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Resumen

Cuando una célula se encuentra en condiciones de estrés, como es, la irradiacion UV, la
ausencia de nutrientes, choque térmico, estrés oxidativo e infecciones virales, dentro de ella
ocurren una serie de cambios que le permiten reparar el dafio inducido por el estrés y
sobrevivir a las diferentes condiciones ambientales. En mamiferos, existen principalmente 4
cinasas (HRI, PKR, PERK y GCN2), que monitorean las condiciones de estrés y modulan
directamente la maquinaria de traduccion de la célula. Estas cinasas, fosforilan el residuo
de serina 51 de la subunidad o del factor eIF2. La fosforilacion del factor elF2, inhibe la
formacion del complejo ternario elF2-GTP-tRNAiMet, y esto promueve una inhibicion de
la traduccion. Durante esta inhibicion, los ribosomas se separan de los RNAs mensajeros y
estos son dirigidos hacia unas estructuras citopldsmicas conocidas como granulos de estrés
(SGs). Hasta ahora, se ha descrito, que ademas de RNAs mensajeros, los SGs estan
compuestos, por los factores de inicio de la traduccion elF3b y elF4G, y varias proteinas
que ademas de tener diversas funciones tienen propiedades de uniéon a RNA, como TIA-1,
G3BP y PABP. Por otra parte, los virus, como parasitos intracelulares, han desarrollado
diversas estrategias para evadir el mecanismo de defensa celular y realizar la sintesis de sus
proteinas, llevando acabo su ciclo replicativo. Tal es el caso de rotavirus, que durante su
infeccion, se lleva acabo la fosforilacion del factor elF2 y la inhibicion de sintesis de
proteinas celulares, sin embargo, a pesar de estos dos factores importantes para la
formacion de SGs, no se observa la formacion de estas estructuras. En el presente trabajo,
se estudid la distribucion de algunas de las proteinas componentes de los SGs (elF3b,
caprina-1, RI y G3BP) durante la infeccion con RRV vy el efecto del RNA de doble cadena
(RNAdc) en la formacion de SGs como una posible herramienta para la determinacion del
mecanismo de inhibicion de estas estructuras durante la infeccion. Mediante ensayos de
inmunofluorescencia, se demostrd en células U20S, que la distribucion de las proteinas
elF3b, caprina-1 y RI, no cambia durante la infeccion con RRV. También, se encontr6é que
durante la infeccion, la proteina G3BP forma una agregados citoplasmicos parecidos a los
SGs descritos con arsenito. Sin embargo, con tratamientos de cicloheximida, se demostro
que estos agregados no eran SGs. También, con ensayos de inmunofluorescencia, se
observo, que los SGs formados por efecto del RNAdc, a diferencia de los SGs formados
con arsenito, se mantienen por largo tiempo y varian tanto en composicion como en
estabilidad. Por otro lado, se demostrd, que al igual que rotavirus, el estrés de RNAdc
distribuye a la proteina PABP en nucleo. Por ultimo, se encontrdé que el efecto del RNAdc
en células MA104 inhibe la infeccion con RRV. En conclusion, estos resultados, nos
permiten sugerir, que la agregacion de la proteina G3BP durante la infeccion con RRV,
pudiera ser el mecanismo por el cual se inhibe la formacion de SGs durante la infeccion.
Ademas, la caracterizacion de los SGs formados por RNAdc, nos permiten sugerir, que hay
diferentes tipos de SGs y que estos dependen del tipo de estrés que reciba la célula.



. Introduccion

El entendimiento de como las células responden a multiples sefiales ambientales para llevar
a cabo el crecimiento celular y su desarrollo, asi como la adaptacién a su entorno, ha sido uno
de los principales objetivos de la biologia. A lo largo de la evolucion, la adaptacion celular
requiri6 de la reparacion eficiente del dafio molecular causado por la radiacion, las
temperaturas extremas y los altos niveles de oxigeno atmosférico. Esta presion adaptativa
permitié6 que las células desarrollaran la habilidad de responder a diversas condiciones
ambientales a través de la activacion de una respuesta integrada al estrés con el objetivo de
reprogramar el metabolismo celular y adaptarse a las nuevas condiciones. Esta
reprogramacion principalmente es llevada a cabo por la modificacion de los componentes de
la maquinaria de traduccion (proteinas, RNA) y por el direccionamiento de RNAs mensajeros

(L, 2, 3,4

(mRNAs) especificos a los sitios de traduccion, almacenaje o degradacion 1. Este

direccionamiento, permite la traduccion selectiva de mRNAs que codifiquen para proteinas de

3:56] De esta manera, una

reparacion y en conjunto la capacidad para sobrellevar el estrés
célula esta evolutivamente adaptada para responder eficientemente a diferentes condiciones
de estrés como son la oxidacidn, la radiacion, la ausencia de nutrientes y las infecciones
virales. A su vez, los virus, como parasitos intracelulares, han desarrollado una variedad de
estrategias que les permiten evadir esta respuesta celular e incluso utilizarla para llevar a cabo
su replicacion.

Para entender el mecanismo de como es que se lleva a cabo la respuesta a estrés en una

célula y la manera en que los virus evaden este mecanismo, primero se hablara de como se

lleva a cabo el proceso de traduccion celular.



1.1. Sintesis de proteinas en eucariontes

La sintesis de proteinas celulares es realizada por los ribosomas que actiian junto con un
gran nimero de factores accesorios para traducir la informacidon genética contenida en el
mRNA. El proceso de traduccion, se divide en tres etapas: iniciacion, elongacion y
terminacion. En la etapa de iniciacion se lleva a cabo el ensamblaje del ribosoma sobre el
codon de inicio (AUG) del mRNA. En la etapa de elongacion se lleva a cabo la sintesis del
polipéptido. Y en la etapa de terminacion se lleva a cabo la liberacion del polipéptido y el

desensamblaje del ribosoma del mRNA [*16-31,

1.1.1. Etapa de inicio de la traduccion

La iniciacion es la etapa mas regulada de la traduccion; en ella participan proteinas
celulares conocidas como factores de inicio de la traduccion o elFs (del inglés eukaryote
Initiation Factor), los ribosomas y tRNAs sintetasas'® > ¥,

El mecanismo de traduccion de la mayoria de los mRNA celulares es un proceso que
involucra a los extremos 3’ y 5’ del mRNA. En general, los mRNAs celulares se caracterizan
por tener una estructura llamada cap (m’GpppX) en el extremo 5° y una secuencia

161 "E] inicio de la traducciéon comienza con el

poliadenilada (poli A) en el extremo 3’ !
reclutamiento del mRNA a través del cap por el complejo elF4F; este complejo proteico esta
formado por 3 factores de inicio: la proteina de union al cap (elF4E), una helicasa de RNA

(eIF4A) y el factor eIF4G que establece una interaccién entre los factores eIF4E y eIF4A * 1

311 ¢IF4G interactia también con la proteina de unioén al poli A conocida como PABP (del



inglés Poly-A Binding Protein) que se encuentra unida al extremo 3’ poli-A del mRNA dando
lugar a la circularizacion del mRNA via interacciéon 3’-poli-A del mRNA-PABP-elF4G-
elF4E-cap del extremo 5° del mRNA; en estudios in vitro se demostrd, que esta

circularizacion del mRNA hace mas eficiente la traduccion ['% 313338 (Fig. 1).

Fig. 1. Circularizacion del mRNA
en el inicio de la traduccion a través
de la interaccion del complejo elF4F y
PABP P,

Por otra parte, eIF4G interactiia también con el factor de inicio elF3, el cual recluta a la
subunidad ribosomal 40S y al complejo ternario eIF2-GTP-tRNA;M* dando como resultado el
complejo de pre-iniciacion conocido como 43S, que esta listo para interactuar con el mRNA y
recorrerlo hasta encontrar el primer codon de inicio (AUG) [Fig. 2]¥'** . Una vez reconocido
el codon de inicio, el complejo ternario deposita el tRNA;M a su anticoddn, esto promueve la
hidrolisis de GTP del factor elF2-GTP, lo que favorece la interaccion de la subunidad
ribosomal 40S y la subunidad 60S, dando como resultado la formacion del complejo 80S y el

[31, 38

inicio de la sintesis del péptido 1 El factor eIF2 es liberado como complejo binario eIF2-

GDP; y finalmente, el GDP del complejo binario es reciclado a GTP por el factor elF2B
(proteina intercambiadora de nucleétido), lo que permite, que este pueda ser utilizado en una

. . .. [31,33,38
siguiente ronda de inicio de traduccion 1*'-?% 3%,



Fig. 2. Interaccion del complejo elF4F con
el complejo de pre-iniciacion 43S. El
complejo 43S esta formado por eIF3 (3), elF5
(5), la subunidad ribosomal 40S, elF2 (2),
elF1 (1), tRNA iniciador (M), y eIlF1A (1A)

[31]

1.2. El factor elF2a, los sensores de estrés celular y la formacion SGs

Una respuesta integrada a estrés comprende una serie de cambios en el metabolismo
celular que le permite a la célula reparar el dafo inducido por el estrés y sobrevivir a
diferentes condiciones ambientales. El arresto traduccional que acompafia un estrés ambiental
es altamente selectivo e implica la reprogramacion del proceso de traduccion en la célula,
favoreciendo principalmente la traduccion de aquellas proteinas que le permitan sobrevivir al

estrés B8,

Durante el estrés, los mRNAs que codifican para proteinas expresadas
constitutivamente son dirigidos a estructuras formadas por agregados citoplasmaticos
conocidos como granulos de estrés (SG del inglés Stress Granules) > * '°) inhibiéndose de
esta manera su traduccion.

En mamiferos existen principalmente 4 cinasas que monitorean las condiciones de estrés y
modulan directamente la maquinaria de la traduccion * > * > % 'l Estas cinasas (Tabla 1):
HRI (del inglés heme-regulated inhibitor kinase), PKR (del inglés Protein Kinase RNA),
PERK (del ingles PKR-like endoplasmic reticulum) y GCN2 (del ingles General Control

Non-derepressible-2), fosforilan el residuo de serina 51 de la subunidad a del factor eIF2 14,



La fosforilacion del factor elF2, aumenta la afinidad de este factor por la proteina
intercambiadora de nucledtido, elF2B. La unién del factor elF2 con la proteina elF2B inhibe
el intercambio GDP por GTP en el complejo binario elF2-GDP, reduciéndose de esta manera
la disponibilidad del complejo elF2-GTP-tRNAiMet y dando lugar a una inhibicion de la
traduccion .

Durante esta inhibicion de la traduccion, los ribosomas se separan de los mRNAs, lo cual
resulta en el desensamblaje de los polisomas (estructuras donde se lleva a cabo la traduccion).
La mayoria del mRNA que se libera por el desensamblaje de los polisomas se relocaliza en
los SGs B+ * %49 14 composicion de las proteinas y los mRNAs que forman a los SGs es
muy dindmica y sus componentes principales se mantienen en equilibrio con los polisomas y
PBs (sitios de degradacion del mRNA) [5- 181 "En base a este equilibrio de coexistencia entre
polisomas y SGs se ha visto que las drogas que inhiben la elongacion de la traduccion (como
la cicloheximida) inhiben el ensamblaje de los SGs, mientras que las drogas que promueven la
terminacion prematura de la traduccioén (como la puromicina) promueven el ensamblaje de los
SGs "® 2! Para demostrar este equilibrio entre polisomas y SGs, Kedersha N. et al. 2000,
expuso células COS7 a un tratamiento con arsenito (Ars) durante 30 min, para promover la
formacion de SGs. Posteriormente, estas células se trataron con cicloheximida. La
cicloheximida, es un inhibidor de la sintesis proteica y actia inhibiendo la actividad peptidil
transferasa de la subunidad ribosomal 60S, de esta manera bloquea la elongacioén traduccional
del péptido, lo que permite que los mRNAs queden atrapados en los polisomas desplazando el
equilibrio de los mRNAs hacia estas estructuras '*. Con estos tratamientos, se observo que
los SGs formados previamente con Ars se desensamblaban, sugiriendo que el equilibrio entre

SGs y polisomas se habia desplazado hacia los polisomas por efecto de la cicloheximida ',



Se ha descrito, que aunque la fosforilacion del factor elF2o es importante para la

formacion de los SGs, esta no es absolutamente necesaria para que dicha formacion se lleve a

(5, 10]

cabo . Por ejemplo, se ha visto que drogas, como la pateamina A y el hipuristanol,

inhiben el inicio de la traduccion por que impiden la formacion del complejo elF4F a través

de la union a la proteina elF4A, resultando en la formacion de SGs independientemente de la

[10]

fosforilacion del factor elF2a De esta manera, se ha llegado a la conclusion de que la

formacion de SGs no solo se debe a la fosforilacion del factor elF2a., sino incluso cualquier

evento que bloquee el inicio de la traduccion favoreceria la formacion de estas estructuras >

10]

Cinasa Funcién |
HRI Ba}anceg la sintesis de las caflenjcls de globi.na y hemo c'l_urante la maduracion
del eritrocito y sensa el estrés oxidativo producido por arsenito.
Regula los niveles de aminoécidos en la célula y se activa cuando hay ausencia
de los mismos.

GCN2

Es una cinasa dependiente de RNAdc, que se activa por infeccion viral, calor o
radiacion de UV.

Proteina de reticulo endopldsmico que se activa cuando las proteinas mal
legadas se acumulan en el lumen del RE.

PKR

PERK

Tabla. 1. Cinasas moduladoras de estrés que llevan a cabo la fosforilacién del factor elF2a. ™ ',

1.3. Composicion de los SGs

Los SGs estan constituidos por un diverso grupo de proteinas, llamadas mRNPs
(ribonucleoproteinas de union a mRNA), cuyas funciones estan relacionadas con el
metabolismo del mRNA (Tabla 2) ' *I. Estas proteinas se han dividido en varias clases,

definidas de acuerdo a la funcidon que desempefian.



