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ABSTRACT

Human Astroviruses (HAstV) are causing agents of gastroenteritis in young children and
immunocompromised patients. Caco-2 cells infected with two different HAstV serotypes (4 and 8)
showed apoptosis markers and caspases activity. Activity of these enzymes plays an important
role in the processing of VP90 at its carboxy-terminus to yield a smaller protein named VP70,
which correlated with the release of viral particles to the extracellular media.

This work describes in more detail the correlation of specific casp activity with the processing of
VP90 and the release of viral particles, during infection with HAstV-8 in two cell lines, Caco-2 and
Hek-293. Different results were obtained in cell lines. It was found that HAstV-8 infection triggers
activation of initiator, such as caspases-8, -9 and -4, as well as effector caspases, such as casp-3
and -7 in Caco-2 cells; however, only casp-9, -3 and -4 seem important for the processing of VP90,
since only cells transfected with siRNAs specific to these caspase, but not to caspase-8, showed
less processing. On the contrary, all active caspases cleaved in vitro translated VP90 to VP70,
indicating that the protein was substrate for every caspases. Although the release of virus particles
was also reduced by silencing caspases-3, -9 and -4, the strongest effect was due to caspases-3
absence, either by silencing it or in the presence of the peptide DEVD-CHO, a potent inhibitor for
executioner Caspases-3/7. In spite that executioner caspases-activity was increased, cells did not
show changes in their membrane permeability and remained alive for up to 72 hpi, indicating that
the release of the virus occurs by a non-lytic mechanism. Caspases-activity increased significantly
by transient expression of the non-structural polyprotein nspla, more than that observed by
expressing nsplb and VP90, suggesting that nspla could promote caspases-activation during
HAtsV-8 infection. HAstV-8 infection likely sensitizes cells to caspases-activation since this
activation is more prominent when infected cells were treated with apoptogenic agents, such as
TRAIL and staurosporine.

On the other hand, Hek-293 cells were less permissive than Caco-2. In addition, VP90 was not
processed to VP70, and no virus nor VP70 were found in the extracellular media, instead proteins
VP27 and VP25 were detected in this fraction, indicating defects during virus entry. HAstV infection
triggers caspases-2, -6 and -8, but not caspases-3/7 activity; however none of these enzymes
seems to cleave VP90 to VP70 in these cells, since even after treatment with apoptogenic agents,
such as staurosporine that enhances caspases-activity, VP90 was not processed, nor release of

viral particles was observed.



RESUMEN

Los Astrovirus Humanos (AstVH) son una de las causas mas importantes de gastroenteritis en
nifios pequefios y en pacientes inmunocomprometidos. Las células Caco-2 infectadas con AstVH-
4 y -8 son positivas a ciertos marcadores de apoptosis, entre ellos actividad de caspasas. Al
parecer esta actividad es importante en la maduracion de la particula de HAstV-8, ya que procesa
la proteina estructural VP90 para generar una proteina de menor tamafio llamada VP70; este
procesamiento se ha relacionado con la capacidad del virus de salir al medio extracelular.

En este trabajo se describe la activacién de ciertas caspasas durante la infeccion con AstVH-8 en
dos lineas celulares, Caco-2 y Hek-293, el papel de estas enzimas en el procesamiento de VP90 y
en la liberacion del virus, y la proteina viral responsable de la induccién de apoptosis.

En las células Caco-2 la infeccion con HAstV-8 activa a las caspasa iniciadoras -8, -9y -4y a las
efectoras -3 y -7. El silenciamiento de la expresiéon de las caspasa-9, -3 y -4, usando siRNAs,
redujo el grado de corte de VP90, mientras que el silenciamiento de la expresion de la caspasa-8
no tuvo ningun efecto. Todas estas caspasas procesaron a VP90 in vitro. La salida de virus
también disminuy6 en las células silenciadas en la expresion de caspasas-3, -4 o0 -9, sin embargo
el efecto fue mayor en el silenciamiento de caspasa-3 y en presencia del inhibidor de caspasas-
3/7. La infeccién no parece alterar la integridad de la membrana celular, sugiriendo que la salida
pudiera ser por un mecanismo no litico.

