritis
a nivel mundial, provocando del 2 al 9% de las gastroenteritis no bacterianas (4).
Los astrovirus son transmitidos por la via fecal-oral y afectan principalmente a nifios
en los primeros afios de vida, a personas mayores Yy a personas
inmunocomprometidas (5). Recientemente se han observado casos de encefalitis

asociados con astrovirus en pacientes inmunocomprometidos (6).

De las especies de astrovirus que infectan humanos, la especie
Mamastrovirus | (MAstV-1) incluye a los astrovirus clasicos del serotipo 1 al 8
(HAstV 1 al 8), los cuales fueron aislados a partir de muestras fecales. En cuanto a
la incidencia de diferentes serotipos, HAstV-1 es el serotipo mas prevalente en todo
el mundo, representando mas del 50% de los casos en todos los informes recientes,
mientras que el segundo mas frecuente difiere segun las localizaciones geograficas
.

Desde el 2008, la llegada de la secuenciacion de nueva generacion (NGS) y
el analisis metagendmico han llevado a la identificacion de numerosas cepas
novedosas consideradas HAstV "no clasicos". Actualmente, los nuevos HAstV se
clasifican dentro de las especies MAstV-6 (MLB1-3) (“MLB” quiere decir
Melbourne), MAstV-8 (VA2/HMO-A, VA4, VA5, BF34) y MAstV-9 (VA1/HMO-C,
VA3/HMO-B) (“VA” quiere decir Virginia y "HMO" Human-Mink-Ovine-like-
Astrovirus). Estudios seroldgicos en EUA han reportado una alta prevalencia en
adultos de anticuerpos contra HAstV-MLB1 y HAstV-VA1 (HMO-C) (86% y 65% a
78%, respectivamente) (8-10). Es importante mencionar que los nuevos astrovirus
identificados estdn mas cercanos filogenéticamente a los de origen animal que a los

de humanos clésicos (Figuras 1y 2).
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[ll. Astrovirus neurotrépicos

Hasta la fecha se han identificado 12 casos de infeccion del sistema nervioso
central (SNC) por HAstV en humanos, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos o inmunosuprimidos, aunque recientemente se describié un
caso de encefalitis por HAstV-1 en un paciente inmunocompetente (11). La cepa
identificada con mayor frecuencia ha sido VA1 con 7 casos reportados hasta la

fecha (Tabla 1). Este virus se describio originalmente en 2009, en un brote de

gastroenteritis en una guarderia de nifios en Virginia, EUA (12). Ademas de VAL,
se han reportado casos de HAstV-4, HAstV-MLB1, HAstV-MLB2 y HAstV-1.

Tabla 1. Casos reportados de encefalitis por el astrovirus VAL.

Muestras

. con
' Rt Tipo de 0 :
Diagnéstico . S deteccion Tratamiento  Resultado
infeccion

de

astrovirus

Masculino, 15 Agammaglobulinemia ligada al » .
[8] N Encefalitis Cerebro Ninguno Fatal
afios cromosoma X.

. Inmunodeficiencia hereditaria.
Masculino, . i " Cerebro, LCR, .
[9] Trasplante alogénico de células Encefalitis Ninguno Fatal
18 meses d heces, suero
madre.

. Leucemia linfocitica crénica.
Masculino, . ) » o
[10] el Trasplante alogénico de células Encefalitis Cerebro, LCR IVIG, ribavirina Fatal

afios
madre.

. ' - IVIG, esteroides,
Masculino, Agammaglobulinemia ligada al

[11] B Encefalitis Cerebro ribavirina Vivo
14 afios cromosoma X.
PEG-INF alpha-2b
. Leucemia mieloide aguda.
Femenino, . - .
[12] L Trasplante alogénico de células Encefalitis Cerebro Ninguno Fatal
afios
madre.

Leucemia mieloide aguda.

Masculino, 15 - ) . . .
[13] B Trasplante alogénico de células Encefalitis Cerebro Ninguno Vivo
afios
madre.
IVIG, esteroides,
Femenino, o . - ribavirina .
[14] N Leucemia linfoblastica Encefalitis LCR Vivo
2 afios PEG-INF alpha-2b
nitazoxinida
Masculino, L " IVIG
[14] Leucemia mieloide Encefalitis LCR . . Fatal
9 afios nitazoxanida
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IV. Genoma de los astrovirus

Los astrovirus tienen un genoma de una sola cadena de RNA de sentido
positivo de aproximadamente 6 a 8 kb (Fig. 3). El genoma incluye regiones no
traducidas en los extremos 5’ y 3’ (1). La region no traducida del extremo 3" contiene
una estructura secundaria conservada nombrada como stem-loop Il motif, cuya
funcién no ha sido determinada, pero se cree que mantiene la estabilidad de la
estructura secundaria del RNA e interactia con proteinas virales y celulares
esenciales para la replicacion (13). El genoma del virus no tiene una estructura de
cap en el extremo &’, pero si una proteina ligada covalentemente a este extremo
llamada VPg. En el extremo 3’ se encuentra una cola de poli (A). EI genoma tiene
tres marcos abiertos de lectura (ORFs) superpuestos, denominados ORF1la, ORF1b
y ORF2. Las longitudes de los ORFs son variables, segun el tropismo de la especie
del virus, el subtipo del virus y si el virus se ha adaptado a crecer en cultivo celular
(14, 15).

Hacia el extremo 5’ del genoma se encuentran los ORFs lay 1b, los cuales
codifican para las proteinas no estructurales del virus. Entre ambos ORFs se localiza
una estructura de tallo-asa (hairpin) que permite que ambos ORFs se traduzcan
juntos por un cambio de marco de lectura (frameshift). EI ORFla produce a la
poliproteina nspla que incluye una proteasa de serina y la proteina ligada al
genoma viral (VPg). Por otro lado, el ORF1b produce la polimerasa de RNA
dependiente de RNA (RdRp). En el extremo 3' del genoma el ORF2 codifica las
proteinas estructurales del virus, las cuales se sintetizan a partir de un RNA

subgendmico (Fig. 3).

Usando genOmica comparativa, se identificO un cuarto ORF (ORFX) en
algunos astrovirus, que codifica por una proteina funcional, denominada proteina
XP. El ORFX se superpone a la region 5' del ORF2 que codifica la capside y se ha
propuesto que se traduce a través de un mecanismo conocido como leaky scanning

del ribosoma. Se demostré que esta proteina se asocia con la membrana plasmatica
16



con un dominio N-terminal extracelular y promueve la salida eficiente del virus al
provocar la permeabilizacion de la célula, sugiriendo que es un tipo de viroporina,
sin embargo, los astrovirus del genogrupo lla, como el astrovirus VAL, carecen de
este ORFX (16, 17).

ORFl1a ORF1b ORF2
e m—y-
Protease VPg o oy RdRp Capsid

AAAAAAC.... é

Figura 3. Organizacion del genoma de los astrovirus clasicos. El genoma consta de tres
marcos abiertos de lectura (ORFs) que se sobrelapan. El ORFla y el ORF1b codifican para
proteinas no estructurales y el ORF2 para proteinas estructurales. El ORFX que se sobrelapa con el
ORF2 codifica para la proteina XP que actia como una viroporina en los astrovirus clasicos (18).

V. Estructura de los astrovirus
Los estudios estructurales que combinan cristalografia de rayos X,
microscopia electronica, criomicroscopia y ultracentrifugacion por densidad han

permitido avances importantes en la estructura de los astrovirus (Fig. 4).

La estructura de los viriones se ha determinado a una resolucién de 25 A por
criomicroscopia electrénica (Fig. 4), observandose que el virus tiene una estructura
icosaédrica de simetria de T=3. Existen dos formas de los viriones. La primera esta
representada por los viriones inmaduros, en la que se observa el centro (core) de la
particula viral decorada con 90 espiculas globulares (Fig. 4A), mientras que la forma
madura muestra solo 30 espiculas (Fig. 4B). Este paso de maduracién ocurre
cuando el viribn inmaduro es tratado con tripsina, perdiéndose 60 espiculas durante
este proceso, que esta asociado a la activacion de la infectividad del virus. Las
particulas maduras e inmaduras tienen un diametro de ~43 nm, de los cuales ~35nm

corresponden al core interno (19).
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La particula inmadura del astrovirus de humano serotipo 8 (HAstV-8), no
procesada proteoliticamente, contiene 180 copias de la proteina precursora de la
capside de 70 kDa (VP70). Esta proteina precursora se corta por tripsina para dar
los viriones maduros e infecciosos, que estan formados por dos proteinas resultado
del procesamiento proteolitico: el core de 34 kDa (VP34) y la espicula de 27 kDa
(VP27) (Fig. 4B).

La estructura de la proteina del core se resolvid por cristalografia de rayos-X
a 2.15 A de resolucion (Fig. 4C), y se encontrd que esta organizada en dos dominios
llamados S (core interno) y P1 (core externo). El dominio S tiene un plegamiento de
barril B tipo jelly-roll y el dominio P1 tiene un plegamiento tipo barril § (20). La
estructura de la proteina que forma las espiculas virales, VP27, también se resolvio
por cristalografia de rayos-X a 1.8 A de resolucion, encontrandose que esta se
estructura como dimero. Cada mondmero se conforma de tres ldminas p en forma
de sandwich (21). VP27 se encuentra antes del final de la hebra  del dominio de

core, lo que probablemente permite a la espicula mantenerse unido al core.

18



HAstV CP core HAstV CP spike

Figura 4. Crio-microscopia electrénica de la particula viral y estructura cristalografica de las
proteinas de capside de HAstV clasicos. (a) modelo del virién inmaduro T=3 obtenido por crio-
microscopia electronica; (b) modelo del virion maduro T=3 digerido con tripsina obtenido por crio-
microscopia electrénica; (c) estructura cristalografica del dominio del core de HAstV-1, en amarillo el
core externo (P1) y en azul el interno (S); (d) estructura cristalografica del dimero del dominio de
espicula (22).

VI. Ciclo de replicacién

I. Entrada y union
A pesar de los avances en los ultimos afios, aun se desconoce con totalidad
el ciclo de replicacion, incluso para los astrovirus clasicos (Fig. 5). La replicacion
comienza con la union del virus maduro al receptor de la célula. Se desconoce el
receptor o receptores celulares para los astrovirus, sin embargo, la estructura
cristalografica de la espicula mostré una composicion de residuos polares

conservados, especialmente aminoacidos con carga positiva/negativa,
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caracteristico de sitios de union a un receptor de oligosacaridos, lo que sugiere que
los astrovirus de humano utilizan una molécula de polisacarido como receptor
celular. Sin embargo, a pesar de que se ha probado heparina, heparan sulfato o
dextran sulfato para bloquear la infectividad de HAstV-8, sélo se ha podido observar
un bloqueo parcial de su infectividad. Este resultado refuerza, aunque no prueba de
manera definitiva, que una molécula de azucar puede funcionar como un receptor
celular o al menos se utiliza para el reconocimiento inicial de astrovirus en la célula
(22).

Estudios muestran que el tiempo promedio para la union del virus a la
superficie celular es de 10 min y que, al utilizar drogas bloqueadoras del ensamble
de clatrina (cloropromazina y dansilcadaverina), integridad del citoesqueleto
(citocalasina D y jasplakinolido) y acidificacion del endosoma (bafilomicina Al), se
inhibe la infectividad de HastV-8 en células Caco-2. Estos resultados sugieren una
ruta de entrada endocitica mediada por clatrina, dependiente del citoesqueleto de
actina y la acidificacion de endosomas. Esto se confirmo 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 esta involucrada en la escision de los endosomas de la membrana
celular) y Epsl15 (adaptador de proteinas que interactian con clatrina durante la

endocitosis) observando una disminucion en la replicacion de HAstV- 8 (23).

Cuando el virus entra a la célula, el RNA gendmico es liberado al citoplasma.
Se desconocen los factores virales o celulares implicados en este proceso. Se ha
estimado que el tiempo medio de liberacién del RNA gendmico es de 130 minutos.
Cuando se reduce la expresion de Rab7 utilizando iRNA, la infectividad de HAstV-
8 disminuyd un 50%. Rab7 es una GTPasa involucrada en el proceso del trafico
vesicular, particularmente en la maduracion de endosomas tempranos a
endosomas tardios, lo que sugiere que el virus debe llegar al endosoma tardio para

liberar su genoma (23).
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Figurab. Ciclo dereplicacion de los astrovirus clasicos. (a) Sintesis de la poliproteina precursora
de la capsideVP90, de 90 kDa, a partir del RNA subgendémico (sgRNA), (b) Ensamble de las
proteinas VP90 (180copias) 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 y VP27, (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) Liberacién del genoma del virus en el endosoma tardio. La replicacién del virus ocurre
asociada a membranas (22).

Il. Traduccion y replicacion del genoma
Una vez que se libera el RNA genémico, éste es utilizado como molde para
sintetizar las poliproteinas no estructurales nspla y nsplab. Nspla esta codificado
en el ORF1a, mientras que nsplab se traduce a partir del ORFla y ORF1b a través
de un mecanismo de cambio de lectura. El largo del ORF1a varia entre los astrovirus
de mamifero (1). EI ORF1a codifica un dominio putativo de helicasa (HEL), varios
dominios transmembranales (TM) y de coiled-coil (CC), el dominio de proteasa

(PRO), una proteina unida al genoma (VPg), una region hipervariable (HVR), una
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sefal de localizacion nuclear (NLS) y un dominio de muerte putativo (DD). Es
importante sefialar que experimentalmente sélo se han podido identificar la proteasa
y la VPg. El ORF1b codifica la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) (Fig.
6).