La primera clase de proteinas que forman a los SGs incluye los complejos de iniciacion de
la traduccion unidos al mRNA. En esta clase, como se menciond anteriormente, se incluyen
los factores de iniciacion, elF3, el complejo elF4F (formado por los factores elF4E, elF4A,
elF4G), las subunidades ribosomales pequefias y PABP-1 ¥, La segunda clase, consiste en
las proteinas de union a mRNA cuya funcion esta asociada con el silenciamiento o la
estabilidad del mismo (Tabla 2). Entre estas proteinas se encuentran TIA-1 (del ingles T cell
Internal Antigen-1) y TIAR (del ingles TIA-1 Related) (Tabla 2) (3. 4. 18 17. 9] 14 tercera
clase, incluye a las proteinas de union a RNA que regulan el metabolismo, la traduccion, la
degradacion, la edicion y la localizacion del RNA. Estas proteinas, tienen como caracteristica
especial que cuando se sobre expresan llevan a cabo el inicio del ensamblaje de los SGs. Entre
estas se encuentran: G3BP (del inglés Ras-GTPasa-activacting protein SH3 —domain-Binding

313, 15], SMN (del inglés Survival Motor Neurons), entre otras 1 Otros componentes

Protein) !
de los SGs, son las proteinas que se reclutan a estas estructuras a través de interaccion con las
proteinas que llevan a cabo el inicio del ensamblaje de los SGs. Como por ejemplo, FAST,
que se une a TIA-1, TRAF2, que se une a eIF4G o plakofilina 3, que interactiia con G3BP y
PABP-] 134 15.18.17.19,20]

Por Ultimo, un componente importante de los SGs son los mRNAs, hasta el momento se
sabe muy poco acerca de cuales de estos son especificamente reclutados o excluidos de estas
estructuras. Algunos de los mRNAs que se ha visto que se encuentran formando los SGs son
los que codifican para la gligeraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), a-actina, c-
MYC, IGF-II (del ingles Insulin-like Growth Factor) y H19. De los mRNAs que son

excluidos de los SGs se encuentran los que codifican para proteinas de choque térmico como

HSP70 y HSP90 B~ 2%,



Tabla 2. Proteinas que componen a los SGs .

1.3.1. Ensamblaje de los SGs

El ensamblaje de los SGs implica una serie de pasos que inicia con el arresto de los

complejos de iniciacién, el desensamblaje de los polisomas y la agregacion de mRNPs 4191,

Etapa 1. Esta etapa, implica la fosforilacion del factor elF2a en respuesta a la activacion

9



de alguna de las cinasas moduladoras del estrés; o el bloqueo del inicio de la traduccion
generado por la inhibicion de la formacién del complejo eIF4F B '%. Ambos casos resultan en
la formacion de complejos de iniciacion 48S; de esta manera los transcritos afectados se
convierten en mRNPs-48S, y los ribosomas que se encontraban unidos a ellos se liberan (Fig.
3) B %3 10 Qe ha observado que en condiciones donde se inhibe la elongacion de los
ribosomas y su liberacién (como la cicloheximida, mitosis, y la presencia de algunos mRNAs

virales) se inhibe el ensamblaje de los SGs %231,

Etapa 2. En esta etapa los mRNPs-48S libres se agregan para formar los SGs. Esta
agregacion es regulada por proteinas que llevan a cabo el ensamblaje de los SGs (Ver Esq. 1)

3,4, 39 o
2) B3-% 391 Una vez que se inicia

B Como por ejemplo TIA-1, G3BP, entre otras, (ver Tabla
dicha agregacion, los SGs se ensamblan para tener una composicién uniforme de proteinas,

teniendo como base las proteinas que forman el centro de los SGs como elF3, elF4F, PABP-1

y las subunidades pequefias ribosomales .

Etapa 3. En esta etapa cada transcrito de mRNA se une a multiples proteinas que son
capaces de formar interacciones homotipicas y en algunos casos heterotipicas (entre las
proteinas). Estas interacciones proteina-proteina promueven la agregacion secundaria de los
mRNPs, y a través de esta interaccion poco a poco se ensamblan los SGs P! (Ver Esq. 1).
Estudios de microscopia de fluorescencia muestran que el ensamblaje de los SGs comienza
con la formacion simultdnea de pequefios SGs, los cuales progresivamente se fusionan en
estructuras grandes y poco abundantes. Muchos componentes de los SGs [TIA-1 y TIAR,
(3,

HUR (del inglés Hu antigen R), FAST, SRC3], son predominantemente proteinas nucleares

10



°]. El ensamblaje de los SGs requiere de su translocacién del niicleo al citoplasma celular, de
esta manera, la regulacion de la exportacion nuclear puede contribuir al ensamblaje de los

SGs > 1,

Etapa 4. En esta etapa, ciertas proteinas que carecen de las propiedades de union a RNA
son reclutadas a los SGs a través de interacciones con proteinas iniciadoras del ensamblaje de
los SGs o con componentes de los SGs asociados a los 48S-mRNPs. Varias proteinas de
uniéon a TIA-1 (SRC3, FAST, PMRI1) son reclutadas a los SGs a través de esta interaccion
(ver tabla 2 y Esq. 1). Asi, las proteinas que son reclutadas a los SGs pueden integrar parte del

. . r 3
metabolismo celular con una respuesta traduccional al estrés .

Etapa 5. Por ultimo, en esta etapa se lleva acabo el desensamblaje de los SGs cuando las
células se recuperan del estrés 4. Antes de desensamblarse completamente, los SGs son
poco abundantes y grandes. Estos se van desagregando sincronizadamente, dando la

[3, 20

impresion de disolverse mas que de fragmentarse 1. Atin no se sabe que mecanismo sigue

. , - 3,20
este proceso, ni las proteinas que estan involucradas [3.20]

Una vez entendido como se lleva a cabo la formacion de los SGs y las proteinas que estan

involucradas en este proceso, describiremos como algunos virus son capaces de inhibir la

formacion de SGs durante su ciclo replicativo.

11



Fig. 3. Ensamblaje de los SGs. La formacion de los SGs esta dividida en 5 etapas que comienzan con la fosforilacion del factor
elF2a (etapa 1). Posteriormente, se lleva a cabo el inicio del ensamblaje de los SGs a partir de la interaccion de proteinas de unioén a
RNA, como G3BP (etapa 2). Después, ocurre la agregacion secundaria en donde se unen las proteinas que interactuan con las proteinas
que llevan a cabo el inicio del ensamblaje de los SGs de unién a RNA (etapa 3). Posteriormente, se unen las proteinas que
especificamente no tienen dominios de union a mRNA y que pueden unirse a los SGs a través de interacciones con otras proteinas
(etapa 4). Y finalmente, se lleva a acabo el desensamble de los SGs (etapa 5). ¥

12



1.4. Virus 'y SGs

Como parasitos intracelulares, los virus requieren de la maquinaria de la traduccion de la
c€lula para sintetizar sus proteinas y poder completar su ciclo replicativo. Diferentes clases de
virus han desarrollado diversas estrategias para inhibir el mecanismo de formacion de SGs y

[7, 9, 34

poder utilizar la maquinaria de traduccion de la célula ], A continuacién se describen

algunos ejemplos:

° West Nile Virus (WNV). La cadena (-) de RNA de este virus, contiene una
estructura de tallo-asa que se une a la proteina TIAR. Durante la infeccion, TIAR es
secuestrada en los puntos de replicacion viral de manera que se inhibe el ensamblaje de los
SGg [11:211

° Virus Sendai. Este virus codifica para un RNA que secuestra a la proteina TIAR e
inhibe el ensamblaje de los SGs . Estos resultados indican la importancia de TIAR en el
ensamblaje de los SGs.

o Poliovirus. La infeccion por este virus, resulta en el ensamblaje de SGs de vida
media corta. El corte proteolitico de G3BP por la proteasa 3C del virus resulta en el
desensamblaje de los SGs ”!. La expresion de una G3BP resistente a este corte proteolitico,
permite que los SGs no se disuelvan, resultando en una inhibicion de la replicacion viral %,

° Semliki Forest Virus (SFV). Durante la infeccion con este virus, primero se forman
los SGs, lo que promueve la inhibicion de sintesis de proteinas celulares, mientras se
sintetizan los mRNAs virales; posteriormente se desensamblan los SGs para llevar a cabo la

traduccion de los mRNAs virales 2%,
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Otros virus utilizan algunas de las proteinas nucleadoras de los SGs, como TIA-1 o TIAR,
para favorecer su ciclo replicativo. Por ejemplo, la replicacion de HSV-1 (herpes simplex
virus 1) se ve incrementada en fibroblastos (MEFs) que carecen de TIA-1 o TIAR ", durante
la infeccion TIA-1 y TIAR se acumulan en citoplasma, donde pueden modular la replicacion
viral "%, Finalmente, la replicacion del virus de estomatitis vesicular, el virus sindbis y el

virus de vaccinia también se ve incrementada en MEFs que carecen de TIA-1),

1.5. Generalidades de rotavirus

1.5.1. Estructura Viral

Los rotavirus son la principal causa de gastroenteritis aguda en nifilos menores de 5 afios en

paises en proceso de desarrollo, con alrededor de mil millones de episodios diarreicos y entre
. . s [27,28,30] . . 1

cuatro y cinco millones de muertes por afo . Estos virus, son miembros de la familia

Reoviridae, y se caracterizan por su estructura icosahédrica sin envoltura de aproximadamente

75 nm de didmetro. El virion esta compuesto por tres capas de proteina que rodean al genoma

B9 De esta capa

del virus. La capa externa del virion estd formada por la glicoproteina VP7
lisa se proyectan 60 espiculas constituidas por dimeros de la proteina VP4 % La base de
estos dimeros de VP4 interaccionan con la capa intermedia del virion. Esta capa intermedia,
estd constituida por trimeros de la proteina VP6 (proteina més abundante). La capa interna del
virion estd formada por dimeros de la proteina VP2, la cual envuelve al genoma viral. Por otro

lado, las proteinas VP1 y VP3 estan asociadas con la cara interna de la capa de VP2. Se ha

propuesto que estas dos proteinas llevan a cabo la funcién de replicar los genes del virus.

14



Dentro de la capa interna se encuentra el genoma del virus, compuesto por 11 segmentos de

RNA de doble cadena 7 #**)(Fig. 5).

1.5.2. Genoma Viral

Como se ha mencionado, el genoma del rotavirus consiste de once segmentos de RNA de
doble cadena, que tienen los extremos 5" y 3" conservados. El tamafio de los segmentos varia,
desde 667 pb (segmento 11), hasta 3,302pb (segmento 1); el tamafio total del genoma es de
aproximadamente 6,120 kDa (18.5 kpb) " %*3% Cada segmento codifica para una proteina
(Fig. 5), con la excepcidn del segmento 11 que tiene dos marcos de lectura y codifica para dos
polipéptidos. Los segmentos 1, 2, 3, 4, 6 y 9 codifican para las proteinas estructurales de la
particula viral, que se denominan VPs (Viral Proteins). Los fragmentos restantes codifican
para seis proteinas no estructurales (NSPs del Inglés Non-Structural Proteins) ** ! Las
proteinas NSP1 a NSP6 son sintetizadas en el citoplasma de la célula hospedera durante el
ciclo replicativo del virus. Estas proteinas estan involucradas en el control de sintesis de
proteinas tanto celulares como virales, en la replicacion del genoma y en el empaquetamiento

y maduracion de la particula viral **! (Fig. 5).

1.5.3. Ciclo replicativo de Rotavirus

Durante el proceso de infeccion, la particula viral completa, también llamada TLP (del
inglés triple-layered particle), penetra la membrana plasmatica de la célula. Durante el

proceso de entrada, se pierde la capa externa y queda la particula en forma de DLP (del ingles
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double-layered particle), la cual es transcripcionalmente activa. En el citoplasma de la célula,
la polimerasa viral VPI sintetiza los trascritos primarios, que dirigen la sintesis de proteinas
virales y también sirven como templado para la sintesis de RNA de cadena negativa para

formar el RNAdc (RNA de doble cadena) gendmico 7.

A) B) C) D)

C-1)

Fig. 4. Generalidades de Rotavirus. (A)Proteinas del genoma viral;
(B) Capa externa del virion o TLP formada por las proteinas VP4
(rojo) y VP7 (azul); (C) Capa Intermedia del virion o DLP formada
por las proteinas VP6 (azul) y VP2 (verde): (C-1) DLP completa y
el mRNA expuesto del virus; (D) Capa interna del virus y estructura
del genoma viral.

Una vez que se sintetiza una masa critica de proteinas virales, los polipéptidos NSP2,
NSP5, NSP6, VP1, VP2, VP3 y VP6 se acumulan en inclusiones -citoplasmaticas
electrodensas, llamadas viroplasmas. La formacion de estas estructuras es coordinada por las
proteinas virales NSP2 y NSP5 y es el punto clave en la replicacion de Rotavirus, ya que se ha
propuesto que es aqui donde se lleva a cabo la sintesis del dSRNA e inicia la morfogénesis

viral *7), Una vez formadas, las DLPs abandonan el viroplasma, y adquieren la capa externa al
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gemar a través de la membrana del reticulo endoplasmico modificada por proteinas virales,

- . . - 27,30
finalmente los viriones maduros son liberados de la célula por lisis 73,

Fig. 5. Ciclo replicativo de rotavirus. Se muestran las principales etapas del ciclo: la
penetracion a través de la membrana celular, la transcripcion (que hipotéticamente
puede llevarse a cabo en el citoplasma o en el interior de los viroplasmas), la replicacion
y la morfogénesis viral en los viroplasmas y reticulo endoplasmico. Por ultimo, se

muestra la salida del virus por lisis celular.
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Il. Antecedentes

De manera general, sabemos que cuando una célula se encuentra en condiciones de estrés,
esta reprograma la maquinaria de traduccion mediante una serie de eventos que involucran la
fosforilacion del factor elF2a, la formacioén de SGs y la inhibicion de la sintesis de la mayoria
de las proteinas celulares. De esta manera se favorece la sintesis de proteinas que ayudaran a
la célula a sobrevivir durante el estrés.

Recientemente en el laboratorio se observd que durante la infeccidn con rotavirus se
promueve la inhibicion de la sintesis de proteinas celulares mientras que se incrementa la
sintesis de proteinas virales. También se observo que hay un incremento en la fosforilacion
del factor elF2a **). Sin embargo, a pesar de la inhibicion de sintesis de proteinas y de la

(28] Estos resultados nos indican,

fosforilacion del factor elF2a, no hay una formacion de SGs
que posiblemente el virus tiene un mecanismo a través del cual se inhibe la formacion de SGs.

