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RESUMEN

Los rotavirus son el principal agente causal de gastroenteritis en nifios
menores de 3 afios. El genoma de los rotavirus consta de 11 segmentos de RNA de
doble cadena, envueltos por tres capas concéntricas de proteina; la tercera de las
cuales estd formada por la proteina VP7 y por 60 espiculas de la proteina VP4, que se
proyectan desde la superficie. En la presente tesis doctoral se propuso como objetivo
implementar una metodologia que permitiera la inhibicién eficiente de la expresién
de genes especificos de los rotavirus. El método elegido estd basado en un
mecanismo ancestral propio de los organismos eucariontes, denominado
"interferencia por RNA" o RNAi. El mecanismo de RNA| se activa por RNA de doble
cadena (RNAdc) y dirige la degradacién de los RNAs mensajeros (RNAms) que son
idénticos en secuencia al RNAdc que lo activé. La RNAi se ha convertido en una
herramienta molecular titil para silenciar genes a nivel postranscripcional en diversos
sistemas experimentales de plantas, hongos, nematodos, insectos, incluidas células
de mamiferos. La RNAIi puede ser inducida por fragmentos de RNAdc de 21-26 pb
denominados RNAs interferentes pequeiios (siRNAs, por small interfering RNAs).

Inicialmente para validar el sistema, se determiné la capacidad de los siRNAs
para silenciar un gen endégeno (LamA/C) de la lfnea celular MA104, donde se han
cultivado y estudiado los rotavirus. La eficiencia de silenciamiento en este sistema
fue de =75% .

Posteriormente se analiz6 el efecto de un siRNA sintético (siRNAY™) para
inhibir la expresién del gen que codifica para la proteina VP4 de los rotavirus y asf
observar el fenotipo de ausencia de VP4 en el contexto de una infeccién viral real.

Por su parte el siRNAY™ fué capaz de inhibir la expresién de VP4 en células
MA104 infectadas con el rotavirus RRV (rotavirus del mono Rhesus). El =75% de las -
células infectadas no expresaron niveles detectables de VP4, y tanto la produccién de
particulas virales infecciosas como la concentracién de la proteina VP4, se redujeron
en un =75%. Ademds, la introduccién del siRNAY"™ resulté en el ensamble de
particulas virales glabras que carecen de la proteina VP4, es decir, no presentan las
tipicas espiculas en su superficie. Dichas particulas glabras, como era de esperarse,

no fueron infecciosas. La correlacién de estos resultados con la eficiencia de la
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transfeccién de los siRNAs especificos de VP4, estimada en =75% en las células
MA104, sugiere que en las células transfectadas exitosamente, se inhibi6é por
completo, o casi por completo la traduccién de la proteina.

Notablemente la interferencia de la proteina VP4 fue altamente especifica,
puesto que la introduccién del siRNAY™ no afect6 la acumulacién de otras proteinas
virales, ni tampoco la de proteinas VP4 de las cepas bovina RF y porcina YM, las
cuales son diferentes en la secuencia nucleotidica del siRNA utilizado.

La efectividad de la inhibicién de VP4 en cada célula infectada, permitié
investigar las funciones sugeridas para VP4 en las iiltimas etapas de la morfogénesis
viral, derivadas de la capacidad de VP4 de interactuar y permeabilizar membranas,
ademads de poseer un dominio de fusién de membranas similar al del virus Semliki
forest. En el anélisis de microscopia electrénica de mas de 20 células transfectadas
con el siRNAY™ e infectadas con RRV, se apreciaron particulas virales gemando
desde los viroplasmas hacia el lumen del reticulo endopldsmico, asi como particulas
maduras que habfan perdido la membrana lipidica intermediaria. Estas dos etapas
finales en la morfogénesis viral ocurrieron de manera normal, tal como sucede en las
células control, con lo cual se infiere que VP4 no parece participar en ninguno de
estos dos eventos.

La metodologia implementada abre la posibilidad tanto para estudiar la
funcién de otros genes de este virus, como de realizar estudios de genética reversa en

la familia Reoviridae.



SUMMARY

Rotaviruses are the leading cause of gastroenteritis in children less than three
years old. Rotavirus genome is formed by eleven segments of double stranded RNA
(dsRNA) surrounded by three concentric layers of protein. The outer most layer is
formed by VP7, and by sixty spikes of protein VP4, which project from the viral
surface. In the present doctoral thesis an effective system to inhibit the expression of
rotavirus specific genes was developed. The system is based in an ancient
mechanism present in the eukaryotic organisms, named RNA interference (RINAI).
The RNAi mechanism is triggered by dsRNA and results in the degradation of the
messenger RN As which share an identical sequence to the dsRNA that triggered it.
RNAI has become an useful molecular tool for postranscriptional gene silencing in
several organisms (plants, fungi, nematodes, insects, etc) including mammalian cells.
RNAi can be triggered by RNA fragments of 21-26 base pairs, named small
interfering RNAs (siRNAs). In the present work, a synthetic siRNA (siRNA'™)
designed to inhibit the mRNA encoding the rotavirus VP4 protein was used as a
model of rotavirus gene silencing, with the aim of investigating the phenotype
resulting from the absence of VP4, in the context of a viral infection.

The ability of the siRNAs to inhibit an endogenous gene (LamA/C) in the cell
line MA104 (Rhesus monkey kidney cells), which is a cell line that has been used to
grow and study the biology of rotavirus was initially determined. In this case the
silencing efficiency was stimated to be around 75%. Then, the capability of a
synthetic siRNA (siRNAY™) to inhibit the synthesis of rotavirus VP4 protein was
evaluated in rotavirus-infected MA104, The siRNAY"™ was able to inhibit the
expression of VP4 protein. Seventy five per cent of all infected cells had non
detectable levels of VP4, and the production of infectious viral particles, as well as
the synthesis of the VP4 protein, were also reduced by 75%. In addition, pafticles
lacking VP4 (named spikeless) were assembled. As expected these spikeless particles
were non infectious. Correlation of these findings with the siRINAs transfection
efficiency suggests that in the successfully transfected cells the inhibition of the VP4
synthesis was complete. Furthermore, the interference of VP4 was highly specific,
since neither the synthesis of other viral proteins, nor the VP4 proteins from two
other rotavirus strains (bovine RF or porcine YM), which are different in the

siRNAY™ target sequence, were affected.
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The high efficiency for silencing VP4 in infected cells, prompted us to
investigate the suggested role for this protein in the viral morphogenesis by means of
electron microscopy analysis. The analysis of more than twenty RNA""-transfected
rotavirus-infected cells, revealed particles budding from the viroplasms into the
lumen of the reticulum endoplasmic, as well as mature particles lacking the
intermediate membrane, showing a pattern indistinguishable from the untransfected
control cells. These results indicate that VP4 does not seem to participate in the ER-
budding of the particles, or in the membrane removing of the transient lipid layer of
the immature viral particles.

The established methodology opens the possibility to study other rotavirus genes
and also to carry out genetic reverse studies in other Reoviridae family members.



INTRODUCCION

Los rotavirus representan un problema de salud ptiblica por ser el principal
agente causal de las gastroenteritis severa en nifios menores de 3 afios (86). El
entendimiento de los mecanismos moleculares de cada etapa de la infeccién viral,
como son la entrada, la transcripcién, la replicacién y la morfogénesis; debe ayudar
definitivamente al desarrollo de estrategias antivirales profilacticas y terapéuticas.

El estudio de los virus, independientemente de la importancia como agentes
patégenos en humanos y animales, también nos ha ayudado a comprender mejor el
funcionamiento de los procesos celulares relacionados con el flujo de la expresién
genética, ya que los virus explotan eficientemente esos sistemas celulares. Los virus
pueden ser visualizados como un resumen de un sistema genético complejo, dado
que su aparente sencillez permite relacionar més facilmente al fenotipo con el
genotipo.

Los virus ejemplifican y han permitido aprender de los cinco aspectos
importante de las etapas del flujo de la informacién genética; desde la replicacién, la
transcripcién y la traduccién, hasta las modificaciones postraduccionales y la funcién
de proteinas celulares.

En el caso de los rotavirus dos de sus proteinas, NSP4 y VP7, son residentes
del reticulo endopldsmico (RE) por lo que se han estudiado como modelos del
direccionamiento intracelular de polipéptidos y asf mismo se han visualizado a los
rotavirus como herramientas para entender las funciones del RE, asi como para
estudiar las interacciones entre el virus y el tracto gastrointestinal de huésped (45}

Generalidades de los rotavirus
Descripcién:
Las caracteristicas principales de los rotavirus se describen a continuacién
(45):
Los rotavirus son virus de RNA que se replican en el citoplasma y se clasifican

como un género dentro de la familia Reoviridae.
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Figura 1. Organizacién estructural y génica de los rotavirus. Se muestran los 11
segmentos del genoma y las correspondientes protefnas codificadas, con su peso
molecular relativo y su localizacién en la particula (proteinas estructurales). La capa
mds interna, niicleo viral o "core” (en verde), estd formada de la protefna VP2, la capa
intermedia (en azul) constituida por la proteina VP6 y la capa mds externa contiene
tanto a la proteina VP7 (en amarillo) como a las espfculas de la proteinaVP4 (en rojo).
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El genoma de los rotavirus consta de 11 segmentos de RNAdc, de los cuales 10
son monocistrénicos y solo el segmento 11 codifica para dos proteinas (113). Los
segmentos del genoma de los rotavirus codifican tanto para proteinas estructurales
(VPs), que se encuentran en las particulas virales, como para proteinas no
estructurales (NSPs) que estan presentes sélo en las células infectadas, Existen 6
proteinas estructurales (VP1, 2, 3, 4, 6 y 7) y 6 proteinas no estructurales (NSP1 a
NSP6) (46, 113). Las protefnas virales experimentan modificaciones
postraduccionales que incluyen, glicosilaciones, miristilaciones, fosforilaciones y
cortes proteoliticos (por ejemplo, la proteina VP4 genera VP5 y VP8 al ser cortada con
tripsina).

La particula infecciosa (virién) tiene una simetria icosahédrica de didmetro
entre 65-75 nm, con tres capas protéicas concéntricas sin envoltura de lipidos (Figura
1). La capa interna o niicleo esta constuida por 120 moléculas de la proteina VP2, que
incluye al genoma junto con 12 moléculas de cada una de las proteinas VP1 y VP3; la
capa intermedia estd formada de 260 trimeros de la proteina VP6, mientras que la
capa externa estd constituida por 260 trimeros de la proteina VP7 que dan una
apariencia lisa al virién y de la que sobresalen 60 ptas o espiculas constituidas por

dimeros de la proteina VP4 (Figura 1).

Estudio de la funcién de los genes de rotavirus

En los rotavirus no se dispone actualmente de un sistema de genética reversa
que permita mutagenizar y evaluar la funcién de cada una de las proteinas virales y
de sus dominios o motivos de manera precisa. Las funciones de las proteinas virales
se han estudiado principalmente por ensayos ii vitro, por la seleccién de variantes
naturales, por el aislamiento de virus mutantes termosensibles y por la generacién de
virus rearreglantes. En este tltimo caso, el cual es una herramienta poderosa para
estudiar la genética de virus con genomas segmentados, se mezclan por infeccién
simultdnea dos cepas con genotipos diferentes, una de las cuales porta el fenotipo de
interés, la progenie viral resultante de esta mezcla se tamiza aislando y
caracterizando clonas virales (a través de ensayo en placa), hasta identificar el
segmento viral (un gen) que siempre cosegregue con el fenotipo bajo estudio. A
continuacién se dan algunos ejemplos de las metodologias y las funciones asignadas

a los genes de rotavirus.
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La caracterizacién de variantes naturales han mostrado por ejemplo, que al
parecer la proteina NSP1, no es esencial para la replicacién viral (75, 134), por lo que
la verdadera funcién de esta proteina en el ciclo viral queda por establecerse.

La proteina VP1 es considerada una RNA polimerasa dependiente de RNA
(RNApol o RNApol, se usard preferentemente la segunda abreviatura mas corta
porque todas las RNA polimerasas descritas en esta tesis son dependientes de RNA)
por tener motivos de RNA polimerasa en su secuencia (121), por su afinidad por
nucleétidos (177) y también por ser un componente de los complejos intermediarios
de replicacion (RIs) (55, 195). Se sabe también que NSP1 se une al extremo 3” de los
RNAms de rotavirus (139). Estas actividades fueron determinadas por ensayos in
vitro.

Los estudios con mutantes termosensibles indicaron que los virus con
deficiencias en VP1 y VP3 no sintetizan RNAms, mientras que aquellos mutantes en
VP2 y VP6 no sintetizan RNAdc (26, 60, 107, 108, 152).

Por otro lado, las funciones de la proteina no-estructural NSP3, como su
capacidad de unirse al extremo 3° de los RNAms virales en la secuencia consenso
UGUGACC y la de unirse al factor de traduccién eIF4G, provienen en su mayoria de
estudios in vitro y también por el sistema de dos hibridos en levadura (112, 145, 146,
148, 149). Del gen que codifica para NSP3 no existen ni mutantes termosensibles, ni
variantes naturales que informen sobre sus funciones en el ciclo de los rotavirus, pero
se cree que muy probablemente es la proteina que desvia la maquinaria de
traduccidn celular hacia la de los RNAms virales, con el consecuente abatimiento de
la traduccién de los RNAms celulares.

Las funciones de algunas otras proteinas virales en su mayorfa, se han

deducido por su distribucién en la célula infectada, su locallzacxén "entror de la

particula viral y por ensayos in vitro con componentes virales alslados

Particulas virales o

La apariencia de las particulas infecciosas al microscopio electrénico es de una
rueda de carreta con rayos cortos y un anillo exterior bien definido y liso (51), de
hecho los rotavirus reciben su nombre por esta caracteristica (del latin rota=rueda).
Cuando se purifican los virus a partir de un cultivo celular infectado mediante

gradientes isopicnigfés;de CsCl, se distinguen dos tfpos de particulas: de doble capa o
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DLPs (Double-Layered Particles) formando una banda inferior, y una banda superior
que corresponde a las particulas completas o TLPs (Triple-Layered Particles) (Figuras
14 y 2A del articulo). Las particulas DLPs con una densidad de 1.38g/cm® (172)
tienen una apariencia rugosa al microscopio electrénico que contrasta con la
apariencia lisa de las particulas TLPs (17) y que tienen una densidad de 1.36g/cm?

Las DLPs no son infecciosas, ya que la infectividad de los rotavirus depende de la
presencia de la capa externa (TLPs). El tratamiento con agentes quelantes de calcio
(EDTA y EGTA), que remueven la capa externa, resulta en la formacién de las DLPs
con la consecuente pérdida de la infectividad (17, 47).

Los estudios estructurales de los rotavirus empleando criomicroscopia electrénica
y andlisis de imégenes, han permitido visualizar cada una de las tres capas en los
rotavirus de manera tridimensional (Figura 1). De manera especifica, la mayoria de
las caracteristicas estructurales de la proteina VP4 de la capa externa se han obtenido
comparando imégenes de particulas virales completas y particulas que carecen de
VP4 a resoluciones alrededor de 26 A (163, 188). Las particulas sin VP4 se pueden
producir experimentaimente tratando a las particulas completas con pH alcalino (5,
188) o por la generacién de virus rearreglantes que pierden la VP4 durante la
purificacién por gradientes de CsCl, como en el caso del rearreglante de VP4 de la
cepa bovina B223 sobre el fondo genético de la cepa de simio SA11-4F (27, 163).

También se han logrado producir particulas semejantes a las particulas virales
llamadas VLPs (Virus-Like Particles), a partir de tinicamente proteinas estructurales
de rotavirus, indicando que las proteinas estructurales per se tienen la propiedad de
autoensamblarse. Expresando a las proteinas estructurales en células de insecto
transformadas con vectores de expresién recombinantes, se han generado VLPs en
las siguientes combinaciones: VP2, VP2/VP6, VP2/VP4/VP6, VP2/VP6/VP7 y
VP2/VP4/VP6/VP7 (35). Con las proteinas estructurales de la capa externa (VP4 y
VP7) purificadas, se han logrado reconstituir in vitro TLPs infecciosas a partir de
ntcleos virales o de DLPs, atin con proteinas de diferentes cepas, en un proceso
denominado transcapsidacién (28, 29). El ensamble de la tercera capa protéica de una
cepa sobre las VLPs de otra cepa también se ha podido realizar in vivo en células de

insecto (91).
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Ciclo replicativo de los rotavirus

Como se muestra en la Figura 2, la replicacién viral inicia con la pérdida de la
capa externa (proteinas VP4 y VP7) produciendo DLPs, con la consecuente activacién
de la transcriptasa viral asociada a estas particulas de doble capa. Los once RNAms
virales se transcriben a partir de los segmentos de RNAdc, traduciendose a su
respectiva proteina en ribosomas libres en el citoplasma (para la mayoria de las
proteinas) o asociados al reticulo endopldsmico para las proteinas NSP4 y VP7. A
partir de este momento algunos RNAms son dirigidos por proteinas virales (sin
descartar la participacién de proteinas celulares) hacia la ruta de la morfogénesis
viral, mientras que otros son traducidos. Las nuevas particulas virales se ensamblan
hasta particulas DLPs en inclusiones citopldsmicas grandes denominadas
viroplasmas. Durante este proceso los RNAms son convertidos en RNAdc genémico.
Las DLPs maduran a TLPs gemando de los viroplasmas al RE adjacente, la
membrana del cual se encuentra modificada con las glicoproteinas virales NSP4 y
VP7. Como resultado de la gemacidn, las particulas se envuelven en la membrana del
RE (que incluye las proteinas virales) formando particulas intermediarias que dan
lugar a las TLPs en el lumen del RE, por la remocién de la membrana y el ensamble
de la tercera capa protéica. Finalmente los viriones se acumulan{en_:él lumen del RE
hasta ser liberados por la lisis celular. Se ha propuesto una ruta de liberacién de
particulas virales para células polarizadas que ocurre en ausencia de lisis viral, la

cual se abordara adelante en la seccién de morfogénesis viral.
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Figura 2. Ciclo de replicacién de los rotavirus, Se muestran las principales etapas del
ciclo: la penetracién a través de la membrana celular, la transcripcién, la traduccién,
asf como la morfogénesis viral que ocurren en el citoplasma celular y el RE. La
morfogénesis viral inicia en los viroplasmas con el ensamble de DLPs
simultdneamente a la formacién del RNAdc genémico y continua con la gemacién
de las DLPs al lumen del RE formando las particulas intermediarias con membrana
de lipidos. La maduracién de las particulas virales se genera por la remocién
simulténea de la membrana de las particulas intermediarias y el ensamble de la
tercera capa protéica. Los virus maduros se acumulan hasta su liberacién mediante la

lisis celular, provocada por la misma infeccién viral. Ilustracién creada por el M en C.
Fernando Hern4ndez.
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Morfogénesis de los rotavirus

Para los fines de este estudio es de particular interés la morfogénesis de los
rotavirus en el reticulo endopldsmico, que esta determinada por tres protefnas de
rotavirus; dos estructurales, VP4 y VP7, y una no estructural, NSP4. A continuacién
se describen las principales caracteristicas de cada una de las proteinas referidas, asi

como la morfogénesis viral en mayor detalle.
Proteinas virales involucradas en las etapas finales de la morfogénesis viral

La proteina estructural VP4

La proteina VP4 es una proteina de 776 aa que no se glicosila, es reconocida
como la hemaglutinina viral (83). Es un antigeno de neutralizacién (106) y también es
el determinante de la virulencia (52, 62, 133). Esta proteina estd involucrada en la
unién a las células (156) a través de receptores celulares y en la penetracién del virus
al citoplasma célular (105, 194).

Los dimeros de la proteina VP4 forman las 60 espiculas de aproximadamente
200A de longitud, que sobresalen de la superficie del virus 120 A, como se muestra
en la Figura 3. La cabeza de la espicula es bilobada y unida a un cuerpo cuadrado
formado por dos bastones. La base de anclaje con didmetro de 70-85 A, despliega una
pseudo-simetria de 6 lados (163, 188). Cuando los rotavirus se tratan con tripsina
aumenta se aumenta su infectividad (44) y la proteina VP4 genera dos polipéptidos,
VP5 y VP8 de 60 y 28 KDa respectivamente. La cabeza de VP4 la constituye el
polipéptido VP8, mientras que el cuerpo esta compuesto por una porcién de VP8 y
por el polipéptido VP5 (175) (Figura 3).