El proceso de corte de las poliproteinas no estructurales del virus, llevado a
cabo por la proteasa viral y por una proteasa celular no identificada, est4 poco
caracterizado. Los estudios realizados con varios HAstV clasicos muestran
diferentes productos intermedios y finales. Se ha identificado en la poliproteina
Nspla varios dominios putativos transmembranales que podrian ayudar a anclar los
complejos de replicacidon no estructurales en las membranas celulares (24). Se
desconoce si el procesamiento proteolitico de las poliproteinas no estructurales
tiene lugar antes o después del anclaje a las membranas intracelulares, pero en
estudios in vitro se ha observado reordenamientos de membrana en células
infectadas con HAstV (25, 26). Se ha visto que tanto las proteinas no estructurales
como el RNA viral co-localizan con el reticulo endoplasmico y se ha predicho una
sefal de retencién del reticulo endoplasmico al final de Nspla (26), por lo que se
cree que las membranas intracelulares derivadas del reticulo endoplasmico serian

el sitio celular para replicacion del genoma de los astrovirus.

Se han sugerido al menos 4 sitios de corte para la poliproteina Nsp1la, lo que
puede generar 4 posibles productos Nspla/l, Nspla/2, Nspla/3 y Nspla/4. La
proteina Nspla/3 codifica para una proteasa de serina que estd encargada de
algunos de los cortes proteoliticos de la poliproteina, resultando en las proteinas no
estructurales individuales. La estructura cristalografica de la proteasa viral se ha
resuelto a 2.0 A de resolucion, mostrando una triada catalitica Asp-His-Ser tipica de
las proteasas de serina. A pesar de que se logré probar que la proteina es
cataliticamente activa, no se logré ver actividad en trans (27). Por otro lado, la
proteina Nspla/4 contiene el dominio de muerte (DD), la secuencia de localizacién

nuclear (NLS), un dominio para la proteina viral ligada al genoma (VPg) y una regién
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hipervariable (HVR). La funcién de los otros productos de corte de Nspla no han

sido caracterizados.

Se identificé una proteina ligada al genoma viral (VPg) unida covalentemente
al extremo 5’ del genoma a través de un enlace fosfodiéster, que es esencial para
la infectividad del virus, ya que una mutacion puntual en esta regién inhibe su

replicacion (28).

Nonstructural polyproteins
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Figura 6. Procesamiento putativo de las proteinas no estructurales codificadas en el ORFlay
ORF1b. En morado los productos de procesamiento del ORFla y en amarillo los productos de
procesamiento del ORF1b. 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.
Los triangulos muestran posibles sitios de corte proteolitico. Modificado de (4).

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 sefial estd dada por una secuencia

heptamérica (AsC) y una estructura de tallo-asa, las cuales estan conservadas en

23



los astrovirus clasicos y los nuevos astrovirus de humano (17, 29). La proteina
obtenida, Nsplab, es procesada co-traduccionalmente en el amino terminal por una

posible proteasa celular para formar la proteina nsplb (30).

Una vez sintetizadas las proteinas no estructurales del virus, estas 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, inicialmente se sintetiza una copia completa
del RNA genomico (RNAg), que se conoce como RNA antigenomico (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 y otra al
RNA sub-gendmico (RNAsg). Este RNAsg sirve como RNAm para dirigir la sintesis
de las proteinas estructurales del virus. Aun 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 del modo “replicacién” (sintesis del RNAag) al modo “transcripcion”
(sintesis del RNAgQ) (31). 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, sintesis de acidos grasos y metabolismo
del fosfatidilinositol e inositol fosfato disminuyen las cantidades de RNA gendmico
en HAstV-8. Sin embargo, aln se desconoce el papel de estas y de otras proteinas

gue pudieran estar involucradas en la replicacion viral (32, 33).
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[ll. Ensamble y salida

Las proteinas estructurales se sintetizan a partir del RNA sub-gendmico,
inicialmente como una poliproteina de 90 kDa (VP90), posiblemente a través de un
mecanismo que involucra la presencia de VPg en el extremo 5" del RNAsg (28). La
mitad N-terminal de VP90 es menos variable que la mitad C-terminal de la proteina.
En los astrovirus clasicos, el modelo de morfogénesis sugiere que la poliproteina
VP90 se ensambla en 180 copias formando viriones inmaduros intracelulares (19,
34) y que esta es procesada por las caspasas 3 y 9 cerca del extremo C-terminal,
resultando en las capsides virales inmaduras extracelulares de 70 kDa (VP70) (35).
El procesamiento por caspasas es importante para que el virus pueda salir de la
célula infectada; la inhibicibn de la actividad de las caspasas inhibe el
procesamiento y reduce drasticamente la liberacién de las particulas virales (34,
35).

Se sugiere que el mecanismo de liberacion de las particulas inmaduras
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 actia como una viroporina (16, 22). Ademas, se ha observado que la
infeccion con HAstV estimula la secrecién de vesiculas extracelulares y el virus
parece unirse a ellas (36). Una vez fuera de la célula, las particulas inmaduras
formadas 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 protedlisis con tripsina, la cual aumenta la
infectividad viral hasta 10° veces (37). Como se mencioné anteriormente, la
protedlisis por tripsina resulta en el procesamiento de la poliproteina VP70 para dar
finalmente 2 polipéptidos, VP34 y VP27, que constituyen el virién infeccioso maduro
(38). La proteina VP34 es derivada del domino N-terminal conservado de la
poliproteina VP70 y forma la capside; por otro lado, VP27 proviene de la region

hipervariable y forma las espiculas de la superficie de la capside (Fig. 7) (37).
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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 (22, 38)

A diferencia de lo que se ha demostrado previamente con los astrovirus
clasicos, las caspasas no parecen estar involucradas en el procesamiento del
precursor VP86 del astrovirus no clasico VAL. Si la proteasa involucrada en el
procesamiento de VP86 es de origen celular o viral ain no se determina, aunque

también es posible la participacion de mas de una proteasa (39).
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lll. ANTECEDENTES

En un brote agudo de gastroenteritis ocurrido en 2009 en una guarderia de
niflos en Virginia, EUA, se analiz6 una muestra de heces por NGS encontrandose
secuencias virales pertenecientes a la familia Astroviridae que mostraban poca

identidad con los astrovirus clasicos (12). A esta cepa se le llamé VAL.

A pesar de que el virus VAl fue descrito inicialmente en un brote de
gastroenteritis, también se ha reportado que esta asociado a casos de encefalitis,
principalmente en personas inmunocomprometidas. Hasta la fecha se han
reportado 7 casos de infeccién del sistema nervioso central por la cepa VAL.
Janowski y colaboradores reportaron la adaptacion del virus a crecer en la linea
celular Caco-2 (40). De particular interés fue la observacion de que VAL, a diferencia
de los astrovirus clasicos, no requiere ser tratado con tripsina para activar su
infectividad. Asi, al ser propagado en esta linea celular, el nUmero de copias de RNA
viral en células infectadas con el virus tratado y no tratado con tripsina no fue
significativamente diferente a lo largo de varios pases. En un trabajo previo (41)
evaluamos lo que estaba ocurriendo con el procesamiento de la proteina de la
capside de VAl y si las proteasas involucradas (caspasas y tripsina) en el ciclo de
replicacion de los astrovirus clasicos tenian un papel en la replicacion de VAL. Los
experimentos realizados utilizando el inhibidor Z-VAD mostraron que el precursor
de la capside de VAl no es procesado por caspasas intracelularmente y la
inactivacion de estas proteasas celulares no afecta la progenie viral. También
demostramos que la infectividad viral no se altera al tratar el virus purificado con
tripsina, y que las proteinas que forman el virion maduro no son susceptibles al corte
por esta proteasa, lo que es de esperarse, dado que el virus infecta naturalmente el

tracto gastrointestinal donde hay presencia de tripsina.

De manera sorprendente, encontramos que a pesar de que el virus no
requiere ser tratado con tripsina para ser infeccioso, la poliproteina precursora de la

capside del astrovirus VA1l si se procesa proteoliticamente en algin momento
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durante el ciclo de replicacion del virus. Hicimos una caracterizacion preliminar del
procesamiento de la proteina precursora utilizando anticuerpos dirigidos contra
diferentes regiones de la proteina protectora que fueron generados con proteinas
recombinantes expresadas en E. coli. Desafortunadamente, dos de estas proteinas
disefladas para generar anticuerpos que reconocieran a la espicula y al extremo
carboxilo terminal de la proteina precursora, no indujeron anticuerpos de buena
calidad, lo cual no nos permitié llegar a una conclusién sobre el procesamiento de
estas regiones. Debido a esto, tampoco se pudo caracterizar completamente a las

proteinas que conforman el virion maduro.
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IV. HIPOTESIS

La proteina precursora de la capside se procesa intracelularmente por la proteasa

viral para dar origen a la forma infecciosa del astrovirus VAL.

V. OBJETIVO GENERAL

Avanzar en la caracterizacion de la via y productos finales del procesamiento de la

proteina precursora de la capside del astrovirus VAl y definir su papel en la

activacion de la infectividad viral. Asimismo, determinar el origen de la proteasa

encargada de dicho procesamiento,

I. OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar el procesamiento de la proteina precursora de la capside del
astrovirus VAL.

Caracterizar las proteinas que forman el viribn maduro

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

Definir si la proteasa que procesa la proteina precursora de la capside viral

del astrovirus VA1 es de origen celular o viral.
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VI. METODOLOGIA

|. Células y virus

La linea celular Caco-2 (células de adenocarcinoma colorectal humano), clona de
C2BBel, obtenida a partir de la American Type Culture Collection (ATCC) se utilizé
en este trabajo. Las células se crecieron en DMEM Advanced (Dulbecco's modified
Eagle's medium-reduced serum) (Gibco Cat. 12491015) suplementado con 5% de
suero fetal bovino (SFB) y 2 mM de glutamina (Gibco Cat. 11539876) a 37°C en una
atmésfera de 10% de COa.

La linea celular HEK 293T T7 (células embrionarias de rifildbn humano), expresa
constitutivamente la polimerasa del fago T7 en citoplasma. Se crecié bajo una
atmosfera de 5% de CO2, a 37°C, en las mismas condiciones que las células
C2BBel.

La cepa de astrovirus VA1 (VAL/HMO-C) fue amablemente donada por David Wang
(Universidad de Washington). Se propag6 en células Caco-2. Se infectaron células
Caco-2 a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.01 a 0.001 y se incubo6 a 37°C
durante 1 h con una atmosfera de 10% de CO:2 para permitir la adsorcion del virus.
Posteriormente, se dejo el inocul6 y se adicion6 DMEM HG (Dulbecco's modified
Eagle's médium High Glucose) +10% SFB y se incubd bajo una atmdésfera de 10%
CO:z durante 5 a 7 dias. Las células se congelaron y descongelaron tres veces, y se
determiné el titulo viral por medio de un ensayo inmunoperoxidasa para detectar el
namero de focos infecciosos como se describe en la siguiente seccion. El lisado de

las células infectadas (stock viral) se alicuoté y almacend a -70°C.

[I. Anticuerpos

En este trabajo se emplearon varios anticuerpos policlonales de conejo dirigidos
contra el ORF2 del astrovirus VA1 (nimero de acceso a GenBank NC_013060.1).
El anticuerpo DB se generd contra una proteina que comprende los aminoacidos 71
al 403 del precursor de la capside viral y el a-core contra una proteina que contiene

los aminoacidos 180 al 300 fusionada a la glutation S-transferasa (GST), usando el
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vector pGEX-4T-1 (Pharmacia). Ambas proteinas se sintetizaron en E. coli (42), se
purificaron y se utilizaron para generar un suero hiperinmune en conejos Nueva
Zelanda, como se reportd anteriormente (43). El anticuerpo a-proteasa NH2 esta
dirigido contra la regién del ORF1a comprendida entre los amino&cidos 420 al 581
y se sintetiz6 en E. coli como fusion con la proteina glutation S-transferasa (GST),
usando el vector pGEX-4T-3 (Pharmacia). El suero hiperinmune se produjo como
se menciond anteriormente. Los tres anticuerpos mencionados anteriormente se
realizaron en el laboratorio. Ademas, se obtuvieron dos péptidos sintéticos y sus
correspondientes anticuerpos de conejo de la compafiia GeneScript. Estos péptidos
representan los aminoacidos del ORF2 559-VLSEPEDFDVVQKS-572 (anticuerpo
a-Espicula) y 745-AIAVKKKLRRGHAE-758 (anticuerpo a-COOH). Los anticuerpos
contra HAstV-8, cepa Yuc-8, han sido reportados (37).

[ll. Ensayo de infectividad

El titulo viral se determind por medio de un ensayo de inmunoperoxidasa, segun lo
descrito por Méndez y colaboradores (37). Se crecieron células Caco-2 en cajas de
96 pozos hasta que se formd una monocapa confluente. La monocapa se lavo 2
veces con MEM (Minimum Essential Medium) y se infectaron con 50 pl del lisado
viral de interés con diluciones seriadas dobles por 1 hora a 37°C. El virus que no se
adsorbi6 se removié y se incubaron las células durante 48 h a 37°C en un ambiente
con 10% de CO2. Posteriormente se lavo la monocapa con 100 ul de PBS, se fijo
con una solucion de formaldehido al 2.5% en PBS durante 20 min a temperatura
ambiente y se lavé 3 veces con PBS 1x. Después, la membrana de las células se
permeabilizé con una solucién de Tritdn X-100 (Sigma) al 0.2% en PBS durante 15
min a temperatura ambiente. Nuevamente se lavo la monocapa 3 veces con PBS y
se afiadio el anticuerpo primario monoclonal producido en raton contra el astrovirus
VAl (2A2 diluido 1:1000) Posteriormente se afiadié 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 la proteina A durante 1 h a 37°C, ambos
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se lavaron tres veces con PBS. Por ultimo, se adicion6 el sustrato de peroxidasa
(50 ul por pozo que contiene 1 mg/ml de 3-amino-9-ethyl carbazol (AEC), 0.04%
H202, y buffer de acetato de sodio (50 mM, pH 5). Una vez que se observo
coloracion en las células estas se lavaron con agua 2 veces y se contaron las
unidades formadoras de focos (uff/ml) con un objetivo de 20x en un microscopio
invertido Nikon TMS.