Interesantemente, se observo que en células infectadas con rotavirus y expuestas a un
segundo estrés con Ars a las 8 horas post infeccion (h.p.i), no se observaba la formacion de
SGs, a pesar de que el factor elF2 se mantenia fosforilado. Estos resultados podrian indicar,
que el mecanismo por el cual el virus inhibe la formacidén de SGs también inhibe la formacion
de los SGs producidos en respuesta a un segundo estrés.

Es importante sefialar, que durante la infeccion por rotavirus, algunas de las proteinas que
son consideradas como “marcadores” de los SGs: PABP, S6, eIF4E y TIA-1, sufren cambios
en su distribucién dentro de la célula *®. En una célula normal (sin ningtn tipo de estrés),

PABP y S6 se encuentran distribuidos en todo el citoplasma y ligeramente concentrados en

una region perinuclear. elF4E se puede observar distribuida en forma de puntilleo en todo el
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citoplasma. Y finalmente, TIA-1 se encuentra preferencialmente en el nicleo. Cuando una
célula se expone a un estrés (Ars), una fraccion de PABP, S6, elF4E y TIA-1 aparecen en los
SGs. Cuando las células, son infectadas con rotavirus, se ha observado, que TIA-1 se
transloca de nucleo a citoplasma y se mantiene distribuida de manera homogénea en todo el

281 por otro lado, elF4E mantiene su distribucion

citoplasma, sin agregarse en los SGs
punteada, sin embargo esta se ve disminuida durante la infeccion, observandose una
distribucion mas uniforme a lo largo del citoplasma. S6 se observa distribuida uniformemente
en el citoplasma, perdiendo su distribucion perinuclear. Y finalmente, PABP cambia
completamente su distribucion, ya que durante la infeccion esta proteina acumula en el ntcleo
(28] En base a estos resultados y al hecho de que muchos virus utilizan proteinas que estan
involucradas en el ensamblaje de los SGs (como TIA-1) para inhibir la formacién de SGs,
pensamos que posiblemente estos cambios de distribucion de proteinas sean los que estén
involucrados en la inhibicion de la formacion de los SGs.

Para estudiar el mecanismo de inhibicioén de la formacion de SGs durante la infeccion con
RRYV es importante encontrar un tipo de estrés que nos sirva de herramienta para estudiar
dicho mecanismo. El estrés de RNAdc, es un estrés que se ha descrito promueve la
fosforilacion del factor elF2 y la inhibicion de sintesis de proteina 321 por lo que lo hace muy
similar a lo que ocurre con la infeccion con rotavirus. Parece interesante, estudiar este tipo de
estrés en cuanto a la formacién de SGs y utilizarlo como herramienta para encontrar el
mecanismo de inhibicién de SGs durante la infeccion.

Este trabajo se centra en estudiar la distribucion de proteinas marcadoras de SGs, que hasta
ahora no se habian estudiado durante la infeccion con RRV vy el efecto del RNA de doble

cadena viral (RNAdc) sobre la formacién de SGs y en la infeccion con rotavirus.
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I11. Hipdtesis

La distribucion de diferentes proteinas marcadoras de granulos de estrés durante la
infeccion con RRV vy el efecto del RNAdc viral estan involucrados en el mecanismo de

inhibicién de la formacion de granulos de estrés durante la infeccion.

IV. Objetivo general.

. Determinar la distribucion de las proteinas marcadoras de los SGs durante la
infeccion con RRV.

J Determinar el efecto de RNAdc en la formacion de SGs y en la infeccion con RRV

4.1. Objetivos particulares

1. Determinar si a tiempos tempranos durante la infeccion con RRV se lleva a cabo la
formacion de SGs en respuesta a un segundo estrés con arsenito.

2. Determinar si la entrada del virus a la célula despierta un mecanismo de inhibicion
de formacion de SGs.

3. Identificar si alguna de las proteinas caprina, RI, eIF3b y G3BP sufren algiin cambio
de distribucion durante la infeccion.

4.  Identificar si existen diferencias entre los SGs generados por efecto del RNAdc y los
SGs formados por arsenito.

5. Estudiar el efecto del RNAdc durante la infeccion con RRV.
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V1. Metodologia.

6.1. Lineas Celulares, virus e inductores de estrés

Se utilizo la linea celular MA104, derivada de células de rifion de mono verde, y la linea
celular U208, derivada de células de osteosarcoma humano transformadas que expresan de
manera estable las proteinas fusionadas a proteinas fluorescentes las cuales se muestran en la
tabla 4. Esta linea celular fue donada por la Dra. Nancy Kedersha de la universidad de
medicina de Harvard, Boston, MA, USA. Ambas lineas celulares son permisivas a la
infeccion con rotavirus. Se utilizo la cepa viral de rotavirus de simio RRV. Como inductores
de estrés se utilizaron Arsenito de sodio (Ars) en una concentracion de 0.5 pg/ml, RNAdc
viral (RNAdc-V, proveniente de RRV) en una concentracion de 1 pg por pozo de 48 y poli

I:C a una concentracion de 0.25 pg por pozo de 48.

6.3. Determinacion del titulo viral

Para determinar el titulo viral, monocapas confluentes de células MA104 o U20S en
frascos F160 se infectaron con RRV a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1 por 1 h.
Posteriormente las células se lavaron una vez con medio de cultivo MEM vy se dejaron con el
medio entre 13 y 14 horas post infeccion (h.p.i). Al término de este tiempo, las células se
congelaron y descongelaron 3 veces para obtener un lisado viral. Para activar el virus, el
lisado viral fue incubado durante 30 min a 37 °C con 10 pl de tripsina al 1%. Posteriormente,

para inhibir el efecto de la tripsina, el lisado fue incubado durante 15 min a 37 °C con un
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inhibidor de tripsina al 1%. Una vez activado el virus, las células MA104 o U20S
previamente sembradas en cajas de 96 pozos y formando una monocapa confluente, se
infectaron con distintas diluciones del virus activado durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, las
células se lavaron con MEM, y se dejaron con MEM entre 13 y 14 h.p.i. Al término de este
tiempo, las células se fijaron durante 30 min con acetona al 80%. Se lavaron con PBS durante
5 min y se incubaron con un suero de conejo a-TLPs durante 1 h a 37 °C. Se hicieron 3
lavados con PBS durante 5 min, cada uno a temperatura ambiente. Posteriormente, las células
se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa durante 1 h a 37 °C. Se
hicieron los mismos lavados que el paso anterior. Para revelar las células infectadas, se utilizo
3-amino-9-etil-carbazole (SIGMA CHEMICALS), como sustrato para la peroxidasa, la cual
produce un precipitado café rojizo. Para la determinacion del titulo viral, se determiné el
numero de células tefiidas (focos infecciosos) en cada pozo correspondiente a cada dilucion.
El titulo viral se determin6 aplicando la siguiente formula: (No. de focos) X (dilucion) X (4.5)

X (20) = unidades formadoras de focos infecciosos por mililitro (uff/ml).

6.4. Tratamientos celulares

6.4.1. Infeccion con RRV

Para la infeccion con RRV, monocapas confluentes de células MA104 o U20S en cajas de
48 pozos, se infectaron con RRV a una MOI (multiplicidad de infeccion) de 3 (en MA104) y
una MOI de 1 (en U20S) durante 1 h a 37 °C. Transcurrido este tiempo, las cé€lulas se
lavaron 1 vez con medio 2/3 (2/3 partes de medio MEM y 1/3 parte de medio DMEM) y se
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dejaron en este medio diferentes tiempos post infeccion. Posteriormente las células se trataron

para diferentes tipos analisis.

6.4.2. Transfeccion de RNAdc-V y poli I:.C

Para la transfeccion de RNAdc-V o poli I:C, primero se prepar6 una mezcla de
lipofectamina y RNAdc-V o poli I:C. Utilizando 1 pg de RNAdc-V o0 0.25 pg de poli I:C por
pozo de 48 en células MA104, o 1 mg de RNAdc-V y 0.5 pg de poli I:C en células U20S.
Estas cantidades se incubaron durante 25 min a temperatura ambiente con una mezcla de
lipofectamina que consistia en 2 pl de lipofectamina, y 10 pul de MEM. Transcurrido este
tiempo, se les agregd 75 ul de MEM. De esta mezcla se tomaron 100 ul por pozo de 48 y se le
agregaron a monocapas confluentes de MA104 0 U20S. Se dejaron transfectar con esta
mezcla durante 1 h a 37 °C. Al termino de este tiempo, las células se lavaron una vez y se
dejaron en medio MEM/DMEM (2/3) durante diferentes tiempos post transfeccion.

Posteriormente las células se trataron para diferentes tipos de analisis.

6.4.3. Induccién de estrés con Ars

Monocapas confluentes de células MA104 o U20S en cajas de 48 pozos, antes de ser
cosechadas se incubaron con Ars [0.5 pug/ml] durante 30 min a 37 °C, para inducir estrés. El

Ars se diluyé en medio MEM/DMEM 2/3.
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6.5. Inmunofluorescencia

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos estériles de 10 mm puestos en cajas de 48
pozos. Al término del tratamiento (apartado 6.4), se fijaron con para-formaldehido al 2% en
PBS durante 15 min. Inmediatamente después se permeabilizaron con metanol absoluto frio
(almacenado a -70 °C) durante 10 min. Se hizo un lavado con 1 ml de PBS durante 5 min.
Posteriormente, se realiz6 el bloqueo utilizando BSA al 5% en PBS con 0.25% de azida de
sodio, durante toda la noche a 4 °C. Los cubreobjetos se incubaron con el anticuerpo primario
(tabla 3) durante 1 hora a temperatura ambiente y posteriormente se realizaron 4 lavados de 1
ml cada uno, dejando 5 min entre cada lavado. Después se incubaron con el anticuerpo
secundario (tabla 3) durante 1 hora al temperatura ambiente y al término de este tiempo, se
realizaron los mismos lavados que en el paso anterior. Finalmente, los cubreobjetos fueron
colocados en un portaobjetos utilizando fluoKeep (BioMérieux) y se analizaron por

microscopia de epifluorescencia.

Anticuerpo 1° | Tipo Dilucion Tincion Anticuerpo 2° Dilucion

Proteinas Celulares

o-PABP Monoclonal 1/50 SGs o-raton-488 1/500
o -TIA-1 Monoclonal 1/100 SGs o-raton-488 1/500
o -elF4G Policlonal 1/150 SGs o.-conejo-568 1/500

Proteinas Virales

o -NSP2 Policlonal 1/500 Viroplasmas o.-conejo-647 1/700
o -NSP5 Policlonal 1/500 Viroplasmas o-conejo-647 1/700
1 5 7:Y > [ S — 1/1000 Nucleos

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para ensayos de inmunofluorescencia. Los anticuerpos fueron diluidos en la solucién de bloqueo
BSA 5%, PBS, 0.25% de azida de sodio.
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Las proteinas caprina-1, RI, elF3b, G3BP y dcpl estan fusionadas a proteinas fluorescentes
y se expresan establemente en las células U20S (tabla 4) por lo que se pueden observar

directamente sin necesidad de tincion.

Células U20S que expresan: Fusionadas a:
G3BP GFP
elF3b YFP

Caprina-1 GFP
RI GFP
Dcp1l RFP

Tabla 4. Lineas celulares y las proteinas que expresan fusionadas a una proteina fluorescente. GFP:
Green Fluorescent Protein; YFP: Yellow Fluorescent protein; REP: Red Fluorescent Protein.

6.6. Marcaje metabolico de proteinas

Para el marcaje metabolico de proteinas, la células MA104 y U20S fueron sembradas en
cajas de 48 pozos, antes de ser cosechadas se les aplico un pulso de marca radioactiva
utilizando 25 pCi/ml de Easy Tag Express—[3SS] labeling mix (Dupon NEN) durante 30 min a
37 °C. Para el anélisis de proteinas, las muestras se corrieron en geles de poliacrilamida SDS

10%-PAGE y se analizaron por autoradiografia.

6.7. Western Blot

Para los ensayos de western blot, se obtuvieron lisados celulares a partir de células
sembradas en cajas de 48 pozos que fueron previamente tratadas. Para la obtencion de estos
lisados, antes de ser cosechadas la células, se les retird el medio y se lisaron con 100 pl de
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Laemli sample buffer (SDS 10%, glicerol, Tris pH 8.8, azul de bromofenol y B-mercapto-
etanol). Las proteinas en estos lisados celulares se separaron en un gel de poliacrilamida-SDS
10% y posteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Esta membrana se
bloqued durante toda la noche a 4 °C con PBS, 0.1% Tween-20, 5% leche descremada.
Posteriormente, la membrana se incubd con el anticuerpo primario (tabla 5) durante 1 h a
temperatura ambiente. Al término de este tiempo, se hicieron 3 lavados con PBS, 0.1%
Tween-20 durante 10 min. a temperatura ambiente. La membrana se incub6 con el anticuerpo
secundario (tabla 5) durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se hicieron los

mismos lavados que en el paso anterior. La deteccion de proteinas se hizo con

quimioiluminescencia.

Anticuerpo 1° Tipo Dilucion ~ Tincién Anticuerpo 2° Dilucion
o-TLPs Policlonal 1/3000 TLPs a-conejo-peroxidasa 1/3000
o—elF2o-P Policlonal 1/1000 elF2-P o-conejo-peroxidasa 1/3000

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para western blot.

6.8. Analisis de fosforilacién del factor elF2a

Para el analisis de la fosforilacion del factor elF2a., las células U20S se sembraron en
cajas de 48 pozos. Posteriormente, las células se lisaron con un buffer de lisis compuesto por
25 mM de NaF, 1 mM de ortovanadato de sodio, 50 mM de Tris (pH 7.4), 100 mM de KCI, 1
mM de EDTA, 1 mM de ditiotritol, 10 % glicerol y 1% de Triton X-100, suplementado con
una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, EDTA-free; Roche). Los lisados se
centrifugaron durante 5 min a 10, 000 X g, y se recuperaron los sobrenadantes. Las muestras

en buffer de carga se hirvieron durante 5 min., esto Gltimo para desnaturalizar a las proteinas.
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Las proteinas fueron separadas en un gel de poliacrilamida SDS 10%-PAGE. Posteriormente
se transfirieron en una membrana de nitrocelulosa y se procesaron para western blot como se

describe en el apartado 6.5.