Se ha sixgerido que la presencia del dominio hidrofébico en VP4 (Figura 4),
con alta homologia al dominio de fusién de membranas de4lc:>s, alfavirus (106), es el
responsable de la capacidad de interactuar y pefmeabilizar membranas que poseen
los rotavirus (40, 128, 157). Estas caracteristicas hacen de VP4 una proteina

potencialmente importante, no s6lo para la entrada del virus a las células huésped,
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sino aparentemente también para la morfogénesis viral en el retfculo endopldsmico
(45), como se describe mds adelante. En ambos procesos, sus caracteristicas
facilitarian la transferencia de particulas a través de las membranas (175).

La protefna VP4 parece tener ademds una funcién estructural que implica
mantener el registro geométrico preciso entre las capas interna y la externa, ya que
puede interactuar con dos moléculas de VP7 en la capa exterma y con seis
moléculas de VP6 en la capa interna (45).

vpPg*
}-barrel

VPgs
i-sheet

VP4 g
200A
yps?
sr-helix

> VP7
90A

Figura 3. Modelo esquemitico de la topologia de VP4. Se muestra un dfmero de
VP4; VP8 (en rojo) y VP5 (en verde). Nétese la base globular amplia de ~ 70-85 A de
didmetro que se inserta en los canales de tipo Il de ~ 55A de didmetro, presentes en la
capa de proteinas formada por VP7. Se indican las longitudes interna y externa en la
tercera capa, para el homodfmero de VP4 . Tomado de Tihovaetal (175).
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Figura 4. Representaciéon esquemadtica de la proteina VP4. Se muestran sus
principales dominios; VP8 y VP5 originados por proteélisis con tripsina, asi como los
motivos que han sido mapeados. HA: dominio de hemaglutinacién 93-208 (53, 78,
106). RCT: region de corte con tripsina Arg 231,241,247 (7). RH: regién hidrofébica de
permeabilizacion-fusiéon de membranas (390-401) (106, 111). TRAF: Elementos de
unién a TRAF 68,157,226 (95). Prx: Seial de direccién a peroxisomas 774-776 (123).
DGE: sitio de unién a la integrina a2p31 p 303-310 (34, 72, 104, 193).Hsc: dominio de
unién a hsc70 p642-659 (192).
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La proteina estructural VP7
Constituye la segunda proteina mas abundante del virién, después de la

proteina VP6, y es una proteina que experimenta N-glicosilaciones mientras se
inserta en la membrana del reticulo endopldsmico, dirigida por una secuencia sefial
en el extremo amino (81). Esta proteina posee ademds dos sefiales para retencién en
el reticulo endopldsmico, diferentes a la secuencia KDEL de algunas proteinas del RE
(127), entre los aminodcidos 51-61 y 61-111 (183). Se han encontrado tres aminoécidos
criticos (ITG) en el extremo amino terminal para la retencién de VP7 en el RE (109).

Existen dos poblaciones de VP7, una que sélo se encuentra en las particulas
maduras y otra que estd en el RE con disposicién luminal, al parecer en forma
dimérica, la cual parece ser precursor de la primera (82, 110). Para que VP7 se
ensamble en las particulas virales también parece ser necesario que tenga enlaces
disulfuro apropiados (168) y que haya una elevada concentracién de calcio en el RE
(150, 151).

Se ha propuesto que la VP7 madura en un compartimiento intermediario entre
el RE y el aparato de Golgi, y que la VP7 procesada a manosa 6, a partir de manosa 9,
regresa al RE por sus singular par de sefiales de retencién. Lo anterior lo hace de una
manera similar a lo que ocurre con las proteinas con la seiial KDEL, las cuales

regresan al RE desde las regiones pre-Golgi o cis-Golgi (127, 142).

La proteina no estructural NSP4

Es la tnica proteina no estructural que se traduce en ribosomas asociados al
RE y que se modifica por dos N-glicosilaciones en el extremo amino, para dar la
forma madura de 28KDa (81). La secuencia para retencién en el RE no se conoce,
pero se sabe que no es la tipica KDEL de las proteinas celulares ni el ITG de VP7; los
dominios hidrofébicos del extremo amino parecen ser completamente los
responsables de la retencién (25).

La proteina NSP4 en la membrana del RE se encuentra predominantemente en
forma de tetrdmeros (110). El extremo amino de NSP4 es intramembranal mientras
que el extremo carboxilo tiene una disposicién citopldsmica (25). NSP4 es reconocida
como el receptor en el RE de las DLPs, lo cual se lleva a cabo a través de la

interaccién de la particula viral con el dominio citopldsmico (9).
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La proteina NSP4 posee un dominio de unién a VP4, entre los aa 112-146 (10),
y otro entre los aa 161-175, que une a VP6 (DLPs) (9, 173). Los monSmeros de
proteinas NSP4, VP4 y VP7 se han aislado en forma de un complejo heterotrimérico,
que por contener a estas tres proteinas, pudiera constituir el receptor funcional de las

particulas subvirales (DLPs) en la membrana del RE (110).

Morfogénesis en el citoplasma

Esta seccién sélo hace referencia a la parte del ciclo de replicacién de los
rotavirus posterior a las fases de adsorcién, penetracién y desnudamiento, sin hacer
incapié en los mecanismos involucrados en estos pasos que ha sido revisados
ampliamente por Arias et al 2002 (6). El conocimiento acumulado sobre la
morfogénesis de los rotavirus que a continuacién se expone, se ha derivado de los
estudios en células epiteliales del rifién de mono (MA104).

La morfogénesis de los rotavirus inicia cuando algunos de los RNAms virales
transcritos a partir de las DLPs son captados por las protefnas virales (y tal vez
celulares) que los convertirdn en RNAdc genémico. La localizacién celular de la
primera interaccién del RNAm con esas proteinas no se conoce.

Las nuevas particulas virales se comienzan a ensamblar como intermediarios
de replicacién (RlIs), llamados asi por contar con la actividad de replicasa (RNA
polimerasa dependiente de RNA) (55, 140). Estos Rls llevan a cabo la sintesis del
RNA viral de doble cadena tomando como molde los RNAms virales (114). La
formacién de los RIs y la sintesis del RNAdc genémico tienen lugar en los
viroplasmas (144), que constituyen estructuras citoplasmicas electrodensas cuando
son observadas al microscopio electrénico, y estdn formados por una gran cantidad
de proteinas estructurales y no estructurales, asi como de RNA viral.

Los intermediarios de replicacién se forman a partir de un complejo inicial
denominado precoreRI, que incluye a las proteinas VP1, VP3, NSP1 y NSP3, a partir
del que se ensambla otro complejo que ya incluye las proteinas del nicleo viral
llamado coreRI, constituido de VP1, VP2 y VP3 junto con las proteinas
noestructurales NSP2 y NSP5. Finalmente se conforma el complejo llamado VP6RI
con las proteinas VP1, VP2, VP3, VP6 y NSP2, que da lugar a las DLPs formadas con
las protefnas VP1, VP2, VP3 y VP6 (55, 140).
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Las proteinas no estructurales NSP2 y NSP5, sintetizadas simultdneamente en
células en cultivo a partir de vectores de expresién, generan estructuras tipo-
viroplasmas (48), por lo que se infiere que son importantes en esta etapa de la
morfogénesis, donde deben existir contactos especificos proteina-proteina para
convertir a los RNAms virales en RNAdc genémico, lo que ocurre mientras se
ensamblan las particulas subvirales (55). Las particulas VLPs (VP1, VP2 y VP6)
ensambladas en células de insecto, en ensayos in vitro, tienen actividad de replicasa y
pueden usar como molde a un RNAm exdgeno para convertirlo en RNAdc, sin la
aparente participacién de proteinas no estructurales (30). Juntos, estos hallazgos
sugieren que las NSPs pueden aumentar la eficiencia de replicacién de las particulas
subvirales, reclutar o mover otras proteinas virales de sus sitios de sintesis hacia el
viroplasma o facilitar el movimiento de las particulas virales nacientes hacia la
membrana del RE (45).

Las proteinas no estructurales pueden intervenir en la introduccién de RNAm
al interior de las particulas en formacién que estdn vacias, en mantener el balance
entre la traduccién y la replicacién de los RNAms virales, y también podrian actuar

como chaperonas en todos los eventos de la morfogénesis viral.

Maduracién de los rotavirus en ¢l Reticulo Endoplasmico

Las DLPs ensambladas en los viroplasmas son reconocidas por un receptor
presente en la membrana del RE (formado aparentemente por las proteinas NSP4,
VP4 y VP7), que promueve la gemacién de las DLPs hacia el lumen del RE. Durante
la gemacion adquieren una membrana de lipidos del RE que contiene a las proteinas
NSP4, VP4 y VP7. Por un mecanismo desconocido las DLPs pierden la envoltura
transitoria de lipidos junto con la proteina NSP4, y selectivamente retienen a las
proteinas VP4 y VP7 para formar los virus maduros que se acumulan en el lumen del
RE hasta que ocurre la lisis celular.

Se debe recalcar que durante toda la infeccién viral se incrementan las
concentraciones de Ca®* tanto en el citoplasma como en el RE (118, 119), lo que parece

ser una condicién necesaria para la morfogénesis.
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Entonces, existen dos etapas importantes en la maduracién de los rotavirus en
el RE: la gemacién y la exclusién de la envoltura, las cuales son caracteristicas
particulares de la morfogénesis de estos virus. Se ha calculado, por estudios cinéticos
de la incorporacién de VP7 en las particulas virales, que la gemacién y el ensamble

de la tercera capa ocurren en un periodo aproximado de 15 min (82).

Gemacién (traslocacién)
Las observaciones al microscopio electrénico (ME) de células infectadas con

rotavirus muestran que las DLPs emergen de los viroplasmas y geman hacia el
lumen del RE, envolviendose con la membrana del RE (Figura 3 del articulo). De tal
manera, la gemacién involucra dos componentes, las DLPs formadas en los
viroplasmas y las proteinas del complejo heterotrimérico en la membrana del RE, que
incluye a las proteinas estructurales de la capa externa VP4 y VP7, asi como la
proteina no estructural NSP4. El complejo heterotrimérico VP4-NSP4-VFP7, se ha
propuesto como el receptor que determina que las DLPs gemen hacia el interior del

RE, aunque el mecanismo exacto atin se desconoce.

Exclusién de la envoltura del intermediario

Se ha propuesto que la maduracién viral a la forma infecciosa final implica la
remocién coordinada de la membrana de lipidos junto con la protefna NSP4, y el
ensamble de la tercera capa constituida por las protefnas VP7 y VP4 sobre las DLPs
(45). Se desconoce el mecanismo preciso por el cual se pierde la envoltura lipidica y
se ensambla la capa externa, pero se sabe que este prqcéso és» dependiente de una alta
concentracién de calcio (orden milimolar) en “él glun»len' del RE, provocada
probablemente por algunas;protéinaé “virales. ‘Se ‘ha postulado que la alta
concentracién de calcio pethité la g‘liccﬁ_):sila’cién correcta de VP7 y de NSP4 para
formar los heterotrimeros, y que también promueve la remocién de la membraria

transitoria (119, 151).
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Actualmente existen cuatro diferentes tratamientos por los cuales se puede
detener la morfogénesis viral a nivel de las particulas intermediarias envueltas en
lipidos:

1. Tratando las células infectadas con la droga tunicamicina, un inhibidor de N-
glicosilacién, que evita que se glicosilen las proteinas NSP4 y VP7 en el RE (151).
La identificacién de una variante viral que produce una VP7 no glicosilada que
no afecta la remocién de la capa de lipidos, indica que solo la glicosilacién de

~NSP4, pero no la de VP7, es esencial para tal efecto (143).

2. Agotando las reservas de calcio en el RE, por la aplicacién de tapsigargina
(sesquiterpeno lactona derivada de Thapsia garganica), que es un inhibidor de la
ATPasa de Ca** del RE, responsible del bombeo de calcio hacia el lumen. La
concentracién disminuida de Ca®* provocada por la tapsigargina repercute en
que la VP7 ya no se asocie al heterodimero VP4-NSP4 (151) y que sufra un cambio
conformacional, evidenciado por la falta de reconocimiento por un anticuerpo
monoclonal (119). Por la similitud de los efectos de la tapsigargina y la
tunicamicina, se ha postulado que al agotar el Ca®**en el RE se afecta la
glicosilacién de las proteinas NSP4 y VP7, impidiendo el ensamble de la tercera
capa y la-remocién de la membrana lipidica (119).

3. :Producxendo virus en medio libre de calcio, usando EGTA o el ionéforo de calcio
'A23187 se tiene el mismo efecto (151, 161), indicando la dependencia de una
elevada concentrac16n de Ca** enel REy/odela glicosilacién de NSP4 para la
exclusnén de la envoltura. Shahrabadi et al (161), sélo encontraron DLPs después
de la punfxcacxén de particulas por gradiente de CsClL. Posteriormente se
demostré por ME que en ausencia de calcio, VP7 no se mantuvo incorporada ala
membrana del RE y mas bién se distribuyé en el citoplasma (3).

4. El uso de Brefeldina A, que inhibe el transporte de proteinas fuera del RE. Como
en el caso de la enzima manosidasa II, propia del aparato de Golgi, la cual fue

retenida erréneamente en el RE. En esta condicién VP7 fue incorrectamente

glicosilada por esa enzima. Por su parte la proteina NSP4, aunque sus
carbohidratos fueron procesados de una forma diferente, no fue substrato de la
manosidasa II, sugiriendo que las dos proteinas se procesan en compartimientos

diferentes (120).
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Los tratamientos descritos, afectaron la glicosilacién de las proteinas virales
pero no impidieron que las DLPs gemaran hacia el RE, por lo que no se puede
asociar este evento a una alteracién en cualquiera de las tres proteinas involucradas
(NSP&, VP4 y VP7). Mas bién los resultados parecen sugerir que es suficiente la
preéencia de las tres protefnas en la membrana del RE para llevar a cabo la gemacién
de las DLPs. En cuanto a la remocién de la envoltura, queda claro que ni la incorrecta
glicosilacién de NSP4, ni la no glicosilacién de VP7 detienen la remocién de los
lipidos, esto solo se logra con la glicosilacién incorrecta en VP7 (81). Es posible que el
calcio estabilice o module el plegamiento, la compartamentalizacién o la retencién de
las proteinas glicosiladas para el subsecuente ensamble en las particulas (3, 45). La
produccién de particulas infecciosas en cambio, fue afectada por todos los
tratamientos mencionados, demostrando que esta etapa requiere la presencia de las

proteinas asf como su correcta glicosilacién.

Topologia de las proteinas virales en las particulas intermediarias con membrana
lipidica

El complejo ternario NSP4-VP4-VP7 en la membrana del RE (110) también esta
representado en las particulas intermediarias envueltas en el lumen del RE, después
de la gemacién de las DLPs. Sin embargo, en estas particulas, la disposicién de las
protefnas virales cambia, como se describe a continuacién y se observa en la Figura 5.

En la membrana del RE, NSP4 tiene el extremo carboxilo en disposicién
citopldsmica, lo que constituye el dominio interactuante del receptor con las DLPs (9,
110, 173). La proteina VP4 en su totalidad se encuentra en el citoplasma, puesto que
no es una proteina transmembranal, mientras que VP7 esta orientada hacia el lumen
del RE.

En las particulas intermediarias con lipidos, las tres proteinas tienden a
localizarse al interior de los lipidos; VP7 es completamente interna, VP4 tiene
algunas regiones que sobresalen de la particula, mientras que NSP4 tiene sdlo una
regién que sobresale de la particula (150). Para NSP4 y VP4 se esperaria una
localizacién externa, no asf para VP7 la cual se esperaria en una localizacién interna.
Esta tendencia a internalizarse en los lipidos puede reflejar el proceso de ensamble de

la tercera capa.
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Figura 5. Topologia de las proteinas NSP4, VP4 y VP7 de rotavirus en la membrana
del RE y en las particulas intermediarias con membrana lipidica dentro del lumen
del RE. La remocién de la membrana, la exclusién de NSP4 y el ensamble de la
tercera capa, generan los viriones infecciosos. S6lo se muestran los monémeros de las

proteinas . Tomado de Pourochynsky et al 1991 (150).
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Morfogénesis de los rotavirus en células Caco-2

Se ha propuesto que existe una ruta diferente de ensamble y maduracién de
los rotavirus en la linea celular Caco-2. Esta linea celular es derivada de un cancer de
colon humano y exhibe un fenotipo bien diferenciado (células polarizadas) cuando se
mantiene en cultivo prolongado.

Las diferencias basicas con respecto a la morfogénesis de rotavirus en las
células MA104 son:

1. La liberacién del virus es vectorial, por medio de vesiculas que probablemente se
fusionan con la membrana apical y liberan a los viriones al medio extracelular en
ausencia de lisis celular. Esta ruta de trafico vesicular no pasa por el aparato de
Golgi ni por los lisosomas (80).

2. Se propone que la proteina VP4 dirige el ensamble de las particulas virales
usando los microdominios lipidicos denominados “rafts” como plataforma, en la

regién apical, y no en el reticulo endopldsmico (159).

De acuerdo a esta propuesta, los rotavirus no maduran en el reticulo
endopldsmico, pero sf en otro sistema de membrana que no estd ni en la ruta del
aparato de Golgi ni de los lisosomas, pero cercano a la membrana apical. En estos
casos la proteina VP4 tendria la capacidad de interactuar directamente con los lipidos
de los rafts (no en el RE)} y de ser transportada con ellos hacia la regi6n apical, donde
después se pueden incorporar las DLPs junto‘ con NSP4. Este modelo queda por
confirmarse, y aunque la liberacién de los virus és realmente diferente en Caco-2 que
en MA104, la presencia, tanto de intermediaxios envueltos, como de particulas sin
envoltura en el RE, hace pensar que la morfogénesis es similar en ambas lineas

celulares.
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La “Interferencia por RNA” (RNAi)

Recientemente se ha empezado a utilizar una metodologia que ha resultado
muy poderosa para estudiar la funcién de los genes que codifican para proteinas,
basada en el silenciamiento postranscripcional de los RNAms. Esta metodologia
explota una maquinaria intracelular que al parecer poseen todos los organismos
eucariontes, que se activa por la presencia de RNAdc que debe tener una secuencia
idéntica al gen (su RNAm) que se ha de inhibir.

Esta respuesta biol6gica a RNAdc media la resistencia a los dcidos nucléicos
parasitos tanto endégenos como exdgenos y regula la expresién de genes que
codifican para proteinas, particularmente durante el desarrollo y diferenciacién de
los tejidos de un organismo (70).

( 4'E1 nombre de “interferencia” se debe a que en el gusano Caenorabditis elegans,
donde se descubri6 el mecanismo, se interrumpié la expresxén del gen unc-22 a nivel
de la traduccién, sin alterar su transcripcién (50, 124) y com elvRNAdc fue el
; terferencia por RNA”
el RNA se debe a Ia

énticos en secuencia al

gatlllo que disparé esta respuesta celular, se le denommé_‘.

o de manera abreviada “RNAi” (162). El efecto mterfe
degradacion de los RNA mensajeros (RNAm). que Sor
RNAdc que activé la respuesta(124). S ‘

La RNAi descrita inicialmente en C. elegans, esta relacxonada mecamstlcamente
a otros fenémenos como son la cosupre516n, el silenciamiento genétlco
postranscripcional (PTGS) y el silenciamiento postranscrxpcxonal inducido por virus
(VIGS), descritos previamente en las plantas (102 129, 158, 178), e igualmente al que
se conoce como “quelling” (supresién) en el hongo Neurospora (33) y en las algas
Dictyostelium y Chlamydomonas. (54, 187); todos estos mecanismos se conjuntan en
una respuesta mas general denominada “silenciamiento por RNA”. El hecho de que
este mecanismo se encuentre en diveféds organismos eucariontes, desde los protistas,
hongos, plantas, mvertebrados y-] hasta mamlferos, indica que es un mecanismo
ancestral que ya estaba presente antes de la. divergencia entre animales y plantas,
altamente conservado conservado evolutlvamente Por otra parte parece representar
una innovacién en los guca_rlon;es, ya que» no se ha’ encontrado esta respuesta en los

procariontes (191).
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El RNA de doble cadena es la molécula interferente :

La maquinaria de RNAi usa la informacién presente en la s‘ecﬁénc‘ia del
RNAdc como guia para degradar el RNA mensajero que comparta esa sécu_encia. De
esta manera la RNAIi es altamente especifica, ya que sélo afecta lya'éxpi':é's'i'én de los
genes que tengan una secuencia idéntica al RNAdc que inici6 el proceso. Las
moléculas de RNAdc son percibidas por la célula como parte de eventos de origen
extrafio, que normalmente no existen en las células. Aunque las tres clases de RNAs
celulares méas abundantes: RNA ribosomal, RNA de transferencia y RNA mensajero,
forman estructuras secundarias en las que existen regiones de doble cadena, por
alguna razén desconocida estas regiones son ignoradas por la maquinaria de
silenciamiento celular. En todos los organismos donde se ha descrito la interferencia
de RNA, el RNAdc representa la tinica llave de acceso hacia la respuesta interferente.