La expresion transitoria de la proteina viral nspla, induce mayor actividad de caspasas que la
expresion de las otras proteinas virales, por lo que nspla podria ser la responsable de la induccion
de apoptosis.

En otro aspecto, la actividad de caspasas en respuesta a la infecciéon parece ser mayor en
presencia de ciertos apoptogénicos, como TRAIL o estaurosporina, lo que sugiere que la infeccién
podria sensibilizar a las células a responder mejor a la muerte inducida por estos agentes.

Por otro lado, las células Hek-293 son menos permisibles que las Caco-2 a la infecciéon con
HAstV-8, ademas de que en Hek-293 la VP90 no se procesa a VP70, aln a tiempos tardios de
infeccidn. En el sobrenadante tampoco se detecta a la proteina VP70, pero se detectan VP27 y
VP25; estas proteinas no parecen ser de nueva sintesis, sino del inéculo original, lo que sugiere
gue la entrada del virus a estas células, podria ser menos eficiente que la entrada a las células
Caco-2. Finalmente, en células Hek-293, la infeccioén activa a las caspasas-2, -6 y -8, pero no a las
caspasas-3/7. La actividad de caspasa-3/7 en células infectadas en presencia de apoptogénicos
es mayor que en células sélo infectadas, pero aun en estas circunstancias, no ocurre el
procesamiento de VP90 ni se favorece la salida de virus de las células, como ocurre en las células

Caco-2.



I. INTRODUCCION

1. Astrovirus

1.1 Generalidades de Astrovirus

Los Astrovirus (AstV) son virus no envueltos de aproximadamente 28-30 nm de
diametro, cuyo genoma esta conformado por una sola cadena de RNA de
polaridad positiva; poseen una estructura icosaédrica formada de tres proteinas
derivadas del procesamiento del producto primario de traduccién del ORF2 (del
inglés Open Reading Frame). Madeley y Crosgrove en 1975, acufiaron el término
astrovirus debido a la apariencia de estrella que las particulas virales muestran en
microscopias electrénicas (Fig. 1A) [7]. Mediante criomicroscopia electronica y
andlisis de imagenes del Astrovirus Humano de serotipo 1 (AstVH-1), se ha
establecido que la particula posee una capside de apariencia ondulada de 330°A
de diametro con 30 espiculas diméricas, con las que el diametro de la particula se
extiende a 500°A (Fig. 1B).

Fig. 1. Micrografia electrénica de AstVH provenientes de muestras fecales. La barra equivale a
100 nm (A). Apariencia de la particula obtenida por criomicroscopia y analisis de imagenes (B).
Tomado de [1].

La familia Astroviridae se clasifica en dos géneros: Mamastrovirus, que incluye
virus que infectan mamiferos y los Avastrovirus, que infectan aves. Entre los
mamastrovirus se encuentran los astrovirus de bovinos, corderos, venados,
cerdos, gatos, ratones, perros, visones, murciélagos y humanos; entre los
avastrovirus se encuentran los virus de pollos, patos y pavos. Con base en la
secuencia de aminoacidos de la capside, cada género se divide en dos
genogrupos, y cada genogrupo se subdivide en genotipos de diferentes especies

de hospedero. Asi los AstV Humanos (AstVH) de genotipos 1-8 se encuentran en



el subgrupo A del G1 y AstVH divergentes se ubican los subgrupos A del G2y B
del G2.

1.2 Patogénesis de astrovirus

Los AstVH son una causa importante de gastroenteritis viral en nifios pequefios,
adultos mayores y pacientes inmunocomprometidos. Las principales
caracteristicas clinicas de la infeccion son: diarrea leve que se presenta hasta con
4 evacuaciones por dia, por un periodo de 2 a 3 dias, dolor abdominal, vémito y
en algunos casos fiebre [1]. La gastroenteritis por AstVH generalmente es una
enfermedad autolimitante que no requiere tratamiento especifico, sin embargo en
algunos casos los pacientes llegan a presentar deshidratacion, por lo que es
necesaria la reposicion de liquidos por via oral o intravenosa [8].