IV. 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) y se
hirvié por 5 minutos.

Las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% y se
electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Millipore) a 130 mA por 1 h.
Posteriormente, la membrana se bloque6é durante 1 h con leche descremada
(Carnation) al 5% en PBS-Tween al 0.1%. La membrana se incubé con el anticuerpo
primario diluido en leche descremada al 1% en PBS-Tween al 0.1%, durante toda
la noche a 4°C en agitacion. La membrana se lavo 3 veces con PBS-Tween al 0.1%
durante 10 min cada lavado y se afiadi6 el anticuerpo secundario (a-1gG de conejo
acoplado a peroxidasa, diluido 1:3000) por 1 h a temperatura ambiente. Finalmente,
se lavo la membrana 5 veces con PBS-Tween al 0.1% durante 10 min cada lavado.
Se detectaron las proteinas utilizando el sistema Western Lightning
Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer) exponiéndose a una pelicula

hipersensible Kodak.

V. Purificacién de astrovirus VA1l

Se crecieron células Caco-2 en 6 platos de 150 mm hasta alcanzar confluencia y se
infectaron con VAl a una MOI de 5 durante 48 h a 37°C. Transcurrido el tiempo se
colectaron el medio y las células y se centrifugé por 10 min a 2,000 x g. El

sobrenadante se desechd y el pellet se resuspendié en Triton-X100 al 1% en buffer
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TNE (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 0.15 M NaCl, 10 mM EDTA), se incub6 durante 30
min en hielo y se agité cada 5 min. Los tubos se centrifugaron a 2,000 x g durante
10 min a 4°C y se transfirié el sobrenadante a tubos opacos de polipropileno de 5
ml (Beckman). Los tubos se centrifugaron a 70,000 x g por 16 h a 4°C. Finalmente,
el pellet de la dltima centrifugacion se resuspendio en de buffer TNE y se sonicé
para solubilizar el pellet. La muestra se centrifugé a través de 1 ml de sacarosa al
30% en buffer TNE a 200,000 x g por 2 h a 4°C. El virus presente en el pellet se
purifico por densidad en gradientes de CsCI. Para esto, el pellet se resuspendi6 en
4 ml de TNE, se sonicO y se le afiadieron 2.4 g de CsCl. Después se realiz6 una
centrifugacion a 160,000 x g por 18 h a 4°C y se colect6 la banda opalescente
correspondiente a las particulas virales; esta se diluy6é a un volumen final de 5 ml
de TNE y se centrifugd a 200,000 x g por 2 h a 4°C. El pellet obtenido se resuspendio
en 400 pl de TNE.

VI. Caracterizacion del procesamiento de la proteina precursora de la capside
Para caracterizar el procesamiento de la proteina precursora de la capside se
infecté con el astrovirus VA1 una monocapa de células Caco-2 en una placa de 6
pozos a una MOI de 5 durante 48 h a 37°C. Transcurridas las 48 h se quito el
sobrenadante y se lisaron las células con 200 pl de buffer de Laemmli 1x. La
muestra se hirvid durante 5 min y se realiz6 un Western blot para evaluar la
interaccién de las proteinas con 4 anticuerpos diferentes: uno dirigido contra el core
y espicula (anticuerpo DB), uno contra el core (a-core), uno contra la espicula (a-
Espicula) y uno contra el extremo C-terminal (a-COOH). Ademas, en este Western
blot se incluy6 una muestra de virus purificado y control de lisado de células Caco-
2 (MOCK).

VII. Inhibidores de proteasas
Con el objetivo de confirmar si el procesamiento de la proteina de la capside es

necesario para que el virus sea infeccioso, se crecieron células Caco-2 en pozos de
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48 y se infectaron con el astrovirus VA1 a una MOI de 5. Transcurridas 24 h de
infeccion se agregaron por separado los siguientes inhibidores (Tabla 2): Bestatina
10 uM (Sigma, B8385), Aprotinina 0.3 pM (Sigma, A3428), Leupeptina 100 uM
(Sigma, L8511), Pepstatina A 10 uM (Sigma, 77170), PMSF 1 mM (Sigma, P7626),
E64 10 uM (Sigma, E3132), AEBSF 1 mM (Sigma, A8456), EDTA 1 mM (Sigma,
E65511) y cOmplete ultra (coctel de inhibidores de proteasas) 1:100 (Roche,
05892988001) y se incubaron por 12 h a 37°C con una atmésfera de CO: al 10%.
La monocapa se lavo una vez con PBS y a todas las condiciones anteriores se les
agregd céctel de inhibidores de proteasas. Se congelaron y descongelaron tres

veces las células y las muestras se analizaron por Western blot.

Tabla 2. Inhibidores de proteasas y sus caracteristicas

Inhibidor de aminopeptidasas Se desconoce 1-10 uM

Inhibidor de  serin  proteasas No permeable 0.01-0.3 uM
(reversible)

Inhibidor de serin y cistein proteasas No permeable 0 10-100 uM
(reversible) permeable, depende de

la fuente
Inhibidor de proteasas asparticas Poca permeabilidad 1-10 uM
(reversible)
Inhibidor de  serin  proteasas No permeable o 1,2y3mM
(irreversible) permeable, depende de

la fuente
Inhibidor de cistein proteasas Permeable 1-10 uM

(irreversible)

Inhibidor de  serin  proteasas Permeable 0.1-1 mM
(irreversible)

Inhibidor de metaloproteasas Permeable 1-10 mM
Inhibe de serin, cistein, asparticas y Mixto 1x
metaloproteasas
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VIII. Construccién de la clona pT7CF1-ORF2

Para identificar la identidad de la proteasa involucrada en el procesamiento de la
proteina precursora de la capside, se cloné en el vector pT7CF1-CHis, el cual esta
controlado por el promotor del fago T7 el ORF2 (proteina precursora de la capside)
de VA1 (Fig. 8).

Promotor IRES ORF2 (2277 pb) PoliA T

Figura 8. Representacion de la clona pT7-ORF2 VAL. En naranja se encuentra el promotor del
fago T7, el cual da inicio a la transcripcion mediada por la polimerasa del fago T7. En gris esta el
IRES o sitio interno de entrada del ribosoma. En azul se encuentra el ORF2 de 2277 pb seguido por
una cola de poli adeninas, y por un terminador de la transcripcion.

Para esto se disefiaron oligonucledtidos para amplificar por PCR el ORF2 que se
encontraba parcialmente clonado en otro vector (ver la siguiente seccién). Los
oligonucledtidos fueron sintetizados por la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de

DNA del Instituto de Biotecnologia.

Tabla 3. Secuencia de los oligonucle6tidos sintetizados parala amplificacion del ORF2 a partir
de la clona parcial del genoma de VA1. Se muestra el tamafio del ORF2. En rojo esta el sitio de
corte para la enzima Nrul y en verde el sitio de corte para el enzima Xhol.

Tamarfo del gen
amplificado Oligonucledtido sentido Oligonucleotido anti-sentido

2277pb
GGTAGGCAGCCCCAGC ¥ GGCGTGGCCTCGG 5

Amplificacién del ORF2 a partir de la clona parcial del genoma de VAl
(pT7-ORF1b y ORF2 VA1)
Se amplificé el ORF2 a partir del plasmido pT7-ORF1b y OR2 VA1 utilizando los
oligonucledtidos de la tabla 3. Se agregaron 500 ng del templado de DNA, 1 ul de
polimerasa Vent (NEB), 2 ul de oligonucleétido sentido 10 uM, 2 ul de
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oligonucleotido anti-sentido 10 uM, 1 ul dNTPs 12.5 mM, 5 ul ThermoPol reaction
buffer, 1.5 ul MgS0O4 100 mM y 37.5 ul H20, en el siguiente programa:

Tabla 4. Programa de PCR utilizado para la amplificacion del inserto.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 ciclo 95°C 2 min
95° C 15 seg
25 ciclos 55°C 30 seg
72°C 3 min
1 ciclo 72°C 5 min

Corte con las enzimas Nrul y Xhol
Se tomo 1 ug del vector pT7CF1-CHis y se cortdé simultaneamente con las enzimas
Nrul y Xhol (Thermo Fisher Scientific) por 1 h a 37°C, utilizando el buffer Cutsmart
(NEB) y H20. Para el inserto se tomaron 500 ng y se corté con las mismas
condiciones para el corte del vector. Tanto el vector como el inserto se purificaron

de gel, por columna (GeneJet Gel Extraction Kit, Thermo scientific).

Ligacion
Se realiz6 la mezcla de ligacion (proporcion 1:5 pT7CF1-CHis:ORF2, 1 ul T4 DNA
ligasa 5 U/ul (Thermo Fisher Scientific), 3 ul buffer T4 DNA ligasa 10x y H20 libre
de nucleasas) y se dej6 ligando toda la noche a 16° C. Finalmente se purificé por

columna (GeneJet PCR Purification Kit, Thermo scientific).

Transformacion de bacterias DH5« electrocompetentes
Una vez purificada la ligacion se tom6é un volumen de 5 ul y se agreg6é en
condiciones de esterilidad a 50 ul de bacterias DH5a (DO 0.25) en hielo. A
continuacion, se electroporaron las bacterias bajo las siguientes condiciones: 10 uF,

600 Ohm y 1800 Volts durante 2 s. Los 35 ul se colocaron en 500 ul de medio LB
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(Luria Bertani) y se incubaron durante 1 h a 37°C. El volumen final se plaqueé en

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

PCR de colonia
Para el PCR de colonia se preparé una mezcla de reaccion (2 ul dNTPs 12.5 mM,
2 ul oligonucledtido sentido (10 pmol/ul), 2 ul oligonucleétido anti-sentido (10
pmol/ul), 10 pul Thermo pol buffer, 0.5 ul Tag DNA pol y H20 libre de nucleasas). De
esta mezcla se tomaron 10 ul para cada tubo. En condiciones de esterilidad se pico
una colonia utilizando una punta blanca de pipeta Eppendorf y se introdujo dicha
punta en los tubos con la mezcla de PCR e inmediatamente después se deposito la
misma punta en un tubo Eppendorf con 200 ul de medio LB més el antibittico de
seleccién. Las bacterias depositadas en los tubos con la punta se incubaron a 37°C

en agitacion y el DNA en los tubos se amplifico por PCR.

IX. Transfeccién de los plasmidos pT7-ORF2 VA1 en HEK 293T T7

Se crecieron células HEK 293T T7 en una placa de 48 pozos hasta una confluencia
del 80%. Una hora antes de iniciar la transfeccion se les cambié el medio por 225
ul de DMEM Adv fresco. Se preparo la mezcla de DNA agregando MEM sin suero
para 12.5 ul finales, 2 ul agente P3000 (ThermoFisher) por cada ng de DNA
transfectado y la cantidad del DNA de interés a transfectar (entre 1 y 2ug); a la par
se preparé la mezcla de lipofectamina agregando 12.5 ul de MEM sin suero finales
y 2ul lipofectamina 3000 (ThermoFisher) por cada pug de DNA transfectado. La
mezcla de DNA se afiadio a la mezcla de lipofectamina y se incubd por 10 min a
temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla se afiadié a la monocapa de células
por goteo y se incubo durante 48 h a 37°C. Transcurrido el tiempo se quit6 el
sobrenadante y las células se recuperaron en 70 ul de buffer Laemmli, se hirvio

durante 5 min y se realizé un Western blot utilizando los anticuerpos que se indican.
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X. Optimizacién del ORFla para su clonacion en el vector pT7CF1-CHis

Debido a los antecedentes de la dificultad de clonar el ORFla, aparentemente
debido a su secuencia de nucledtidos se decidié optimizar la secuencia del ORF1la
para humano utilizando la herramienta https://www.idtdna.com/CodonOpt. Esta
secuencia optimizada se sintetiz6 y clon6 en la compafila GenScript para, de
manera posterior, transfectar junto con el pT7-ORF2 en las células HEK 293T T7 y

evaluar el procesamiento por Western blot.
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VIl. RESULTADOS

|. Caracterizacion del procesamiento de la proteina precursora de la capside
del astrovirus VAL.