Si algunas moléculas son RNA de cadena sencilla, el sistema puede convertirlas a

RNAdc.
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Figura 6. Modelo general de la RNAIi en organismos eucariontes. El “gatillo” que
dispara la RNAi es el RNAdc, el cual es reconocido y segmentado a RNAs
interferentes pequeiios (siRNAs) por la ribonucleasa Dicer. Los siRNAs generados se
incorporan al complejo RISC y se separan sus dos hebras por la actividad de helicasa
del complejo. El complejo RISC reconoce al RNAm blanco, tomando como guia a la
cadena negativa del siRNA (en rojo), pudiendo entonces suceder dos eventos. En el
primero, el RNAm se corta en medio de la doble cadena siRNA-RNAm y el RNA
cortado es degradado completamente por una actividad exonucleasa. En el segundo
caso, la hebra antisentido (en rojo) puede servir como iniciador para la sintesis de la
cadena complementaria por una RNApol, generando un nuevo RNAdc que la
enzima Dicer convierte en siRNAs secundarios. Estos siRNAs entran nuevamente en
Ia ruta de RNAI, amplificando Ia sefial interferente. En ambos casos se inactiva el
RNAm evitando su traduccién. Se seifialan las actividades enzim4ticas del complejo
RISC en cada paso.
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Mecanismo de interferencia
Como se observa en la Figura 6, el proceso de RNAI se inicia cuando una

RNAsa de tipo III llamada Dicer (14), convierte al RNAdc (“gatillo”) en fragmentos
(“efectores”) de doble cadena de 21 a 23 pares de bases con 2 nucleétidos
sobresaliendo en el extremo 3’, conocidos como RNAs interferentes pequefios o
siRNAs (66, 190). Estos siRNAs son incorporados en un complejo protéico llamado
RISC (por sus siglas en ingles: RNA Induced Silencing Complex) en el que son
convertidos a RNA de cadena sencilla por accién de una helicasa (67, 132). En este
punto los siRNAs de cadena sencilla son inestables por si mismos y son degradados,
a menos que reconozcan un RNA blanco, esta inestabilidad provee un filtro rapido
de especificidad (147). El segundo paso es el reconocimiento del RNA blanco de
cadena sencilla, mediante la cadena negativa de los siRNAs que sirve como guia
presumiblemente por medio de interacciones tipo Watson-Crick (67).

El RNA blanco apareado con el siRNAs puede seguir dos destinos: uno de
amplificacién de la sefial interferente, en el cual el RNAm blanco es conviertido a
RNAdc mediante una RNApol (130), que usa a la cadena negativa del siRNA como
iniciador para sintetizar la cadena complementaria (103). Este RNAdc es cortado
nuevamente por Dicer para generar siRNAs ahora denominados “secundarios”, en
un proceso que se le nombra “RNAi transitivo”, término que se refiere al movimiento
de la serial de silenciamiento a lo largo de un gen particular (103, 165). En la mosca y
en los mamiferos no parece sucedér tal amplificacién (56, 68, 73, 132, 190). En C.
elegans el efecto transitivo s6lo es en direccién 3’-5’, mientras que en plantas es hacia
ambas direcciones 5’-3" y 3'-5’ (49).

En la otra opcién que parece ser la tinica en células somaéticas de insectos y de
vertebrados (160), el RNA blanco en el duplex siRNA-RNAm sufre un corte por una
endoribonucleasa del complejo RISC, difrente a Dicer (67, 68, 132) en
aproximadamente la mitad del duplex (43). Por accién de una exoribonucleasa
también en el complejo RISC, tipo Mut-7 de C. elegans (89), el RNA se degrada
totalmente. Como el complejo RISC es reusado en varios ciclos de degradacién,
también en este caso se puede hablar de una amplificacién de la RNAi (76). En los
demds eucariontes inferiores, el RNA cortado también: puede ser convertido a
RNAdc por una RNApol esta vez independiente de iniéiédor y generar siRNAs
secundarios, Se espeéglé que esta génefaciéh de RNAdcmdependler\te de iniciador,
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es la ruta que siguen los RNA aberrantes destinados a ser degradados, también
denominada “cosupresién” por semejanza a lo que ocurre en las plantas(191).
Después de que la sefial se ha amplificado por una reaccién en cadena de la RNApol,

 se tiene una concentracién suficiente de siRNAs para contrarrestar a un nimero cada
vez mayor de RNAs blancos, que ahora puede ser atacado por diversas regiones, lo
que aumenta la efectividad del sistema.

La amplificacién de la RNAi entonces puede tener las siguentes explicaciones:
que la enzima Dicer corte al RNAdc en varios siRNAs primarios potencialmente
capaces de reconocer una molécula blanco, que haya un mecanismo catalitico en el
cual se usan multiples veces los siRNAs o que una RNApol use los siRNAs como
iniciadores sobre el RNAm blanco para generar RNAdc y subsecuentemente siRNAs
secundarios (147). Mientras que para plantas y gusanos puede ser la suma de los tres
casos, para mamiferos e insectos sélo la segunda opcién parece'ser la tinica operante
(56, 68, 73, 132, 190). A continuacién se revisan algunas condiciones que activan la

respuesta de RNAI.

Infecciones virales

El genoma de la gran mayoria de los virus que se conocen en. la. actualidad
estd formado por RNA (lo cual es particularmente cierto’ para los; v1fus de plantas)
(2). El genoma de estos virus puede ser de RNA de cader.{a vsenc1lla (mas del 90% en
el caso de los virus de plantas) o de doble cadena En el caso de los virus de RNA de

cadena sencilla el genoma es: rephcado a-través de mtermedlarlos de RNAdc, los

cuales pueden activar directamente la via interferente (1, 36, 101 154, 158, 174).
Debido a la capacidad potencial de este tipo de virus para actlvar la RNAI, una
infeccién viral se puede ver entonces como una carrera entre la maquinaria de
silenciamiento celular y la replicacién del virus (2). )

La evidencia mds clara de la funcién de la RNAi como un sistema de defensa
antiviral se deriva de estudios genéticos en plantas (11). Las plantas mutantes que
son incapaces de montar una respuesta de RNAi son mas susceptibles a infecciones
virales; por ejemplo, mutantes dela planta Ambtdopsxs thaliana que son deficientes en
la enzima RNApol, que es uno. de los: componentes de la via. de RNAI, son
extremadamente sensxbles a la mfecc1én por cucumovxrus (37 126) Otra de las
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evidencias en favor del papel del RNAi como un sistema de defensa contra virus se
basa en el hecho de que muchos de los virus de plantas activan eficientemente la via
de RNA|, y a la vez, algunos de ellos producen proteinas de contradefensa contra
esta via como son la proteina 2b del virus del mosaico del pepino y la proteina p25
del virus X de la papa, que son capaces de bloquear el silenciamiento, asi como su
dispersién en la planta y que por lo tanto juegan un papel esencial en la patogénesis
viral (4, 12, 18, 23, 87, 179, 180, 182). Esto mismo se ha observado en virus-de insectos,
como el virus de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), que también produce
una protefna que bloquea la respuesta de RNAIi en células en cultivo, proteina que es
esencial para la replicacién del virus en estas células (101). Esto apoya la hipétesis de
que el RNAIj también funciona como un sistema de defensa antiviral en células
animales. Sin embargo, no se conoce la relevancia que este tipo de defensa pudiera
tener en los mamiferos.

Estas observaciones sugieren que el mecanismo de RNAi podria haber servido
como un sistema de defensa efectivo contra los primeros patégenos, lo que
justificarfa su conservacién a través de la evolucién, atin cuando surgieron otros
mecanismos de defensa ligados al aumento en la complejidad de los organismos
vivos, como es el caso de los anticuerpos y el interferén en los vertebrados. Sin duda
es interesante que este mecanismo ancestral esté todavia presente en muchos
organismos eucariontes hoy en dia, en los cuales aparentemente continda jugando un
papel importante en el control de entidades que son percibidas como de naturaleza

extrana.

Transposones

Otra funcién atribuida a la RNAi es la de cuidar la integridad del genoma de
posibles agentes que lo puedan alterar, como pueden ser los elementos, moviles
conocidos como transposones, por lo que se le ha llegado a considerar como el
“sistema inmune del genoma” (147). La alteraciones causadas por los transposones
pueden ser desde simplemente mutar la regién donde se insertan hasta provocar
traslocaciones.cromosémicas. En C. elegans que es donde se sabe mas del sistema
interferehte}- cuando se pierde la funcién de un gen que forma parte de la ruta de
RNAI, se activan muchos transposones en la linea germinal y el C. elegans se
convierte en un ‘mutador natural, indicando que la RNAI funciona para reprimir la
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dispersién de transposones, en el genoma de las generaciones subsecuentes de
gusanos (89). El silenciamiento de los transposones requiere algunos componentes de
la maquinaria de RNAi, ejemplo Mut-7 que es una exonucleasa 3-5’ y su mutante se
transpone sufre muchas transposiciones (171), por lo que Mut-7 puede participar
degradando los fragmentos de mensajeros producidos por el complejo RISC que
todavia son traducibles. Efectivamente, se han encontrado los productos de
degradacién de los transposones que se mueven por intermediarios de RNA y de
DNA, por lo que esta funcién puede ser una realidad (39, y datos nd;,p’ub:lAicados
mencionados en 13 y 147). Resulta interesante saber si esta funcién se aéiica a otros
organismos, incluyendo los humanos, donde la secuencia completa del genoma ha
revelado que contiene un 45% de secuencias remanentes de invasiones previas con

elementos tipo transposon-virus que todavia parecen estar activos (147).

RNAs aberrantes
De un modo similar, el sistema de RNAi pudiera ser usado por la célula para

sensar y destruir los RNAms con algunos errores, es decir, RNAs aberrantes cuya
traduccién pudiera generar protefnas con una funcién alterada. Los RNAs aberrantes
se pueden producir por terminaciones prematuras de la transcripcién, por un
procesamiento inapropiado, por la falta de cola de poliA, por contener mutaciones
sin sentido o por estar en niveles elevados como los que producen los transgenes
(191). Paré activar la RNAi el RNA aberrante de cadena sencilla tiene que ser
converfido a RNAdc sin la necesidad de un RNA iniciador, por medio de una

RNApol postulada ser el sensor de los RNAs aberrantes (191).

RNAs endé6genos S
Nuevamente en C. elegans se revelé la exitencia de una nueva clase de

reguladores negativos de genes que codifican para protefnas, que aunque no
disparan propiamente la RNAI, sf usan algunos de sus componentes y regulan la
expresién genética a nivel de la traddéciéh'(63 77, 88, 92). Estos reguladores son
RNAs pequefios denominados: RNAs‘temporales pequefios (stRNAs, por small
temporal RNAs) como son 1et-7 yllmb-4 ‘(99 155, 185), que se transcriben como
precursores de 70 bases y forman una. estructura de tallo y asa, procesada por la

enzima Dicer para generar la fofmé actxva que es similar a un siRNA (63, 77, 88, 92)
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(Figura 7, recuadro inferior). La interferencia generada por los stRNAs no degrada
los RNAs blancos, sino mds bién sélo se unen a ellos en forma de un complejo
protéico que incluye el duplex stRNA-RNAm con algunas bases desapareadas (65),
que parece ser responsable de la represién de la traducciéon del RNA blanco al
impedir la iniciacién de la traduccién, pero sin degradar al RNAm (135, 166).
Aunque hasta ahora let-7 y lin-4 son los tinicos dos stRNAs para los cuales se
ha demostrado una funcién reguladora, éstos forman parte de una familia creciente
de RNAs endégenos que en términos més generales se conocen como microRNAs
(miRNAs) (93, 96, 98, 125). M4s de 150 miRNAs se han identificado en Drosophila, C.
elegans, mamiferos y maés recientemente en plantas. La funcién de los rmRNAsse L

desconoce, pero su abundancia sugiere que cuando menos algunos de ellos™ *

desempefian un papel regulatorio. En este sentido, Drosophila melanogaster se han
reportado miRNAs que son parcialmente complementarios a dos secuencias
(conocidas como cajas K y Brd) que estdn involucradas en la regulacién post-
transcripcional de muchos RNAms (94). Puesto que la enzima Dicer genera tanto
siRNAs como stRNAs, puede decirse que representa un punto de interseccién entre
las rutas RNAi, degradativa mediada por los siRNAs y RNAI represora llevada a
cabo por los stRNAs.

La RNAI en el gusano C. elegans y en las plantas

Dos aspectos adicionales del sistema RINAi que operan tanto en C, elegans
como en plantas, son la amplificacién de la sefial interferente y la diseminacién
sistémica de la misma. Mas atin en C. elegans esta respuesta puede perduraren la
siguiente generacion, es decir, ser heredable (50, 176, 186). En contrasté en células de
insecto y de mamifero, la interferencia se comporta de manera auténoma-celular, sin
amplificarse ni diseminarse. Las plantas llevan la RNAi a un nivelrr:n‘é’si extremo,
metilando genes y promotores de genes en el niicleo que compaften identidad con
el RNA que disparé la RNAI (117, 181). _ -

Las plantas también rechazan algunos transgenes montando la;respuesta
interferente contra los RNAms del transgen y si estos RNAs txenen identidad con los
enddgenos, estos tiltimos también se degradan, dando origen a lo que se conoce
como “cosupresién” (129). Se han propuesto alas RdRps celulares mismas como los
sensores de RNAs aberrantes, ya que tales sensores deberfan activarse sélo con .
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concentraciones elevadas de RNA blanco, como seria el caso de los transgenes que
‘causan la cosupresién en las plantas (69). Las RNApols como supuestos sensores de
RNAs aberrantes, deben ser polimerasas con baja afinidad y modesta procesividad,
lo que permitirfa ignorar a los RNAs celulares “sanos” (191). De acuerdo a esta
teorfa, en tomates se producen siRNAs 3’ preferentemente del transgen que disparé
el silenciamiento y no del RNAm endégeno, sugiriendo que la RNApol inicia la copia
de RNA (independiente de iniciador) del extremo 3’ del transgen abundante y
aberrante y no del RNA end6geno menos abundante y no aberrante (69).

Evolucién del sistema como herramienta

Dado que el fenémeno de RNAi resulta en el silenciamiento eficiente y
especifico de un gen dado, recientemente se ha implementado su uso en una amplia
variedad de organismos para alterar la expresién de un gen de interés, y asf definir
su funcién. Este sistema ha sido aplicado con particular éxito en C. elegans, Drosophila
y en las plantas. Por ejemplo, en el caso de C. elegans, la evaluacién por RNAI de la
funcién de genes individuales se ha extendido al andlisis de casi el total de los 19,000
genes predichos para este organismo, habiéndose podido determinar la funcién de
un gran namero de genes (8, 84).

En base a la secuencia de DNA de un gen (lo cual en esta era acelerada de
secuenciacién de genomas completos pareciera no ser ya una limitante), se puede
sintetizar un RNAdc que bloquee de manera potente y especifica la expresién del
gen. Esto ofrece una alternativa répida a'la laboriosa generacién de organismos
“knockout”, los cuales requieren ser mampul dos gen‘étkicarrri,entﬁe para‘afectar el gen
de interés, B

La primer molécula interferente usada en esperimentos de silenciamiento fue
el RNAdc, que para C. elegans y plantas puede ser una molécula larga. En C. elegans el
RNAdc se ha introducido al organismo por varios medios incluyendo la
microinyeccion, incluso alimentando al gusano con RNAdc desnudo o con bacterias
que expresan el RNAdc o hasta simplemente colocando al gusano en una solucién de
RNAdc (50, 170, 176). El éxito obtenido con la ingesta de RNAdc en este sistema
sugiere que ésta puede ser una vfa natural de “vacunacién” en el nemétodo para

crear escudos contra los vitd‘s"y los transposones (147).
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La segunda molécula interferente que se puede usar dirigir el silenciamiento
genético la constituyen los siRNAs, los cuales como se mencioné anteriormente, son
intermediarios verdaderos en la ruta de RNAI. De hecho los siRNAs establecieron la
interconexién entre todos los mecanismos interferentes de los diversos organismos.

Era deseable aplicar esta tecnologia en mamiferos, pero para su
implementacién habia que sortear el obsticulo que representa la presencia de otras
respuestas potentes hacia RNAdc propias de las células de los mamiferos. Tales
respuestas denominadas “respuestas de panico”, son las que provocan que se arreste
toda la traduccién celular y eventualmente la célula llega a apoptosis (57, 61). Se sabe
que un RNAdc mayor de 30 pares de bases desencadena tales respuestas y apoptosis
(31) por dos vias: en la primera, el RNAdc activa una proteina cinasa llamada PKR,
que a su vez, fosforila e inactiva el factor de inicio de la traduccién elF2a, con la
consecuente represién total de la sintesis de proteinas. En la segunda via, el RNAdc
activa indirectamente a una ribonucleasa, la RNAsa L, la cual degrada todos los
RNAms celulares de manera no especifica. Esta respuestas parece estar ausentes en
células embrionarias donde si se tolera el RNAdc largo y se activa eficientemente la
RNAI (137, 169, 184).

En células sométicas de mamifero la RNAj sélo tuvo éxito cuando se
emplearon siRNAs sintetizados quimicamente. Los siRNAs sintéticos evitan las
respuestas inéspecfficas celulares, pero son capaces de activar la interferencia
porqueimitan los productos primarios que genera la enzima cher al’ reconocer un
RNAdc (22 41,43, 132). ' ,

Sin lugar a dudas ésta metodologfa tendra un impacto tan revolucxonarlo en el
estudio de la funcién de los genes de un organismo como en su momento 10 tuvieron
la técnica de amplificacion de dcidos nucléicos, conocida como reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), y las herramientas de transgénesis utilizadas para la generacién
de organismos modificados genéticamente.

Actualmente, el método mds usado para suprimir la expresién de un gen por
RNAI en células de mamifero en cultivo consiste en introducir siRNAs sintéticos a las
células con la ayuda de liposomas (15, 41-43, 71, 100, 116). Este método, sin embargo,
tiene varias desventajas, incluyendo el hecho de que la eficiencia de lipofeccion, es
decir, el nimero de células a las que se les puede introducir el siRNA, suele ser bajo y
variable. La otra desventaja de esta metodologfa es que los 51RNAs sintéticos tierien
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un efecto transitorio de 4-6 dias en el interior de la célula (73, 90). De hecho la RNAi
en células de mamifero debe referirse como una técnica de “knockdown” y no como
uno de “knockout”, por no nulificar la sintesis de la proteina blanco en la mayorfa de
los casos y principalmente por no involucrar la eliminacién de la expresién de un gen
por medios mutagénicos (71). Esto, aunado al hecho de que aparentemente los
mamiferos carecen de mecanismos de amplificacién del silenciamiento por una
RNApol (24, 56, 68, 73, 90, 132, 160, 190), ha motivado la busqueda de alternativas
para potenciar o prolongar el efecto interferente de los siRNAs, algunas de las mas
relevantes se describen a continuacién.

7 Con la finalidad de mantener constitutiva la respuesta de RNA|, varios grupos
de investigacién se han dado a la tarea de desarrollar vectores de expresién para
células de mamifero que produzcan cantidades elevadas y constantes de siRNAs. De
esta manera se han logrado inhibir de manera estable la expresién de genes
endégenos. La estructura de los precursores de los stRNAs sirvié de base para
diseriar los llamados shRNAs (del inglés “small hairpin” RNAs) que se transcriben a
partir de vectores de expresién, generando estructuras de tallo y asa que son
reconocidos y procesados por la enzima Dicer, para dar lugar a siRNAs que inducen
la degradacién del RNAm blanco como se aprecia en la Figura 7 (20, 115, 136, 141,
167, 189,196). Para controlar el tamario de los shRNAs, éstos se transcriben a partir de
promotores celulares especificos para la RNA polimerasa III, la cual sintetiza RNAs
pequeiios con sitios de inicio y terminacién de la transcripcién bién definidos, cuyos
productos no necesariamente son modificados postranscripcionalmente (20, 136, 137,
167). Los shRNAs si degradan al RNA blanco a diferencia de los stRNAs, y cada
molécula de shRNA expresada forma un complejo RISC con alto recambio, pudiendo
degradar varios RNAs blanco, amplificando la interferencia. También ha habido
éxito en silenciar genes cuando se expresan intracelularmente las 2 cadenas de los
siRNAs donde se hibridan para dar lugar al siRNA funcional (122), aunque tenga 4
bases sobresalientes, en lugar de las dos que produce la enzima Dicer sobre un
RNAdc o un shRNA.