Recientemente se reporto el hallazgo de AstVH en biopsias de diversos tejidos
como: el nervioso (corteza frontal cerebral y tallo cerebral), renal, hepatico y
linfatico (bazo), provenientes de un paciente con encefalitis, lo que sugiere que los
AstVH podrian causar infeccién del tejido nervioso ademéas de los cuadros
gastrointestinales tipicos [9].

En animales, los AstV también causan diarrea, mientras que en algunas especies
de aves causan ademas otros trastornos. En pollos, el ANV (Avian Nephritis
Virus) se ha asociado con un sindrome de retardo en el crecimiento y nefritis
intersticial aguda; en patos, la infeccion causa hepatitis y en pavos los AstV
causan el sindrome de alta mortalidad llamado por sus siglas en inglés PEMS
(Poult Enteritis Mortality Sindrome) [1].

Aunque los astrovirus infectan una gran variedad de especies, los modelos
animales se limitan a corderos, becerros y pavos, siendo los ultimos los animales
en los que mas se ha estudiado la patogénesis de la infeccion [10]. En intestinos
de pavos infectados con AstV-2 se observaron cambios histoldégicos sutiles como
inflamacién ligera (ver adelante) e infiltracion de linfocitos [11, 12]. En pavos se
observo también que la infeccion con Turkey Astrovirus-1 (TAstV-1) disminuyo la
actividad de maltasa lo cual provoc6 mala digestion y mala absorcion de
disacaridos causando diarrea osmotica [13]. A este respecto, también se ha
propuesto que la diarrea podria deberse a un aumento en la permeabilidad

intestinal, lo que podria favorecer el incremento en la secrecion de fluidos en el



lumen del intestino. El aumento de la permeabilidad intestinal se le ha atribuido a
la proteina de la capside [14].

Por otra parte, en suero de pavos inoculados con TAsV-2 y en intestinos de
embriones de pavos, se encontré elevada actividad de TGF-beta. Dado que esta
es una citocina inmunosupresora que entre otras propiedades, modula la
severidad de enfermedades intestinales, se ha propuesto que la activacion de
esta citocina podria prevenir la inflamacién en la infeccion con AstV [12]. Por otra
parte, en células Caco-2 infectadas con los AstVH-1, 2, 3 y 4 se ha detectado
inactivacion del complemento. Debido a que el complemento es una ruta de
sefalizacion importante en el disparo de la inflamacién; se ha propuesto que la
inactivacion del complemento por la infeccion, podria prevenir la respuesta
inflamatoria [15]. Al parecer, la proteina de la capside es la responsable de la
supresion de la activacion del complemento, ya que ésta tiene la capacidad de
unirse a C1lg y MBL, proteinas determinantes en el inicio de la activacién del
complemento por la ruta clasica, y por la ruta de las lectinas, respectivamente
[16].

1.3 Organizacién genémica

El genoma de los astrovirus esta formado por una cadena sencilla de RNA de
sentido positivo; es de aproximadamente 6.8 Kb y esta organizado en tres ORFs.
Hacia el extremo 5  existe una regién no traducible que varia de 11 a 85
nucleotidos (nt) entre los diferentes AstV, posteriormente se ubican el ORFlay el
ORF1b que codifican para las proteinas no estructurales (nsp, del inglés no
structural protein), las cuales parecen ser importantes en los procesos de
transcripcion y replicacion del RNA. Hacia el extremo 3’ del genoma se localiza el
ORF2, que codifica para la poliproteina estructural, le sigue una region no
traducible de 80 a 85 nt entre los diferentes AstV, y posteriormente una cola de
poli (A) (Fig. 2A).