Para avanzar en la caracterizacion del procesamiento proteolitico de la
proteina precursora, y definir con mayor certeza su peso molecular, se usaron
anticuerpos policlonales dirigidos contra dos fragmentos de la poliproteina que
fueron generados previamente (41) (Fig. 9B, sueros DB y a-core). El suero de
conejo DB reconoce la proteina del core y una regién del amino terminal de la
espicula, mientras que los anticuerpos a-core reconocen un fragmento especifico
de este dominio de la proteina. Para contar con herramientas inmunoldgicas mas
especificas que permitieran caracterizar con mayor precision el procesamiento de
la proteina precursora de la cdpside, se sintetizaron dos péptidos en la compafia
GeneScript que corresponden a la espicula (a-espicula) y al carboxilo terminal (a-
COOH) de la proteina precursora (Fig. 9B), de acuerdo a lo que se sabe de estos

dominios en la proteina VP90 de los astrovirus clasicos (Fig. 9A).
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Figura 9. Caracterizacién de los productos del procesamiento de la proteina de la capside. (A)
Diagrama del precursor de la capside y su procesamiento en el astrovirus clasico HAstV-8, (B)
Diagrama del precursor de la capside y proteinas y péptidos recombinantes. El ORF2 se representa
como un recuadro; las proteinas recombinantes y los péptidos a-Espicula y a-COOH utilizados para
generar anticuerpos se representan como lineas moradas. El diagrama est4 a escala, y se muestran
las posiciones relativas de las proteinas recombinantes Core y DB del astrovirus VAL, y los péptidos
espicula y COOH; los niumeros indican los residuos de aminoacidos VA1 ORF2 incluidos en cada
proteina o péptido. (C-F) Identificacion de las proteinas de la capside, core y espiculas ensambladas
en el virus infeccioso maduro. Las monocapas de células Caco-2 no se infectaron (Mock) o se
infectaron con VA1 a una MOI de 5 y se dejé que la infeccion prosiguiera durante 48 horas a 37°C.
Al final del periodo de incubacion, se descarté el medio celular y la monocapa se lavo dos veces con
DMEM-HG y se lisé mediante tres ciclos de congelacién-descongelacion. Se afiadié buffer Laemmli
y las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE al 10% y se analizaron mediante Western blot
utilizando los anticuerpos (C) a-DB, (D) a-core, (E) a-Espicula o (F) a-COOH. ICL, lisado celular
infectado; VAL, particulas virales purificadas; Mock, células no infectadas. Los marcados de peso
molecular (MW) estan indicados entre los paneles (D) y (E). Las flechas en el panel izquierdo (C) y
en el panel derecho (F) indican los pesos moleculares estimados aparentes para las proteinas
virales. Las proteinas de 33 y 38 kDa corresponden al core y la espicula del virus maduro e
infeccioso.
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Los diversos anticuerpos se usaron para analizar mediante Western blot las
proteinas de células Caco-2 infectadas y cosechadas a 48 h post-infeccién, células
no infectadas (mock) y las proteinas presentes en el virus purificado (Fig. 9C-F). En
el lisado de células infectadas, el anticuerpo DB reconoci6 una proteina precursora
principal de 86 kDa y un segundo precursor menor de aproximadamente 80 kDa.
También se reconocieron cuatro proteinas adicionales, de 33, 35, 38y 42 kDa (Fig.
9C). En el virus purificado se detectaron dos proteinas principales, de 33 y 38 kDa,
lo que confirma que el anticuerpo DB reconoce regiones del core y de la espicula
del virus; también se observé débilmente una tercera proteina de 35 kDa (Fig. 9C).
El anticuerpo policlonal que se esperaba que reconociera el dominio core (a-core)
reconocio la proteina precursora de 86 kDa y tres proteinas de 33, 35y 42 kDa en
el lisado de células infectadas, mientras que en el virus purificado una sola proteina
de 33 kDa (Fig. 9D). Estos resultados indican que la banda de 33 kDa corresponde
al core del virus, mientras que las proteinas de 35 y 42 kDa parecen ser
intermediarios de procesamiento de este dominio estructural. En diferentes
experimentos la proteina precursora de 35 kDa mostro un peso molecular aparente
gue oscil6 entre 34.5y 36.2 kDa, mientras que la de 42 kDa oscil6 entre 40.5y 42.6
kDa, lo que sugiere que sitios de procesamiento alternativos pueden dar lugar a
proteinas intermediarias del core que se pueden ensamblar en las particulas virales

maduras (infecciosas).

El anticuerpo dirigido contra la espicula (a-espicula) s6lo reconocio la
proteina precursora de 86 kDa en el lisado celular infectado, y una proteina de 38
kDa en el virus purificado (Fig. 9E), lo que indica que esta proteina corresponde a
la espicula. La no deteccion de la proteina de 38 kDa en las células infectadas
probablemente se debe a la baja afinidad, o bajo titulo, de los anticuerpos a-
espicula. Finalmente, el anticuerpo dirigido contra la region carboxilo terminal de la
poliproteina codificada por ORF2 (a-COOH) reconocio la proteina precursora, asi
como productos de procesamiento intermedio en el lisado celular de varios pesos

moleculares. También reconocio trazas del mismo precursor en el virus purificado
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(Fig. 9F), lo que sugiere que la proteina precursora no esta presente en el virus
maduro o esta en muy pequefia cantidad. De manera importante, estos resultados
indican que la region COOH-terminal de la proteina precursora se corta durante el
procesamiento de la poliproteina y no esta presente en el virus maduro. No se
observaron bandas en lisados de células no infectadas con ninguno de los cuatro

anticuerpos de proteina a-ORF2 evaluados.

Después del analisis de mas de diez inmunoblots, y con base en las masas
moleculares observadas para la proteina precursora y para las proteinas
incorporadas en el virus infeccioso, nombramos VP86, VP38 y VP33 a la proteina

precursora, la proteina de la espicula y la proteina del core, respectivamente.

Este andlisis nos permiti6 ademas definir con mayor certeza los posibles
sitios de procesamiento de la proteina precursora que dan origen a los
intermediarios de corte, asi como a las proteinas que estan presentes en los viriones

infecciosos (Fig. 10).
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Figura 10. Procesamiento proteolitico propuesto para la proteina de la capside ORF2 del
astrovirus VAL. (A) Los cuadros azul y rojo representan los productos proteoliticos observados
durante la replicacién del virus; el recuadro rayado representa un péptido conector que
probablemente se pierde durante el proceso de maduracion del precursor. Se indican los dominios
basicos y acidos del precursor. La flecha roja indica el extremo amino del dominio de la espicula
VP38 determinado por la secuenciacién N-terminal de la proteina; las flechas negras continuas
representan el extremo carboxilo estimado de VP33 y VP38, basado en los pesos moleculares
aparentes de las proteinas que constituyen el virus infeccioso maduro; las flechas discontinuas
representan procesamientos que dan productos proteoliticos intermedios del core de VP36 y VP42,
(B) Productos del procesamiento por tripsina que constituyen el virus clasico maduro e infeccioso del
astrovirus serotipo 8 de humano (HAstV-8).

Il. Caracterizacion de las proteinas que forman el virion maduro

Para complementar la caracterizacion de las proteinas estructurales del virus
y definir de manera mas fina los extremos amino y carboxilo del core y de la
espicula, se llevo a cabo un analisis por espectrometria de masas de las proteinas
presentes en el virus purificado. Para esto, se purificaron las particulas virales por
gradientes de densidad en CsCl y se separaron las proteinas por electroforesis en
un gel de poliacrilamida/SDS. Las bandas se tifieron con azul de Coomassie, se

cortaron del gel y se analizaron por espectrometria de masas.

Para definir con mayor precision la secuencia de cada una de las dos

proteinas, se identificaron los péptidos obtenidos por digestion triptica de las
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proteinas (incluyendo en el andlisis los péptidos semi-tripticos), asi como los
obtenidos por digestion con la proteasa ProAlanasa, que corta en prolinas y
alaninas. El resumen de las secuencias determinadas para cada proteina con base

en la coleccion de péptidos identificados se muestra en la figura 11.

A B
- 30 MAGRQPQQAL PKAAAKQIAK EVVKQEKKEP VVRKKKQFYP NPKENNRFNK KEVKKQLDKN LKKQGFEGPK
-7 PRFAVTVSAT IGKVGPNKSQ GPELQISTFM HPSLMKEPND GTNFGPLQSA AAQWGLWRLK NLSVTEFTPLV
i . GPSAVTGSVFEF RISLNMAQSP GATSWGGLGA RKHKDVAVGK QFTWKLQOKGD LTGPRETWWL TDTNEEGAQS
- 57 CGPLLEIHGL GETTSTYKDA AWAGDLEFIVE VRGRWEFANY NSKPALGMLE RVTETTNASI EVANGNMIMT
VPONSQLARH MSERFERTTN ASTVGETIWQ IVDEGAGLVA NVAPPPFTWL IKGGWWEVKK LLGRSAN-
Spike 43
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Figura 11. Secuenciacidon del N-terminal y analisis por espectrometria de masas de las
proteinas de la capside del virus maduro. (A) Las proteinas del virus purificado por CsCl se
separaron mediante SDS-PAGE al 11 %, se tifieron con azul de Coomassie coloidal, (B) En amarillo
se encuentra la secuencia de aminoacidos correspondiente al core VP33 y en verde la espicula
VP38.

Resaltado en amarillo se muestra la secuencia determinada para VP33 (core)
y en verde la secuencia identificada a partir de los péptidos de VP38 (espicula).
Como se puede ver, existe una region entre las dos proteinas para la cual no se
identificaron péptidos en el andlisis, lo que sugiere que este segmento de la proteina
se pierde durante el procesamiento de VP86 y no esta presente en el virion. La
masa molecular de la region sefialada en amarillo es de 32.7 kDa, lo que concuerda
con la definida a través de los andlisis de Western blot, de 33 kDa. El péptido que
define el extremo amino terminal de la espicula (en verde) inicia en el aminoacido
348 (TDV...), lo que concuerda con el extremos amino de esta proteina determinada
previamente por degradacion de Edman (TDVQYLVYASLAD....) (39). El extremo
carboxilo de la espicula, definido por el péptido SDVLTLHFHLP identificado por
digestion con ProAlanasa, probablemente represente el extremo carboxilo real de
la proteina, considerando que la masa molecular de la secuencia en verde es de
37.1 kDa, comparada con la estimada por Western blot, de 38 kDa. A su vez, esto

indica que la region rio abajo del péptido mencionado corresponde al dominio
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COOH de la proteina precursora que es eliminado durante su procesamiento, de

manera similar a como ocurre en los astrovirus clésicos.

lll. El inhibidor de proteasas ABESF disminuye el procesamiento de la proteina
de la capside y abate la infectividad del astrovirus VA1l

Para evaluar si el procesamiento es necesario para activar la infectividad del
virus, decidimos probar diferentes inhibidores de proteasas que abarcaran los siete
grupos de proteasas que se han descrito, con base en sus residuos cataliticos
(mixtas, serin, treonin, cistein, aspartil, glutamil y metaloproteasas). Para esto, se
infectaron células Caco-2 durante 24 h con astrovirus VA1 a una MOI de 5, tiempo
al cual se detecta ya a la proteina precursora, aunque su procesamiento es todavia
limitado (ver Fig. 12). A este tiempo se adicionaron los inhibidores y se incubaron
por 12 horas. Transcurridas las 36 horas se lavaron las células, se agregd un
inhibidor de proteasas general (complete ultra) para evitar que continuara el
procesamiento de las proteinas o su degradacion durante los pasos siguientes y se
colectaron las células para evaluar el procesamiento y la infectividad en presencia

de los diferentes inhibidores (Fig. 12).
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Figura 12. Efecto de varios inhibidores de proteasas en el procesamiento de las proteinas de
la capside y en el titulo infeccioso. (A) Western blot utilizando el anticuerpo DB, se observa la
proteina precursora de 86 kDa y algunos intermediarios del procesamiento. Hay un menor
procesamiento con el inhibidor AEBSF. (B) Titulo infeccioso del astrovirus VA1. Hay una disminucion
en el titulo al agregar el coctel de inhibidores de proteasas y no hay titulo en presencia del inhibidor
AEBSF.

Como se puede ver en la figura 12, en presencia de todos los inhibidores
utilizados se observd un nivel de procesamiento similar de la proteina precursora
comparado con la condicién control a 24 horas. La excepcion a esto fue el inhibidor
AEBSF, que fue el Unico que demostré disminuirlo (Fig. 12A), ya que en las dos
concentraciones evaluadas VP86 no se procesa en proteinas de menor peso, como
VP33 y VP38. De manera interesante, AEBSF fue también el Gnico que disminuy6
la produccién de virus infeccioso (Fig. 12B). El inhibidor AEBSF (clorhidrato de
fluoruro de 4-bencenosulfonilo) se une irreversiblemente a las serin proteasas. A
pesar de que se probaron otros inhibidores de serin proteasas, como aprotinina,

leupeptina y PMSF, no se observo un efecto con estos.

Una de las posibilidades que surgieron al observar el efecto en la disminucion
de la infectividad utilizando el inhibidor AEBSF, es que este podria actuar inhibiendo
a la propia proteasa de serina del virus o la sintesis de novo de proteinas. Esto

ultimo se descarté al utilizar el antibidtico cicloheximida, el cual bloquea la
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elongacion traduccional, al observar que no es necesaria la sintesis de novo para
gue ocurra el procesamiento de la proteina precursora, es decir, AEBSF inhibe el
procesamiento parcial de VP86 de manera independiente a la sintesis de proteinas

virales (resultados no mostrados).

IV. ¢La proteasainvolucrada en el procesamiento de la proteina precursora de
la capside del ORF2 del astrovirus VA1 es de origen celular o viral?

Para contestar esta pregunta se exploraron las siguientes estrategias:

1. Expresion del ORF2 de VA1 en células HEK 293T T7.

El plasmido pT7-ORF2 se utilizo para transfectar células HEK 293T T7 (44),
las cuales expresan constitutivamente la polimerasa del fago T7. Esto permite la
transcripcion del ORF2 de VAL en el citoplasma bajo el promotor T7 y, por ende, la
produccion de la proteina de la capside VP86 codificada por este ORF2. La
produccion de la proteina y su procesamiento se evaluaron por medio de Western

blot utilizando el anticuerpo DB.

El anticuerpo DB reconoce a la proteina precursora de la capside de 86 kDa,
sin embargo, esta no se encuentra procesada, ya que no se observa el core, la
espicula y sus intermediarios. Para corroborar que el ORF2 no se esta procesando
en las células HEK 293T T7, se repitid el experimento agregando como control
células Caco-2 y HEK 293T T7 infectadas con VAL (Fig. 13).
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Figura 13. Metodologia experimental para la transfeccién de la clona pT7-ORF2 VAL,

Al evaluar la susceptibilidad de las células Caco-2 y HEK 293T T7 a la
infeccion por VA1 encontramos que estas ultimas se infectan 20 veces menos. Por
esta razén, evaluamos el procesamiento de VP86 en HEK 293T para poder
interpretar mejor el resultado anterior en el que la proteina precursora de 86 kDa se
expresa, pero no se procesa. Para esto, se infectaron las células HEK con VAl a
una MOI de 5 durante 48 h, y se detecto la sintesis y el procesamiento de la proteina
precursoray de sus productos de procesamiento. Aunque en ambas lineas celulares
se detecto la proteina y sus productos proteoliticos, el procesamiento de VP86 en
células HEK es menos eficiente que en células Caco-2 infectadas en las mismas

condiciones.