De esta manera se ha podido silenciar de manera potente y estable la
expresion de genes en células de mamifero en cultivo, de i'n"anera similar a como se
habia logrado previamente en organismos invertebr‘ad'oys‘,:'inéluyéndo C. elegans,
Drosophila y otros insectos, asi como en eucariontes gﬁigglu]ar¢5(164).,
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vector de expresion moléculas sintéticas

siRNAs

fotony

Let-7 |

Figura 7. RNAIi en células de mamifero. Los siRNAs pueden activar la RNAi en
células de mamifero sin despertar respuestas celulares inespecificas hacia RNAdc.
Estos siRNAs pueden ser sintéticos e introducirse a la célula por medio de una
transfeccién, o ser generados a partir de shRNAs. Los shRNAs, a su vez, pueden
también ser sintéticos, o producirse a partir de vectores de expresién en el niicleo
celular; en ambos casos los shRNAs son procesados intracelularmente por la
ribonuleasa Dicer. Cada siRNA se incorpora a un complejo RISC que a su vez puede
reconocer un RNAm blanco tomando como gufa a la cadena negativa (en rojo) del
siRNA. El RNAm es cortado y degradado en su totalidad para evitar su traduccién.
Los shRNAs se basan en la estructura de los stRNAs (Ej. Let-7, recuadro inferior,
resaltando los desapareamientos con amarillo intenso), pero a diferencia de éstos
ultimos, los shRNAs si degradan a la RNAm blanco. Los shRNAs se transcriben a
partir de promotores especificos de la RNA polimerasa III, para delimitar el tamafio
del RNA.

| TEGISCON |
 FALLA DE ORIGEN
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Perspectivas para la RNAi
Es claro que la RNAIi estd evolucionando como una herramienta

extremadamente poderosa para analizar la funcién de un gene por medio de inhibir
su expresién a nivel de la traduccién y observar el resultado de esta manipulacién.
Asf, se estdn realizando esfuerzos para analizar el genoma completo de C. elegans,
evaluando cuales son las consecuencias de inhibir uno a uno todos los genes de este
organismo (8, 84). Enfoques similares se estdn llevando a cabo en otros organismos,
incluyendo plantas. En un esfuerzo conducido por un grupo de laboratorios se esté4
llevando a cabo la inhibicién individual de la expresién de cada gen del genoma
humano, utilizando como sistema de andlisis células en cultivo y shRNAs, lo cual
permitird tamizajes genéticos de pérdida de funcién a gran escala, asi como la
evaluacién rapida de las interacciones genéticas que ocurren en células de mamiffero.
Dada la posibilidad de inhibir de manera eficiente la expresién de un gen a
través de RNAI, se ha propuesto también que este sistema pudiese tener aplicaciones
terapéuticas, a través de inhibir la produccién de proteinas involucradas en el
establecimiento o progresién de una enfermedad, como podrian ser las proteinas
responsables de la interacciéon huésped-parisito, o involucradas en la replicacién del
patégeno, en oncogénesis o en toxicidad celular. El efecto antiviral especifico de este
sistema ya ha sido demostrado en células en cultivo para el virus sincitial
respiratorio, el virus de la inmunodeficiencia humana, poliovirus, el virus del
Dengue y el virus de la hepatitis C (1, 15, 32, 59, 74, 79, 85, 97, 131, 153). Estos
primeros resultados antivirales de la RNAi sugieren que la inhibicién de la expresién
genética por siRNAs serd un enfoque terapéutico novedoso para enfermedades
infecciosas, una vez que puedan desarrollarse métodos eficientes para administrar

los siRNAs a organismos completos.
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Mientras ésto se logra, el tratamiento ex vivo con vectores que expresen
establemente siRNAs pudiese ser aplicado para combatir enfermedades virales
crénicas tan importantes como el SIDA. En este caso se pudieran extraer células de la
médula ésea de una persona infectada y tratarlas con siRNAs dirigidos contra el
genoma viral o contra un receptor necesario para la infeccién (por ejemplo CCRS5),
para después ser reimplantadas y dar origen a células resistentes a la infeccién por el
VIH (70).

La expresién de shRNAs a partir de vectores virales que se estdn evaluando
actualmente para la administracién de genes en protocolos de terapia.génica, como
son los adenovirus, los virus adeno-asociados o los retrovirus (19, 38, 138)} enfre
otros, ofrece una avenida importante para silenciar genes especificos in vivo,

Aunque la utilizacién del RNAi para tratar enfermedades que se caracterizan
por la expresién inadecuada de proteinas mutantes o silvestres, como en algunos
tipos de céncer (16), queda todavia por demostarse, no hay duda de que esta
tecnologfa ofrece, cuando menos en principio, revolucionar la forma como se lleva a

cabo la investigacién en la era post-genémica.
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OBJETIVO

Implementar un sistemma metodolégico que permita inhibir eficientemente la
expresién de genes especificos de rotavirus

Al inicio de este proyecto, se probaron varios tipos de enfoques para inhibir la
expresién de genes de rotavirus: oligodesoxinucleétidos con enlaces fosforotioéster
(ODNs), 4cidos peptidonucléicos (PNAs), ribozimas, RNAs antisentido y versiones
truncadas de proteinas virales para que actuaran como proteinas “dominantes
negativas”, los tres tiltimos expresados por vectores basados en el virus Sindbis.
Todas estas técnicas de inhibicién de la expresién génica tuvieron un éxito muy
limitado en el sistema de rotavirus, por lo cual se abandonaron.

Teniendo presente el objetivo inicial,se decidié probar la interferencia por
RNA, basada en siRNAs, como una nueva alternativa para investigar la funcién de
los genes de rotavirus, usando como modelo de inhibicién el gen de la protefna VP4

del virus.

HIPOTESIS

El empleo de la RNAI, basada en siRNAs, inhibira la sintesis de la proteina VP4

lo suficiente para observar y caracterizar un fenotipo en la progenie viral
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MATERIAL Y METODOS:

Células y virus: '
‘La: linea celular empleada fue MA104, linage derivado de células epltehales de

rifién d’ely mono Rhesus. Las células se crecieron en medio mfnimo escencial de Eagle
(MEM), ‘suplementado con 10% de suero fetal bovino. En cada uno de los ensayos se
’ usaroh células MA104 de reciente confluencia, para tener una monocapa y resultados
mdés reproducibles, La cepa de rotavirus del mono Rhesus RRV, fue suministrada por
H.B. Greenberg, Universidad de Stanford, Palo Alto CA. La cepa de rotavirus
porcina YM fue aislada en el laboratorio y la cepa bovina de rotavirus RF fue

proporcionada por J. Cohen, INRA, Francia.

siRNAs:

El siRNAY™ (Figura 8), se disefi6 de acuerdo a las recomendacwnes de la
compafifa Dharmacon Research Inc (Lafayette,Co EUA) y del grupo de Thomas
Tuschl (41, 42), las cuales basicamente son: .- : '
1. Los siRNAs son RNAs duplex de 21 bases en los que sélo 19’bases estan pareadas

y dos bases sobresalen en cada extremo 3. Las bases sahentes son dos dTs
(deoxnhmxdmas), que se sabe aumentan la establlldad a la degradacxén por

RNasas en el cultivo celular.’ AR .
2. La regién blanco de preferenc1a debe estar de 75 a 100 nucleéhdos hacia el
extremo 3’ del codén de inicio, para evxtar la regxén ricaen complejos de inicio de
la traduccién alrededor del AUG. - : , 3 i
3. Se buscan dos As, que pueden ser seguidas de 19 b;aisenjs‘f: 1

manera las 21 bases de la hebra antisentido son compleﬁ:{\e’rk}‘tari"
4. Que el porcentage de G/C sea mayor de 30 y menor de 70%
5. Asegurarse mediante una bisqueda en BLAST (NC ) ) que

reconozca el gen usado como blanco.

6. Buscar las siguientes AAs en el RNA blanco si no se cumple 1'los criterios en-los

puntos 4 y 5, para el primer par de As encontrado
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>75bases

AUG .. AANNNNNNNNNNNNNNNNNNN

5 ~UCUAGGUCCUUUUGCUCAATT-3* . Sentido
ITITIIITIITIIIIIIIIL -
3’ —~TTAGAUCCAGGAAAACGAGUU-5 / Antisentido

Figura 8. Disefio del siRNAVP4. Se denota en negritas, la posicién de las As y las 19
bases siguientes que constituyen la hebra positiva del siRNA. Las Ts sobresalientes
del extremo 3’ de la hebra antisentido del siRNA, son deoxinucleétidos de timidina y
complementarios al RNAm blanco.

La estructura secundaria del RNA blanco no parece importar para que
funcione un RNA interferente, pero si la secuencia sel siRNA, ya que una sola base
diferente en el blanco ‘qbagé el efecto interferente. No hay gafantfa de‘que cualquier
siRNA funcione, por lo que se recomienda sintetizar al menos cuatro de ellos, por
gen.

La sintesis de los siRNAs se ordend a la compaiiia Dharmacon Research Inc
(Lafayette, Co., EUA) ala escala de 0.2 uM, purificados y apareados (duplex), listos -
para la transfeccién. Se reciben liofilizados en amortiguador de hibridacién y se
reconstituyeron con agua libre de RNasas. La concentracién final de la solucién de
siRNAs es en mM: 100 acetato de potasio, 30 HEPES-KOH pH 7.4, 2 acetato de

magnesio.

Te518 CON
FALLA DE ORIGEN
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Lipofeccién de los siRNAs

Para contar con una eficiencia de transfeccién = a 75% que ademés fuera
reproducible, se requirié de usar monocapas completas (sin huecos) de células
MA104 que hubieran alcanzado la confluencia el mismo dia de la transfeccién con los
siRNAs. Esto también fue 1itil cuando las células lipofectadas se dejaron 72 h en
MEM sin suero, asf las células no estaban senescentes al momento de ser infectadas
con los rotavirus. El uso de monocapas completas, también impidié que la mezcla de
lipofeccién fuera més agresiva e hiciera despegarse a las células del plastico, como
Sucédéicuando estdn subconfluentes, lo que repercutiria en la reproducibilidad del
énsayo.

Los siRNAs se emplearon como una mezcla maestra con el lipido
oligofectamina (Invitrogen, Life technologies), de acuerdo al grupo del Dr.Tuschl
(41 ,42).

Preparaci6n de la mezcla maestra de lipofeccién: ,
1. En un tubo de poliestireno se colocaron 3 pl de ollgofectamma y 12 ul de MEM sin

suero (s/s), mezclando por pipeteo 10 veces, suaveme te.

a“mezcla se dejé

incubando 5-10 minutos.

2. En un tubo de polipropileno se mezclaron en vortex dél’.i‘éiRNA ala
concentracién de 20 uM (0.84 pg, 60 pmoles) con 50 ulde i '

3. Los siRNAs del paso 2 se mezclaron con la

paso 1 empleando

una mlcroplpeta para mezclar lentamen ubé 20 mmutos a
temperatura ambiente. ' e o '

4. Después de la incubacién se anadxeron 32 plde MEM s/ s mezclando nuevamente :
con‘la micropipeta. De esta mezcla, se escalaron los volumenes segun el’ formato
de cultivo para usar: 200 pl para el formato de placa de cultivo C-24, 300 (il para un -
pozo C-12, 350 ul si el pozo contenia un cubreob]eto, 600 ul para un pozo C- 6 y 2
m! para un frasco F75.

5. La mezcla se dejé actuar sobre las células MA104 previamente lavadas dos veces
con MEMs/s, entre 2 y 3 h, al cabo de las cuales se lavaron una vez con MEMs/s
(parece ser suficiente retirar la mezcla y agregar medio sin suero). A partir de las
12-24 h se sustituyé el medio por MEMs/s, con antibiético, hasta el momento de

ser infectadas con los rotavirus, segtn se especifica.
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Inmunofluorescencia

Para este tipo de andlisis, las células MA104 se crecieron sobre cubreobjetos en
cajas C-12, para que hubiera una monocapa reciente de células el dia de la
transfeccién con los siRNAs. A las 72 h postlipofeccién (p.Lf.) con los siRNAs, las
células se infectaron con el respectivo rotavirus a una multiplicidad de infeccién
(moi) de 0.5 6 1.0 6 simplemente se procedié directamente a la inmunofluorescencia
cuando se traté del siRNA®™/C que se us6 para probar el sistema interferente en las
célulars MA104 y como control de la eficiencia de lipofeccién.

AL cabo de 8 horas postinfeccién (p.i.) se procedi6 a la inmunofluorescencia

como mgue.‘; i

1. La’mon apa celular se lavé una vez con PBS y se fijé durante 20 min con 350-500

na solucién filtrada al 2% de p-formaldehido (SIGMA CHEMICALS) en

. »PBS Al ﬁnallzar la incubacién se hicieron 4 lavados de 5 minutos cada uno con
. lml de PBS1X-5mM NH,CL.
2.V;Las células MA104 fijadas se permeabilizaron durante 15 min con 60 ul del
V lamortlguador de permeabilizacién (PBS 1X, 1% BSA, 0.5% de tritén X100)

3. Las células se incubaron con el o los primeros anticuerpos por una hora a
temperatura ambiente en 50 ul de amortiguador de permeabilizacién. Para
detectar las proteinas LamA/C como estandarizacién del método en la linea
celular MA104, el primer anticuerpo fue el monoclonal LamA /C, Mab636 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.). Para probar el efecto del siRNAY"™ sobre los niveles de
la proteina VP4 en células infectadas con rotavirus, los primeros ahticuerpos que

se usaron fueron: el suero policlonal de conejo (C-6) en dilucién 1:250 para
detectar la-proteina NSP5 como control mterno de. 1nfecc16n, el, cual fue generado
en el’ laboratorlo, asi como el antlcuerpo monoclonalfHSZ (donado por H.B.
Greenberg), en dilucién 1:100 para detectar a'la protema VP4 Al finalizar la
incubacién se hicieron 4 lavados de 5 minutos cada uno con 1ml de PBS1X-5mM

NH,CL
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4. Las preparaciones se incubaron en 50 il de amortiguador de permeablhzamén :
- con'los segundos anticuerpos por una hora a temperatura amblente y.en :
obscuridad. En el caso de LamA/C sélo se usé anti-ratén Alexa 488, y para
detectar las proteinas NSP5 el anti-conejo Alexa 568 y para VP4 el anti-ratén
Alexa 488 (Molecular Probes) para detectarlas en rojo y verde, respectivamente.
Al finalizar la incubacién se hicieron 4 lavados de 5 minutos cada uno con 1ml de
PBS1X-5mM NH,CL

5. El cubreobjetos con las células hacia abajo se monté sobre un portaobjetos con 3 ul
de citifluor (TED PELLA Inc) fijando sus bordes con barniz de ufas.

6. Las preparaciones se visualizaron en un microscopio confocal MRC-600 (Bio-Rad
) con ayuda de el programa CoMOS MPL-1000. Para observar las dobles tinciones
en la misma muestra se utilizaron las lineas de exitacién amarilla (A568 nm) o azul:
(A 488 nm) y los filtros de emisién correspondientes Kl o K2. Del mismo aparato ’
se tomaron las impresiones fotogrificas. g x ‘ o

7. La eficiencia de transfeccién se obtuvo por el cociente entre las células con efecto
interferente sobre LamA /C (membrana nuclear con fluorescencia débil) sobre el
total de las células control, multiplicado por 100. También'por el cociente entre las
células VP4 positivas sobre el total de células infectadas (NSP5 positiVas),
multiplicado por 100. Se puedieron contar =430 células de extremo a extremo de

un cubreobjetos de 18 mm de didmetro.
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Inmunodeteccién tipo Western blot

Para este tipo de analisis se procedié como se expone a continuacién
Se infectaron monocapas de MA104 a diferentes tiempos: 3, 6, 9 y 12 h, que
previamente habian sido lipofectadas con siRNAs 72h antes. :
Al cabo de cada tiempo las células se lavaron una vez con PBS y se llsaron con
amortiguador de carga 1X (50mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS 0 1% azul de
bromofenol, 10% glicerol, 1% B-mercaptoetanol) prevxamente . entado a 100°C

para mejorar la lisis. Del amortiguador de lisis se usaron 100 pl para el formato C-

12, 50 ul para pozos C-24 y 25 ul para pozos C-48.

Los lisados se hirvieron durante 5 minutos después de ser colectados.

Se tomaron 5 ul de lisado para electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida 11 %.
Las protefnas se transfirieron a una membrana inmobilon-NC (Millipore),
durante 1 h a 50 V, en amortiguador 1X CAPS (10 mM) empleando el médulo de
transferencia Mini Trans-Blot, dentro del sistema MiniPROTEAN 3.

La membrana se bloqueé con 5% de leche descremada (Carnation) en PBS 1X-
0.1% tween 20, durante 1h en agitacién.

La membrana se incub6 con los primeros anticuerpos diluidos en PBS-0.1% tween
20: el monoclonal HS2 para detectar VP4, y para detectar VP2, el monoclonal 3A8.
Los sueros policlonales de conejo C-91 para reconocer NSP2 y C-75 anti-RRV para
reconocer todas las proteinas estructurales. Los anticuerpos monoclonales se
usaron a una dilucién 1:1000 y los policlonales a dilucién de 1:2000. Al finalizar la
incubacién se hicieron 4 lavados de 10 minutos con PBS-0.1% tween 20.

Los segundos anticuerpos que se usaron, fueron anti-conejo conjugado a
peroxidasa (NEN) y anti-ratén conjugado aperoxidasa (Zymed), usados en
dilucién de 1:2000 y 1:3000, respectivamente en PBS-0.1% tween 20. Al finalizar se
hicieron 4 lavados de 10 minutos con PBS-0.1% tween 20.

La deteccién indirecta de las proteinas se realizé con el substrato para peroxidasa
Western Ligthning, segtin las instrucciones del proveedor (Perkin-Elmer)
exponiendo una pelicula hipersensible X-Omat (Kodak) a diferentes tiempos para
no saturar las sefiales. La mejor pelicula se sometié a anélisis densitométrico con

el programa Visiophorl-D, y los valores de las bandas fueron tomados como

datos crudos (pixeles).
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Determinacién del rendimiento viral

Para estimar el efecto global sobre la progenie viral debido a la presencia de
los siRNAY™, se produjeron lisados a partir de monocapas de MA104 previamente
lipofectadas con los siRNAs por 72 h como se describié anteriormente. Estas células
siempre se infectaron a una moi de 0,5 para disminuir la proporcién de células
infectadas con mas de una particula viral y el sistema interferente no pudiera
contarrrestar la transcripcién. Las células se cosecharon por congelacién a las 12 h, lo
que corresponde aproximadamente a un ciclo de replicacién de rotavirus y esto

constituyé el lisado que se procedi6 a titular de la siguiente manera:

1. Los lisados se congelaron una vez més a -70°C y después de desc;ongelarloss, se
activaron con tripsina a 20 pg/ml,

2. Se hicieron diluciones seriadas de cada lisado y se infectan monocapas de MA104
en placas de 96 pozos por 1 h a 37°C. Los pozos se lavaron 2 veces con 100 pl de
MEMs/s y se dejaron 14 h a 37°C en incubadora con 5% de CO,.

3. Se retiré el medio de cultivo a las células y se fijaron con 100 pul de acetona 80%-
20% PBS durante 30 minutos. Se lavaron con 200 pul de PBS. : '

4. Las células fijadas se incubaron con el suero policlonal anti-YM (Cf75) generado
en el laboratorio a la dilucién de 1:750 en PBS por una hora a 37°C. - ‘

5. Después de lavar una vez con 100ul de PBS, se de]aron mcubando 1 h con

como describié Guerrero, et al 2000 (64)} -
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La férmula para determmar el tftulo vn'al a partir. der focos contados con el

objetivo 10X contando 9 campos fue:

#de focos X dilucién X 12 5 X 20 actor dﬁ'zvolumen de 50u1) —uff (umdades =

formadoras de foco) /ml v ‘ :
# de focos X dilucién X 4.5 X 20 (factor de volumen de 50ul) = uff/ml, si se

contaron 25 campos.