6.9. Inactivacion de virus con psoralen

Para la inactivacion del virus RRV, los lisados virales se inactivaron agregando 40 pg/ml
de psoralen por cada 100 pl de lisado viral. Se agitdé brevemente y se expuso durante 1 h a luz
UV de longitud de onda larga. Posteriormente se puso en hielo durante 1 h. Se determin¢ el
titulo viral (apartado 6.3) y se hicieron ensayos de hemaglutinaciéon para comprobar que las

particulas virales mantuvieran su estructura.

6.10. Extraccion RNAdc

Para la extraccion del RNAdc, primero se obtuvieron lisados virales tal como se indica en
el apartado 6.3. A partir de estos lisados se purificaron particulas virales centrifugando a 28
000 rpm durante 1 h. Transcurrido este tiempo, el pellet se resuspendié en 750 ul de buffer
TNC [Tris pH 7.5 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl 10 mM]. Se coloco en hielo y se extrajo con
un volumen igual de Freon. Se agit6 en el vortex y se centrifugd a 6000 rpm durante 5 min. Se
recuper6 la fase acuosa y al resto se le agregd de nuevo 750 ul de freon y se centrifugd como
el paso anterior. Se hizo lo mismo al menos 4 veces mds. La fase acuosa que se recuperod, se

pasé por un colchon de sacarosa al 45% en TNC centrifugando a 40 000 rpm durante 1 h. Al
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término de este tiempo, el pellet (conteniendo particulas virales) se resuspendié en 500 ul de

TNC.

6.7.1 Extraccion del RNA viral con buffer disruptor

Para la extraccion el RNA viral, se utilizaron particulas virales resuspendidas en TNC. Por
cada 200 pl de particulas se agregaron 40 pl de buffer disruptor 5X (Tris Base 2.6 M, EDTA
750 mM, SDS 450 mM, NaCl 6.8 M, B-mercapto-etanol 1.8 M). Posteriormente, se adiciond
200 pl de fenol saturado y se agitd en vortex durante 2 min, después, se adicionaron 200 pl de
cloroformo y se agitdé en vortex durante 2 min. Esta mezcla se centrifugd a 12, 000 rpm
durante 5 min, se recupero el sobrenadante y se agregaron 2.5 voliumenes de etanol absoluto y
50 pl de acetato de sodio, se dejo precipitar toda la noche. Por ultimo, la mezcla se agit6é en un
vortex y se centrifugd a 12, 000 rpm durante 5 min. El pellet se resuspendié en 200 ul de agua

estéril libre de RNAsas.
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VII. Resultados

7.1. A tiempos tempranos de infeccion con RRV en células MA104 no hay formacién

de SGs

Resultados recientes en el laboratorio demostraron que durante la infeccion con rotavirus
(RRV) no hay formacion de SGs a tiempos tardios de la infeccion (8 horas post-infeccion:
h.p.i). Decidimos explorar la posibilidad de que RRV promoviera la formacion de SGs a

vV 239 Para probar

tiempos tempranos de la infeccidn, tal como es el caso de poliovirus o SF
esto, se infectaron células MA104 y se fijaron cada 30 minutos después de la infeccién en un
periodo de 0-3 horas. Como marcador de SGs utilizamos a la proteina PABP (Tabla 2) y
como marcador de la infeccion a la proteina NSP5. Como control positivo para la formacion
de SGs, tratamos a las células con Ars. En la figura 6, se observa que durante la infeccion con
RRYV no hay formacion de SGs, ni atin a tiempos tempranos de la infeccion. En el laboratorio,
se ha descrito que la fosforilacion del factor eIF2a durante la infeccion, se empieza a detectar
aproximadamente desde las 2 h.p.i *®\. En base a esto, esperariamos que a partir de este
tiempo se empezaran a formar SGs, sin embargo esto no ocurre (Fig. 6). Estos resultados, nos
permiten sugerir que la sefal de inhibicion de la formacion de SGs pudiera estar regulada a
nivel de entrada del virus, o una vez que entra el virus a la célula, se regulé al iniciarse la
sintesis de proteinas o RNA mensajero viral, de manera que sea alguno de estos dos o ambos
los que inhiban la formacion de SGs.

Recientemente, se ha demostrado que algunos virus inhiben la formacion de SGs en
respuesta a una segunda induccién de estrés durante la infeccion viral B”.
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Fig. 6. Cinética de Formacion de
SGs a tiempos tempranos de la
infeccion con RRV. Células MA104 se
infectaron con RRV (MOI=3) y se
fijaron a distintos tiempos de la
infeccion. Verde: tincion con anti-
PABP como marcador de SGs. Rojo:
tincion con anti-NSP5 como marcador
de infeccion. Azul: niicleos tefiidos con
DAPL h.p.i: horas post infeccion. Ars:
arsenito.
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En el caso de poliovirus, por ejemplo, se ha descrito, que a tiempos tempranos de la
infeccion las células son capaces de responder a un segundo estrés llevando a cabo la
formacion de SGs, mientras que a tiempos largos post infeccion, el virus inhibe que se formen
los SGs P”\. Para determinar si en presencia de un segundo estrés a tiempos tempranos durante
la infeccién con RRV las células eran capaces de formar SGs, células MA104 se infectaron
con RRV y a diferentes tiempos post infeccion se les indujo un segundo estrés afiadiendo Ars
durante 30 min. En la figura 7, se observa que durante la infeccion con RRV y la induccion
simultanea de un segundo estrés (Ars) durante las primeras h.p.i, la proteina PABP se
distribuye en los SGs (30 min y 1 h.p.i), lo que nos indica que la célula es capaz de responder
a un segundo estrés. Sin embargo, esta capacidad se va perdiendo conforme avanza la
infeccion, lo cual va de acuerdo con el hecho de que la inhibicion de la formacion de SGs
durante la infeccion posiblemente se deba a la acumulacion de ciertas proteinas o mRNAs del
virus, que de alguna manera impidan que se lleve a cabo la formacion de los SGs generada en
respuesta a un segundo estrés.

Como se menciond anteriormente, existe la posibilidad de que la inhibiciéon de la
formacion de SGs durante la infeccion con RRV sea inducida durante la entrada del virus.
Para probar esta posibilidad, decidimos llevar a cabo el proceso de infeccion utilizando virus
RRYV inactivado con psoralen (apartado 6.9). El virus inactivado es capaz de entrar a la célula,
pero no de iniciar una infeccion, lo que nos permitiria determinar si la entrada del virus a la
célula es suficiente para prevenir la formacion de SGs ante un segundo estrés. Primero, se
inactivo el virus RRV utilizando psoralen, que es una molécula con gran afinidad por el RNA,
al unirse a este se forman estructuras secundarias muy estables, de manera que, el RNA viral

no puede replicarse ni traducirse. En estos ensayos, las células fueron infectadas con RRV
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inactivado y a diferentes tiempos de la infeccion se les expuso a un segundo estrés con

Arsenito durante 30 min.

Fig. 7. Cinética de Formacién de SGs en respuesta a un
segundo estrés durante la infeccion con RRV. Células
MAL104 fueron infectadas con RRV (MOI=3) y posteriormente
se expusieron a estrés con Ars durante 30 min. Verde: tincion
anti-PABP. Rojo: tincion anti-NSP2. Azul: nucleos tefiidos con
DAPL h.p.i: horas post infeccion.
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Posteriormente, las células fueron fijadas y tefiidas del mismo modo que en los ensayos
anteriores. En la figura 8, podemos observar que las células infectadas con RRV inhiben
laormacion de SGs en respuesta a un segundo estrés con Ars, excepto a horas tempranas de
la infeccion, debido a que podemos observar que a las 2 h.p.i algunas células si son capaces
de formar SGs, y que esta capacidad se va inhibiendo conforme avanza la infeccion (4 y 6
h.p.i). Por otra parte, las células infectadas con RRV inactivado, tampoco son capaces de
formar SGs y tampoco se observa la formacion de viroplasmas (tincion NSP2) como se
observa cuando las células son infectadas con RRV, lo que indica que efectivamente el
virus no esta llevando a cabo su ciclo replicativo (Fig. 8). En cambio, cuando las células
infectadas con RRV inactivado son expuestas a un segundo estrés con Ars, estas células si
son capaces de formar SGs hasta las 6 h.p.i, indicAndonos que la entrada del virus no regula
el mecanismo de inhibicién de la formacién de SGs (Fig. 8). Se ha demostrado que en una
infeccion con RRV inactivado no se lleva a cabo la fosforilacion del factor elF2a (dato no
publicado), y posiblemente esta sea la razon por la cual no observamos la formacion de SGs
cuando infectamos las células con este virus. Por otro lado, esto podria ser también una de
las razones por la cual cuando las células son infectadas con el virus inactivado y expuestas
a un segundo estrés, sea este ultimo estrés el que induzca la fosforilacion del factor elF2a y
como no hay una acumulacion de proteinas o mRNA virales que posiblemente inhiban esta
respuesta entonces si se puedan formar los SGs. Estos resultados, sugieren que la inhibicion
de la formacion de SGs no es regulada a nivel de entrada del virus y favorece la posibilidad
de que sea la acumulacion de proteinas o mRNA virales, las que induzcan la fosforilacion

del factor elF2a y por otro lado, la inhibicion de la formacion de SGs.
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PABP NSP2 Empalme

Ars

RRV
Inactivado
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2:00 hpi
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6:00 hpi

RRV Inactivado + Ars

2:00 hpi

4:00 hpi

6:00 hpi

PABP

Fig. 8. Formacion de SGs durante la infeccion con
RRV inactivado en respuesta a un segundo estrés.
Células MA104 se infectaron con RRV (MOI=3) y se
expusieron a estrés con Ars durante 30 min a diferentes
tiempos post-infeccion. Verde: tincion anti-PABP. Rojo:
tincion anti-NSP2. Azul: nucleos tefiidos con DAPL h.p.i:
horas post infeccion. Ars: arsenito.

NSP2 Empalme
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7.2. RRV infecta a las células U20S

Como se mencion6 anteriormente, existen varios virus que previenen la formacion de SGs
a través de modificaciones a las proteinas que los SGs, tal es el caso de poliovirus, en donde
el corte proteolitico de la proteina G3BP a través de la proteasa C del virus inhibe la
formacion de los SGs. En nuestro laboratorio, Montero et al. 2008, reportaron la distribucion
de diferentes proteinas que conforman a los SGs durante la infeccion. La proteina TIA-1, por
ejemplo, de tener una distribucion nuclear en condiciones normales, cambia durante la
infeccion a una distribucion citoplasmica y la proteina PABP de tener una distribucion
citopldsmica, durante la infeccion cambia a una distribucion principalmente nuclear. Uno de
los problemas que se ha tenido para estudiar la distribucion de los SGs durante la infeccion
con RRV, es que no es facil encontrar anticuerpos comerciales que no estén contaminados con
anticuerpos contra proteinas de rotavirus, lo cual hace dificil visualizar a algunas proteinas
celulares. Para resolver este problema, la Dra. Kedersha nos don6 una serie de lineas celulares
derivadas de la linea celular U20S que expresan establemente algunas de las proteinas que
componen a los SGs, fusionadas a proteinas fluorescentes (Tabla 4). Para observar la
distribucion de las proteinas componentes de los SGs que expresaban estas lineas celulares
durante la infeccion con RRV, primero determinamos si esta linea podria ser infectada con
RRV tal como ocurre en MA104. Para esto, hicimos un analisis de infectividad donde
determinamos el titulo viral. La linea celular U20S, de la cual se derivaron las 4 lineas que
expresan cada una, una proteina diferente, fueron infectadas con diferentes diluciones de virus
a partir de un lisado total de RRV durante 1 hora, posteriormente se lavaron y se dejaron un
lapso de tiempo entre 14 y 16 horas post infeccion, que es el tiempo aproximado que dura el
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ciclo de infeccion de rotavirus.

A)

B)

Fig. 9. Titulo y rendimiento viral de la linea celular U20S con RRV. Las lineas celulares derivadas de las células
U20S (tabla 6), fueron infectadas con diluciones seriadas de RRV y se determiné el titulo y el rendimiento viral,
como se indica en la metodologia (apartado 6.3) Como control se utilizaron las células MA104 en las mismas
condiciones. pfu/ml: unidades formadoras de focos infecciosos por mililitro
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A este tiempo, las células se fijaron y se tifieron con un anticuerpo contra las proteinas
estructurales del virus (a-TLPs) para determinar el titulo viral (apartado 6.3). En la figura
9-A, podemos observar que las células son infectadas por RRV, obteniendo un titulo viral
de aproximadamente dos logaritmos menor a los titulos virales obtenidos en células
MA104. De igual manera, se determin6 el rendimiento viral en las células U20S. Estas
células se infectaron con RRV a una MOI de 1 y se dejaron un tiempo de infeccion entre
14-16 horas. Al término de este tiempo, se hizo un lisado viral, para el cual las células se
congelaron y descongelaron. Este lisado, fue activado con 1% tripsina (30 min).
Posteriormente, el virus resultante se utilizo para infectar a las células U20S y determinar
su titulo viral (apartado 6.3). La figura 9-B, muestra que en las células U20S el
rendimiento viral (la cantidad de virus que se produce en estas células) baja

aproximadamente tres logaritmos en comparacion con las células MA104.