La observacién de que la proteina VP86 no se procesa cuando se sintetiza a
partir del plasmido, en ausencia del contexto de la infeccién viral, sugiere que la
proteasa podria ser de origen viral, o bien, que el procesamiento de la VP86 por una
proteasa celular requiere del contexto general que se genera en células infectadas,
como es la remodelacién de las membranas intracelulares inducida durante la

replicacion del virus (25, 26).
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Figura 14. Western blot de células Caco-2 o HEK 293 T7 infectadas con VA1l y HEK 293 T7
transfectadas con pT7-ORF2 o con el vector vacio pT7CF1-CHis. Se muestra el Western blot de
las muestras utilizando el anticuerpo DB Se sefiala con flechas al core 33 kDa, la espicula 38 kDa y
los intermediarios del core de 35y 42 kDa.

Considerando que no se observo el procesamiento de la proteina VP86
expresada a partir del plasmido pT7-ORF2, a pesar de expresarse de manera clara,

decidimos evaluar la siguiente estrategia:

2. Co-expresion en células HEK293T T7 del ORF2 de VA1l con la regién del
ORF1la, que codifica a la proteasa viral.
Para evaluar si el procesamiento de la proteina precursora podia ocurrir en
presencia de la proteasa viral expresada también a partir de un plasmido, se cloné
el ORFlade VA1l en el plasmido pT7CF1-CHis. Se evaluaron diferentes estrategias
de clonacién del ORFla sin éxito, por lo que se optd por utilizar los servicios de
clonacién en la compafiia GeneScript. Esta compafiia tampoco tuvo éxito después
de probar la clonacién del gen en varios plasmidos, condiciones de temperatura de
crecimiento y cepas de E. coli, ya que las clonas obtenidas tuvieron deleciones o
mutaciones. Considerando que el problema de clonacién podia deberse a la
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toxicidad para las bacterias de la secuencia de DNA del segmento de interés, se
disefid una regién del ORFla optimizada para codones de células humanas y
nuevamente se intentd su sintesis y clonacion en la compafiia GeneScript. Esta
version de ORF1la tuvo 689 nt de diferencia con la secuencia original, de 2661 nt

totales.

El ORF1la optimizado para codones humanos si se pudo clonar, por lo que
pudimos co-expresarlo en células HEK-T7 junto con el ORF2, ambos clonados en
el plasmido pT7CF1-CHis. Para esto, transfectamos 1 ug del plasmido de ORF2
junto con 500 ng, 1 ug y 2 ug del plasmido de ORF1a, respectivamente, en células
HEK-T7 por 48 h. A continuacion, analizamos por Western blot el procesamiento de
la proteina VP86 utilizando el anticuerpo DB. También utilizamos el anticuerpo a-
proteasa NH2 para evaluar la sintesis de esta proteina a partir del plasmido ORFla
(Fig. 15).

Células HEK T7

Placa de 48 pozos VAL pT7-ORF2 VA1 ORF2
Rt pT7-ORF2 VAL ORF2 pT7-ORFla VA1 ORFla opt +
D o pT7-ORFla VA1 ORFla opt
i s Lipofeccion Lipofeccion Lipofeccion
Incubar por 48h Jlnfecmon MOI 5
Analizar por Western blot
. Células HEK T7 Células HEK T7 Células HEK T7
P%?:'g: :‘5?{;25 Placa de 48 pozos Placa de 48 pozos Placa de 48 pozos
Incubar por 48h Incubar por 48h Incubar por 48h Incubar por 48h
Analizar por Western blot Analizar por Western blot Analizar por Western blot Analizar por Western blot

Figura 15. Metodologia experimental parala co-transfeccién de laclonapT7-ORF2 VAly clona
pT7-ORFla optimizado en HEK 293T T7.
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Al transfectar las células HEK 293T T7 con la clona pT7-ORFlay ORF2, por
separado, es posible identificar la produccion de la proteina precursora VP86 y la
proteasa de alrededor de 21 kDa, lo que sugiere que la transfeccion ocurrié y las
proteinas se estan expresando dentro de la célula. A pesar de que el ORF2 se esta
expresando abundantemente, no es posible apreciar el procesamiento de VP86
incluso a diferentes concentraciones del plasmido de ORFla (Fig. 16). Estos
resultados confirman el no procesamiento de VP86 cuando se sintetiza a partir de
un plasmido, aun en presencia de la expresion de la proteasa viral, cuando esta se

sintetiza también a partir de un plasmido.

OFla OFla OFla OFla OFla OFla

HEK  pT7  pT7 s500ng 1ug  2ug HEK vaLagh PT7 - PT7 5000 lug  2ug

A VA148h 293T ORFla ORF2 ORF2 ORF2 ORF2 2931 ORFla ORF2 ORF2 ORF2 ORF2
Caco2 Caco-2 77 lug lug  1ug 1ug 1ug B T7 Caco2 g lug  1ug 1ug 1ug
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Figura 16. Western blot de la co-transfeccion del ORFla optimizado junto con el ORF2 del
astrovirus VAL en lalinea celular HEK 293T T7. (A) Western blot utilizando el anticuerpo DB, se
observa la proteina precursora de 86 kDa en el control y en los carriles donde se transfect6 el ORF2
y el control de células infectadas, (B) Western blot utilizando el anticuerpo a-proteasa NH3, se
observa la proteasa en alrededor de 21 kDa en los carriles donde se transfecto el ORFlay el control
de células infectadas.
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VIil. DISCUSION

Utilizando anticuerpos dirigidos contra las diferentes regiones codificadas por
el ORF2, encontramos que los virus maduros estan compuestos por dos proteinas,
una de 33 kDa (VP33), que representa el dominio del core del virus, y una segunda
proteina de 38 kDa (VP38) que constituye el dominio de la espicula viral. Ademas,
detectamos varios intermediarios de corte de la poliproteina del ORF2 durante la
ruta proteolitica que origina a VP33 y VP38. Los productos intermediarios
detectados variaron en diferentes experimentos y también con el anticuerpo
utilizado. Por ejemplo, cuando se utilizé el anticuerpo dirigido contra el extremo
carboxilo de la proteina precursora, ademas de la proteina precursora de 86 kDa
(VP86), se observaron bandas de 46 a 77 kDa. Esto indica que el ORF2 se procesa
por el corte del extremo amino terminal para originar al menos 5 productos
intermediarios. Por otro lado, cuando se utiliza el anticuerpo contra el core, el
procesamiento de VP86 también puede comenzar desde la region carboxilo
terminal, ya que se observan productos de 35 y 42 kDa. Los resultados sugieren
gue existen rutas de procesamiento alternativas que finalmente convergen para
producir a VP33 y VP38, los dos polipéptidos que constituyen a la forma madura
infecciosa del virus. El intermediario del core de 35 kDa se observéo muy a menudo
en muestras de lisados celulares infectados a pesar de que no se detecté en el virus
maduro. El peso molecular esperado de la proteina precursora, basandonos en la
composicion de 758 aminoacidos es de 84.2 kDa. Sin embargo, el peso molecular
aparente observado es de 86 kDa. No es claro si es por una migracion atipica de la
proteina durante la electroforesis o modificaciones post-traduccionales de la

proteina en capside.

Considerando el peso molecular de VP33 (core) y el extremo amino terminal
de la espicula, parece ser que se pierde un segmento de alrededor de 50
aminoacidos de la proteina precursora durante su procesamiento, al igual que se ha
observado en el procesamiento de VP70 en HAstV-8 (1, 37). Nuestros resultados,

junto con la reciente determinacién de la estructura cristalogréfica de la proteina de
52



espicula por el grupo de la Dra. Rebecca DuBois, de la Universidad de California en
Santa Cruz, sugieren que el extremo amino terminal de la proteina de la espicula
contiene una o mas hebras beta entre los residuos 350-385 que lo unen a la proteina
del core (comunicacién personal). Este comportamiento también se ha observado
en la region amino terminal de la espicula de los astrovirus clasicos de humano (45).
Interesantemente, encontramos que la espicula del astrovirus VA1 es mas grande
gue la proteina del core, opuesto a lo observado en los astrovirus clasicos de
humanos (22). La reciente resolucién de la estructura por rayos-X de la proteina
espicula de VA1, junto con el modelamiento del dominio del core de VAl
(comunicacion personal) basado en la estructura cristalografica de este dominio
determinado previamente para dos serotipos de astrovirus clasicos (19-21), en
conjunto con los esfuerzos de nuestro grupo en colaboracién con la Dra. Jane Tao
de la Universidad de Rice por determinar la estructura de la particula viral por crio-
microscopia electronica permitira explorar las bases estructurales del

procesamiento intracelular por una proteasa todavia no identificada.

Para confirmar que el procesamiento es importante para activar la
infectividad viral decidimos evaluar diferentes inhibidores de proteasas durante la
infeccion de células con VAL. El inhibidor AEBSF fue el Unico que demostré una
disminucion en el procesamiento de VP86 y el abatimiento de la infectividad. AEBSF
es un inhibidor permeable e irreversible de serin proteasas que actlan al reaccionar
con el hidroxilo del residuo de serina en el sitio activo para formar derivados de
sulfonilo. Ninguno de los otros inhibidores de serin proteasas, como aprotinina,
leupeptina y PMSF, fueron capaces de producir una disminucién similar en la
infectividad viral y en el procesamiento de VP86. El inhibidor aprotinina es
reversible, sin embargo, no es permeable a las células. Por otro lado, el inhibidor
leupeptina es reversible y se ha reportado como permeable y no permeable.
Finalmente, el inhibidor PMSF es irreversible y se ha reportado como permeable y

no permeable (ver Tabla 2). Ademas, se probaron inhibidores de otras familias como
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cisteina, aspartico y metaloproteasas sin mostrar efectos sobre el procesamiento y

la infectividad viral.

Se ha observado que el inhibidor AEBSF es capaz de disminuir la infectividad
de otros virus de RNA como dengue y el virus sincicial respiratorio (RSV) (46, 47),
a través de inhibir la sintesis de colesterol o inhibir la entrada del virus,
respectivamente. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo siguieren que AEBSF
inhibe el procesamiento parcial de VP86 a sus formas procesadas y, por ende, no
hay infectividad, confirmando que el procesamiento a la particula madura de VP33

y VP38 es necesario para activar la infectividad.

Para evaluar si la proteasa encargada del corte proteolitico de la proteina de
la capside es de origen viral o celular, expresamos el ORF2 de VA1 en células HEK-
T7, noinfectadas con el virus. Encontramos que la proteina precursora de la capside
VP86 se expresa eficientemente, sin embargo, esta no se proceso, sugiriendo que
el procesamiento es dependiente de la proteasa viral. Para explorar esta posibilidad,
decidimos proveer la proteasa viral co-expresandola en las células junto con el
ORF2. Para esto, clonamos el ORFla de VA1, el cual codifica a las proteinas no
estructurales del virus, incluyendo la proteasa. Células HEK-T7 fueron co-
transfectadas con los vectores que dirige la sintesis de ORF2 y el del ORF1la.
Ensayos de Western blot revelaron que VP86 y la proteasa se co-expresaron en la
linea células, sin embargo, no se observo el procesamiento VP86. Estos hallazgos
pueden tener varias posibilidades. La primera es que la proteasa que procesa VP86
sea realmente la de origen viral, pero que no se haya expresado en la cantidad
suficiente, o estd no se encuentra en el compartimento celular adecuado para
interaccionar y procesar a la proteina. La segunda posibilidad es que se requiera el
contexto de la infeccibn de VAl para generar las condiciones intracelulares
necesarias para el procesamiento. Por ejemplo, la interaccion de VP86, de la
proteasa viral, o bien de ambas, con el sistema membranoso de la célula que se

genera como consecuencia de la replicacién de VALl. Este comportamiento se ha
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reportado para astrovirus clasicos y muchos otros virus de RNA de una sola cadena
de polaridad positiva, como poliovirus, norovirus, dengue, hepatitis C, coronavirus,
entre otros (48, 49). La tercera posibilidad es que la proteasa encargada de procesar
a VP86 de VAL sea de origen celular y que su expresion/activacion sea inducida
durante el proceso de infeccion. Es también posible que el contexto de la infeccion
sea necesario para reclutar la o las proteasas celulares involucradas en el

procesamiento a los compartimentos adecuados de la célula.

Es interesante mencionar que la clonacion del ORFla de VAL represent6 un
obstaculo importante, ya que ni con el esfuerzo realizado en el laboratorio, o el de
la compafiia GeneScript, logramos su clonacién. En todas las ocasiones se
generaron mutaciones o deleciones en los primeros 1600 nucledtidos del ORF1la.
Datos similares fueron reportados previamente por el grupo del Dr. Wang, cuando
establecié un sistema de genética reversa para VA1 (50). El analisis de las
caracteristicas de la secuencia de DNA del ORFla mostré que los primeros 1600
nucleotidos del genoma de VA1 tienen un porcentaje alto de adeninas y timinas
(60%). Las regiones ricas en A-T han sido reportadas como sitios en los que se
forman los complejos de replicacion y donde se inicia la sintesis de DNA (51), y se
ha visto que son zonas propensas a generar inserciones o mutaciones, por esta
razon decidimos optimizar el uso de codones del ORF1la para humano cambiando

689 nt (52% A-T), lo cual fue suficiente para permitir la clonacion del ORF1l1a.