Marcaje radiactivo, aislamiento y andlisis de las particulas virales
El proceso completo se describe a continuacién:

1. Se lipofectaron frascos de cultivo F75 con células MA104 a total confluencia con 2
ml de la mezcla maestra del respectivo siRNA (siRNA'™ o siRNA“™/C como
control), durante 2h. L

2. Las células MA104 se infectaron 72 h p.Lf. de los siRNAs, 1 h con un- llsado del
rotavirus RRV a una moi de 1 en un volumen final de 2 ml. Las células se lavaron
2 veces con 5 ml MEM s/s y se dejaron incubando con otros 5 ml de MEM

3. Se permiti6 proseguir la infeccién por 2.5 h y entonces el medlo de cultlvo se
sustituyé con MEM sin metionina por 30 min. A partir de las 3 h ‘p.i., el marcaje
metabélico se llevé a cabo con 50 tCi/ml de metionina: (*S) (Dupor\t NEN) en 5
ml de medio libre de metionina, hasta llegar al efecto cxtopétlco total (24-26h p.i.).

4. El cultivo se congeld y descongelé dos veces a —70 C para’ generar el lisado.

5. El lisado fue ultracentrifugado a 108158 g durante 1 h. . -

6. La pastilla generada se resuspendi6 en 750 ul de buffer TSMC en rnM 20 Trls,
M gCl.6H,0, 150 NaCl, 100 CaCl, pH 8.2), mezclandola con un vortex .con 750 pl
de Freén (cloro, difluoro metano) La mezcla se centrxfugé a 2940 '8 durante 5
minutos, recuperandose la fase acuosa (v1rus) Se ad1c1onaron otros 750 },Ll de :

TSMC a la fase organica y se repmé la extraccnén tres veces més

7. El volumen total extraido se sometlé a una centnfugacxén 1sopfcmca en [0 65 mM
CsCl], llevando a 5 ml con. TSMC en un tubo con.2.2 g de CsCl. Para formar- el



47

gradnente la mezcla se centrifug6 durante 18 h a 155748 g, como descnblé Espe]o '
RT, et al 1981 (44).

. Las,bandas opalescentes se visualizaron bajo la luz blanca de una'lémpara =

manual, tomdndose fotografias con una cdmara digital.
Las particulas en el gradiente se recolectaron de dos maneras: mediante

. fracciones de 3 a 5 gotas con una bomba peristéltica 0 mediante puncién de cada

una de las bandas con ayuda de una jeringa de 3 ml.

"10. Aljcuotas de cada fraccién o banda se desalaron con la resina sephadex G-25

11.

12.

13.

14.

15.

coarse (Sigma chemicals) estéril lavadas con PBS y se empacaron en una punta de
micropipeta de 200 pl. La resina se secé y se le pasaron 20 ul de TSMC, ambas
mediante una centrifugacién de 20 segundos a 1000 rpm. Entonces se colocaron
20 pl de las fracciones en la columna y se centrifugé de la misma manera para
obtener una solucién de virus libre de CsCl.

Para analizar el perfil protéico de las bandas o fracciones, 5ul de cada muestra
desalada se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida 11%-SDS como
se describié anterioremente, incluyendo un marcador de peso molecular marcado
con carbono 14 (*C). '

Terminada la electroforesis el gel se fijé 30 minutos (-50% metanol, 10% acido
acético) y se lavé 3 veces por 10 minutos con agua destilada, se traté 15 minutos
con una solucién de acido SallCﬂlCO al 2%y se secé ba]o calor-vaci’o en un sistema
SAVANT. : S 0 W A .

Para revelar el contenido protéféo, e
hipersensible (X-Omat de Kodak) ;,‘ ‘
repiti6 hasta ajustar las cantidades de muestra y los tiempos de exposicién en los

que las sefiales de proteinas fueran equivalentes y no saturadas, para que el

se: usé para exponer una pelxcula

se revelé la. pehcula El proceso se

anélisis densitométrico posterior pudiera ser cuantitativo. ‘

Para determinar el titulo de las particulas infecciosas en cada banda o fraccién, un
alicuota desalada se activé con tripsina como si fuera un lisado celular y se
prosiguié como se describié anteriormente. c '

El titulo relativo en cada banda o fraccién se ajusté de acuerdo a las 1nten51dades

(concentracion relativa) de las proteinas en el ensayo de glec_troforesxs anterior.
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16. La morfologia de las particulas en cada banda se determiné por medio de tincién

negativa de una muestra desalada. Brevemente: 10 pl de la muestra desalada se
aplicaron sobre una rejilla de cobre recubierta de fomvar-carbén por 5 minutos.
Se retiré el liquido con un papel filtro y se lavé con agua ultrapura por 1 min. A la
rejilla se le agregaron 20 pl de acetato de uranilo durante 1 min, se le retiré y se
dejé secar. Las rejillas se visualizaron con un microscopio electrénico de

transmisién CarlZeiss EM-900 a 80KV y a un aumento de 85000X.

Microscopia electrénica de las células MA104

Células MA104 completas tratadas en presencia de siRNAs e infectadas con k

rotavirus, se procesaron como se describe a continuacién:

1.

Una monocapa de MA104 a recién confluencia en Pozos C-6, se lxpofecté con 600
pl de la mezcla maestra del respectivo siRNA (siRNAY™ o SIRNA"”“MC como
control) durante 2 h a 37°C. Las células MA104 a tratar con tapsxgargma no se
lipofectaron con ningin siRNA. o

Las células MA104 a 72h p.Lf. con los siRNAs se infectaron con RRV a una moi de
0.5 durante 1 h, se lavaron 2 veces con MEMs/s y se dejaron incubar con 3 ml de
MEMs/s por 8 h. El tratamiento con tapsigargina 1 uM se llevé a cabo desde 1 h
hasta 8 h p.i., reemplazando el medio de cultivo por otro que contenia la droga.
Las células se desprendieron del pozo retirando el medio y sustituyéndolo con 2
ml de EDTA (5mM en PBS), incubando a 37°C hasta que las células se
desprendieron. Las células se pasaron a. t-ubos de 15 ml ajustando el volumen a 10
ml con PBS estéril, se centrlfugaron a 3000 rpm durante 1 min desechando el
sobrenadante. :

La pastilla celular se fij6 con 1.5 ml de solucnén 2; 5% de glutaraldehldo en 0.1M
de cacodilato de sodio pH 7.4, durante 8 h a'4. ‘ ,
Después se hicieron 2 lavados de 10 mmutos cada uno, con el amortlguador de
cacodilato de sodio pH 7.4 a 4°C. '
Se posfijaron con tetradxido de osmio al 2% durante2 Ah‘ a 4 C

La pastilla celular se lavé 2 veces,_lO,mmutos cada una, con el amortiguador de

cacodilato de sodio pH 7.4 a 4°C.
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. 8. Posteriormente se procedi6 a deshidratar en soluciones ascendentes de etanol, 10
rﬁiﬁufbs a 4°C cada una: 30, 50, 70, 96, 100% y un cambio de etanol 100% a
temperatura ambiente.

- El proceso de preinclusién se realizé a 4°C y de forma gradual con resina LR-

White-etanol 1:1 durante 1h, después 1 h en LR-White-etanol 2:1, posteriormente
1 h con resina pura y finalmente toda la noche con resina total.

9. Se procedi6 a polimerizar a 55°C durante 24h.

10. Se obtuvieron cortes ultrafinos de 60 a 90 nm con un ultramicrotomo LEICA.

11. Los cortes se recogieron en rejillas de cobre de 200-300 mesh y se contrastaron por
flotacién en acetato de uranilo 2% durante 20 minutos, haciendo lavados con agua
y después en citrato de plomo al 4% por 20 minutos, las rejillas se lavaron
nuevamente con agua y se dejaron secar.

12.Las muestras se visualizaron por microscopia electrénica.como se mencioné

anteriormente.

Procesamiento de imigenes
Las peliculas de los ensayos de Western blot y de electroforesxs de particulas

virales aisladas en gradientes de CsCl, se capturaron con el programa visiolab
(Francia), en formato Tiff. Posteriormente se modificaron con el programa
AdobePhotoshop 3.0 (Adobe Systems Inc.). :

Tanto las imédgenes capturadas en el microscopio. confocal con el programa
CoMOS MLP-1000, como las capturadas con la cdmara dlgltal se procesaron
digitalmente a formato Tiff y se modificaron en tamafo con el programa
AdobePhotoshop. -

Todos los negativos. del microscopio electrénico se transfirieron a papel
fotogrifico y las imédgenes se capturaron con un scanner (Perfection 2450 photo,
EPSON) bajo el formato JPEG. Posteriormente se dimensionaron con el programa

AdobePhotoshop 3.0.
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Northern blot

El ensayo se raliz6 basandose en la técnica descrita por Burnett (21) como se

indica a continuacién:

Se extrajo el RNA total con trizol™ (Invitrogen-Life technologies) segtin las
recomendaciones del proveedor, a partir de células MA104 infectadas por 12 h
con una moi de RRV. Las células habian sido previamente lipofectadas con el
siRNAY™ durante 24 6 72 antes de ser infectadas. El formato fue en pozos de
placas C-6 y el volumen de trizol fue de 300 ul.

El RNA se cuantificé en espectrofotémetro.

Tres ug deRNA de cada muestra se trataron con 10 pl de una solucién glioxal-
EtBr (se prepara mezclando 6 ul DMSQO, 2 ml glioxal desionizado, 1.2 ml de
amortiguador BTPE, 600 pl de glicerol 80% y 0.2ml EtBr 10 mg/ml) a 50-55°C
durante 1h.

Se cargd la mezcla en los pozos de un gel de agarosa 1.5%, incluyendo un control
de peso molecular de RNA (Cat. 15620-016, Invitrogen) y un carril con colorantes

indicadores (xilen cianol y azul de bromofenol) para monitorear la electroforesis.

. Las muestras de RNA se sometieron a electroforesis sin recircular el

amortiguador de BTPE 1X (10X= 3g PIPES, 6 g Bis-Tris, 2 ml EDTA 0.5M a 90 ml
agua, tratado con DEPC), aproximadamente 2 h.

El gel se visualiz6 bajo luz UV, tomédndose una fotografia, para verificar por
tamario los RNAs y que las concentraciones fueran homogeneas : '
El gel se sometid a una transferencia de 2 h a una membrana;de nylon (Schlelcher-»
Schuell, Nitran supercharge) mediante un TurboBlotter (Schlelcher-Schuell), que
permite la transferencia hacia abajo ("downward"), empleando un amortlguador
alcalino que consta de 3 M NaCl y 0.4 M NaOH. ' '
El gel nuevamente se visualizé por luz UV para verlfxcar el éxito de la

transferencia y la membrana se neutrahzé con una soluc16n de 0. 2 M fosfato de

sodio. . S P
El RNA se fij6 a la membrana con luz uv p6r medio. de /L’inv"'épecltj'rél‘inker
(Electronics Corporation) a 100 u]/cm durante 80. segundos a ?»254 nm y se
almacené a 4°C hasta su hibridacién. : R -
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10. Se prepararon dos sondas de DNA a partir de dos productos de amplificacién por
RT-PCR de los segmentos 4 y 6 de rotavirus RRV que codifican para VP4 y VP6
respectivamente. El marcaje se llevé a cabo con el estuche Prime-it - (Stratagene
Cat. 300385) usando 10 ul de dCTP-**P (Amersham Pharmacia Biotech) para cada
sonda. ‘

11.La hibridacién se hizo en un horno de hibridacién (minioven, Hybaid) a 65°C
durante 2.5 h, usando 8 ml del amortiguador de hibridaciénVr(Ij‘be,uffélj,,,, ;
Pharmacia Biotech). Las sondas se desnaturalizaron hirviendolas 5 r‘hin‘éntes de
agregarlas. S -

12.La membrana se lavé 3 veces por 10 min cada una a 65°C en bu'f.fe‘r,‘ SSC ZX
(10X=1,5M NaCl, 0.15M citrato de sodio pH 7.2) con agitaci6én continua. o

13.La membrana todavia himeda se cubrié con plastico para permitir su
reutilizacién posterior con otras sondas y se empleé para exponer una pelicula
hipersensible en un caset de exposicién a -70°C, a diferentes tiempos.

14, Las intensidades relativas se cuantificaron por densitometria como se hizo con los

inmunoblots.

RESULTADOS PUBLICADOS

Articulo (6 paginas siguientes)



EMBO

reports

5T

scientific report

Rotavirus gene silencing by small interfering

RNASs

Miguel Angel Déctor, Pedro Romero, Susana L6pez & Carlos F. Arias*

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

L
A

Departamento de Genética del Desarrollo y Fisiologfa Molecular, Instituto de Biotecnologfa, Universidad Nacional Autéiioma de México, Av. Universidad 2001,

Cuernavaca, Morelos 62210, Mexico

Received August 16, 2002; revised September 16, 2002; uccepted September 20, 2002

RNA interference is an evolutionarily conserved double-
stranded RNA-triggered mechanism for suppressing gene
expression. Rotaviruses, the leading cause of severe diarrhea
in young children, are formed by three concentric layers of
protein, from which the spike protein VP4 projects. Here, we
show that a small interfering RNA corresponding to the VP4
gene efficiently inhibits the synthesis of this protein in virus-
infected cells. A large proportion of infected cells had no
detectable VP4 and the yield of viral progeny was reduced.
Most of the virus particles purified from these cells were triple-
layered, but lacked VP4, and were poorly infectious. We also
show that VP4 might not be required for the last step of virus
morphogenesis. The VP4 gene silencing was specific, since the
synthesis of VP4 from rotavirus strains that differ in the target
sequence was not affected. These findings offer the possibility
of carrying out reverse genetics in rotaviruses.

INTRODUCTION

Rotaviruses. the leading cause of severe dehydrating diarrhea in
infants and  young children waorldwide, are non-enveloped
viruses formed by three concentric layers of protein that enclose
a double-stranded RNA (dsRNA) genome. The innermuost layer is
furmed by protein VP2, which surrounds the viral genome, and
small amounts of VI'T and VP3. VPG constitutes the intermediate
layer, and the outermost layer is composed by glycoprotein VP7,
which forms the smooth surface of the virus. From this surface,
spike-like structures formed by VP4 project (Estes, 1996). VP4
has essential functions in the virus life-cycle, including the
attachment of the virus particles to cell receptors and the pene-
tration of the virions into the cell (Estes, 1996),

In infected  cells, large  cytoplasmic inclusions  termed
viroplasms are formed, and these are thought to be the sites
where cdouble-layered particles (DLPs) assemble. The DLPs then

mature by budding from the viroplasm structures into the adjacent
endoplasmic reticulum (ER). During this process, which is
mediated by the interaction of DLPs with the ER transmembrane
rotavirus protein  NSP4, the particles acquire a transient
membrane envelope (Estes, 1996). This lipid envelope, which
contains VP4 and VP7 (Poruchynsky and Atkinson, 1991}, is
later removed by a largely unknown mechanism, to yield the
mature triple-layered particles (TLPs). In addition to the role VP4
may play in the budding process, it has been suggested that this
protein may be important for the removal of the lipid membrane
from the intermediate enveloped particles (Estes, 1996).

In recent years, an cvolutionarily conscerved phenomenon
called RNA interference (RNAI), which responds to dsRNA by
sequence-specific silencing of the homologous genes, has been
described. This phenomenaon has been observed in invertebrates
and plants (Sharp, 2001; Zamore, 2001; Hannon, 2002);
however, the demonstration of a RNAi-like response in somatic
mammalian cells had been hampered by dsRNA-triggered
mechanisms, which non-specifically inhibit gene expression in
vertebrates. The recent demonstration that dsRNA iragments of
<30 nucleotides, known as small interiering RNAs (siRNAs), do
not activate these mechanisms (Caplen et al., 2001; Elbashir et al.,
2001) offers a great opportunity to use this pathway of gene
silencing to study the function of mammalian genes. Here, we
show that a siRNA corresponding to the rotavirus VP4 gene
sequence cfiiciently and specifically inhibits the synthesis of the
VP4 protein in monkey kidney cells, impairing the production of
viral progeny. Most rotavirus particles purified from cells trans-
fected with the VP4 siRNA were triple-layered, but lacked vP4,
and were poorly infectious. We also show that the absence of
VP4 does not prevent the intermediate membrane-enveloped
viruses to lose the lipid bilayer.
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Fig. k. gene silencing. (A) R irus RRV vimal progeny produced in cells fected with siRNAs to VP4 and lamin AAC, expressed as a percentage of
the virus yicld obtaised in mock: £ cells. The vieal progeny titer in k- focted cells was 2.1 % 10° Fu/ml. (B) Immunoblot analysis of VP4
hesized in cells d with the ind| d siRNA as pared with the synthesis of viral protein VP2, & various times p.i. (C) Immnunofluorescence
detection of VP4 and the ) pr NSPS in irus RRV- or RF- d cells in the presence of SIRNAYY or the unnelated sIRNAL=AC,
RESULTS detected by immunoblot using a VP4-specific monoclonal anti-

siRNAY™ inhibits the production of rotaviral progeny
To determine whether RNAI is functional in monkey kidney cells
and its potential cffect on rotavirus replication, MA104 cells
were lipofected with siRNAs corresponding to gene sequences
of cither rhesus rotavirus RRV VP4 (sSIRNAV™) or protein lamin A/C
(SIRNALWG) which was used as an unrelated control. Twenty-four
hours after transfection the cells were infected with RRV, and the
virus progeny was harvested 12 h post-infection (p.i.) and its titer
determined. The virus produced in cells infected in the presence
of siRNAY™ was -25% that of mock-transfected cells, and the
viral titer obtained in cells lipofected with SIRNALAC wag not
affected (Figure 1A). The titer of viral progeny was reduced in
SiRNAV™M.-transfected cells to a level matching the transfection
cfficiency of the siRNA (see belaw).

The synthesis of rotavirus VP4
is affected by siRNAs

Cells lipofected with siRNAs were infected with rotavirus RRV
for various times, and the accumulated VP4 protein was

1176 EMBO reports vol. 3 | no. 12 ] 2002

body (mAb). Viral protein VP2 was used as an internal control.
Densitometric analysis of these proteins showed that at 12 h p.i.
the VP2/VP4 ratio in colls transfected with siRNAWWAC o
SIRNAY was 1.3 and 5.2, respectively, indicating that the
amount of VP4 that acc \ inthe p e of SIRNAW is
about four times less that of cells treated with the unrclated
siRNA (Figurc 1B).

To characterize the synthesis of VP4 in individual cells, celt
manolayers were lipofected with cither VP4 or Lam A/C siRNAs
and then infected with rotavirus RRV. Eight hours p.i. the cells
were immunostained with amAb to VP4 and a rabbit polyclonal
antibody to NSP5, a nonstructural viral protein used as an
internal control. In the cells transfected with SiIRNALmAC that
became infected, both VP4 and NSP5 were readily detected
(Figure 1C). In contrast, when the cells were lipofected with
SIRNAY, only a few of the cells stained with the anti-NSP5 anti-
body were also stained with the VP4 mAb (Figure 1C), indicating
that in those cells transfected with the siRNAY the expression of
VP4 was reduced to undetectable levels. The VP4-negative cells
also expressed regular amounts of two other viral proteins tested,
NSP2 and VP7 (data not shown). The fact that some of the cells
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Fig. 2. Virus particles synthesized in the presence of sSIRNAY®. (A) Isopicnic CsCl gradients of viral particles assembled in the presence of cither siRNAYH or
SIRNALAC (B) Gel electrophoresis analysis of the viral particles present in the bands detected in the isopicnic gradicnts shown in (A). The lane numbers
carrespond to the number of the band in the gradient. The migration of the viral structurul profeins in the gelis indicated. R1 refers to the relative infectivity of TLPs
and spikeless TLPs as compared with that of DLPs. The infectivities of the particles oblained from siRNA! " Cireated cells were (ffu/mh DLPs, 6.7 x 10% TLPs,
4.8 x 10" The infectivities of the particles obtained fram siRNAVParansfected cells were (Ifw/mil) DLPs, 1x 107 spikeless TLPs, 4.8 x 107; and TLPs 9.9 x 10%,
(C) EM unulysis of DLPs, TLPs and spikeless TLPs purified from siRNAYP.greated cells. corresponding to bunds 3, 4 and § of the gradient shown in (A).
Magnification x85 000. The inserts show viral particles amplified 1.5-fold. Scale bars, 90 nm.

mock transfected siRNA VP4

Fig, 3. Maiphogenesis of RRV rotavirus particles in the presence of mock-transfected or IRNAY™ - transtected MAT04 cells. Dense vitoplasmic inclusions (V) are
abundant in the cytoplasm of rotavirus-infected cells, adjucent w the ER. From these structures DLPs bud (arrowheads) into the himen of the ER (ERL), wesulting
m membrane-cnveloped puticles (sall arrows), which later lose the membrane o produce mature tiple-Liyered virions (farge arrow ). The pretaies shown are
representative of at least 20 dilferent vicus-infected cells. Magnificution x13 000, Scale bars, 400 nim.
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infected in the presence of siRNAY™ co-expressed both NSP5
and VP4 very likely reflects the fact that the lipofection efficiency
achieved with the siRNAs was ~75%. This was estimated by
determining the percentage of cells with a reduction of the
nuclear signal of lamin A/C in cells treated with siRNALmAC
(data not shown). This abservation is consistent with the amount
of VP4 (~25% ol control} detected by immunoblot in sSiRNAVF.
treated cells (Figure 1B).