7.2.1. La infeccion de RRV en células U20S promueve la fosforilacion del factor

elF2a y la inhibicion de la sintesis de proteinas celulares

Durante la infecciéon con RRV en células MA104 se induce la fosforilacion del factor
elF20. y como consecuencia la inhibicién de la sintesis de proteinas celulares **. Para
estudiar si en la linea celular U20S ocurria el mismo fenémeno durante la infeccién con
RRYV, caracterizamos la fosforilacion del factor e[F2a y la inhibicion de sintesis de proteinas
celulares por ensayos de marcaje metabodlico, a diferentes tiempos durante la infeccion. En la
figura 10-A, se muestra que la inhibicion de sintesis de proteinas celulares durante la
infeccion con RRV se completa hasta las 9:30 h.p.i, a diferencia de las células MA104 que

ocurre aproximadamente a las 2 h.p.i **.
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Fig. 10. Inhibicién de la sintesis de proteinas durante la infeccion con RRV en la linea celular U20S y
sintesis de proteinas virales. las células se infectaron con RRV vy las proteinas se marcaron radioactivamente
como se indica en la metodologia. Las proteinas obtenidas, se analizaron por gel de acrilamida al 10% SDS y
se detectaron por autoradiografia. La sintesis de proteinas virales se detectaron por western blot utilizando
anticuerpos anti-TLPs. NI: Lisado celular no infectado; Ars: arsenito.
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Esto pudiera ser debido a que las células U20S se infectan en menor grado que las células
MA104 (Fig. 9-A), de manera que al analizar en células U20S la inhibicion de la sintesis de
proteinas celulares a tiempos tempranos de la infeccion hay muy pocas células infectadas y
por eso el efecto de inhibicion de sintesis es poco notorio. Conforme avanza el tiempo de la
infeccion la cantidad de proteina viral sintetizada se incrementa y por eso es mas claro que a
las 9:30 h.p.i observemos una inhibicion de sintesis de proteinas celulares por el efecto del
virus.

Para observar la acumulacion de proteinas virales a lo largo de la infeccion, se hizo un
western blot utilizando un anticuerpo contra TLPs con los mismos lisados celulares. En la
figura 10-B, se puede observar claramente el incremento de las proteinas virales VP4, VP6 y
VP7 conforme transcurre el tiempo de la infeccion, siendo a las 9:30 h.p.i el tiempo donde se
puede observar una mayor cantidad de proteina viral acumulada. Posteriormente para evaluar
el estado de la fosforilacion del factor elF2a se infectaron las células y se cosecharon a
diferentes tiempos hasta las 10 h.p.i. En la figura 11, se muestra un western blot en donde
utilizando un anticuerpo especifico que reconoce la forma fosforilada del factor elF2a
podemos observar que durante la infeccion este factor se encuentra fosforilado, de la misma
manera se puede observar que este factor es fosforilado cuando las células son expuestas con
Ars. Esto no ocurre en las células control, ya que no se encuentran infectadas ni expuestas a
ningun estrés (Fig. 10-B, NI). Estos datos coinciden con los observados en las células MA104

28]y nos indican que la infeccién con RRV ocurre de manera similar tanto en las células

U20S como en las de MA104.
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Fig. 11. Fosforilacion del factor elF2a durante la infeccién con RRV en la linea celular
U20S. Las células se infectaron con RRV y se cosecharon a diferentes tiempos durante la
infeccion. las proteinas obtenidas, se analizaron por gel de acrilamida 10% SDS-PAGE y se
detectaron por western blot utilizando un anticuerpo anti eIF2a-P que reconoce especificamente a
la forma fosforilada del factor elF2a. NI: lisado celular no infectado; Ars: arsenito; h.p.i: horas
post-infeccion.

7.2. La proteina G3BP forma agregados citoplasmicos durante la infecciéon con RRV

Una vez determinado que RRV puede reproducirse en las células U20S, procedimos a
evaluar la distribucion de las proteinas que forman parte de los SGs y que estan fusionadas a
proteinas fluorescentes durante la infeccion con el virus. Las células U20S, a las que les
asignamos el nombre en funcion de la proteina que expresaban; elF3b, caprina, RI y G3BP,
fueron infectadas con RRV a una MOI de 1 y se fijaron a diferentes tiempos post-infeccion

(hasta las 7:30 h.p.i). Las células infectadas se tifieron con un anticuerpo contra la proteina
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viral NSP2. Como control de formacion de SGs utilizamos Ars. En la figura 12, podemos
observar que la distribucion de la proteina elF3b en células control es citopldsmica, mientras
que en respuesta a estrés con Ars una fraccion de esta proteina se distribuye hacia los SGs. En
células infectadas con RRYV, la distribucion de elF3b no cambia manteniéndose en el
citoplasma a lo largo de la infeccion (Fig. 12, RRV). De la misma manera, la distribucion de
las proteinas caprina y RI en células control es citopldsmica, y una fraccion de ambas
proteinas se distribuye hacia los SGs cuando las células se exponen con Ars (Fig. 13 y 14,
control y Ars). Durante la infeccion con RRV observamos que mantienen su distribucion
citopldsmica (Fig. 13 y 14, RRV).

Previamente, se demostré que células MA104 infectadas con RRV y expuestas a un
segundo estrés con Ars a tiempos tempranos de la infeccion (30 min, 1 y 2 h.p.1), eran capaces
de formar SGs, observandose que la proteina PABP se distribuia hacia estas estructuras (Fig.
7). Para determinar hasta que tiempo las proteinas elF3b, caprina y RI podian formar SGs
durante la infeccion en respuesta a un segundo estrés, decidimos infectar las células U20S
con RRV auna MOI de 1 y exponerlas a un segundo estrés con Ars a diferentes tiempos post-
infeccion. Posteriormente, las células fueron tratadas para ensayos de inmunofluorescencia.
En las figuras 12, 13 y 14 (RRV + Ars) podemos observar que las proteinas elF3b, Caprina y
RI (respectivamente) son capaces de formar SGs en las primeras horas post-infeccion, tal
como lo habiamos observado anteriormente en las células MA104 (Fig. 7), y conforme pasa el
tiempo de infeccidon se observo que las células van perdiendo la capacidad de formar SGs en
respuesta al segundo estrés. De igual manera, observamos que las células no infectadas (las
que no muestran tincion con NSP2) son capaces de forman SGs, demostrando lo observado

por Montero et al. 2008, que RRV tiene un mecanismo de inhibicion de formacion de SGs
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cuando las células son expuestas a un segundo estrés (Fig. 12, 12 y 14, RRV + As).

Fig. 12. Distribucién de la proteina elF3b durante la infeccién con RRV. La linea celular U20S que expresa a la proteina
elF3b se infectdé con RRV (MOI=1) y se fijo a diferentes tiempos de la infeccion. RRV: infeccion con RRV; RRV + Ars: células
infectadas + Ars (apartado 6.5). Verde: proteina eIF3b fusionada a YFP. Rojo: tincion con anti-NSP2.
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Fig. 13. Distribucion de la proteina caprina-1 durante la infeccién con RRV. La linea celular U20S que expresa a la
proteina caprina-1 se infecté6 con RRV (MOI=1) y se fijo a diferentes tiempos de la infeccion. RRV: infeccion con RRV; RRV +
Ars: células infectadas + Ars (apartado 6.5). Verde: proteina caprina-1 fusionada a YFP. Rojo: tincion con anti-NSP2.
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Fig. 14. Distribucion de la proteina RI durante la infeccién con RRV. La linea celular U20S que expresa a la proteina RI se
infecté con RRV (MOI=1) y se fijo a diferentes tiempos de la infeccion. RRV: infeccion con RRV; RRV + Ars: células infectadas +
Ars (apartado 6.5). Verde: proteina RI fusionada a GFP. Rojo: tincion con anti-NSP2.

Hasta ahora hemos mostrado, que la distribucion de las proteinas elF3b, caprina y RIL, no

cambia durante la infeccion con RRV. Por otro lado, cuando analizamos la distribucion de la
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proteina G3BP durante la infeccion con RRV, observamos que conforme transcurre el tiempo
de infeccion esta proteina forma unos agregados citoplasmicos muy similares a los SGs que se

observan cuando las células son expuestas a estrés con As (Fig. 15).

Fig. 15. Distribucién de la proteina G3BP durante la infeccién con RRV. La linea celular U20S que expresa a la proteina G3BP
se infecté con RRV (MOI=1) y se {ijo6 a diferentes tiempos de la infeccion. RRV: infeccién con RRV; RRV + Ars: células infectadas
+ Ars (apartado 6.5). Verde: proteina G3BP fusionada a GFP. Rojo: tincién con anti-NSP2.
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Se ha descrito que algunos virus (como los SFV o Poliovirus), forman SGs y conforme
pasa el tiempo de infeccion estos se desensamblan favoreciendo el ciclo replicativo del virus
(2431 Ppara estudiar si los agregados citoplasmicos de G3BP que se forman durante la
infeccion se desensamblan a tiempos tardios, las células U20S se infectaron con RRV y se
fijaron a las 10, 12 y 14 h.p.i. En la figura 16, podemos observar que a tiempos tardios de la
infeccion la distribucion de G3BP se mantiene como agregados citopladsmicos, mientras que
en cé¢lulas que no estan infectadas G3BP mantiene su distribucion citopldsmica. Por otro lado,
cuando las células G3BP son infectadas e inducidas a un segundo estrés con Ars, se puede
observar que durante de la infeccion, las células que estan infectadas no forman SGs en
respuesta al segundo estrés, sin embargo, a partir de las 7:30 h.p.i, se empiezan a formar

agregados citoplasmicos de G3BP que visualmente son similares a los SGs de Ars (Fig. 15y

16, RRV + As).

7.4. Los Agregados de G3BP formados durante la infeccion con RRV parecieran no

ser los SGs convencionales caracterizados con Ars

En la figura 16, observamos que durante la infeccion con RRV la proteina G3BP se agrega
para formar unas estructuras citopldsmicas similares a los SGs formados en respuesta a Ars.
De manera que, no es claro si los agregados de G3BP durante la infeccion, son SGs o
agregados citoplasmaticos (AC) cuya funcion por el momento se desconoce. Hasta ahora solo
se ha descrito detalladamente la composicion de SGs formados con Ars, sin embargo, existen
otros tipos de estrés, los cuales dentro de una célula activan respuestas diferentes y estas
respuestas deberian verse reflejadas en la composicion de SGs que forman.
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Fig. 16. Distribucion de la proteina G3BP a
tiempos tardios de la infeccion con RRV. La
linea celular U20S que expresa a la proteina
G3BP se infectd con RRV (MOI=1) y se fijo a
diferentes tiempos tardios de la infeccion. RRV:
infeccion con RRV; RRV + Ars: células
infectadas + Ars (apartado 6.5). Verde: proteina
G3BP fusionada a GFP. Rojo: tincién con anti-
NSP2.
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Se ha descrito, que los componentes de los SGs (mMRNPs y mRNAs) estan en equilibrio
dinamico con otras estructuras citoplasmaticas conocidas como polisomas y cuerpos P (PBs,
estructuras citoplasmicas donde se lleva a cabo la degradacion del mRNA). Para demostrar
este equilibrio dindmico, Kedersha N. et al. 2000, promovi6 la formacion de SGs exponiendo
a las células COS7 a un tratamiento con Ars durante 30 min. Posteriormente, estas células las
expuso a un tratamiento con cicloheximida durante 1 hora. De esta manera observd que los
SGs formados previamente con Ars, se desagregaban, indicando que el equilibrio de
componentes, por efecto de la cicloheximida se habia desplazado hacia la formacion de
polisomas 8. En base a esto, decidimos comprobar si los agregados que observamos con
G3BP durante la infeccion con RRV se comportaban igual que los SGs formados con Ars en
presencia de cicloheximida. Primero, se infectaron con RRV las células U20S a una MOI de
1. A las 9 h.p.i, cuando ya se observaban agregados de G3BP (Fig. 16), las células se trataron
con cicloheximida (250 pg/ml) durante 1, 2 y 3 h. Posteriormente, las células se fijaron y se
tifieron con a-NSP2 como control de infecciéon. Como control positivo para evaluar el efecto
de la cicloheximida, se indujo la formacion previa de SGs en células U20S exponiéndolas
con Ars durante 30 min. Posteriormente las células se trataron con cicloheximida por 1 h, tal y
como se describe en Kedersha et al. 2000 '®. Se contaron 200 células y se determind que
porcentaje de estas tenian SGs, estaban infectadas (RRV), y estaban infectadas y tenian AC
(RRV/AC), antes y después de los tratamientos con cicloheximida. En la figura 17, se muestra
que el efecto de la cicloheximida (Ch) por si sola, como ya se habia demostrado no induce la
formacion de SGs !'®. También se puede observar que los SGs formados previamente con Ars
por efecto de la cicloheximida se disuelven, aunque no por completo, y cambian de una forma

redonda y abundante, a pequefios agregados no uniformes de G3BP (Fig. 17, Ars, Ars + Ch).
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Debido al efecto de la cicloheximida se determin6 que hay una reduccion del 36% de células
que tienen SGs (Fig. 17, Ars, Ars + Ch), lo que nos indica que la cicloheximida si tiene un
efecto en los SGs formados previamente con Ars. Por otro lado, podemos observar que la
infeccion con RRV promueve la formacion de AC de la proteina G3BP (Fig. 17, RRV).
También observamos que estos AC de G3BP, al ser tratados con cicloheximida durante 1, 2 y
3 horas, tienen una reduccion del 10 % de células que no tienen AC, esto si los comparamos
con los agregados de G3BP formados durante la infeccion (Fig. 17, RRV + Ch 1, 2, 3 h). Sin
embargo, se observo que los agregados de G3BP a lo largo del tratamiento con cicloheximida
(2 y 3 h) no tienen ningin cambio notable en abundancia ni en forma como se observa con los
SGs de Ars (Fig. 17, RRV + Ch 1, 2, 3 h). Es importante indicar que el porcentaje de células
que tienen agregados de G3BP se mantiene hasta las 3 h de tratamiento con cicloheximida,
presentandose solo la reduccion de estos agregados a la primera hora de tratamiento (Fig. 17,
RRYV + cicloheximida 1 [53.5%], 2 [44.5%], 3 h [54.5%]). La proteina G3BP, es considerada
una de las proteinas iniciadoras en el ensamblaje de los SGs y es esencial para que estos se
formen > *1. El hecho de que durante la infeccion esta proteina se agregue, siendo tan
importante para la formacion de SGs, pareceria indicar que estos agregados fueran SGs, sin
embargo al no disolverse tan drasticamente con cicloheximida y mantenerse durante tanto
tiempo con esta droga, pareciera indicar que estos agregados, al menos en composicion, son
mas estables que los SGs formados por Ars. Finalmente, otra posibilidad seria que la
agregacion de G3BP durante la infeccion, fuese la responsable de llevar a cabo la inhibicion
de la formacion de SGs. De manera que, durante la infeccion G3BP no este disponible y por
eso los SGs no pueden ser ensamblados y se inhiba su formacion. Recordemos que las células

durante la infeccion, en tiempos tempranos son capaces de formar SGs en respuesta a un
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segundo estrés con Ars, pero a partir de las 3-4 h.p.i, estas células ya no los forman atn en

presencia de un segundo estrés.