Nuestros resultados no nos permitieron concluir si la proteasa involucrada en
el procesamiento de VP86 es de origen celular o viral, aunque también es posible
la participacién de mas de una proteasa. Se tienen consideradas varias estrategias
para tratar de determinar el origen de la proteasa, asi como su identidad. Para esto,
se propone a futuro: 1) Evaluar si el contexto de la infeccién es importante para el
corte proteolitico de VP86, construyendo un vector que exprese un tag (cola de
histidinas, myc, flag, etc.) fusionado al extremo amino de ORF2 y expresar esta

proteina de fusion en células que haya sido concomitantemente infectadas. Esto se
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puede hacer con el mismo sistema de HEK-T7, o construyendo un nuevo vector que
exprese la proteina ORF2 a partir de un promotor de células de mamifero y evaluar
el sistema en células Caco-2. 2) Co-traducir el mMRNA del ORFlay el ORF2 de VA1,
ya sea a partir de transcritos generados in vitro, o bien a partir de los plasmidos en
un sistema in vitro acoplado transcripcién-traduccién (e.g., reticulocitos de conejo),
el cual permita evaluar si la proteasa viral procesa a VP86 en estas condiciones.
Una variante de esta estrategia es co-traducir el genoma viral y el mRNA del ORF2
in vitro, teniendo al genoma del virus como la fuente de la proteasa viral. 3) Incubar
un lisado de células HEK-T7 o Caco-2, infectadas y no infectadas, con la proteina
ORF2 sintetizada in vitro y evaluar el procesamiento de VP86. Actualmente, todas
estas estrategias alternativas las estamos llevando a cabo en el laboratorio.
Enfoques mas sofisticados que podrian llevarse a cabo en el futuro son: i) evaluar
el transcriptoma de células Caco-2 infectadas y no infectadas para detectar la
posible induccion de la expresion de proteasas celulares; y ii) determinar el
interactoma de la proteina VP86 y o de la espicula en células infectadas. Estas dos
Ultimas estrategias darian informacion mucho mas amplia acerca de la biologia del
virus y de su interaccion con la célula, que es un objetivo general de interés para

nuestro grupo.

Existe la posibilidad de que la proteasa sea de origen viral, ya que se ha
reportado que para virus de la familia Picornaviridae (los cuales tienen un genoma
sSRNA(+), como poliovirus, hepatitis A, coxsackievirus y calicivirus felino) hay
evidencia que la propia proteasa viral esta involucrada en algun corte de las
proteinas estructurales y estan encargadas del procesamiento de las proteinas no
estructurales (52-54). Esto también ocurre en algunos virus de la familia
Flaviviridae, como fiebre amarilla, dengue o Zika (55). Sin embargo, en otras familias
de virus de ssRNA(+), como Togaviridae, no hay evidencia de procesamiento de las
proteinas estructurales por parte de la proteasa viral. Tampoco en el caso de virus
de la familia Coronaviridae, ya que las proteinas estructurales del virus se expresan

a partir de RNA mensajeros individuales (56).
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Finalmente, es importante mencionar que el astrovirus VAl infecta y se
replica en células neurales (40, 57) y se le ha asociado con encefalitis en individuos
inmunodeprimidos. Lo anterior es consistente con la independencia de la
infectividad de VAL a ser activada por tripsina y con la participacion de una proteasa
intracelular o viral en el proceso. Los resultados obtenidos en esta tesis sientan las
bases para profundizar en el estudio de la biologia del astrovirus VA1, incluyendo el
papel que juega el procesamiento de la poliproteina precursora en el ciclo
replicacion. 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 que, hasta ahora, han mostrado alta mortalidad.
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IX. CONCLUSIONES

El procesamiento proteolitico de la proteina precursora de la capside que
activa la infectividad del virus depende de la proteasa viral o de una proteasa
celular, o de ambas, pero no del corte por tripsina, como ocurre con los
astrovirus clasicos.

La proteina precursora de la capside del astrovirus VAL tiene un peso de 86
kDa (VP86) y se procesa proteoliticamente en proteinas de 33, 36, 38 y 42
kDa.

El virus infeccioso maduro esta formado por dos proteinas. La proteina de 33
kDa (VP33) que representa el core de la particula, y por la proteina de 38
kDa (VP38) que constituye la espicula del virion.

Las proteinas estructurales de VAL presentan diferencias en relacion a los
astrovirus clasicos, ya que éstos estan formados por un core de 34 kDa y la
espicula de 27 kDa. Aun asi, el procesamiento de ambas proteinas
precursoras, de astrovirus clasicos y de VAL, pierden una region que conecta
a ambos dominios de los virus.

El farmaco AEBSF inhibe el corte de la proteina precursora a sus formas
menores, lo que parece estar asociado con la pérdida de la infectividad viral.
VP86 se sintetiza abundantemente en células HEK-T7 a partir de un vector
de expresion, fuera del contexto de la infeccion viral. Sin embargo, la proteina
precursora no se procesa proteoliticamente en estas condiciones. Tampoco
se pudo observar procesamiento de VP86 cuando se co-expresd con el

ORF1la del virus, como fuente de la proteasa viral.
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X. PERSPECTIVAS

Obtener una linea estable de Caco-2 que exprese la polimerasa T7 para
expresar eficientemente al ORF2 en estas células, altamente susceptibles a
la replicacion del virus a partir del promotor de T7. Evaluar si los resultados
en Caco-2 son similares o no a los encontrados en células HEK-T7, 20 veces
menos susceptibles a la infeccion por VAL.

Como método alternativo al punto anterior construir un vector que exprese
eficientemente el ORF2 en células Caco-2, a partir de un promotor de células
de mamiferos, como el de CMV.

Continuar con las varias estrategias adicionales que se estan llevando a
cabo, mencionadas en la discusion, para tratar de determinar el origen de la
proteasa y su identidad.

Realizar el analisis transcripcional de células Caco-2 infectadas o no con VA1
y su comparacion con células Caco-2 infectadas o no con un astrovirus
clasico.

Determinar el interactoma de la proteina de capside de VAL utilizando la
estrategia de biotinilar a las proteinas que interaccionen con la proteina viral
usando versiones cortas de la proteina BirA, como ultralD, fusionada a la
proteina de capside.

Clonar el ORF1a optimizado junto con el resto del genoma para evaluar si es
posible recuperar virus (genética reversa). Este sistema pudiera ser
posteriormente utilizado para estudiar la actividad y especificidad de la

proteasa viral.
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ABSTRACT Human astrovirus VA1 has been associated with neurological disease in
immunocompromised patients, and its recent propagation in cell culture has opened
the possibility to study its biology. Unlike classical human astroviruses, VA1 growth
was found to be independent of trypsin during virus replication in vitro. In this work,
we show that despite its independence on trypsin activation for cell infection, the
VA1 capsid precursor protein, of 86 kDa (VP86), is processed intracellularly, and this
proteolytic processing is important for astrovirus VAT infectivity. Antibodies raised
against different regions of the capsid precursor showed that the polyprotein can be
processed starting at either its amino- or carboxy-terminal end, and they allowed us
to identify those proteins of about 33 (VP33) and 38 (VP38) kDa constitute the core
and the spike proteins of the mature infectious virus particles, respectively. The
amino-terminal end of the spike protein was found to be Thr-348. Whether the pro-
tease involved in intracellular cleavage of the capsid precursor is of viral or cellular
origin remains to be determined, but the cleavage is independent of caspases. Also,
trypsin is able to degrade the capsid precursor but has no effect on VP33 and VP38
proteins when assembled into virus particles. These studies provide the basis for
advancement of the knowledge of astrovirus VA1 cell entry and replication.

IMPORTANCE Human astrovirus VA1 has been associated with neurological disease in
immunocompromised patients. Its recent propagation in cell culture has facilitated the
study of its biology. In this work, we show that despite the ability of this virus to grow
in the absence of trypsin, a marked feature of human classical astroviruses, the capsid
precursor protein of astrovirus VA1 is cleaved intracellularly to yield the mature infec-
tious particles, formed by two polypeptides, VP33 that constitutes the core domain of
the virus particle, and VP38 that forms the spike of the virus. These studies provide a
platform to advance our knowledge on astrovirus VA1 cell entry and replication.

KEYWORDS VA1 astrovirus, proteolytical cleavage, RNA virus, capsid processing,
plus-strand RNA virus

uman astrovirus (HAstV) is an important etiological agent of gastroenteritis, affect-
ing mainly children, the immunocompromised, and the elderly (1, 2). Most of these
infections are associated with the so-called canonical or classic HAstVs, which comprise Copyright © 2022 American Society for
eight different serotypes (HAstV-1 to -8) (1). In recent years, highly divergent MLB and Microbiology. All Rights Reserved.
VA genotypes of human astroviruses have been detected in stool samples, although Address correspondence to Carlos F. Arias,
their association with gastroenteritis has not been clearly demonstrated yet (3, 4). They plalbia
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have also been reported as a cause of meningitis and encephalitis in immunosup-
. . . . . . Received 26 April 2022
pressed patients, increasing the interest in the study of these viruses (3). The most Accepted 6 June 2022
commonly associated astrovirus genotype in human neurological disease is VA1. A Published 28 June 2022
recent report on the seroprevalence of neutralizing antibodies from two cohorts of
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adult and pediatric serum samples found the seropositivity rate in adults to be approxi-
mately 77%, and it was concluded that a majority of humans are exposed to VA1
between 2 and 9 years of age (5).

HAstVs are small, nonenveloped viruses with a single-stranded, positive-sense RNA
genome of about 6.8 kb that comprises three open reading frames (ORFs). ORFs 1a
and 1b encode the virus nonstructural proteins, including a VPg, a viral protease, and
the RNA-dependent RNA polymerase, while ORF2 codes for the virus capsid precursor
protein (1, 6). Viral and cellular proteases are involved in processing polyproteins
nspla and nsplab to produce the functional nonstructural proteins of the virus (6, 7).
On the other hand, the capsid precursor structural polyprotein (VP90) of HAstV-8 self-
assembles intracellularly and is processed by caspases to produce a virus particle
formed by a 70-kDa protein (VP70) (7). This immature particle egresses from the cell
and is further processed by extracellular proteases; in vitro, the treatment of this parti-
cle with trypsin yields a mature infectious virus formed by two protein species, VP34
and VP27 (7, 8). VP34 constitutes the shell of the virus particle (core domain) and VP27
constitutes the 30 dimeric glebular spikes that protrude from the virion {spike domain}
(7-9). Trypsin treatment has been shown to increase the infectivity of HAstV 103 to 10°-
fold (10-12).

Human astrovirus VA1 has been adapted to grow in cell culture, and it has been
shown that its infectivity does not depend on trypsin treatment (13). However, it has
not been determined if the ORF2 precursor protein is proteolytically cleaved during vi-
rus replication and its possible role on infection. In this work, we show that the VA1
capsid precursor protein, of approximately 86 kDa (VP86), is processed intracellularly
through a collection of intermediate cleavage products to generate final products of
about 33 (VP33) and 38 (VP38) kDa. These proteins form, respectively, the core and
spike domains, of mature infectious virus particles. We also show that caspases and
trypsin are not involved in the proteolytic processing pathway of VP86 and that the
cleavage of this precursor is important for cell infection.

RESULTS

The VA1 capsid precursor protein is proteolytically processed. It has been shown
that VA1 does not require trypsin treatment to activate its infectivity, and in concordance
with this observation, the virus was reported to grow in the presence of 10% fetal calf se-
rum (FCS) (13). To evaluate the effect of FCS on the production of the VA1 capsid protein,
human colon adenocarcinoma (Caco-2) cells were infected with trypsin-untreated virus at
a multiplicity of infection (MQI) of 3, and were incubated for various times, and up to
120 h postinfection (hpi). At the indicated times the cell media was removed, the cells
were harvested, and the synthesis of viral proteins was assessed by Western blotting anal-
ysis. For this, a rabbit hyperimmune serum {antibody DB} raised against a recombinant
protein encoding the predicted core domain and subsequent linker region of the VA1
capsid protein was used (see Materials and Methods). We found no major differences in
the kinetics of intracellular viral protein synthesis in the presence or absence of 10% FCS,
but most surprisingly was the observation that the capsid precursor protein of approxi-
mately 86 kDa was processed into smaller polypeptides between 30 and 40 kDa under
both conditions (Fig. 1A and B). The fact that processing occurs in the absence of trypsin
in the cell medium, and also in the presence of FCS in the extracellular medium, suggests
that the cleavage occurs intracellularly. We started to detect viral proteins at 24 hpi, and
their synthesis seemed to reach a plateau at 48 hpi (Fig. 1). Of relevance, at least 6 pro-
tein bands were recognized, which are presumably proteolytic products of the capsid
precursor protein, with apparent molecular weights ranging from 33 to 86 kDa. The
number of these bands varied in different experiments, suggesting that some of them
are intermediate cleavage products that most likely render the proteins that constitute
the mature virus.

Single-cycle replication cycle of VA1. A single-cycle growth curve was performed in
the absence of serum to characterize the replication kinetics of VA1 in Caco-2 cells. For
this, cells were infected with an MOI of 5, and at 0 to 72 hpi the extracellular medium and
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FIG 1 The capsid precursor protein of astrovirus VA1 is proteolytically processed. Monolayers of
Caco-2 cells were infected with VA1 at an MQI of 3 in the presence (A) or absence (B) of 10% FCS in
DMEM-HG, and the infection was left to proceed for the indicated times postinfection (hpi) at 37°C.
At the end of the incubation periods the cell media was removed, and the cell monolayers were
washed twice with DMEM-HG and lysed by three cycles of freeze-thawing. Laemmli sample buffer
was added to the samples, and they were analyzed by Western blotting using a rabbit hyperimmune
serum (antibody BD). The molecular weight (MW) markers are indicated.

the cells were independently collected and the amount of infectious virus was deter-
mined in each fraction (Fig. 2). We observed an eclipse period of approximately 12 h, fol-
lowed by a burst phase from 12 to 48 hpi, in which infectious viral particles are produced
and accumulate inside the cells. The stationary phase started at 48 hpi, a stage in which
virus production markedly slows. On the other hand, the virus was detected in the extrac-
ellular medium starting at 18 hpi, and increased gradually until the released particles
reached about 10% of the total infectious virus produced at 72 hpi.