The inhibition of VP4 is specific for rotavirus RRV

To test the sequence specificity of the inhibition of VP4, cells
transfected with rotavirus RRV siRNAYM were infected with the
bovine rotavirus RF or the porcine rotavirus YM, whose VP4
gene sequences differ from that of RRV in five nucleotide posi-
tions at the siRNA target site (DDBJ/EMBL/GenBank accession
numbers M63231 and U65924 for YM and RF, respectively).
The infected cells were then immunostained as described above.
Iin both RF- and YM-infected cells, there was a coincidence in
the VP4 and NSP5 signal (shown in Figure 1C for rotavirus RF),
showing the sequence specificity of the siRNAY™ interference.
Also, the yield of viral progeny of rotaviruses RF and YM was not
reduced in cells treated with RRV siRNAYP (data not shown).

Viral particles assembled in the presence of
siRNAVYP lack VP4 and are poorly infectious

To evaluate the effect of reduced levels of VP4 on virus
assembly, cells lipofected with siRNAs were infected with rota-
virus RRV in the presence of {¥SImethionine, and at 24 h p.i. the
virus was purified by CsCl density gradients. The virus particles
obtained from cells infected in the presence of siRNALMAT
vielded, as regularly observed, two bands (bands 1 and 2 in
Figure 2A), which by electraphoresis analysis corresponded to
DLPs dormed by proteins VPT, VP2 and VP6) and TiPs
(containing, besides the DLP companents, proteins VP4 and
VP7) (Figure 2B, lanes 1 and 2). In cells infected in the presence
of siRNAY™, these bands (Figure 2A, bands 3 and 5; Figure 2B,
lanes 3 and 51 were largely replaced by a new band (Figure 2A,
band 4) of intermediate density between DLPs and TLPs. The
electrophoretic protein profile of this band showed that the parti-
cles with the intermediate density have all proteins present in
TLPs, except VP4 (Figure 2B, lane 4). Electron microscopy (EM)
analysis of these particles (hereafter called spikeless TLPs)
showed that they have a smooth surface, similar to TLPs, and
clearly different from DLPs, which have a rough surface appear-
ance (Figure 2C). These findings indicate that VP4 is not needed
for the assembly of VP7, although spikeless TLPs consistently
showed a larger diameter (~90 nm) than TLPs (~80 nm) and
DLPs (=73 nm).

Determination of the relative infectivity of the different particles
(bottom of panel 2B) showed that, whereas TLPs were ~1000-fold
more infectious than DLPs, the infectivity of spikeless TLPs was
similar to that of DLPs. The infectivity of the two latter types of
particles is most likely the result of contaminating TLPs, since it
was abolished by incubation with neutralizing antibodies to VP4
(data not shown). These results confirm the essential role of VP4 in
the infectivity of the virus.

1178 EMBO reparts vol. 3 | no. 12 {2002

VP4 does not seem to be required for
the last steps of virus morphogenesis

The ultrastructural morphology of RRV-infected cells in the pres-
ence of cither sSiIRNAUMAC o siRNAYH was examined by thin
EM at 8 h p.i. (Figure 3). In both cases, typical electrodense
viroplasm structures were evident in the cytoplasm in close
apposition to the ER membrane. DLPs in the periphery of
viroptasms were observed to bud into the lumen of the ER,
leading to the formation of membranc-enveloped particles, and
many of the viral particles observed within the ER had lost their
lipid envelope. Given the transfection cfficiency of ~75%, at
least 20 siRNAVP-treated infected cells were analyzed; in all of
them, abundant non-enveloped viral particles were observed
within the ER. Altogether, these data suggest that VP4 is not
required for the budding of DLPs into the ER or for the enveloped
intermediate particles to lose their lipid envelope.

DISCUSSION

In this work, we have shown that RNAi efficiently silences the
expression of the rotavirus RRV VP4 gene duiing infection of
monkey kidney epithelial cells. This conclusion is based on the
fact that, in cells transiccled with siRNAY™, (i) VP4 could nol be
detected in a large proportion of infected cells (Figure 1C); (i)
the amount of VP4 synthesized was ~25% that of control cells
(Figure 18); (iii} the viral progeny was reduced by 75% as
compared with cells transfected with SiIRNALWC (Figure 1A);
and (iv) TLPs lacking VP4 were assembled (Figure 2). The fact
that, in the presence of siRNAYYY, VP4 was not detected in a
large number of RRV-infected cells, suggests there was a
conplete, or nearly complete, silencing of the VP4 gene. The
silencing of VP4 was not the result of a general antiviral response
activated by siRNAs, since the synthesis of other viral proteins
was not allfected, as detected by immunoblot and immuno-
Nuoresence analyses. The specificity of the interference was
corroborated by the lack ol inhibition of VP4 synthesis in cells
infected with rotaviruses RF and YM and by the unaffected
replication of these viruses in siRNAY-treated cells.

The findings presented in this work have allowed us to evaluate
the role of VP4 in the morphogenesis of rotaviruses. In infected
cells, the membrane of the ER is modified with viral glyco-
proteins VP7 and NSP4. VP7 is an integral protein with a luminal
oricntation, whereas NSP4 is a transmembrane protein, with a
cytoplasmic tail that binds the DLPs assembled in the viroplasm,
and drives the budding of these particles into the lumen of the ER
{Estes, 1996). On the other hand, VP4 is thought to be located in
the cytoplasm, possibly between the ER and the viroplasm
(Petric ot al., 1982; Gonzdlez et /., 2000). It has been shown
that NSP4 and VP7 form a ternary complex with VP4, which has
been suggested to participate in the budding process (Maass and
Atkinson, 1990). As result of this event, membrane-enveloped
particles containing VP4, VP7 and NSP4, in addition to the DLP
components, form (Poruchynsky and Atkinson, 1991). As the last
step in the morphogenesis of the virions, the enveloped particles
in the lumen of the ER lose the membrane envelope by a mech-
anism that is largely unknown, yielding the mature triple-laycred
virions. It has been suggested that a hydrophobic domain
present in VP4, which is able to interact with, and permeabilize,
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membranes (Dowling et al,, 2000) might have a role during the
removal of the lipid envelope (Estes, 1996).

Our results suggest that VP4 is not required for the budding
process or for the removal of the lipid membrane from the envel-
oped particles, since both enveloped and non-enveloped viruses
were ohserved by EM inside the lumen of the ER in cells treated
with siRNAY™, and non-cnveloped particles containing VP7, but
nat VP4, were purified from these cells. Finally, the fact that
spikeless TLPs were formed efficiently clearly show that the
assembly of VP7 on DLPs is a process independent of the
assembly of VP4, However, the larger diameter of the spikcless
TLPs as compared with TLPs suggests that, in the absence of
VP4, VP7 assembles in a loose manner, probably different from
its organization on infectious virions, or that VP4 is needed to
tighten the structure of the viral particle.

The highly speciiic and cfficient silencing of rotavirus gene
expression by RNAI is remarkable given the highly lytic and
rapid replication cycle of the virus, which is completed in ~12 h,
and it opens up the possibility of carrying out reverse genetics in
mammalian dsRNA viruses to study gene function, a task that
has been elusive for a long time in the field. The specific antiviral
offect of siRNA was first demonstrated by Bitko and Barik (2001)
in respiratory syncytial virus. Subsequently, such effects were
reported in poliovirus (Gitlin et al,, 2002) and human immuno-
deficiency virus (Lee et al., 2002; Novina et al., 2002). Thus, the
inhibition of viral gene expression by siRNAs offers the potential
for a novel therapeutic approach for rotavirus and other virus
infections, once cfficient methads for in vivo delivery of siRNAs
are developed.

METHODS

Cells, viruses and antibodies. The rhesus mankey epithelial cell
line MA104 was grown in Eagle’s minimal essential medium
(MEM) supplemented with 10% fetal bovine scrum (FBS) and
was used for all experiments carried out in this work. Rhesus
rotavirus RRV was obtained from H.B. Greenberg (Stanford
University, Stanford, CA); bovine rotavirus RF was kindly
provided by |. Cohen (INRA, Jouy-en-josas, France); porcine
rotavirus YM was isolated in our laboratory. All rotavirus strains
were propagated in MA 104 cells as described previously (Pando
et al., 20025 mADbs to VP2 tmADb 3A8) and VP4 (imAb HS2) were
kindly provided by HLB. Greenberg. Rabbit polyclonal serum to
NSP3 has been described previously (Ganzdlez ot al., 2000).
siRNAs sequence and transfection. siRNAY™ had the sequence
ucuagguecuulbgeucaatt fsensel, uugageaaiaggaccuagatt {anti-
sensel, corresponding to nucleotides 117135 of the RRV VP4
gene (DDBYEMBL/GenBank accession number AY033150). The
sequence of sSIRNAMMVE hag been reported previously (Elbashir
et al, 2001). The siRNAs were obtained from Dharmacon
Research (Lafayette, CO). as annealed duplexes. Transfection of
siRNAs was carried out in ncarly confluent cell monolayers
using 3 pl of oligofectamine tnvitrogen) per 100 pl of siRNAs at
600 pmol/ml in MEM. The transfection mixture was added to
cells previously washed with MEM and incubated for 2-3 h at
37°C. Arter this time the transiection mixture was removed, and
the cells werg swashed with MEM and kept in this medium for
Tehar 37 °C betore virus infection, except where a different time
is mdicated.

Rotavirus gene silencing

Infection of cells and titration of viral progeny. Cell mono-
layers, in 12- or 24-well plates, were infected with 0.5 virus
focus forming units {ffu) per cell, as described previously {Pando
et al., 2002), and then incubated for 12 h at 37°C. At this time
the cefls were then lysed by two freeze-thaw cycles, and the
lysates were treated with 10 ug/ml of trypsin for 30 min at 37°C.
The infectious titer of the viral preparations was obtained by an
immunoperoxidase focus assay (Pando et al., 2002).
Immunacblots, Cells were transfected with siRNAs and infected
with rotavirus RRV as described above. At the indicated times
p.i. the cells were lysed, the proteins scparated by SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose. The transferred proteins were
incubated with a mixturc of mAbs 3A8 to VP2 and HS2 to VP4,
and the bound antibodics were developed by incubation with a
peroxidase-labeled anti-mouse immunoglobulin (1g) (Zymed)
and the Western Lightning system (Perkin-Elmer).
Immunofluorescence. Eight hours p.i. the cells were fixed with
2% paraformaldehyde and permeabilized with 0.5% Triton
X-100. The cells were then incubated with a mixture of mAb
HS2 and rabbit polyclonal serum to NSPS5, followed by staining
with goat anti-mouse 1gG coupled 10 Alexa 488 and goat anti-
rabbit 1gG coupled to Alexa 568 (Molecular Prabes). Lamin A/C
was detected with mAb 636 (Santa Cruz Biotechnology). The
slides were analyzed with a Bio-Rad MRC-600 confocal micro-
scope and CoMOS MPL-1000 software.

Radiolabeling, isolation and analysis of viral particles. Cells
grown in 75 cm? flasks were transiccted with the indicated
siRNA and then infected with 1 fiu of rotavirus RRV per cell;
viral proteins were labeled for 18 h with 50 uCi/ml ¥S{methio-
nine (Dupont NEN) beginning at 3 h p.i. The viral particles were
purified by isopicnic CsCl ultracentrifugation, as described
previously (Pando et al, 2002;. The opalescent bands corre-
sponding to the difierent types of particles were collected by
punclion, and the protein composition of cach band analyze:d
by SDS-PAGE and flumiography. To determine the iniectivity of
cach fraction, CsCl was removed by desalting-centrifugation on
Sephadex (G-25, the virus wes activated with trypsin, and the
infectious titer was determined as described above.

Electron microscopy. Cells ransfected with siRNAY™ or mock-
transiected were infected with 0.5 fiu of rotavirus RRV per cell,
and 8 h pr.i. the cells were detached from the culture plates, fixed
in 2.5% glutaraldehyde/.1 M cacodylate, embedded in LR-
white resin and postfixed with 1% osmium tetroxide. Thin
sections obtained were stained with 0.5% uranyl acctate/1%
lead citrate. To analyze the purified virus particles, the fractions
were desalted as described above. and a drop was applied to a
carbon-coated cupper grid and then negative stained with
uranyl acctate. The grids were examined in a Zeiss EM-900
etectron microscope at 80 kV.
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RESULTADOS COMPLEMENTARIOS
Funcionalidad de la RNAIi en las células MA104

Inicialmente se evalué la factibilidad del uso de los RNAs interferentes
(siRNAs) en la linea celular donde se replican los rotavirus (MA104), empleando un
siRNA descrito por el grupo de Thomas Tuschl (41), dirigido contra las laminas A/C
humanas y que probé ser efectivo en inhibir la sintesis de estas proteinas en la linea
celular HelLa. Las laminas A/C son proteinas que se localizan en la membrana
nuclear y tienen un recambio relativamente rdpido, de aproximadamente 48 h (42,
71). No son proteinas esenciales ya que su eliminacién no afecta la viabilidad de la
célula, -
' Cuahdo las células MA104 se lipofectaron con el siRNA"*™/C, se hizo una
cinética de inhibicién a 24, 48 y 72h p.Lf. Al cabo de cada tiempo se observé la sefial
nuclear de las laminas por inmunofluorescencia (Figura 9). La observacién de las
preparaciones bajo el microscopio confocal mostré que en aproximadamente el 75%
de las células, la sefial de las laminas fue de mucho menor intensidad que las del
control (lipofectadas sélo con oligofectamina o sin lipofectar).

Aunque nunca se logré abatir totalmente la traduccién de las laminas, como se
describié originalmente que puede ocurrir en las células HelLa, sf se demostré un
efecto inhibitorio desde las 24 horas, siendo mejorado a las 48 y maximo a las 72h
p.Lf. del siRNA"™*€, Esto demostré que si era posible aplicar esta tecnologia en
células MA104, deduciéndose simultdneamente la eficiencia de la lipofeccién de los

siRNAs que se podia esperar en estas células y que es de aproximadamente 75%.
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Figura 9. Probando el sistema de siRNAs en las células MA104. Se muestran 2
inmunofluorescencias de células MA104 vistas por microscopfa confocal. A) Células
control transfectadas solo con oligofectamina. B) Células transfectadas con el siRNA
LamA/C Se aprecia la disminucién de la intensidad en la sefial nuclear de la LamA/C
en B), con respecto al control A). La eficiencia de transfeccién es aproximadamente
del 75% (nicleos disminuidos en intensidad).
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Silenciamiento de la proteina VP4 mediante el sistema de RNAi

Para probar la capacidad de los siRNAs para inhibir la expresién de genes de
rotavirus, se disefié un siRNA (siRNA'™) dirigido contra el gen 4 de la cepa de
rotavirus RRV, que codifica para la proteina estructural VP4. El silenciamiento de
este gen estructural pudiera provocar un fenotipo predecible y totalmente explorable
(como se demuestra posteriormente), por lo que es un gen adecuado para usarse
como modelo para probar la RNAI en el sistema de rotavirus.

Se emplearon tres tipos de ensayos para demostrar la funcionalidad del

sistema para inhibir especificamente la sintesis de la proteina VP4 del rotavirus RRV:

1. Rendimiento viral:

El rendimiento viral fue el primer criterio que se usé para aprec1ar el efecto
general de la posible inhibicién de una protefna estructural, es dec1r, se esperaba
establecer una relacién inversa entre el numero de partfculas mfeccmsas y la
inhibicién de la proteina VP4. SRR

El titulo viral encontrado en presencia del sxRNAvm fue de alrededor de un
25% de las particulas infecciosas producidas en-las células control (Figura 1A del
artfculo). Esto sugeria que la disminucién en el rendimiento viral se pudiera deber a
la disminucién de VP4, que ocasionaba la produccién de particulas con menos
espiculas (o ninguna) y por lo tanto no infecciosas; o que simplemente no se podian
ensamblar las particulas de triple capa al mterrumplr algun paso en la morfogénesis
viral.

El hecho de que se inhibiera un =75% la progenie viral y que la eficiencia de
transfeccién demostrada en MA104 con el siRNA®™/€ fuera de este orden, s”ugirié
que la inhibicién kde"l‘a sintesis de VP4 en las células transfectadas habia sido
eficiente. Para probar el efecto inhibitorio del siRNA"™ sobre su proteina blanco, se
detectd la proteina viral por inmunoblot e mmunoﬂuorescencxa, tal y_como se

describe a continuacién:
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2. Inmunoblot
Una manera mds directa de observar el efecto inhibitorio del sxRNAV“ fué

estimando la cantidad relativa de los niveles de VP4 en las células infectadas, en
presencia y en ausencia del siRNAY™, mediante ensayos de tipo Western blot. Para
ésto se usaron células a 72h p.Lf. de siRNAs (ver en el punto 3 acerca del tiempo
p.L.£.), que se lisaron a diferentes tiempos p.i., para tener una cinética de acumulacién
de la proteina VP4, Para detectar la proteina VP4 se usé un anticuerpo monoclonal
(HS2). Con otro anticuerpo monoclonal (3A8) se detect6 a la proteina VP2 como
control interno.

Una vez realizados los ensayos tipo Western blot y después de cuantificar por
densitometrfa las seiales correspondientes a las dos proteinas, se obtuvieron los
cocientes VP2/VP4 para los tiempos 9 y 12h p.., ya que la cantidad de ambas
proteinas no fue detectable en los tiempos 3 y 6h p.i., probablemente porque a estos
tiempos no se ha acumulado suficiente cantidad para ser revelada por este método

(Figura 1B del articulo y TablaI).

Tablal

Densitometria del inmunoblot para las proteinas VP2 y VP4

siRNA VP 4 Lam A/C NSP5
h.p.i. 9h 12h  {9h 12h 9h 12h
VP2/VP4 3.6 52 1.5 1.3 |17 1.2

La cuantificacién de las bandas indicé que mientras en las células MA104
control (transfectadas con el siRNAL™A/€) el cociente a las 9 y 12h p.i. era de 1.5 y1 3
en las células transfectadas con el siRNAY™, los cocientes VP2/VP4 fueron de 3.6 y
5.2 a los mismos tiempos. Esto indica que el sistema interferente es cada vez mds
eficiente en inhibir la traduccién de VP4 conforme avanza la infeccién. La divisién de
los cocientes de los controles (siRNA“™/C o siRNAM™) sobre el cociente de siRNAY™
a las 12h p.i. muestra que la proteina VP4 se acumula 4 ¢ 4.3 veces menos en

presencia del siRNAY" que en los controles.

28 CON

FALLA DE ORIGEN




62

] En estos ensayos, la proteina VP4 cuantificada incluye tanto las células
transfectadas como las que no se transfectaron con el siRNAY™, y por lo tanto el que
se acumule sélo la cuarta parte, coincide nuevamente con la eficiencia de transfeccién

de los siRNNAs estimada en =75%.

3. Inmunofluorescencia
Otra manera de apreciar el efecto de inhibicién inducido por el siRNAY™,

consistié en detectar la proteina VP4 producida en cada célula individual infectada
con rotavirus. Los ensayos de inmunofluorescencia realizados cumplen este
requerimiento, y aunque este ensayo es Unicamente cualitativo, resulta muy
informativo ya que proporciona un panorama general de lo que-sucede con la
sintesis de la proteina VP4 en toda la poblacién celular lipofectada con el siRNA'™ e
infectada con rotavirus.

~ Las inmunofluorescencias de células MA104 lipofectadas durante 72h con el
siRNAY™ indicaron que aproximadamente en el 75% de las células que estaban
infectadas con el rotavirus (presentaban la sefial en rojo correspondiente a NSP5), no
se pudo apreciar la sefial verde correspondiente a la proteina VP4. El 25% de células
infectadas restantes tenian los dos tipos de sefales verde y roja a niveles comparables
a los controles (Figura 1C del articulo).