Fig. 17. Efecto de la cicloheximida en los
agregados citoplasmicos (AC) de la
proteina G3BP durante la infeccion. La
linea celular U20S que expresa a la proteina
G3BP se infecté con RRV y a las 9:30 h.p.i
se trat6 con cicloheximida durante 1,2y 3 h.
Posteriormente, se contaron 200 células y se
determind cuantas células infectadas no
tenian AC en repuesta al efecto de la
cicloheximida. Verde: proteina G3BP
fusionada a GFP. Rojo: tincion anti-NSP2.
Ars: arsenito. Ch: cicloheximida.
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Esto coincide con la agregacion de G3BP, la cual se empieza a observar a partir de las 3-4
h.p.i (Fig. 15, RRV). Esta agregacion pareciera que se da en forma gradual ya que a lo largo
de la infeccion (Fig. 15 y 16), primero se empiezan a observar puntos pequenios distribuidos
en todo el citoplasma (3-4 h.p.1), después se observan unos agregados de G3BP no uniformes
(5-7 h.p.i) y por ultimo estos agregados se vuelven estructuras mas grandes y se distribuyen
alrededor de los viroplasmas (8-14 h.p.i). Llama la atencion que no se forman granulos de
caprina, la cual es una proteina que se ha visto que se une a G3BP P”, lo que sugiere que estas

estructuras posiblemente no serian los tipicos SGs de Ars descritos hasta ahora.

7.5. EI RNAdc en células U20S causa una inhibicién en la sintesis de proteinas

celulares y promueve la formacion de SGs durante largo tiempo.

El RNA de doble cadena (RNAdc) es considerado un agente causante de estrés en la
célula. Este, lleva a cabo la activacion de la cinasa PKR, que a su vez fosforila al factor
elF20,, inhibiéndose asi la sintesis de proteinas y generandose una respuesta inmunolégica 2.
La fosforilacion del factor elF2a es una de las sefiales para la formacion de SGs, por
consiguiente se daba por hecho que el estrés provocado por esta molécula inducia la
formacion de SGs. Sin embargo, hasta ahora la formacién de SGs en respuesta a este tipo de
estrés no se ha caracterizado en detalle. Recientemente en el laboratorio, se ha observado que
a diferencia de otros tipos de estrés, el estrés por RNAdc mantiene la fosforilacion de factor
elF2a y la inhibicion de la sintesis de proteinas al menos 8 horas post transfeccion (h.p.t).

Decidimos evaluar si el RNAdc era capaz de formar SGs y si estos se mantenian por mas

tiempo que los inducidos con otro tipo de estrés. Utilizamos la linea celular U20S, que
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expresa simultaineamente dos proteinas, G3BP (marcadora de SGs) y dcpl (marcadora de
PBs), fusionadas a una GFP y RFP, respectivamente. Dado que muchos otros tipos de estrés

intervienen en la inhibicién o formacién de PBs (&% 1

] esta linea nos permitiria determinar el
efecto del RNAdc tanto en la formacion de SGs como en la formacion de PBs. Primero, se
determiné la concentracion optima de RNAdc a la cual se promueve la inhibicidon de sintesis
de proteina y la formacion de SGs. El RNAdc viral (RNAdc-V) fué introducido a la célula
mediante transfeccion con lipofectamina a diferentes concentraciones. El tiempo de
transfeccion fue de 1 hora, posteriormente las células se lavaron y se fijaron 8 h.p.t para
inmunofluorescencia y se lisaron para andlisis de sintesis de proteinas por marcaje
metabolico. En la figura 18-A, podemos observar, al comparar con el control, que hay una
disminucion de sintesis de proteinas a partir de los 0.25 pg de RNAdc y que ésta se da por
completo a partir de 1 y 2 pug de concentracion. De igual manera, podemos observar el efecto
de la formacion de SGs en respuesta al RNAdc, este efecto se observa a partir de 0.5 pg de
RNAdc (Fig. 18-B). Ademas, podemos observar que los SGs formados en respuesta al
tratamiento con Ars son morfologicamente diferentes a los SGs formados en respuesta al
RNAdc-V, estos ultimos se observan como pequefios agregados distribuidos en todo el
citoplasma de manera poco abundante, mientras que los SGs de Ars se observan como
agregados citoplasmaticos grandes distribuidos abundantemente en toda la célula (Fig. 18-B,
Ars y RNAdc). Por otro lado, en cuanto a la formacion de PBs, siguiendo la proteina dcpl
como marcador de estas estructuras, se puede observar que en condiciones normales estas
estructuras se encuentran de manera poco abundante distribuidas en toda la célula, mientras

que cuando las células son expuestas a un estrés con Ars, la formacion de PBs aumenta (Fig.

18-B, Control y Ars, dcpl).
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Fig. 18. Efecto del RNAdc-V en la inhibicion de sintesis de proteinas y formacion de SGs en células U20S. La
linea celular U20S que expresa a la proteina G3BP se transfectd con distintas concentraciones de RNAdc-V durante 1 h
y se fijo a las 8 h.p.t. A) Se muestra una autoradiografia de proteinas marcadas radioactivamente. B) Se muestra una
inmunofluorescencia donde se observa la formacion de SGs en células transfectadas con RNAdc. Verde: G3BP-GFP.
Rojo: depl-RFP. Ars: arsenito.
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En respuesta al RNAdc, se puede observar que el numero de PBs disminuye
completamente (Fig.18-B, RNAdc). En base a estos resultados podemos decir que el estrés de
RNAdc promueve la formacion de SGs hasta las 8 h.p.t, pero inhibe completamente la
formacion de PBs.

Para descartar la posibilidad de que el efecto observado con el RNAdc-V se deba a una
contaminacion con el virus RRV infeccioso, decidimos evaluar el efecto con un andlogo de
RNAdc sintético, llamado poli I:C, este es un homopolimero formado por 200-600 pares de
bases, derivados del acido inosinico y el acido citidilico [Poly I:C; poli (acido Inosinico)-poli

1321 para esto,

(acido Citidilico)], los cuales forman una estructura muy similar a un RNAdc
primero se determind la concentracion Optima a la cual el poli I:C inhibia la sintesis de
proteinas y llevaba a cabo la formacion de SGs. Las células U20S, fueron transfectadas con
poli I:C a una concentracion de 0.25 pg y 0.5 ng utilizando lipofectamina durante 1h.
Posteriormente, las células se lavaron y a las 8 h.p.t se trataron para ensayos de
inmunofluorescencia y marcaje metabolico. En la figura 19-A, se muestran las
concentraciones de poli I:C a la cual se lleva a cabo la inhibicion de sintesis de proteinas. De
igual manera, podemos observar la correlacion que existe entre la inhibicion de sintesis de
proteinas y la formacién de SGs debida al efecto del poli I:C (Fig. 19-B). Por otro lado, se
observa, que el numero de PBs decrece tal y como ocurre con el RNAdc (Fig.19-B). En base a
estos resultados, podemos afirmar, que el RNAdc viral y el poli I:C tienen el mismo efecto
sobre las células U20S y que el efecto que observamos con el RNAdc no es debido a alguna
contaminacion con virus o algun reactivo utilizado durante su purificacion.

Por otro lado, se ha descrito que elF3b es uno de los componentes principales de los SGs y

se ha observado que en células que no expresan esta proteina no hay una formacion de SGs en
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respuesta con Ars y tapsigargina

(3]

Fig. 19. Efecto del poli I:C en células U20S. La linea
celular U20S que expresa a la proteina G3BP se
transfectd con distintas concentraciones de RNAdc
sintético (poli I:C) durante 1 h y se fijo a las 8 h.p.t. A) Se
muestra una autoradiografia de proteinas marcadas
radioactivamente y se observa el efecto del poli I:C. B) Se
muestra una inmunofluorescencia donde se observa la
formacion de SGs en células transfectadas con poli I:C.
Verde: G3BP-GFP. Rojo: dcpl1-RFP.
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En base a esto, decidimos evaluar la distribuciéon de la proteina elF3b en respuesta al
tratamiento con poli I:C. Las células elF3b se transfectaron con 0.25 y 0.5 ng de poli I:C
durante 1 h. Posteriormente, se lavaron y a las 8 h.p.t se trataron para ensayos de
inmunofluorescencia y marcaje metabolico (apartado 6.5 y 6.6). En la figura 20-A, podemos
observar que hay una inhibicion en la sintesis de proteinas en respuesta al poli I:C, sin
embargo no observamos un distribucion de la proteina elF3b hacia los SGs (Fig. 20-B). Es
importante recordar que el estrés del poli I:C mantiene la fosforilacion del factor elF2a por un
tiempo mas largo y como consecuencia la sintesis de proteinas celulares se mantiene inhibida
hasta las 8 h.p.t, lo que no sucede con otros tipos estrés. Por ejemplo, en el estrés de Ars tanto
la inhibicion de sintesis de proteinas como la fosforilacion del factor elF2a duran
aproximadamente 1 hora y posteriormente, se observa un tiempo de recuperacion en la célula
que conlleva a la desfosforilacion del factor elF2a y a la recuperacion de la sintesis de
proteinas. El hecho de que el estrés de RNAdc mantenga todo el tiempo la fosforilacion del
factor elF2a, la inhibicidon de sintesis de proteinas y la formacién de SGs, sugiere que
posiblemente la composicion de SGs bajo este tipo de estrés pudiese no ser la misma que la
del estrés con Ars e incluso podria darse el caso que las proteinas que normalmente forman
los SGs en respuesta a Ars, participen en la formacion de SGs por efecto del RNAdc solo por
un periodo corto de tiempo. Para comprobar si eIlF3b se encontraba en los SGs por lapsos
cortos de tiempo en respuesta al poli I:C, decidimos hacer cinéticas a diferentes tiempos post-
transfeccion del poli I:C. Las células U20S, que expresaban a la proteina elF3b, se
transfectaron con poli I:C (0.25 pg) durante 1 hora. Posteriormente se lavaron y se fijaron a
diferentes tiempos (1, 3 y 6 h.p.t). En la figura 21, podemos observar que la distribucion de

elF3b en los SGs por efecto del poli I:C es dependiente del tiempo, ya que podemos observar
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que a la primera hora de tratamiento con poli I:C, la proteina elF3b se encuentra distribuida en
los SGs y que esta distribucion co-localiza con la proteina elF4G, que también se distribuye

en los SGs.

Fig. 20. Distribucién de la proteina elF3b
por efecto del poli I:C. La linea celular U20S
que expresa a la proteina elF3b se transfectd
con distintas concentraciones poli I:C durante 1
h y se fijo a las 8 h.p.t. A) Se muestra una
autoradiografia ~ de  proteinas  marcadas
radioactivamente y se observa el efecto del poli
I:C. B) Se muestra una inmunofluorescencia
donde se observa que la proteina eIF3b se
distribuye hacia los SGs en respuesta a Ars,
pero no en respuesta al poli I:C. Verde: elF3b-
YFP. Ars: arsenito.

Sin embargo, a tiempos posteriores del tratamiento con el poli I:C (3 y 6 h.p.t), se observa
que la proteina elF3b pierde su distribucion en los SGs, y por consiguiente ya no se observa
una colocalizacion con la proteina elF4G, la cual se mantiene distribuida en los SGs (Fig. 21,
3y6hp.t).
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Fig. 21. Distribucion de la proteina elF3b a diferentes tiempos durante el estrés con poli I:C. La linea celular U20S que
expresa a la proteina elF3b se transfectd con 0.5 mg de poli I:C durante 1 h y se fij6 a diferentes tiempos post-transfeccion.
Verde: elF3b-YFP. Rojo: tincion anti-eIF4G. Ars: arsenito.

Este resultado nos indica que la proteina elF3b se encuentra momentaneamente en los SGs
formados por poli I:C y nos sugiere que posiblemente el papel de elF3b en este tipo de estrés,
sea el de llevar acabo el inicio del ensamblaje de estas estructuras, por lo que la proteina
elF3b solo se encuentra durante la primera hora de tratamiento. De igual manera, estos
resultados nos permiten sugerir que la composicion de proteinas que forman a los SGs

depende del tipo de estrés y del tiempo que este dure, sugiriéndonos también que para llevar a
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cabo la caracterizacion de formacion y composicion de SGs se deberian tomar en cuenta el

tipo de estrés y la duracion del mismo.

7.5. Los SGs formados en respuesta al RNAdc no son los tipicos SGs caracterizados

en respuesta a Ars

Como se menciond anteriormente, en base a la caracterizacion de los SGs formados en
respuesta a Ars (descrito por Kedersha et al. 2000) a través del tratamiento con cicloheximida
en células COS7 " decidimos determinar si los SGs formados en respuesta al RNAdc
también se disolvian con esta droga. Primero, las células U20S se transfectaron con poli I:C
(0.5 pg) durante 1 hora, y a las 7:30 h.p.t, las células fueron tratadas con cicloheximida (250
pg/ml) durante 1, 2 y 3 horas. Al término de estos tiempos, las células se trataron para
ensayos de inmunofluorescencia. A partir de 200 células, se cuantificd que porcentaje de estas
tenian SGs, antes y después de los tratamientos con cicloheximida. En la figura 22 (Ars),
podemos observar que en respuesta al Ars, el 100% de las células forma SGs y que en efecto,
los SGs formados previamente con Ars se disuelven bajo el efecto de la cicloheximida hasta
alcanzar una reduccion del 46.5 % de células que no presentan SGs (Fig. 22, Ars + Ch). Los
resultados muestran que el 94.5 % de las células forman SGs en respuesta al poli I:C y
cuando los SGs formados con poli I:C son tratados con cicloheximida se muestra una
reduccion del 15.16 % de células que no presentan SGs (Fig. 22, Poli I:C + Ch). Es
importante mencionar que la reduccién de células que no tienen SGs por efecto de la
cicloheximida se mantiene durante las 3 horas de tratamiento (Fig. 22, 1, 2, 3 con Ch). Estos

resultados, nos permiten sugerir que los SGs formados en respuesta al poli I:C difieren en

59



composicion, duracion y estabilidad con respecto a los SGs que hasta ahora han sido descritos

en repuesta al Ars.