Con base en el analisis de la secuencia de la proteina codificada por el ORF1a,
se ha encontrado que la proteina nspla, contiene de 5 a 6 motivos de hélices
transmembranales y un motivo de serin proteasa. Rio abajo de la proteasa, se ha
identificado una sefal de localizacion nuclear (SLN) en AstVH y AstV de pollo, sin

embargo su funcionalidad no se ha comprobado [17]. Esta supuesta sefial de



localizacidn nuclear es similar al extremo carboxilo terminal de la VPg (del inglés
Viral Protein genome linked) de calicivirus aunque no se ha estudiado su sintesis.
Como resultado de este analisis de secuencia, también se presume en nspla la
presencia de dos estructuras coiled coil que podrian participar en la formaciéon de
oligbmeros [18].

El ORF1b codifica para una poliproteina que contiene motivos de RNA polimerasa
dependiente de RNA [18], mientras que el ORF2 codifica para la poliproteina
precursora de las proteinas estructurales, que conforman la capside del virus (Fig.
2A).



1.4 Proteinas virales y su procesamiento.

1.4.1 Proteinas no estructurales.

El producto primario de la traduccién del ORF1a es la poliproteina nspla. A partir
del ORF1lay del ORF1b se traduce la proteina nsplab a través de un mecanismo
de cambio de fase. Entre estos dos ORFs existe una region de sobrelapamiento
gue esta conservada en AstVH y de animales y presenta dos caracteristicas
importantes: una secuencia heptamérica (AAAAAAC) y rio abajo una estructura
de tallo y asa. Ambas caracteristicas son necesarias para el cambio de fase
ribosomal durante la traduccion del genoma de AstV, produciendo nspla y
nsplab a partir de este mismo RNA. La eficiencia del cambio de fase en la
traduccion se describié del 5 al 7% en un sistema de traduccién in vitro [19],
mientras que en un sistema de infeccion-transfecccidn transitoria, esta eficiencia
vario del 25-28% [20].

El procesamiento proteolitico de las proteinas virales no estructurales depende
tanto de proteasas celulares como de la proteasa viral. En el caso del AstVH-8,
los productos finales del procesamiento son proteinas de 57, 27, 20, y 19 kDa. La
proteina de 57 kDa representa la polimerasa y la de 27 kDa es la proteasa (Fig.
2B) [21].

De acuerdo a los diferentes sitios de corte propuestos sobre nspla [21-23], Guix y
colaboradores dividieron teéricamente a la proteina en cuatro regiones a las que
les llamaron nsplal-4. La region nspla-4 parece tener un papel importante en la
replicacion del RNA, ya que virus que presentan variabilidad en la secuencia en
nspla-4 muestran diferencias en la sintesis de RNA gendmico y RNA
subgenomico [24], ademas, esta proteina colocaliza con el RNA viral, y se
encuentra cerca del Reticulo Endoplasmico (RE) [25].

La proteasa de los AstVH pertenece a la familia de las serin proteasas y su sitio
catalitico esta formado por la triada Serssi, Hisss1, Y ASpase. La estructura cristalina
de la proteasa de AstVH-1 revela que el mondmero estd formado por dos
dominios plegados en 2 barriles beta, unidos por un interdominio de 20
aminoacidos (aa). El dominio 1 comprende del residuo lless, al Thrses y esta
compuesto por seis cadenas beta (a-f) y dos hélices alfa cortas, una en el amino

terminal y otra entre las cadenas cl y dl. El dominio 2 comprende del residuo



Lyssi: al Valsg; y esta formado por 7 cadenas beta (a-g) y una hélice alfa en el
carboxilo terminal (Fig. 3) [26]. El sitio de procesamiento de la proteasa viral no ha
podido identificarse con claridad. Se ha sugerido que corta entre los residuos
Glnse7-Thrses [27] y entre Valaoe-Alauio Y Gluesa-llesss [22]. Sin embargo, al probar la
actividad de la proteasa recombinante sobre péptidos que contienen cada uno de
estos sitios, no se observaron productos de corte. Lo que si se ha determinado es
gue la proteasa de AstVH tiene actividad hidrolitica sobre sustratos acoplados a
Glu y Asp [26].