Otro tipo de hallazgo proporcionado por las inmunofluorescencias, es que la
inhibicién a 24h p.Lf. con el siRNAY™, fue menor que a las 72h p.L.f (Figura 10),
sugiriendo que la interferencia de VP4 en el cultivo celular es mas eficiente cuando
las células se incuban por mas tiempo con el siRNAY™,

La intensidad de VP4 por inmunofluorescencia fue tan baja a 72h p.L.f., que se
puede considerar un inhibicién total para aproximadamente el 75% de las células.
Parece interesante explorar por qué a 72h p.Lf. la sefial de interferencia pérecé estar
mads activa o potenciada, puesto que se ha establecido que las células de mamifero
carecen de algtin mecanismo de amplificacién de la interferencia, como el mediado

por la RNApol en los eucariontes inferiores (71, 73, 90).
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Figura 10. Comparacién de la eficiencia de interferencia de VP4 a diferentes
tiempos. Se muestran las inmunofluorescencias para NSP5 como control interno y
VP4 como la proteina en andlisis, segtin se indica. A) y B) Células a 24 h p.Lf. con el
siRNA"™C g con el siRNAY"™, respectivamente. C) y D) Células a 72 h p.Lf. con el
siRNAY"C o con el siRNAY", respectivamente. Se aprecia la diferencia de
intensidad entre la sefial de VP4 a 24 y a 72h (VP4, B y D) siendo ausente en la
mayorfa de las células infectadas a 72h p.Lf. (VP4, D), mientras NSP5 fue comparable
entre los controles A) y C).
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Los resultados de las inmunofluorescencias junto con los de rendimiento

viral, y los de los inmunoblots, apoyan que el siRNA""™ sea 'el'respb'h’sja.bl‘éidé la’
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inhibicién de VP4. De acuerdo al porcentaje de =75% de eficiencia de transfeccién -

del siRNA, el =25% de células con cantidades normales de ’VP4’,’:Eo'ri'és'ponde'

aparentemente a células no transfectadas (Figura 10 y Figura ;IC,v:iciel:arff'cu]o). En

este caso, el uso de NSP5 como control interno fue muy titil, ya que su.presencia-

muestra que el efecto de inhibicién es especifico para VP4 y no se debe a una
inhibicién generalizada de las proteinas virales por algun sistema inespecifico de

la célula, como los de PKR o RNasa L, que se mencionaron anteriormente.

Especificidad del siRNAY™

Para probar la especificidad del siRNAY™ sobre su blanco (proteina VP4), se
hicieron inmunofluorescencias de células MA104 infectédas con rotavirus RRV,
- pero usando a NSP2 o NSP3 como control interno. En estos ensayos bdsicamente
se obtuvieron los mismos resultados que cuando se emple6 NSP5 como control, es
decir, hubo inhibicién de la proteina VP4 en aproximadamente el 75% de las
células lipofectadas con el siRNAY™ y no se observé inhibicién de las otras
pfotefnas virales (Figura 11). Esto corrobora que la inhibicién de VP4 es especifica
para su mensajero y no se debe a un efecto generalizado sobre los RNAms de

rotavirus, o a la inhibicién de la traduccién general de las proteinas celulares.
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siRNA lama/C siRNAVP4

Figura 11. Empleo de las proteinas NSP2 y NSP3 como controles internos. Se
muestra en rojo el control interno (A), en verde la proteina VP4 (B) y la sobreposiciéon
de las imdgenes (C). Solo se incluye el contraste de fases de la preparacién de NSP2
(D). No fue afectada la sintesis de NSP2 o de NSP3 por el siRNA™ y por lo tanto sélo
se observa el efecto interferente sobre VP4. Las imdgenes corresponden a
inmunofluorescencias de células MA104 a 72h p.Lf. con el siRNAY™ y 8h p.i. con una
moi de 0.5 del rotavirus RRV, tomadas con el objetivo 40X.
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Los ensayos anteriores sugieren que en .cada célula transfectada con.el
siRNAY™, la proteina VP4 se inhibe a niveles por debajo del limite de deteccién de la

inmunofluorescencia y ademds, que en estas células no parecen produmrse parhculas ;

infecciosas. Todos estos ensayos se hicieron infectando las células MA104 con la’ cepa
RRYV cuya secuencia del segmento 4, fue el blanco para el disefio del siRNAY™,

Para evaluar el efecto de variaciones en la secuencia blanco, sobre»la
especificidad de la inhibicién de la sintesis de VP4, se prob6 el efecto del siRNAY"™
sobre la sintesis de las proteina ort6logas de cepas diferentes a RRV, que difieren en 5

posiciones en la regién del segmento 4 reconocido por el siRNAY™ (Tabla II).

TABLA 11
COMPARACION DE LA REGION siRNAY™ EN CEPAS DE ROTAVIRUS

CEPA SECUENCIA POSICION Genebank
RRV | 5'-AAUCUAGGUCCUUUUGCUCAA-3 ' 115-135 AY033150
RF ----C---A--G—-C-—G--- 115-135 U65924
YM ~—=-CU-—--- A-—C-—G--- 115-135 M63231

Cuando se utilizaron las cepas-de rd:ta:\‘(irus YM (porcino) y RF (bovino) en los
mismos tres tipos de ensayos, no se Obsé'r'véhla inhibicion de la sintesis de las VP4
heterdlogas (Figuras 12, 13- y 1C del articulo). En los inmunoblots de células
infectadas con los rotavirus YM Yy RF se usé como control interno a la proteina no
estructural NSP2 en sustitucion de la proteina VP2, ya que ¢l anticuerpo monoclonal
3A8 usado para RRV no recOnéEé a la VP2 de estas otras cepas. En ambas cepas la
VP4 se acumulé a niveles corhparables a los controles (siRNA "¢y siRNAM),

como se observa en la Figura 13 A.
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Los ensayos de 1nmunoﬂuorescenc1a con células MA104 infectadas tanto con
el rotavirus RF como aquellas infectadas con la cepa YM, no mostraron la inhibicién
de la protefna VP4 de estos virus porel siRNA™ de RRV (Flgura 12 y figura 1C del
artfculo). Todas las células que expresaron la protefna estructural NSP5 (tomadas
como células infectadas) también expresaron niveles normales de VP4 y esto sucedi6
tanto en las células control lipofectadas con el siRNA“™/C (control) como en las
lipofectadas con el siRNAY™, La presencia de ambas sefiales esperadas para cada -
proteina viral indicé que el siRNAY™ fue incapaz de inhibir a la VP4 de las cepas de
rotavirus YM y RF, es decir, el efecto es especifico de la cepa RRV,

En el tercer y tltimo tipo de ensayo se buscé algiin posible efecto general
sobre la sintesis de la progenie viral de ambos rotavirus (YM y RF), por lo que se
titularon los virus genefados 'a; 12h p.i. de células infectadas con RF o YM y tratadas
tanto con el siRNA"™ como con el siRNA"A/C, Los titulos obtenidos para las células
tratadas con el siRNAY™ fueron similares a los que se encontraron en las células
lipofectadas con el SIRNALmA/C (Figura 13B). 7

Con estos resultados se demostré de manera conclusiva que el siRNAY™ tiene
una especificidad absoluta por el RNAm de la: protema VP4 de la cepa RRV y no
afecta la sintesis de VP4 de las cepas que difieren en 5 posxc1ones en secuencia a la
VP4 de RRV, como se esperaba para un 51stema consnderado de alta especificidad,
como es la RNAI. : ‘




siRNA tamA/C siRNAY

Figura 12. El siRNAY™ no interfiere la sintesis de la proteina VP4 de la cepa de
rotavirus YM. Se muestran las inmunofluorescias correspondientes a 72h p.Lf. con el
siRNA “mVC o con el siRNAY™ e infectadas con el rotavirus YM a una moi de 0.5.
Las células muestran el mismo patrén de fluorescencia en presencia cualquier
siRNA, detectdndose tanto la proteina NSP5 usada como control interno (A) como la
proteina VP4 (B), indicando que el siRNAY™ de RRV no inhibe la sintesis dc la VP4
de YM. C) Sobreposicién de las imdgenes en A) y en B). Notese la heterogeneidad de
la expresiéon de ambas proteinas en las diferentes células.




69

A) VP4i LamA/Ci  NSPSi

h p.i.
RF

1.5 1.3 1.4 1 1.7 1.6 NSP2/VP4

NSP2/VP4 2.6 3.4 3 4.1 1.9 3

sod |
[+
‘T
=
g 100 -
2
o
50 -
0

RF YM

Figura 13. El siRNA'™ no a afecta a los rotavirus de las cepas de rotavirus RF y YM en
dos tipos de ensayos. A) Se muestra un Western blot representativo de proteinas provenientes
de células transfectadas con tres siRNAs. Se detectaron las proteinas VP4 y NSP2 a los cuatro
tiempos indicados. Se muestran los cocientes NSP2/VP4 para cada tiempo. Los cocientes son
similares a los mismos tiempos con los tres siRNAs, demostrando que el siRNAY™ no afecta
la sintesis de la VP4 de cstas cepas de rotavirus. B) Rendimiento viral de las cepas RF y YM
en células MA104 tranfectadas 72h con el siRNAY™ de RRV o el siRNA “"*C ajustados al

control de lipofeccion sin siRNA. Los titulos corresponden a tres ensayos diferentes. RF
136% £ 37.8 y YM 163.1% + 34.4.
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Caracterizacién de las particulas glabras

Los gradientes de CsCl muestran una nueva clase de particulas virales

Los hallazgos descritos anteriormente sugieren que en aproximadamente 75%
de las células transfectadas con el siRNAY"™, se abate considerablemente la sintesis de
la proteina VP4 con la consecuente reduccién en la produccidén de virus infecciosos.
Esta disminucidén en la sintesis de la progenie viral pudiera deberse a que no se
estuvieran ensamblando las particulas completas (TLPs) por una alteracién en la
morfogénesis debido a la falta de VP4. Como se menciond en la introduccion, se ha
propuesto que VP4 forma un complejo heterotrimérico junto con las proteinas VP7 y
NSP4 en la membrana del RE, el cual pudiera ser el receptor de las DLPs formadas en
los viroplasmas, para que estas gemen hacia el lumen del RE. De acuerdo a esto, se
esperaba que en los cultivos infectados en presencia del siRNA'™, se disminuyera la
cantidad de TLPs y tal vez se acumulara una mayor cantidad de DLPs.

Para verificar esta hipétesis, se aislaron en un gradiente de densidad de CsCl
las particulas que se generaron en las células lipofectadas con el siRNA'™e
infectadas con el rotavirus RRV. Se marcaron metabélicamente las proteinas virales
con (¥S)-Met durante la infeccién ’ el :

Adicionalmente a las dos bandas tipicas que se observan en un gradxente
(DLPs y TLPs de 1. 38 y 1.36 g/cm * de densidad, respectlvamente), en la presencta
del siRNA'™ se observé una banda en posicién cercana a las TLPs (Flgura 2A del
articulo), cuya intensidad resulté considerablemente mayor que la de las DLPs ¢ o las -
TLPs. Esta observacién fue consistente en 4 ensayos realizados: 1ndepend1entemente
(Figura 14). o i o
La presencia de la banda adicional sugiere la formacién de partlculas v1rales

diferentes a las dos clases de particulas conocidas.
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TLPs
Banda atipica

DLPs

Figura 14. Gradientes de CsCl de particulas virales generadas en presencia del
siRNAY"™, Se muestra la reproducibilidad de la presencia de la banda extra cuando se
infectan células MA104 en presencia del siRNA'" (A), en contraste con las dos

bandas de los controles siRNA""/<(B),
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Las nuevas particulas son TLPs sin VP4
La composicién de proteinas de cada una de las tres band‘as obtemdas enel .

gradiente de CsCl se analizé por electroforesis en gel de pohacrllamlda y'

autoradiografia.
Como se muestra en la Figura 2B del artxculo,

(carriles 1 y 3) que contiene a las proteinas VP1, VP2 Yy
mientras que la banda de menor densidad (car; les ™
proteinas VP7 y VP4, y por lo tanto corresponde a TLPs Las partfculas de la banda
con densidad intermedia (carril 4), contuvieron todas las proteinas de las TLPs
excepto la proteina VP4, indicando que VP4 no es esencial para que se ensamble la
capa externa formada de VP7. A estas particulas les lamamos "particulas glabras

(referidas en el articulo como“spikeless”).

—

da de mayor dens:dad ‘
rresponde a DLPs, .
ne ademas las

Las particulas glabras no son infecciosas

Determinada la identidad de las particulas en la banda atipica, se exploré la
infectividad de estas TLPs carentes de la proteina VP4. Para ello se determiné el
titulo de pafh‘culas infecciosas de cada banda proveniente del gradiente de células
tratadas con el siRNAY"™, Como indican los valores de infectividad relativa referida
en la Figura 2B del articulo, la infectividad correspondiente a las particulas glabras
fue 990 veces menor que la de las TLPs y sélo 5 veces mds infecciosas que las DLPs:
El hecho de que la infectividad de las particulas glabras fuera muy similar a la de las
DLPs, confirma que VP4 es necesaria para la infectividad de los rotavirus. No se
descarta que estas particulas tengan algunas espiculas de VP4, pero en cantidad

insuficiente tanto para ser detectada en los geles, como para conferir la infectividad.
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Figura 15. Curvas de necutralizacién de las particulas glabras. Los tres anticuerpos
monoclonales neutralizantes utilizados (2G4, 1A9 y M14) estan dirigidos hacia la proteina
VP4. Los datos se muestran como uffs, no como cantidad de particulas o concentracion de
proteinas. Se inici6 con 50 uffs (12500 uffs/ml) para las particulas glabras y con 100 uffs para
las TLPs (25000 uffs/ml).
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Dado que se ha reportado que las DLPs no son mfeccxosas, para confirmar
que la mfect1v1dad encontrada en la particulas glabras y en las DLPs
probablemente resu]ta de la contaminacién con TLPs, se realizaron ensayos de

7 neutralliéblén cbh tres anticuerpos monoclonales que reconocen a VP4. Como se
muestra gn l_a_ Elgura 15, las pendientes de la curvas de 1nfe¢t1v1dad disminuyeron
dé‘maheié sihilar tanto para las particulas glabras cbmq para las TLPs, siendo

-igualmente sensibles a la neutralizacién principalmente p'oi el anticuerpo 2G4. La

“neutralizacién con estos tres anticuerpos demostré que la VP4 es esencial para la
infectividad y como esta protefna no forma parte estructural ni de las DLPs ni de

las particulas glabras, entonces se concluye que la mfect1v1dad observada se debe
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a TLPs contaminantes de ambas bandas, que pudieran tener el j ]uego completo de

60 espiculas de VP4, o un niimero menor de ellas, pero suf:cxente para que la
particula sea infecciosa. :

La contaminacién de las particulas glabras con TLPs se pudo hacer més
evidente cuando se fraccioné muy finamente (3 gotas) el gradlente de !células
lipofectadas con el siRNA"™ e infectadas con RRV (Figura 16), Las fraccxones se
sometieron a electroforesis para revelar la identidad de las partfculas i !

medio del contenido protéico determinando el titulo de particula

cada una de ellas.

Se observd que los picos méximos de concentracién de partfculas v1ralesk

'nfecc1osas en

correspondieron; la fraccién 16 para las DLPs, la fraccién 22 para las: partlculas v

glabras y la fraccién 32 para las TLPs. La infectividad en el gradlente fue

aumentando hacia las fracciones conteniendo TLPs, mientras que las fracc1one5‘ :
correspondientes a particulas DLPs y las primeras fracciones identificadas como .
particulas glabras, tuvieron infectividades muy bajas. Este tipo de fraccxonamlentovr

y caracterizacién de las particulas a lo largo del gradiente, junto con los ensayos de

neutralizacién, demuestran que muy probablemente durante el fraccidnamiehtq :

del gradiente las TLPs pueden contaminar incluso a las DLPs.
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Figura 16. Fraccionamiento de un gradiente de CsCl de células infectadas en
presencia del siRNAVP4, A) Deteccién de las particulas por la radiactividad
presente en las fracciones. B) Autoradiografia del gel, correspondiente a la
electroforesis de una alicuota de las proteinas en cada fraccién. Dentro de lo posible
se ajustd la concentracién de proteinas en base a las cpms de A). C) Determinacién
del nimero de particulas infecciosas en cada fraccidn, ajustindolas en base a la
cantidad de muestra usada y a la intensidad de la proteina VP2 cuantificada por
densitometria.
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Morfologia de las particulas glabras
Por medio de microscopia electrénica se mostré que las particulas glabras

tienen una superficie lisa semejante a las TLPs y diferente a la superficie rugosa de
las DLPs (Figura 2C del articulo). Depués de medir al menos 10 particulas, se pudo
apreciar que el didmetro de las particulas glabras (~90nm) fué mayor al didmetro de

las TL.Ps (~80nm).
Funcié6n de la proteina VP4 en la morfogénesis viral

La proteina VP4 no parece ser esencial para las altimas etapas de la
morfogénesis viral

El hecho de que la sintesis de VP4 se abata de manera aparentemente total en
presencia del siRNAY™, permiti6 plantearse el tratar de confirmar o descartar las
funciones atribuidas a la protefna VP4 en la morfogénesis viral. Para evaluar esto,
analizamos las etapas de la morfogénesis viral en las células lipofectadas con el
siRNA"™, prestando atencién especial a la ocurrencia de la gemacién de las DLPs al
interior del RE y a la pérdida de la capa de lipidos de las particulas intermediarias,
también en el lumen del RE.

Para esta finalidad se analizaron por microscopia electrénica cortes de células
MA104 infectadas con el rotavirus RRV y tratadas tanto con el siRNA"™, asi como de
células control lipofectadas con el 51RNAL“"""’C ‘Debido a que la eficiencia de
lipofeccién de los siRNAs es de aproximadamente 75%, se analizaron por 1o menos
20 células diferentes, par tener un panorama répfesentativo del efecto del siRNAY™
(ausencia de VP4) en la morfogénesis viral. Previendo que la ausencia de la proteina
VP4 provocaria que se acumularan particulas intermediarias impidiendo que se
removiera la membrana lipidica, se incluyé otro control que consistié en el
tratamiento de células MA104 con la droga tapsigargina durante la infeccién, que
causa la acumulacion de las particulas intermediarias con capa lipidica.

Las ultimas etapas de la morfogénesis viral se pudieron apreciar claramente
en las preparaciones tanto de las células tratadas con el siRNAY™, como de las células
control lipofectadas con el siRNA™™/C, Se observé cémo las DLPs formadas en los
viroplasmas geman hacia el lumen del RE, mientras se envuelven en la membrana

del RE formando las particulas intermediarias y todavia mas importante, se
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apreciaron viriones maduros que ya habfan perdido la membrana y por lo tanto eran
de menor tamaifio. Estas observaciones fueron consistentes en todas las células
tratadas con el siRNAY™ que se analizaron (Figura 3 en el articulo). En cambio, las
preparaciones de las células tratadas con tapsigargina mostraron invariablemente la
acumulacién de sélo particulas intermediarias con lipidos, sin la presencia particulas
maduras en el lumen del RE (Figura 17A). Esta observacién demuestra que dichas

particulas intermediarias se hubiera podido apreciar claramente, si su acumulacién

resultara de la ausencia de VP4.

B

Tapsigargina Control

Figura 17. Efecto de la tapsigargina sobre la morfogénesis de los rotavirus. A)
Microscopfa electrénica de células MA104 infectadas en presencia de 1 uM de
tapsigargina. Se observan tinicamente particulas intermediarias con membrana
lipidica. Aumento 20,000X, barra 400 nm. B) Gradiente de CsCl de particulas virales

generadas en ausencia (control) o presencia de 1 M de tapsigargina.
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.. Estas observaciones indican que la protefna VP4 no se requiere ni para la
gemacién de las DLPs al RE, ni para la remocién de la membrana de lfpidos para
la maduracién a la forma infecciosa. Por lo tanto, la presencia en el RE de
parh‘culas que habian perdido la membrana lipidica indicé que la maduracién de
las DLPs en particulas glabras ocurrié por la pérdida selectiva de los lipidos (en
ausencia de la proteina VP4) y no por el proceso de purificacién de las particulas
por los gradientes de CsCl (27). En apoyo a esto, el gradiente de CsCl a partir de
células tratadas con tapsigargina, s6lo mostré la banda correspondiente a las DLPs

(Figura 17B), indicando que en los intermediarios con lipidos no se ha ensamblado

todavia la tltima capa protéica (VP7 y VP4) y que esto sucede durante la remocién

de la capa lipidica, en el paso final de la morfogénesis.