Identification of the proteins that compose the mature infectious virus. To char-
acterize the capsid precursor and proteolytic products encoded by VA1 ORF2, rabbit poly-
clonal antibodies were prepared against two recombinant proteins produced in E coli
and against two synthetic peptides. These immuneogens were chosen to generate anti-
bodies that specifically recognize the core domain and subsequent linker region (anti-
body DB), a smaller fragment of the core (a-core), spike (a-spike), and carboxyl-terminal
{a-COCH) regions of the precursor protein, based on what is known of these regions in
the capsid protein precursor of classical astroviruses (7) (See Material and Methods, and
Fig. 3A). These antibodies were used to analyze by Western blotting a preparation of puri-
fied VA1 virus and a lysate of VAl-infected Caco-2 cells harvested at 48 hpi. In the
infected cell lysate, the DB antibody recognized a major precursor protein of 86 kDa and
a minor second precursor of about 80 kDa. Four additional proteins, of 33, 36, 38, and

7
0 =0~ Intracellular virus

=B Released vius

10°
10° -
0 6 12 18 24 36 48 72
Hours post-infection

ournals.asm.org/journal/jvi on 08 August 2022 by 132.248.207.130.

FIG 2 Single-cycle replication curve of astrovirus VA1. Monolayers of Caco-2 cells were infected with VA1
at an MOI of 5 in DMEM-HG, and the infection was left to proceed for the indicated times postinfection
(hpi) at 37°C. At the end of the incubation periods the cell media and the cell monolayers were collected
independently; to this end, the medium was removed, and the cells were washed twice with DMEM-HG,
additional medium was added, and the cells were lysed by three cycles of freeze-thawing. The virus titer
in both fractions was determined by an immunoperoxidase focus-forming assay as described in Materials
and Methods. Data represent the mean* SD of three independent experiments.
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FIG 3 (A) Diagram of the VA1 ORF2 capsid precursor and recombinant proteins and peptides. ORF2 is rep d as a box, and the
recombinant proteins and the a-Spike and a-COOH peptides used to generate antibodies are represented as purple lines. The diagram is to
scale, and the relative positions of the astrovirus VA1 recombinant proteins, Core and DB, and the peptides Spike and COOH are shown; the
numbers indicate the VA1 ORF2 amino acid residues included in each protein or peptide. (B-E) Identification of the core and spike capsid
proteins assembled in the mature, infectious virus. Monolayers of Caco-2 cells were mock infected or infected with VA1 at an MOI of 5, and
the infection was left to proceed for 48 h at 37°C. At the end of the incubation period the cell media was discarded and the cell monolayers
were washed twice with DMEM-HG and lysed by three cycles of freeze-thawing. Laemmli sample buffer was added, and the proteins were
separated by 10% SDS-PAGE and analyzed by immunoblot using either (B) a-DB, (C) a-core, (D) a-spike, or (E) «-COOH antibodies. ICL,
infected cell lysates; VA1, purified virus particles; Mock, mock infected cells. The MW markers are indicated between panels (C) and (D). The
arrows at the left of panel (B) and at the right of panel (E) indicate the apparent molecular weight estimated for the viral proteins. The viral
proteins of 33 and 38 kDa correspond to the core and spike domains of the mature, infectious virus (indicated).

42 kDa, were also recognized (Fig. 3B). On the other hand, when the purified virus was
characterized with this hyperimmune serum, two major proteins were detected, of 33,
and 38 kDa, suggesting that the DB antibody probably recognized regions in both the
core protein and in the N-terminus of the spike protein (see below for 38 kD being the
spike protein). A faint third protein of 35 kDa was also observed (Fig. 3B). When the poly-
clonal antibody against the core (a-core) was used, we found that it not only recognized
the virus core domain, but also the 86-kDa precursor protein and three proteins of 33, 35,
and 42 kDa in the infected cell lysate, while in the purified virus preparation, a single pro-
tein of 33 kDa was observed (Fig. 3C). These results indicate that the 33-kDa band corre-
sponds to the mature core protein of the virus, while the proteins of 35 and 42 kDa
appear to be processing intermediates of the final core protein assembled in the virus
particle. In different experiments the precursor protein of 35 kDa showed an apparent
molecular weight that ranged between 34.5 to 36.2 kDa, while the 42-kDa ranged
between 40.5 and 42.6 kDa, suggesting that alternative cleavage sites can lead to the
mature proteins assembled in the virus particles.

The antibody directed against the spike region (a-spike) only recognized the pre-
cursor 86-kDa protein in the infected cell lysate, and a protein of 38 kDa in the purified
virus (Fig. 3D), indicating that this protein corresponds to the mature spike protein.
Finally, the antibody directed against the carboxy terminus region of the ORF2-encoded
polyprotein (a-COOH) recognized the precursor protein and intermediate processing
products of various molecular weights in the cell lysate, and it only recognized trace
amounts of the precursor protein in the purified virus (Fig. 3€), showing that the 86-kDa
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FIG 4 N-terminal sequence and mass spectrometry analyses of the mature virus capsid proteins. (A) Proteins from CsCl-purified virus were
separated by 11% SDS-PAGE, stained with colloidal Coomassie blue, and detected using a laser scanner (Typhoon FLA 9500 from GE
Healthcare) using near infrared detection. (B) Complete sequence of the VA1 capsid precursor protein (GenelD: 8289955). The peptides
highlighted in green were identified by mass spectrometry of the 33-kDa protein and those highlighted in red correspond to the 38-kDa
polypeptide. The amino-terminal sequence derived from the 38-kDa protein is highlighted in yellow.

protein is not present in the mature virus, or only in very minor proportion. These results
indicate that the original DB antibody indeed recognizes the core protein, but also a por-
tion of the spike protein. No protein bands were observed in uninfected cell lysates with
any of the four anti-ORF2 protein antibodies evaluated (Fig. 3).

The identity of the VP33- and VP38-kDa proteins was confirmed by mass spectrom-
etry analysis of the purified virus proteins separated by 11% SDS-PAGE (Fig. 4A). The
tryptic peptides unambiguously identified the core and spike proteins (Fig. 4B).

Identification of the spike domain amino terminus. To determine the cleavage site
that produces the core and spike proteins, virus particles were purified as described in
Material and Methods, and the viral proteins were separated in an 11% SDS-polyacryl-
amide gel and stained with Coomassie blue. Only two major bands of 33 (VP33, core)
and 38 kDa (VP38, spike) were observed (Fig. 4A). These bands were excised from the
gel and subjected to amino-terminal sequencing by Edman's degradation. The amino
terminus of VP33 did not yield a sequence, suggesting that the end of the core protein
is blocked. On the other hand, the band corresponding to the VP38 protein rendered
the sequence TDVQYLVYASLADAQ, which corresponds to amino acid residues 348 to
362 of the VA1 ORF2-encoded polyprotein (Fig. 4B). These results further confirm the
identification of the core and spike proteins present in the mature infectious virus, and
identify the sequence at the amino-terminal end of VP38.

VA1 replication does not depend on casp cl ge of the capsid precursor.
Classical astroviruses require that the intracellular 90-kDa capsid precursor, assembled in
immature VP90 particles, is cleaved by caspases to VP70 for the egress of the VP70-par-
ticles to the extracellular medium (7). Thus, we explored whether this class of proteases
could be involved in the intracellular proteolytic cleavage of the VA1 capsid polyprotein
precursor. For this, Caco-2 cells were infected with VA1 at an MOI of 3 and incubated for
48 h in the presence of 50 uM of the pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK, and the process-
ing of the VA1 precursor protein was assessed by Western blotting using the DB antibody.
The cleavage pattern of VA1 was the same, regardless of the presence or absence of the
caspase inhibitor (Fig. 5A). As a positive control, Caco-2 cells were infected with HAstV-8
in the absence or presence of Z-VAD-FMK. In the absence of the inhibitor, the VP90 and
VP70 forms were observed (14) (Fig. 5B), indicating the cleavage of the polyprotein pre-
cursor. On the other hand, in the presence of the inhibitor only the VP90 protein was
detected, an indication that the VP90 to VP70 cleavage was prevented, as previously
reported (14, 15). In addition to the results described above, we found that the produc-
tion of infectious VA1 virus was not affected by the caspase inhibitor Z-VAD-FMK (Fig.
50), confirming that the VA1 astrovirus capsid precursor is not processed by caspases.
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FIG 5 Caspases are not involved in processing the VA1 capsid precursor. Monolayers of Caco-2 cells were infected with either VA1 or
HAstV-8 {strain Yuc8; previously activated by incubation with 200 ug/mL of trypsin for Th at 37°C) at an MOI of 3. For this, the virus
was adsorbed for 1 h at 37°C and then washed twice with MEM, and DMEM-HG (Z-VAD minus}, DMEM-HG containing 50 uM Z-VAD-
FMK {Z-VAD plus), or DMEM-HG with the equivalent concentration of DMSO {DMSO) as a control, was added and the cells were
incubated for 48 hat 37°C. After this time the cell media were discarded and the viral proteins in the cellular fraction were separated
by 10% SDS-PAGE and analyzed by Western blotting using {A} a-DB antibody to detect VA1, or {B} a rabbit polyclonal antibody to
HAstV-8. (C} In parallel samples, the infectivity for astrovirus VA1 was determined by an immunoperoxidase focus-forming assay as
described in Material and Methods. Data represent the mean=SD of three independent experiments.

The VA1 capsid precursor is sensitive to trypsin cleavage. As stated above, unlike
classical astroviruses, astrovirus VA1 does not need to be treated with trypsin to acti-
vate its infectivity. However, whether trypsin could cleave the VA1 capsid proteins
and/or activate VA1 infectivity has not been analyzed. To evaluate this possibility, cap-
sid proteins in the pellet and in the supernatant obtained during the virus purification
method after centrifugation through a sucrose cushion, and prior to the cesium chlo-
ride (CsCl) gradient (see Materials and Methods), were treated with increasing amounts
of trypsin for 1 h at 37°C and analyzed by Western blotting using the DB antibody, and
the viral infectious titer was also determined (Fig. 6).

The main protein detected in the supernatant (the material that did not go through
the sucrose cushion) was the 86-kDa capsid precursor, which was completely degraded
upon treatment with a concentration of 200 ug/mL of trypsin (Fig. 6A). Of note, we
detected a small amount of infectivity in these samples, treated or not with trypsin (Fig.
6B}, suggesting that small amounts of infectious virus were present in the supernatant
fraction, and that its infectivity was not affected by trypsin. In contrast, in the pelleted
sample that went through the sucrose cushion, the 33-, 35- and 38-kDa proteins were
enriched, although the 86-kDa precursor protein was also detected in the nontreated
sample (Fig. 6C). Of interest, when this sample was treated with different concentrations
of trypsin, the 86-kDa precursor protein was gradually degraded, as it had been seen in
the supernatant sample, but the protease treatment did not affect the lower molecular
weight proteins (Fig. 6C) and, similarly, the virus infectivity remained unchanged upon
trypsin treatment (Fig. 6D). Altogether, these results suggest that the VA1 capsid pro-
teins incorporated into mature, infectious virus are no longer sensitive to trypsin cleav-
age. In contrast, the 86-kDa precursor is either loosely assembled into virus particles and
sensitive to trypsin degradation both in the supernatant and pellet fractions, or it is in a
soluble form that was present in the supernatant and contaminated the sedimented vi-
rus. These findings also suggest that the infectious form of the virus is formed by the
processed polypeptides and not by the precursor polyprotein.

DISCUSSION
In this work, we confirmed that, unlike classical human astroviruses, the neurotropic
astrovirus strain VA1 does not need to be treated with trypsin to activate its infectivity.
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FIG 6 Trypsin cleavage of the VA1 capsid precursor does not lead to infectious virus. Monolayers of
Caco-2 cells were infected with VA1 at an MOI of 5, and the infection was left to proceed for 48 h at
37°C. The cells were then scraped into the cell medium and processed for virus purification as described
in Material and Methods; after centrifugation through a 1 mL 30% sucrose cushion in TNE buffer, the
supernatant was collected and the pellet was resuspended in TNE buffer. Aliuots of both supernatant
(A) and pellet (C) fractions were treated with the indicated concentrations of trypsin during 1 h at 37°C;
the proteins were separated by 10% SDS-PAGE and analyzed by Western blotting using the «-DB serum.
The MW markers are indicated. Parallel aliquots of both supernatant (B) and pellet (D) fractions were
used to determine the virus infectivity titer by an immunoperoxidase focus-forming assay as described
in Material and Methods. Data represent the mean+5D of three independent experiments.

However, we showed that the ORF2-encoded polyprotein is indeed proteolytically proc-
essed during virus replication and that this process is required to generate an infectious
virus. The fact that the polyprotein precursor is cleaved during the virus replication cycle
even in the presence of FCS, together with the observation that the cell-associated virus
is also proteolytically cleaved in the absence of trypsin in the culture medium {(Fig. 1),
strongly supports the idea that the cleavage of the ORF2 precursor protein occurs
intracellularly.

Using antibodies directed to different regions of the ORF2-encoded polyprotein we
found that mature viruses are composed by two proteins, one of 33 kDa {VP33) that
represents the core protein of the virus, and a second of 38 kDa (VP38) that constitutes
the spike protein of the virus particle (Fig. 3). In addition, we detected several cleavage
intermediate products of the ORF2 polyprotein during the cleavage pathway that
yields VP33 and VP38. The intermediate products detected varied from experiment to
experiment and were also dependent on the antibody used. For instance, when anti-
bodies directed to the carboxy terminus of the polyprotein precursor were used, in
addition to the 86-kDa precursor protein (VP86), bands ranging from about 46 to
77 kDa were observed. This indicates that the ORF2 capsid protein can be shortened
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FIG 7 (A) Proposed proteolytical processing for the VA1 ORF2 capsid precursor. The blue and red boxes represent the protein
products observed during virus replication; the stripped box represent a connecting peptide that is probably lost during the
maturation process of the precursor. The basic and acidic domains of the precursor are indicated. The red arrow indicates the amino
terminus of the spike domain VP38 determined by N-terminal sequencing of the protein; the continuous black arrows represent the
estimated carboxy terminus of VP33 and VP38, based on the calculated apparent molecular weights of the proteins that constitute
the mature, infectious virus; the dashed arrows represent cleavages that produce intermediate proteolytical products that produce
core proteins precursors VP36 and VP42. (B) Trypsin cleavage products that constitute the mature, infectious human serotype 8
classical astrovirus.

by cleavage from the amino terminus of the precursor to render at least 5 intermediate
products (Fig. 3D). On the other hand, when antibodies to the core were used, it
appears that processing of VP86 can also start at the carboxy-terminal region, since in-
termediate products of 35 and 42 kDa were observed (Fig. 3B). Thus, there seems to be
alternative cleavage pathways that finally converge to render VP33 and VP38, the two
polypeptides that constitute the mature infectious virus. The 35-kDa core intermediate
product was always very abundantly observed in infected cells, although it was not
detected in the mature virus. The expected molecular weight of the precursor protein,
based on the amino acid composition of ORF2 that encodes a polypeptide of 758
amino acids is 84.2 kDa; however, the apparent molecular weight observed is 86 kDa.
Whether this is due to atypical migration of the band during electrophoresis or post-
translational modifications to the capsid protein is not clear.