Control Ch Ars Ars + Ch
o
oM
(9]
Q]
SGs: 0.5% SGs: 0.5% SGs: 100 % SGs: 535%
Poli I:C PoliI:C+1hCh Poli I:C+2h Ch Poli I:C+3 h Ch
o
m
(90}
Q]
SGs: 94.5% SGs:  82.0% SGs: 79.0 % SGs: 80.0 %

Fig. 22. Efecto de la cicloheximida en los SGs formados en respuesta al poli I:C. La linea celular U20S que expresa a la proteina
G3BP se transfecto con 0.5 mg de poli I:C durante 1 h y a partir de las 7:30 h.p.t se trataron con Ch durante 1, 2, 3 h. A partir de 200
células, se cuantifico cuantas de estas tenian SGs posterior al efecto con la cicloheximida. Verde: G3BP-GFP. Ars: arsenito. Ch:
cicloheximida. SGs: granulos de estrés.

Para evaluar la distribucion de otras proteinas que se encuentran en los SGs, decidimos
observar el efecto del poli I:C en células MA104 y utilizar anticuerpos contra las proteinas S6,
elF4G y PABP como marcadoras de SGs. Primero, determinamos la concentracion optima de
poli I:C en la cual se promovia una inhibicion en la sintesis de proteinas y formacion de SGs
en MA104. Las células MA104 se transfectaron con diferentes concentraciones de poli I:C
durante 1 hora y a las 8 h.p.t las células se trataron para inmunofluorescencia y marcaje
metabolico. En la figura 23-A, se muestra una autoradiografia en donde se puede observar

que a 0.25 pg es la concentracion 6ptima de poli I:C en donde se promueve una inhibiciéon en
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la sintesis de proteinas. Ademas, utilizando a la proteina S6 como marcador de SGs, podemos
observar que a esta concentracion se promueve una formacion de SGs (Fig. 23-B). Por otro
lado, podemos observar que a concentraciones mayores de poli I:C no hay formacion de SGs
(Fig. 23-B). Nosotros sugerimos que posiblemente sea debido al mecanismo de activacion de
la cinasa PKR, ya que se ha descrito que para que esta se active, se tienen que unir 2 cinasas
de PKR a una molécula de RNAdc, esto promueve que las 2 cinasas se dimericen y se lleve a
acabo su activacion ). De tal manera, que al existir mas moléculas que RNAdc que de PKR,
cada cinasa se una solo a una molécula de RNAdc impidiendo que estas se puedan dimerizar
y por lo tanto activar. Por esto, a mayor concentracion de poli I:C no se observa un efecto ni
en la inhibicion de sintesis de proteinas ni en la formacion de SGs (Fig. 23).

Una vez establecida la concentracion a la cual el poli I:C inhibia la sintesis de proteinas y
formaba SGs en las células MA104, decidimos evaluar la distribucion de las proteinas PABP
y elF4G en la formacion de los SGs. Las células MA104 fueron transfectadas con 0.25 pg de
poli I:C durante 1 hora, y a las 8 h.p.t las células fueron tratadas para ensayos de
inmunofluorescencia. En la figura 24, podemos observar que las proteinas PABP y elF4G en
c€lulas control se encuentran distribuidas en el citoplasma.

Cuando las células son expuestas a estrés con Ars, se observa que ambas proteinas se
distribuyen hacia los SGs e incluso se puede observar que estas colocalizan (Fig. 24). Por otro
lado, cuando las células son tratadas con poli I:C se observa que una pequefia porcion de la
proteina PABP se distribuye en los SGs, mientras que la mayor parte se distribuye hacia el

nucleo (Fig. 24).
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Fig. 23. Efecto del poli 1:C en células MA104. Las células MA104 se transfectaron con distintas concentraciones de poli I:C durante 1 h
y se fijaron a las 8 h.p.t. A) Se muestra una autoradiografia de proteinas marcadas radioactivamente y se observa la inhibicion de sintesis
de proteina celulares por efecto del poli I:C. B) Se muestra una inmunofluorescencia donde se observa la formacion de SGs por efecto del
poli I:C. Verde: tincion anti-S6. Ars: arsenito.

La proteina eIF4G, por otro lado, se distribuye en los SGs, y se observa que en las células
donde la proteina elF4G esta formando SGs, la proteina PABP se encuentra distribuida en el
nucleo (Fig. 24). Este resultado nos parecio interesante, puesto que se ha observado que a
partir de las 6 h.p.i con RRV, la proteina PABP se encuentra distribuida mayoritariamente en
el nucleo (Fig. 24, RRV) y se ha descrito, que este cambio de distribucion se debe

principalmente al papel que desempefia la proteina viral NSP3 durante la infeccion 7).
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Fig. 24. Distribucion de la proteina PABP durante el estrés con poli I:C. Las células MA104 se transfectaron con 0.25
mg de poli I:C y se infectaron con RRV durante 1 h. Posteriormente, se fijaron 8 h.p.t y 8 h.p.i, respectivamente. Verde:
tincion anti-PABP. Rojo: tincion anti-NSP2 para células infectadas con RRV.

Sin embargo estos resultados, nos permiten sugerir que la sefializacion generada por el
reconocimiento del RNAdc (poli I:C) puede ser otro mecanismo por el cual PABP se

distribuya en el nucleo.
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7.7. EI RNAdc (poli I:C) inhibe la infeccion con RRV en células MA104

Resultados recientes en el laboratorio y los mostrados anteriormente en este trabajo, nos
indican que el efecto que observamos con el poli [:C es muy similar a lo que ocurre durante
la infeccion con RRV. En ambos casos, se lleva a cabo la fosforilacion del factor elF2a
acompafiada de la inhibicion de la sintesis de proteinas, y estas dos se mantienen por un
tiempo largo, de igual manera, en ambos casos se observa un cambio de distribucion nuclear
de la proteina PABP. Sin embargo, a diferencia del efecto de la infeccion con RRV, el efecto
del poli I:C si promueve la formacion de SGs, lo que nos podria servir como una herramienta
para determinar el mecanismo de inhibicion de SGs durante la infeccion con RRV. En base a
esto, decidimos preformar los SGs con el poli I:C, y una vez formados infectar a las células
con RRV y determinar si el virus era capaz de deshacer los SGs preformados con el poli I:C.
De esta manera, si el virus era capaz de deshacer los SGs, entonces podriamos determinar que
proteinas virales estan involucradas en el mecanismo de inhibicion de los SGs durante la
infeccion con RRV. Primero, las células MA104 se transfectaron con poli I:C [0.25 ug]
durante 1 hora, para formar los SGs. Posteriormente las células se lavaron y a las 2 h.p.t se
infectaron durante 1 h con RRV (MOI=10). A las 4 h.p.i las células se fijaron y se trataron
para ensayos de inmunofluorescencia. Se contaron 200 célula y se cuantificd que porcentaje
de estas tenian SGs (SGs), que porcentaje estaban infectadas (RRV) y que porcentaje estaban
infectadas y tenian SGs (RRV/SGs) antes y después del tratamiento con el poli I:C. En la
figura 25 (poli I:C), tifiendo a la proteina TIA-1 (marcador de SGs), se determind que el

porcentaje de células que forman SGs en respuesta al poli I:C es del 32.5 %.
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Fig. 25. Efecto del poli I:C durante la infeccion con RRV. Las células MA104 se transfectaron con 0.25 ug de
poli I:C. A las 2 h.p.t se infectaron con RRV (MOI=10). Posteriormente, se fijaron a las 8 h.p.i. Contando un total
de 200 células, se determind cuantas células se infectaban en respuesta al poli I:C Verde: tincioén anti-PABP. Rojo:
tincion anti-NSP2 para células infectadas con RRV.

Por otro lado, observando a la proteina NSP2, se determind que el porcentaje de células
infectadas fue del 99 % (Fig. 25, RRV). Sin embargo, cuando las células son tratadas con el
poli I:C antes de ser infectadas, observamos que el nimero de células infectadas disminuy6 un
51.5 % (Fig. 25, Poli I.C + RRV). Este resultado podria deberse a la respuesta de IFN que
genera el reconocimiento del RNAdc y que previene a las células de una infeccion viral 2.
Por tanto, dado este resultado, se nos hizo imposible poder determinar si el virus era capaz de

deshacer los SGs formados previamente con poli I:C.
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VII11. Discusién.

Cuando las células se exponen a diferentes condiciones de estrés son capaces de activar un
mecanismo que consiste en reprogramar su maquinaria de traduccion permitiendo la
expresion selectiva de proteinas que les confieran la capacidad de adaptarse a las condiciones
de cambio e incluso impedir un dafio celular. Dicho mecanismo, consiste en dirigir los
mRNAs que codifican para proteinas expresadas constitutivamente a unas estructuras

) B4 Por otro

citoplasmaticas denominadas granulos de estrés (SGs del ingles Stress Granules
lado, los virus como parasitos intracelulares, requieren de la maquinaria de la traduccion de la
célula para llevar acabo la traduccion de sus proteinas, esto permite que los mRNAs virales
compitan con los mRNAs celulares por la maquinaria de traduccion del hospedero, y para
evitar esto, los virus han desarrollado una gran variedad de estrategias asegurando asi la
eficiente traducciéon de sus mRNAs mientras que simultdneamente inhiben la sintesis de
proteinas de la célula hospedera [ "% 2*!. Tal es el caso de rotavirus, que durante su infeccion,
a pesar de que se fosforila el factor elF2a y se inhibe la sintesis de proteinas celulares no se

observa formacién de SGs 2.

En este trabajo, mostramos que cuando las células infectadas
con rotavirus son expuestas a un segundo estrés con Ars, estas son capaces de formar SGs
solo a las primeras de la infeccion (aproximadamente 1-2 h.p.i), mientras que en horas
posteriores se inhibe la capacidad de la formacion de estas estructuras. Cuando las células son
infectadas con el virus inactivado y expuestas a un segundo estrés, éstas si son capaces de
formar SGs. Estos resultados, nos permiten sugerir que el mecanismo por el cual se lleva a

cabo la inhibicion de la formacion de SGs durante la infeccidn, este relacionado con los

mecanismos de sintesis de proteinas o replicacion del mRNA viral.
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Por otro lado, es importante recordar que la composicion de SGs es muy compleja y muy
variable. Hasta ahora se han identificado diferentes proteinas involucradas en el mecanismo
de formacion de los SGs (Tabla 1) P!, Sin embargo, hasta ahora no se sabe como es que dicho
mecanismo ocurre. El estudiar la distribucion de las proteinas que componen a los SGs
durante la infecciéon con rotavirus, nos podria dar una idea sobre como es que ocurre su
inhibicién. En el presente trabajo, mostramos que las proteinas elF3b, caprina, y RI no sufren
cambios en su distribucion durante la infeccion con RRV. Interesantemente, se observo que la
proteina G3BP, conforme transcurre la infeccion, forma unos agregados citoplasmicos muy
similares a los SGs formados en respuesta a Ars y que incluso estos agregados, a tiempos
tardios de la infeccion se encuentran distribuidos alrededor de los viroplasmas. Es importante
mencionar, que se ha descrito que la proteina G3BP tiene multiples funciones, entre las cuales
se encuentra la participacion en la sefializacion de Ras, replicacion, traduccion, ciclo celular,
entre otras I '* 1!, Resultados recientes muestran que la proteina G3BP, es muy importante
para la formacion de SGs y es considerada como una proteina iniciadora del ensamblaje de los
de estas estructuras **). Ademas, se ha demostrado que en células donde se sobre expresa la
proteina G3BP se forman SGs, mientras que en células en donde esta proteina esté silenciada,
aun en presencia de estrés con Ars, no hay formacién de SGs * *°1. El hecho de que la
proteina G3BP sea tan importante para la formacion de los SGs y que durante la infeccion con
RRYV se agregue en estructuras parecidas a los SGs, nos permiten sugerir que sea a partir de la
agregacion citoplasmica de esta proteina por la cual los SGs no se formen durante la
infeccion. Consideremos, que la proteina G3BP no es la Unica proteina que lleva acabo el
inicio del ensamblaje de los SGs, también se encuentra la proteina TIA-1, que al igual que

G3BP, se ha descrito que la sobre expresion de esta proteina promueve la formacion de SGs,
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mientras que su silenciamiento inhibe que estas estructuras se formen > '* '8 También, se
ha descrito que en células que son expuestas a un estrés con Ars, la proteina TIA-1, se
transloca del nucleo al citoplasma para distribuirse a los SGs ™ *.. Montero et al. 2008,
mostraron que durante la infeccion con RRV Ia proteina TIA-1 se transloca del nucleo al
citoplasma, indicaindonos que existe un respuesta de la célula al infeccion, tal y como ocurre
con el estrés provocado con Ars. Sin embargo, durante la infeccion esta proteina no se
distribuye hacia los SGs. Este resultado, nos permite sugerir que la proteina TIA-1
posiblemente también este involucrada en el mecanismo de inhibicidon de la formacion de SGs
durante la infeccion con RRV, y que posiblemente tanto esta proteina como la proteina G3BP
tengan un papel importante en el ciclo replicativo de RRV. Es importante tener presente, que
para entender el mecanismo por el cual se lleva a cabo la inhibicion de la formacion de SGs
durante la infeccidon, es importante considerar el cambio de distribucidn que sufren las
proteinas que son consideradas importantes para llevar a cabo la formacion de SGs, ya que se
ha demostrado, que varios virus que también inhiben la formacion de SGs durante su proceso
de infeccion, lo hacen a través de modificar estas dos proteinas (TIA-1 y G3BP), tal es el caso

) [11:21.39) "por otro lado,

de los virus de West-Nile y Poliovirus, respectivamente (apartado 1.4
nos llama la atencion que de las proteinas que analizamos en este trabajo, la proteina G3BP
sea la unica que se agregue durante la infeccion con RRV, y no caprina-1, la cual
recientemente se ha demostrado que se une a la proteina G3BP, y que es a través de esta
interaccion por la cual la proteina caprina-1 se distribuye a los SGs en condiciones de estrés
B34 El hecho de que la proteina caprina-1, y las demas proteinas analizadas en este trabajo, no
se agreguen junto con la proteina G3BP durante la infeccion con RRV, y el hecho de que los

agregados de G3BP no se disuelven con cicloheximida, tal como ocurre con los SGs
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formados con Ars, nos permitid sugerir que quizas estos agregados no son los tipicos SGs
descritos hasta ahora con Ars y que posiblemente pudieran ser otro tipo de estructuras
citoplasmicas que se forman en la célula en respuesta a la infecciéon con RRV. En base a esto,
seria interesante estudiar la funcion de los agregados de G3BP y las proteinas que los forman
durante la infeccion con RRV y determinar la importancia de estas estructuras en el ciclo

replicativo del virus.