Parte de los mensajeros de rotavirus son protegidos de la RNAi v

La RNAI tiene como blanco directo aquel RNAm que comparte identidad
en secuencia con el RNAdc (siRNA) que la activé. Intentando cuantificar y
evidenciar la disminucién del mensajero para VP4 en células lipofectadas con el
siRNAY"™ e infectadas con el rotavirus, se extrajo RNA total de las células MA104,
realizdndose un ensayo de tipo Northern blot para detectar al segmento 4 y como
control interno el segmento 6 (VP6) del rotavirus RRV. Sorprendente se encontré

que aunque la sintesis de la proteina VP4 se abatié a niveles no detectables por
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inmunofluorescencia y disminuyé =75% por inmunoblot, los RNAQ'

correspondientes al segmento 4 sélo se encontraron disminuidos entre un'18 y un:

22%, determinado por los cocientes VP4/VP6, como se muestra en la Figu‘ra’_r.'l&f ".. .

Estos hallazgos parecen sugerir que una gran parte de los RNAms de los rdtavirué

se mantiene a salvo de la interferencia por medio de proteinas que los alejan de la

via de traduccién hacia la via de la morfogénesis viral.



Infecridn - + - + 79

r ~ 1 ¥ 1

1234567 R9ID11121314 1 2 34 867 RO10111213%14

285

135

VP4

VP6

Figura 18. RNAs de rotavirus. A) RNA total de células MA104 12 h p.i con el rotavirus RRV a 24 6 72h
p.Lf. con tres siRNAs, separado por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, antes de la tranferencia y
B) después de la transferencia a la membrana de nylon. C) Northern blot detectando los RNAs de los
segmentos 4 (VP4) y 6 (VP6) como control interno. Los carriles 3-14 en A) corresponden a los carriles
1-12 en (C), ya que se ecluyeron de la membrana los dos primeros carriles. Se observa que los dos
ultimos carriles en B) no se transfirieron completamente, principalmente en el drea que corresponde al
RNAm de VP4 en C). En la parte inferior se muestran los cocientes de densitometria VP6/VP4,
resaltando en negritas los que corresponden al tratamiento con el siRNAY". El promedio de los
cocientes VP6/VP4 de tratamiento con otros siRNAs tomados como controles, determinados por
densitometrfa, sobre el del tratamiento con el siRNAY™, indica que para a las 24h existe un 76.4% de
RNA del segmento 4 y para 72h es de 82%. Se excluyé el tltimo valor de siRNA™', por lo expuesto
arriba. La sefial de los RN As en B) se intensificé 2.6 veces mds que la de A).
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DISCUSION

... Lla presente tesis doctoral tuvo como objetivo implementar:- una metodologxa
que fuera altamente eficiente para inhibir la expresién de genes especificos de
rotavirus. Mediante el sistema de RNA|, el objetivo se cumpli6 a:cabalidad, usando
como gen modelo a la proteina estructural VP4 del rotavirus RRV.

‘ La inhibicién de la expresién de los genes de rotavirus surgié como una
necesidad y como una alternativa a la 1mposxb111dad de alterar especificamente la
expresién de un gen y recobrarlo en un virus infeccioso (45), lo que constituiria una
estrategia de genética reversa, que en los tofavirus no ha sido imposible de llevar a
cabo hasta la fecha. Las funciones de las proteinas virales se han estudiado hasta
ahora principalmente a través de ensayos in vitro, por la seleccién y caracterizacién
de variantes naturales y a través de la generacién de virus rearreglantes (intercambio
de segmentos de RNA -genes- entre dos cepas con fenotipos diferentes). En virus con
genomas segmentados como los rotavirus el estudio de virus rearreglantes, permite
identificar el segmento que cosegrega con un fenotipo determinado. Otro enfoque es
la generacién de mutantes termosensibles, en donde la atribucién de un fenotipo a
un segmento particular igualmente se establece mediante la generacién' de virus
rearreglantes. -

Tales enfoques, aunque sumamente titiles, han dado informacién llmxtada de
la funcién de las proteinas virales. Debido a esto y en razén de que hasta ahora no
existe un sistema de genética reversa en virus. animales de RNAdc, surgié la
necesidad de buscar métodos alternativos para la inhibicién de la expresién de genes
virales que permitieran estudiar en mayor detalle su funcién.

El marco tedrico de este proyecto fué dado por el conocimiento de que la
RNAI funcionaba en células de mamifero (15, 41, 42, 71, 100, 115) mostrando absoluta
especificidad por el gen blanco. Ademas fue crucial el hallazgo de que los RNAs
menores de 30 pb no activan las respuestas de “panico” hacia RNAdc, ni alteran la
homeostasis celular o la expresién de algtn gen celular o viral (57, 61). La mayor
dificultad prevista recayé en la tasa de transcripcién de los rotavirué, que al ser muy
alta, resulta en principio dificil de contarrestar (Figura 18A). Aparentemente las

células de los mamiferos carecen de un mecanismo de amplificacién de la RNAI,
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como sucede en C. elegans y en las plantas; en cambio los siRNAs empleados en las
células de mamiferos sélo sirven como guifas para cortar un RNAm blanco a la vez
(24, 56, 68, 73, 90, 132, 160, 190). Por estas razones, aunadas a la gran cantidad de
mensajeros que sintetizan los rotavirus, y la aparente incapacidad de la RNAi de
afectar al genoma viral de RNAdc que se encuentra inaccesible, hacfan al objetivo de
esta propuesta, una empresa dificil de cumplir.

Sin embargo la naturaleza segmentada y la inaccesibilidad del genoma de los
rotavirus a’la maquinaria inhibitoria de la RNAi, también puede visualizarse como
una ventaj’a para el estudio de los genes de esta clase de virus, en el sentido de que
como s6lo se puede interferir la traduccién de sus genes, se puede inhibir un gen de
manera aislada, degradando su RNAm. Esto se asemeja a lo que ocurre con los genes
celulares, donde la maquinaria de degradacién de la RNAi no acttia en el nticleo y
s6lo afecta los RNAms en el citoplasma (196). Los genes de los virus de RNA con
genomas lineales grandes son mds complicados de estudiar mediante la RNAI, ya
que la afectacién de un RNAm, también afecta al RNA genémico, lo que en este caso
es un inconveniente. Para los virus de esta ultima clase, la RNAi] se ha reportado para
propésitos antivirales, ya que la degradacién del genoma evita la transcripcién de
sus genes y por ende la traduccién, constituyendo un arma muy poderosa de control
(1, 15, 32, 59, 74, 79, 85, 97, 131, 153). De hecho el sistema celular de RNAi impediria
la replicacién del virus en la misma célula infectada y por ende su diseminacién a
otras células. De tal manera la RNAi pudiera tener una funcién importante en la
lucha contra las infecciones virales en organismos eucariontes, por ejemplo, algunos
virus de plantas codifican para proteinas que evaden la RNAIi bloqueando el
silenciamiento a nivel celular y sistémico (4, 12, 18, 23, 87, 179, 180, 182). Esto mismo
se ha observado en virus de insectos, como el virus de la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), que también produce una proteina que es esencial para la replicacién
del virus, que bloquea la respuesta de RNAi en células en cultivo (101).

En este estudio primeramente se determiné que la maquinaria de interferencia
descrita para células de mamifero también fuera operativa en la linea celular MA104,
derivada de epitelio de rifion del mono Rhesus, en la cual se propagan los rotavirus y
donde se ha establecido su modelo de replicacién. La inhibicién de la sintesis de las
laminas A/C por el siRNA“"‘"’? .probé. de manera clara la existencia de la

maquinaria de RNAi en esté_,_li‘né'je celular (Figura 9).
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Cabe resaltar, sin embargo, que los rotavirus naturalmente tienen un tropismo
hacia las células epiteliales del intestino delgado, las cuales son altamente
polarizadas, por lo que el estudio y uso de la interferencia en la linea celular Caco-2
pudiera dar informacién mds apegada a lo que sucede en una infeccién natural. La
futura validacién de los resultados aqui presentados en esta linea celular Caco-2,
serdn importantes para aclarar el supuesto papel central de la proteina VP4 en la
morfogénesis de los rotavirus en células diferenciadas, que la califican como
indispensable para ensamblar las particulas virales y permitir la liberacién apical de
los viriones mediante vesiculas en éﬁsencia de lisis celular (80, 159).

La utilidad de la RNAi coinci una alternativa viable para el estudio de los
genes de rotavirus, mediante la inhibicién de la sintesis de la proteina respectiva
empleando siRNAs, se puso de manifiesto cuando se eligi6 silenciar a la proteina
VP4, El fenotipo por ausencia de dicha protein, que se caracterizé sistemdticamente
en células transfectadas con el siRNAY™ e infectadas con rotavirus, fue notorio y
reproducible; la progenie de rotavirus, al igual que la sintesis de la proteina VP4, se
redujeron aproximadamente a 25%. El =75% de las células infectadas no tuvieron
VP4 detectable por inmunofluorescencia y se ensamblaron particulas con triple capa
que carecian de VP4 (glabras).

Considerando que la eficiencia de transfeccién estimada para MA104 fue
alrededor de un 75%, los hallazgos de =25% de progenie, =25% de proteina, y =75%
de células que no expresaron VP4, sugieren que el =25% de progenie residual y de
prateina VP4 no inhibida, proviene de las células no transfectadas.

Esta tecnologia ademds mostré ser altamente especifica por su blanco; asi, no
se alteraron los niveles de otras proteinas virales, como NSP2, NSP3 y NSP5 en la
misma cepa de rotavirus RRV, ni tampoco la proteina VP4 de cepas de diferentes
rotavirus como YM y RF. Los rendimiento virales de las cepas YM y RF en presencia
del siRNAY™ tampoco se alteraron. 4

La reduccién del rendimiento de la progenie viral en =75% sugirié que la
ausencia de VP4 alterd drasticamente la produccién de particulas virales infecciosas
en algtn punto del ciclo de replicacién en las células interferidas. Esta alteracién
pudo haberse dado a nivel de la gemacién o de la maduracién final de las particulas

virales, etapas en las que se ha sugerido que VP4 pudiera participar.
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El involucramiento de VP4 en la morfogénesis se basa en las sxgulentes
caracterfsticas: '
1. VP4 se ha aislado formando complejos heterotriméricos con VP7 y con NSP4,

habiéndosele asignado a esta tltima protefna la funcién de receptor para las DLPs
en la membrana del RE, durante el proceso de gemacién (9, 110).
2. Las particulas virales tienen una actividad lipofilica atribuida a VP4 (40, 128, 157).
3. La proteina VP4 posee un dominio de permeabilizacién de membranas entre los
aminodcidos 384-401, similar al dominio de fusién de membranas de los alfavirus
(106, 111). =
Estas caracteristicas sugerfan que VP4 es una protefna importante, no sélo para la
entrada del virus a la célula huésped sino también probablemente _para la

ensamblaje de la tercera capa protéica. :
Las contribuciones de este trabajo al concocimiento de la morfog nesis de los

rotavirus, se pueden resumir de la siguiente manera:

Primera
Se pudo deducir que en la funcién del heterotrimero NSP4-VP4-VP7 como

receptor para las DLPs en la membrana del RE, la actividad de VP4 es dispensable,
como queda demostrado por la traslocacién de las DLPs al RE en la ausencia de la

proteina VP4.
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Segunda
El ensamble de la tercera capa no requiere de VP4 como se domostré por la

obtencién de particulas TLPs glabras, conteniendo sélo la proteina VP7 como tercera—
capa.

Es interesante notar que el proceso de ensamblaje de VP7 en la ausencia de VP4
parece haber sido facilitado, como se deduce de la intensidad de la banda extfa
generada en los gradientes de CsCl, que resulté entre ~4-6 veces mayor a las otras
dos bandas (DLPs y TLPs) como se muestra en la Figura 14. Esta obsewacién coloca
a VP4 como una proteina reguladora que controla el ensamble final de los viriones
infecciosos, revelando la capacidad intrinseca de VP7 para autoensamblarse sobre las

DLPs, por un mecanismo que no requiere de VP4 como se habfa propuesto (58).

Tercera
La remocién de la envoltura lipidica de los intermediarios no depende de la

participacién de VP4, Entonces la actividad requerida para el proceso puede ser
aportada por NSP4 (correctamente glicosilada) o por algin evento asoc1ado al
ensamble de VP7 en la tercera capa.

La eliminacién de VP4 por la RNAIi fue muy util para sucaractéﬁZécién
funcional, puesto que permitié decartar las funciones atribuidas a esta proteina,
sobre ‘la maduracién de los rotavirus durante la gemacxén a] del RE y la
remocion de la membrana lipidica. No se descarta que el domx ]lpOﬂllCO de VP4,

no obstante su aparente pasividad en la morfogénesis vxral ¢ ntrlbuya actwamente

en la internalizacién del virus a su célula huésped.
Las particulas glabras carentes de VP4 no son. mfeccxosas ¥ la mfechvndad

residual encontrada parece ser producto de la contammamén con TLPs Este hallazgo

apoya observaciones previas que identifican a VP4 ‘en: los eventos tempranos de la
infeccion viral como son la unién a los receptores celul‘"res y la penetracién (6, 105,
156, 194). Sin embargo la participacién de VP4si es mdlspensable para la infectividad
de las particulas, puesto que si bien su ausencia origina un mayor nimero de

particulas, estas no son infecciosas.
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En cuanto al mayor tamaiio de las particulas kglabras (~90nm) con respecto a
las TLPs (~80nm), este puede ser debido a é]ue la capa de VP7 adopta una
conformacién mas laxa en ausencia de VP4, que en este sentido dirigirfa una mayor
compactacién de la capa externa. VP4 parece interactuar con dos moléculas de VP7
en la capa externa y con seis moléculas de VP6 sobre la segunda capa. protéica,
ademads parecen existir interacciones mas especificas entre el homodimero de VP4 y
dos de las seis moléculas de VP6. Las interacciones VP4-VP7 y VP4-VP6 implican que
VP4 puede participar manteniendo el registro geométrico preciso entre la capa
intermedia y la externa (45). La potencial diferencia en la interaccién de moléculas de
VP7 y VP6, no se puede discernir en los ensayos de miscroscopia electrénica que se
realizaron. _ '

Finalmente los resultados indican que la desviacién de RNAms de rotavirus hacia
la ruta de morfogénesis, tal vez por protefnas virales y/o celulares, protegié de la.*
degfadacién a aproximadamente el 80% de los RNAms de VP4 hacia el final de un.

ciclo viral de 12h. Esta podria ser una de las estrategias virales para impedir que sus.

RNAms se reconozcan y se degraden por la RNAi u otros mecanismos celulares. Una

observacién similar se ha hecho con el virus sincitial respiratorio (RSV), donde
transfectando siRNAs contra el virus se logré la degradacion del RNAm, pero no del’
RNA genémico (15). También puede ser el reflejo de la mayor proporcién de RNAm:::
genémico/RNAm traduciéndose, al finalizar un ciclo de replicacién, lo cual pddﬁ’é »

variar durante el ciclo replicativo.
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Figura 19. La RNAI en el estudio de la funcién de los genes de rotavirus. La cepa A
de rotavirus compuesta por tres capas de proteinas (espfculas en rojo) ingresa a una
célula, proceso durante el cual pierde la capa mds externa (paso 1). En el citoplasma
celular el virus con doble capa protéica transcribe sus genes a RNAms, los cuales
codifican por las protefnas virales, incluida VP4 que es la protefna que forma las
espiculas del virus (paso 2). La lipofeccién de la célula con siRNAs que degradan
especificamente al RNAm de VP4 (espiculas en rojo) e evita la sfntesis de esta
proteina de manera selectiva (paso 3). Se ensamblan partfculas de rotavirus con tres
capas, pero sin espfculas (paso 4). La introduccién a la célula de un vector de
expresién que diriga la sintesis de VP4 de una cepa diferente a la cepa A (cepa B, en
verde) (paso 5), la cual no es afectada por la RNAI, propiciard que nuevamente se
ensamblen virus completos (paso 6), en un proceso denominado “rescate fenotfpico”.
Esto tltimo permitird realizar mutaciones en la protefna VP4 y observar el efecto
sobre el comportamiento de esos nuevos virus.
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CONCLUSIONES

1. Se lmplementé una metodologfa eficiente para inhibir la traduccién: de genes
especiﬁcosj_}de rotavirus, basada en el mecanismo de RNA], usando RNAs

s pequenos (siRNAs).

2. La aphcacnén de la metodologfa permiti6 inhibir eficientemente la sintesis de la
pro"ina VP4 de rotavirus, permitiendo la caracterizacién del fenotipo en su

ausencxa

3. En relacién a la morfogénesis viral, la proteina VP4:
A) No parece participar ni en la gemacién de las DLPs al lumen del RE, ni en
la remocién de los lipidos de las particulas 1ntermed1arxas
B) Aparentemente tiene un papel regulatorio en el ensamble de la tercera capa

y en la compactacién del virién.
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PERSPECTIVAS

1) .Realizar la complementacién fenotipica de las particulas glabras del rotavirus
RRYV con una VP4 heteréloga.

Se pueden expresar las proteinas VP4 de los rotavirus porcino YM o bovino
RF, en células MA104 exhibiendo la RNAIi para la proteina VP4 de RRV (por la
presencia del siRNAY"™), esperando que se rescaten particulas completas e infecciosas
que hayan incorporado la VP4 no interferible (Figura 19).

En este sentido, la generacién de VLPs en células de insecto con la
combinacién VP2/VP4/VP6/VP7 (35); la reconstitucién in vitro de TLPs infecciosas a
partir de nticleos virales o de DLPs, usando proteinas de la capa externa, incluso
prevenientes de diferentes cepas (28, 29), y la generacién exitosa de virus mono-
rearreglantes (VP4 de la cepaYM sobre un fondo genético de RRV), representan

hechos que hacen viable la propuesta.

2) Realizar mutaciones dirigidas en el gen que codifica para la proteina VP4
Después de confirmar el recate fenotipico de las particulas glabras, se podré
alterar por mutagénesis dirigida cualquier dominio y motivo funcional sugerido para
VP4, estableciendo categéricamente las contribuciones de tales secuencias en la
infectividad y en el ciclo replicativo de los rotavirus. Esto constituirfa un sistema
cercano a lo que serfa la genética reversa en rotavirus y aplicable a los miembros de

la familia Reoviridae.
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3) Establecer una linea celular que exprese constantemente shRNAs con la
secuencia del siRNAY"™,

Indudablemente el éxito obtenido con la transfeccién de los siRNAs puede
potenciarse, si en las células se aumenta el nivel de siRNAs por medio de una
expresién constitutiva de shRNAs, incrementando la concentracién de complejos
RISC activados y alcanzando la mayor degradacién posible del RNAm blanco. Esto
probablemente abatird completamente la traduccién y tal vez hasta la morfogénesis
de las particulas glabras, por la falta del segmento 4. Si se llegara a ese punto, no sélo
se podria realizar una complementacién fenotipica con proteinas, sino con RNAm
que al incorporase en la progenie viral haria posible una genética reversa verdadera.
Otra ventaja del desarrollo de las lineas estables es que permitirfa la recuperacién de
clonas fenotipicas, por ejemplo, para el caso del shRNA™, sélo existirfan particulas
glabras sin reminiscencias de la protefna VP4. La complementacién de estas clonas
fenotipicas con una VP4 ortéloga, produciria TLPs constituidas exclusivamente de

particulas rescatadas.

4) Aplicar la RNAi para el estudiar la funcién de otros genes de rotavirus

Seria interesante interferir la sintesis de la proteina NSP4 para continuar el
estudio de la morfogénesis de los rotavirus, ya que esto permitiria disectar muy
claramente la participacién del heterotrimero NSP4-VP4-VP7 como receptor de las
DLPs, su papel en el ensamble preciso de la tercera capa proteica y su contribucién
en la remocién de la capa de lipidos del intermediario transitorio. Igualmente la
interferencia de VP7 ayudaria a evaluar su papel en estos procesos. Simultdneamente
se esclareceria la posible existencia de un ensamble completo de las DLPs previo a la

traslocacion al RE.

5) Determinar la estructura de las particulas glabras por criomicroscopia

electrénica
Esto permitiria establecer con mayor precisién los nuevos contactos
establecidos entre VP6-VP7 y entre las diferentes moléculas de VP7, que provocaron

que las particulas glabras sean mds grandes que las TLPs.
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