A diagram showing the expected final products of the proteolytic cleavage pathway
is shown in Fig. 7A, as well as the various potential protease cleavage sites deduced
from the molecular weight of the core intermediate products. Considering the molecu-
lar weight of VP33 and the identified amino terminus of the spike, it seems that a seg-
ment of about 50 amino acids, is lost from the precursor protein, as has also been
observed for the processing of the VP70 protein of HAstV-8 (11, 16). Our results, along
with structural predictions, also suggest that the N-terminal region of the VA1 spike
protein contains one or more beta strands between residues 350-385 that tether it to
the core protein, like the N-terminal region of the spike of classical human astroviruses
(17). Of interest, the spike protein of VA1 is larger than the core protein, as opposed to
that observed in classical human astroviruses (Fig. 7B) (7). It will be very interesting to
determine the structures of these proteins as well as the VAT virus particle to under-
stand the structural basis for these differences.

In contrast to what has been previously shown to occur for HAstV-8, caspases were
not found to be involved in the processing of the VA1 VP86 precursor. On the other
hand, and as expected, trypsin treatment did not affect the VP33 and VP38 proteins
once they were assembled into VA1 virions (Fig. 5), given that the virus infects in a
trypsin-like environment in the human gut. However, the precursor protein and most
of the intermediate products were readily digested by trypsin, suggesting that the
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nonparticulated precursor protein is sensitive to this protease. Alternatively, it is possi-
ble that assembled VP86 is susceptible to trypsin cleavage before it is processed into
VP33 and VP38. Furthermore, the observation that the infectivity of the virus did not
decrease despite the precursor protein being completely degraded after trypsin treat-
ment, indicates that the infectious virus form is constituted by the processed core and
spike polypeptides.

Whether the protease involved in the cleavage of VP86 is of cellular or viral origin
remains to be determined, although the participation of more than one protease is
also possible. We are currently investigating the origin of the protease(s), but if a viral
protease is involved, it will represent a major difference with classical astroviruses.
Also, the fact that this virus has been reported to infect and replicate in neural cells
and to be associated with encephalitis/meningitis in immunosuppressed individuals is
consistent with its independence of trypsin activation in vivo; these observations are
also consistent with the involvement of an intracellular or viral protease in the process.

In this work we also report a single-cycle replication curve of VA1, assessing the pro-
duction of infectious virus associated to cells and released into the cell medium up to
72 hpi. The replication cycle seems to be completed in 48 h, with an eclipse period of
about 12 h. Remarkably, no cytopathic effect was observed. These observations are
similar to those previously reported for VA1 multistep growth curves carried out in
Caco-2 cells (13, 18}, in which genome viral copies rather than infectious virus were
assessed. Also, similar growth curves were reported in HEK293T and A549 cells (13},
human intestinal enteroids (18}, and neural cells {18}. These observations contrast with
the replication cycle of HAstV-8 in Caco-2 cells, which has an eclipse period of about 6
to 8 h and the synthesis of infectious viruses plateau at 24 hpi, although with the ca-
veat that the reported single-cycle growth curve was carried out at an MOI of 10 (16
[unpublished datal); these observations suggest a more efficient replication cycle of
classical viruses in human cells. The findings reported in this work advance our knowl-
edge about the biology of the neurotropic VA1 human astrovirus and set the basis to
better understand the process of virus entry and the proteolytical cleavage of viral
polyproteins.

MATERIALS AND METHODS

Virus and cells. Cells from a human colon adenocarcinoma {Caco-2), clone C2Bbe, obtained from
the American Type Culture Collection (ATCC) were used in this work. Cells were grown in Dulbecco's
modified Eagle’s medium-reduced serum (DMEM) {DMEM-RS; Thermo Scientific HyClone, Logan, UT,
USA} supplemented with 5% heat-inactivated fetal calf serum {FCS; Biowest, Kansas City, MO, USA} at
37°C in a 10% CO, atmosphere. Astrovirus VA1 {AstV-VA1} was kindly provided by David Wang
{Washington University} and propagated in Caco-2 cells. The virus, at a multiplicity of infection (MOI) of
0.01-0.001, was adsorbed to the cells for 1 h at 37°C. The unbound virus was removed, and the cells
were incubated for 4 days at 37°C in DMEM (Sigma Cat. D7777), supplemented with nonessential amine
adds {(Glbco Cat. 11140} without serum. Finally, the cells were washed twice with DMEM-HG and lysed
by three gycles of freeze-thawing. The resulting infected cell lysate was aliqucted and stored at —70°C.
Astrovitus serotype 8 {HAstV-8} at an MO of 0.5 was adsorbed to Caco-2 cells; the virus inoculum was previ-
ously activated with trypsin (200 ug/ml, Gibco Cat. 27250-18) for 1 h at 37°C, and soybean trypsin inhibitor
{200 ug/mL}was added just before inoculation to the cells. After this time the unbound virus was removed,
and minimum essential medium {MEM} without serum was added. The infected cells were incubated at
37°C and harvested 3 days postinfection. Finally, the cells were washed twice with DMEM-HG and lysed by
three cycles of freeze-thawing. The resulting viral lysate was aliquoted and stored at —70°C.

Antibodies. A protein containing amino acid residues 71 to 403 of VA1 ORF2 {GenBank accession
number NC_013060.1) was synthesized in E. coli and purified as described {20} and used to generate a
hyperimmune serum n Mew Zealand rabbits, as previously reported (21} (DB antibody}. Similarly, a
polypeptide containing amine acid residues 180 10 300 of VA1 ORF2 was produced in £. coli as a fusion
with glutathione S+ransferase (GST) using the pGEX-4T-1 vector {Pharmacia). A hyperimmune rabbit se-
rum was produced as above {a-core antibody). Two synthetic peptides and their corresponding rabbit
anti-antibodies were obtained from GeneScript. These peptides represent ORF2 amino acids 559-
VLSEPEDFDWVIQKS-572 {a-spike antibody) and 745-AIAVKKKLRRGHAE-758 {a-COOH antibody). Both
antibodies had an extra cysteine added at the amine terminus. Antibodies to HAstV-8, strain Yucs, have
been reported {11}.

Virus purification. VAT virus was purified as reported (8, 12}, with some modifications. Briefly, conflu-
ent monolayers of Caco-2 cells were infected with VAT at an MOI of 5, and the cells were incubated for 48 h
at 37°C. The cells were then scraped into the cell medium, and centrifuged at 2000 = g for 10 min at 4°C.
The supernatant was discarded, and the pellet was resuspended in 1% Triton X-100 {Sigma} in TNE buffer
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{50 mM Tris-HC|, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 10 mM EDTA} and incubated for 30 min on ice with frequent stirring.
After centrifugation at 2000 x g for 10 min at 4°C, the supematant was collected and ultracentrifuged at
50,000 x g for 16 h at 4°C. The resulting pellet was resuspended in 4 mL of TNE buffer and sonicated to bet-
ter solubilize the pellet. This suspension was centrifuged through a 1 mL 30% sucrose cushion in TNE buffer
al 200,000 x g for 2 h at 4°C. The virus in the pellet was then purified by CsCl density centrifugation. For
this, the pellet was resuspended in 4 mL TNE, sonicated, and 2.4 g of CsCl were added. After centrifugation
al 160,000 = g for 18 h at 4°C the opalescent band corresponding 1o viral particles was collected by punc-
ture with a syringe needle, diluted to a 5 mL final volume with TNE, and centrifuged at 200,000 x g for 2h
at 4°C. The resulting pellet was resuspended in 400 L TNE.

Infectivity assay. Caco-2 cells were grown to confluence in 96-well plates. The cells were infected
with 50 pL of 2-fold serial dilutions of the viral lysate for 1 h at 37°C. Then, the non-adsorbed virus was
removed, and the cells were incubated at 37°C for 48 h. Afterward, the cell monolayers were processed
for an immunopercxidase assay. Briefly, the cell monclayers were fixed with 2% fermaldehyde in phos-
phate-buffered saline (PBS} for 20 min at room temperature and then washed twice with PBS. The cell
membrane was then permeabilized with 0.2% Triton X-100 {Sigma} in PBS for 15 min at room tempera-
ture. Next, samples were immunostained using a menoclonal neutralizing antibody (242} {5}, followed
by incubation with protein A coupled to peroxidase. Finally, the cells were washed twice with PBS and
stained with 50 xL of a solution containing 1 ma/mL of 3-amino-9-ethyl carbazole (AEC), 0.04% H,0,,
and sodium acetate buffer {50 mM, pH 5). The reaction was stopped by washing in tap water. The num-
ber of focus forming units (FFU) was determined in a Nikon TMS inverted phase-contrast microscope
with a 20x objective. The virus titer was expressed as FFU/mL.

Western blots. Cell monolayers grown to confluence in 48-well plates were infected at an MOl of 3
or 5, depending on the experiment. After 48 h of incubation at 37°C, cells were lysed in Laemmli sample
buffer. The proteins were separated in a 10% SDS-polyacrylamide gel and transferred to Immobilon NC
membranes {Millipore Merck, Darmstadt, Germany). The membranes were blocked with 5% non-fat dry
milk in PBS for 1 h at room temperature and then incubated with primary antibodies (DB 1:2000, a-core
1:2000. a-spike 1:2000, @-COOH 1:2000, a-HAstY-8 1:2000} diluted in PBS containing 0.1% non-fat dry
milk. The membranes were then incubated with anti-lgG rabbit antibodies conjugated to horseradish
peroxidase {PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA, USA}, and developed using the Western Lightning
Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer). To determine the apparent molecular weight (MW} of
the proteins in the developed films, we used the PageRuler prestained protein ladder (Product no.
26616, Thermo Scientific). However, since, the proteins in this ladder are bound to chromophores, their
MW are only approximate, and vary by about 5% from |ot-to-lot. Thus, we recalibrated the MW of these
markers with the PageRuler unstained protein ladder (Preduct no. 26614, Thermo Scientific) for a more
precise MW determimation. The apparent MW shown In the Western blot images correspond 1o the cali-
brated MW,

ZVAD and trypsin treatments, Caco-2 cells grown in a 48-well plate were infected with either VA1
or Yuc8 at an MO of 3 (an MOl of 5 was used for the VAT trypsin treatment experiment). The virus was
adsorbed for 1 h at 37°C and then washed twice with MEM. Cells were treated with DMEM-HG contain-
ng 50 M ZVAD-FMK {627610; Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, USA}, or DMEM-HG with the equivalent
concentration of DMSO as a control. For both viruses, the cells were incubated for 48 h at 37°C and then
frozen and thawed 3 times. The infectivity of astrovirus VA1 was determined by an immuncperoxidase
assay, and the viral protein production of both viruses was analyzed by Western blotting, using the a-DB se-
rum to VA1, or a rabbit polyclonal antibody to HAstV-8. For the trypsin-treatment assays, the supemnatant
and pellet obtained after virus centrifugation through a sucose cushion {see above} were treated with dif-
ferent trypsin concentrations {0, 10, 20, 50, 100, and 200 wg/mL) {(Gibco, Life Technelogies, Carlsbad, CA,
USA} for 1 h at 37°C. Each treated sample was split into two fractions. One fraction was used to determine
the viral infectivity immediately after trypsin treatment, and the proteins in the second fraction were sepa-
rated in 10% SDS-polyacrylamide gels and analyzed for Western blot.

N-terminal protein sequencing. CsCl-purified virus particles, were separated by SDS-PAGE and
transferred to a polyvinylidene fluoride memibrane {PYDF-Plus 0.1 um; Osmonics} for 1 h at 50 V in CAPS
{3-[cyclohexylamine]-1-propane sulfonic acid) buffer {10 mM CAPS [pH 11], 10% methanol). All reagents
used were freshly prepared and filtered through a 0.22 um pore-size membrane. Transferred proteins
were visualized by staining with Ponceau-5, and the bands were excised, washed thoroughly with MilliQ
water, and dried in a dust-free environment. Automatic amineo acid sequencing determination, by
Edman degradation was performed using a PPSQ-31A Protein Sequencer from Shimadzu Scientific
Instruments, Inc. {Columbia, MD, USA), using the PYDF membrane with the transferred protein.

LC-MS. Purified viral particles were analyzed by 11% SDS-PAGE, and the gel was stained with
Coomassie brilliant blue R-250 {Sigma, St. Louis, MO, USA}. The 33- and 38-kDa proteins were cut out
and the polyacrylamide slices were sent to the Proteomic University Laboratory facility at the Instituto
de Biotecnologia, JNAM {Cuernavaca, Mexico} for their identification by nanoscale liquid chromatogra-
phy coupled to tandem mass spectrometry {(nano LC-MS/MS).

Statistics. Statistical analysis was determined by a two-talled T-test with a confidence interval of
99%, using the GraphPad Prism 9.0.1 Software (GraphPad Software, Inc.).
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