Hasta ahora no se habia caracterizado la formacion de SGs por efecto del RNAdc. En este
trabajo, se mostro que los SGs formados en respuesta a este tipo de estrés, se mantienen por
largos periodos de tiempo, y que esto correlaciona con datos obtenidos en el laboratorio, en
donde se mostro que el efecto del RNAdc promueve la fosforilacion del factor elF2a y la

inhibicién de sintesis de proteinas por periodos largos de tiempo 2.

Estos resultados, nos
permiten sugerir que el estrés provocado por el RNAdc difiere de otros tipos de estrés, como
el estrés de Ars o de tapsigargina, en donde tanto la fosforilacion del factor elF2a, como la
inhibicion de sintesis de proteina y la formacion de SGs duran aproximadamente 1 hora y
posteriormente, se observa un periodo de recuperacion en la célula, en donde se desfosforila
el factor elF2a, se desensamblan los SGs y se recupera la sintesis de proteinas celulares. De

esta manera, pareciera que en el estrés provocado por efecto del RNAdc no hubiera este

periodo de recuperacion, al menos en las condiciones marcadas en este trabajo.

También se mostrd que a diferencia del estrés provocado con Ars, el estrés generado por el
RNAdc (ya sea viral o sintético; poli I:C), promueve una inhibicioén en la formacion de PBs,
que son las estructuras donde se lleva a cabo la formacion de los mRNAs. De igual manera, se

mostrd que en la formacién de SGs por efecto de RNAdc, la proteina elF3b solo se encuentra
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distribuida estas estructuras durante la primera hora de tratamiento. Este tltimo resultado, nos
permite sugerir, que la proteina elF3b, una de las proteinas que se ha descrito es importante

para la formacion de SGs ¥

, solo sea necesaria para llevar a cabo el inicio de ensamblaje de
los SGs durante el estrés de RNAdc, y una vez llevado esto a cabo, esta proteina se excluya de
los SGs para desempenar otras funciones que le permitan a la célula sobrellevar este estrés.
Ademas, se mostré que los SGs de RNAdc, no se disuelven por completo después del
tratamiento con cicloheximida, tal y como ocurre con los SGs de Ars. Este resultado nos
indica, que a diferencia de los SGs generados por Ars, estos SGs son mas estables y mas
resistentes al efecto de la cicloheximida. En conjunto, estos resultados nos permiten sugerir
que los SGs formados por RNAdc no sean los tipicos SGs descritos con Ars, y que

posiblemente existan otros tipos de granulos de estrés cuya composicion, estructura y

estabilidad dependeréa del tipo de estrés que la célula reciba.

La caracterizacion de los SGs formados por estrés de RNAdc, nos permitié observar que la
infeccion con RRV y el RNAdc (viral o poli I:C), posiblemente desencadenan las mismas
respuestas en la célula. Como se mencion6 anteriormente, en ambos casos se promueve la
fosforilacion del factor elF2a y la inhibicidn de la sintesis de proteinas, s6lo difieren que con
el RNAdc si se forman SGs y durante la infecciéon con RRV no. Sin embargo, la proteina
PABP, que es un componente de los SGs, sufre el mismo cambio de distribucion en ambos
casos. Se ha sugerido, que durante la infeccion con RRV, la responsable del cambio de
distribucion de la proteina PABP es la proteina viral NSP3, la cual se ha visto que tiene un
dominio de union al poli A de los mRNAs y se cree que a través de este dominio la proteina
NSP3 desplaza a PABP, y por consiguiente esta proteina se distribuye hacia el nucleo. Esta

observacion, también se apoya en el hecho de que en ausencia de la proteina viral NSP3, no se
70



observa una distribuciéon nuclear de la proteina PABP durante la infeccion ** . Con el
RNAdc, se observa este mismo cambio de distribucion de la proteina PABP, solo que en este
caso, no esta la proteina viral NSP3. Este resultado, nos permite sugerir que posiblemente
exista otro mecanismo por el cual la proteina PABP se este distribuyendo en el nucleo, ya sea
por translocacion de esta proteina de citoplasma a nucleo o por acumulacion de esta proteina
en el nucleo, debida quizé a un impedimento en el proceso de exportacion de dicha proteina.
Parece interesante estudiar a detalle este mecanismo de distribucion de la proteina PABP,
tanto para determinar como es que participa esta proteina en ciclo replicativo del virus, como
para determinar su papel en proceso de formacion de los SGs por el RNAdc y en el proceso

de inhibicion de los SGs durante la infeccién con RRV.

Por otro lado, el efecto que tiene el RNAdc durante la infeccion es muy claro. De manera
general, se ha descrito que una célula genera una respuesta, principalmente de INF, debida al
reconocimiento de RNAdc, y es esta respuesta junto con la expresion de otras citocinas
involucradas en el sistema inmune, la que despierta un mecanismo de prevencion en las

1 32 Cuando las células son

demas células para impedir una posible infeccion vira
transfectadas con RNAdc y posteriormente infectadas con RRV, se observd que las células
que estaban transfectadas no pueden ser infectadas con RRV. Este resultado nos permitio
sugerir que la respuesta a INF generada por las células transfectadas con RNAdc, impide que
estas sean posteriormente, susceptibles a la infeccion, y por lo tanto observamos una
disminucién de células infectadas del 51.5 %. Dado el efecto que este tipo de estrés genera en
la célula, nos impide utilizarlo como herramienta para estudiar el mecanismo de inhibicion de

la formacion de SGs durante la infeccion con RRV. Encontrar un tipo de estrés, que nos

permita llevar a cabo la formacion previa de los SGs, para posteriormente infectar a las
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células con RRV vy ver si el virus es capaz de inhibir la formacion de estos, parece ser una
herramienta muy util. Existen otras formas de llevar a cabo la formacion previa de SGs, por
ejemplo la sobreexpresion a través de plasmidos de las proteinas iniciadoras del ensamblaje
de los SGs, como las proteinas G3BP y TIA-1, o incluso la utilizacion de drogas que forman
SGs independientemente de la fosforilacion de elF2a, como pateamina A, que nos podrian
ayudar a determinar que proteinas del virus estan involucradas en la inhibicién de la

formacion de SGs durante la infeccion.

Finalmente, en la figura 26, se muestra un esquema en donde se resume de manera general
los resultados obtenidos en este trabajo. En este esquema, se muestran las diferentes senales
que recibe una célula para llevar acabo la formacion de SGs, basdndose principalmente en el
hecho de que diferentes tipos de estrés son capaces de formar diferentes tipos de granulos de
estrés, y que estos, pueden variar tanto en tamafio, forma, composicion, estabilidad y
duracion. También, se muestran las similitudes que existen entre el estrés generado por efecto
del RNAdc y estrés generado por efecto de la infeccion RVV, y se indican algunos puntos
clave en donde posiblemente sea regulado el proceso de inhibicion de la formacién de SGs

durante la infeccion con RRV.
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Fig. 26. Integracion de las sefiales de estrés que llevan a cabo la formacion de SGs y las sefiales generadas con RRV. Existen
dos vias por las cuales se puede llevar a cabo la formacion de los SGs. La via dependiente de la fosforilacion de elF2a, la cual se lleva
a cabo a través de la activacion de 4 cinasas: GCN2, PERK, HRI y PKR. Y la via independiente de la fosforilacion de este factor
(flecha color morado) que involucra cualquier bloqueo en la etapa de inicio de la traduccion, por ejemplo el corte proteolitico de la
proteina elF4A por la droga pateamina A. Los SGs descritos a detalle hasta ahora en la literatura, involucran la via dependiente de la
fosforilacion de elF2a (flechas color rojo). La activacion de las cinasas GCN2, PERK y HRI, fosforilan al factor elF2a y como
consecuencia, se forman los SGs y se inhibe la sintesis de proteinas. El estrés de RNAdc (flechas color amarillo), por su parte,
involucra también esta via a través de la activacion de la cinasa PKR, pero a diferencia del estrés con Ars, este estrés forma un tipo
diferente de SG, que dura largo tiempo y varia en composicion y estabilidad. Por lo que se caracterizd en este trabajo, los SGs de
RNAdc, son pequefios, la proteina eIF3b solo participa en su ensamble y la proteina PABP se distribuye en el nucleo. Por tltimo, el
estrés de RRV (flechas color azul) es muy similar al estrés de RNAdc, solo que a diferencia de este, no forma ninguno de los dos tipo
de SGs, si no que forma unos agregados citoplasmicos de la proteina G3BP, Sin embargo, también distribuye a la proteina PABP al
nucleo y en comparacion a las tres vias (flechas color rojo, amarillo y azul), también transloca de nucleo a citoplasma a la proteina
TIA-1. En la figura, se indican con asteriscos los posibles puntos de regulacion que posiblemente estén involucrados en el mecanismo
de inhibicion de la formacion de SGs durante la infeccion.
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IX. Conclusiones

1) A tiempos tempranos de la infeccion con RRV, las células MA104 son capaces de
responder a un segundo estrés con As, llevando a cabo la formacion de SGs. De igual manera,
cé¢lulas MA104 infectadas con virus RRV inactivado son capaces de formar SGs en presencia
de un segundo estrés con As hasta las 6 h.p.i. Estos dos resultados, sugieren que es la
acumulacion de proteina o mRNA viral lo que inhibe la formacion de SGs durante la

infeccion.

2)  Las proteinas elF3b, caprina y RI, no sufren ningin cambio de distribucion durante

la infeccion con RRV y mantienen su distribucion citoplasmicos.

3) La proteina G3BP, considerada como marcador de los SGs, se agrega durante la
infeccion con RRV en agregados citoplasmaticos muy similares a los SGs formados en
respuesta a As, sin embargo, estos no se desagregan en presencia de cicloheximida. Ademas,
estos agregados de G3BP, se distribuyen alrededor de los viroplasmas y esto podria indicar

que posiblemente sean importantes para la replicacion del virus.

4)  El RNAdc (viral o sintético [poli I:C]) promueve la formacion de SGs por largos
periodos de tiempo y ademas inhibe la formacion de PBs. Por otra parte, los SGs formados
por RNAdc, parecieran no disolverse en presencia de cicloheximida. Estas tres caracteristicas
los hacen diferentes a los SGs generados en repuesta a As, por lo que estos SGs podrian

formar parte de otro tipo de granulos de estrés.

5) La proteina elF3b forma parte de los SGs formados en repuesta al RNAdc, s6lo la
primera hora de tratamiento, lo que permite sugerir que esta proteina se requiera para que se
lleve a cabo el ensamblaje de los SGs, y que posteriormente se excluya de estas estructuras

para permitir a la célula sobrellevar el estrés.
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6) La distribucion nuclear de la proteina PABP por efecto del RNAdc, nos permite
sugerir que posiblemente exista otro mecanismo por el cual PABP se distribuya hacia ntcleo,

y que no solo sea la proteina viral NSP3 la que esté involucrada en dicho mecanismo.

7)  Nosotros sugerimos que la respuesta de IFN-y que genera ¢l efecto de RNAdc impide

que las células se vuelvan susceptibles a la infeccion con RRV.
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X. Perspectivas

1)  Estudiar la distribucion de otras proteinas marcadoras de SGs durante la infeccion
con RRV, posiblemente nos ayudaria a encontrar el mecanismo de inhibicion de la formacion

de SGs durante la infeccion.

2)  Estudiar el papel de los agregados de G3BP, asi como la composicion de los mismos,
proteina, mRNA viral o celular, RNAdc, etc. Para determinar si son importantes para el ciclo

replicativo de RRV.

3)  Encontrar otro mecanismo para llevar a cabo la preformacion de los SGs, y
posteriormente infectar a las células con RRV, podria ayudar a identificar que proteinas
virales estan involucradas en el mecanismo de inhibicién de la formacién de SGs durante la

infeccion.

4)  Estudiar las similitudes que generan el estrés generado con el RNAdc (viral o

sintético; poli I:C) y la infeccién con RRV.
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Abreviaturas

AC. Agregados citoplasmicos de G3BP.

Ars. Arsenito

Ch. Cicloheximida

elFs. Factores de inicio de la traduccion (del inglés eukaryote Initiation Factor)
GFP. Proteina verde fluorescente.

h.p.i. Horas post-infeccion.

h.p.t. Horas post transfeccion.

MOI. Multiplicidad de infeccion.

MRNA. RNA mensajero.

MRNPs. Ribonucleoproteinas de uniéon a mRNA.

PABP. Proteina de union a poli A.

PBs. Cuerpos P; estructuras citoplasmicas donde se lleva a cabo la degradacion del mRNA.
Poli I:C. RNAdc sintético.

RFP. Proteina rojo fluorescente.

RI. Proteina ribosomal S10 que forma parte de la subunidad pequena del ribosoma.
RNAdc. RNA de doble cadena

RNAdc-V. RNA de doble cadena viral.

RRV. Cepa de rotavirus RRV

S6. Proteina ribosomal componente de la subunidad pequena del ribosoma
SFV. Semlinki Forest Virus

SGs. Granulos de estrés; del inglés Stress Granules.

YFP. Proteina amarillo fluorescente.
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