1.4.2 Proteinas estructurales.

El ORF2 se traduce a un producto de 87-90 kDa que forma las proteinas de la
capside. El analisis comparativo del alineamiento de las secuencia de la proteina
de las céapsides de diferentes cepas de AstVH reveld 3 regiones claramente
distinguibles: los primeros 415 aminoacidos del extremo amino terminal (con base
en la secuencia de AstVH-8) se encuentran muy conservados entre los diferentes
serotipos [28, 29]. Dentro de estos 415 aa existen dos regiones hipervariables,
pero a pesar de ello, el amino terminal de diferentes tipos de AstV presenta un
caracter basico, por lo que se ha propuesto que éste participa en el
reconocimiento y ensamble del RNA viral [30]. Después del aminoacido 415 y
hasta el 648 existe una region variable entre diferentes serotipos de distintas
especies [29]. La regién comprendida entre los aminoacidos 649 al 702 (con base
en la secuencia de AstVH-8) es hipervariable, sin embargo presenta un caracter
acido bien conservado entre AstV tanto de mamiferos como de aves [28]. De
acuerdo a predicciones estructurales, la regién conservada del amino terminal
podria ser la base de la estructura de la capside, mientras que la region
hipervariable del extremo carboxilo terminal (del aminoacido 415 en adelante)
podria formar las espiculas del virus. Esta region del extremo carboxilo terminal
podria participar en el reconocimiento del receptor celular [31]. EI extremo
carboxilo terminal (649-702 para AstVH-8) de diferentes serotipos de AstVH y de
diferentes especies presenta sitios clasicos de reconocimiento y corte por
caspasas, tales como EETD, DEND y DEVD [3] (Fig. 6, apartado 5.1).
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En la cepa Yuc-8 (AstVH-8) el producto primario de traduccion del ORF2 se llama
VP90. Esta poliproteina sufre un procesamiento inicial mediado por proteasas
celulares (al parecer caspasas, proteasas que se activan en apoptosis, ver mas
adelante) para rendir un producto de 70 kDa llamado VP70. Los viriones que

contienen VP70 son liberados al medio extracelular como particulas maduras [3].

Fig. 3. Estructura cristalina de la proteasa de AstVH-1. Se muestran los extremos carboxilo y
amino terminal y en el centro los residuos de aminoacidos que conforman el sitio activo.

En el medio extracelular, VP70 es procesada por tripsina por un mecanismo que
involucra varios cortes, generando los productos finales de 34, 27 y 25 kDa (Fig.
2C) [32]. En virus que pertenecen a los serotipos 1-7, los productos son de 32-34,
27-29 y 25-26 kDa respectivamente [33-36]. El procesamiento por tripsina es
necesario para hacer al virus completamente infeccioso; no se conoce el
mecanismo por el cual la infectividad se incrementa después del tratamiento con
tripsina, pero se sabe que se generan cambios estructurales drasticos en las
particulas virales, los cuales podrian facilitar la interaccibn con moléculas

celulares durante su entrada [33, 37].



1. 5 Ciclo Replicativo.

1.5.1 Entrada de astrovirus.

La entrada de astrovirus se ha estudiado en dos tipos celulares: Hek-293 (células
de riidbn de embriébn humano) y Caco-2 (células de carcinoma de colon humano).
El tratamiento de las celulas Hek-293 con agentes que afectan el funcionamiento
de lisosomas, (cloruro de amonio, dansilcadaverina, metilamina o monesina),
bloquean eventos tempranos de la infecciéon, pero no bloquean la unién del virus a
la membrana celular. En esta misma linea celular, se han identificado particulas
virales dentro de vesiculas cubiertas. Los resultados perimten sugerir que AstVH-
1 entra a estas células por endocitosis [38]. En las células Caco-2 la infectividad
de AstVH-8 disminuye con drogas que afectan el ensamblaje de clatrina
(clorpromazina), la polimerizacion de actina (Jasplakinolido y Citoclacina D), y la
acidificacion de los endosomas (Bafilomicina). La infeccion también se reduce en
células en las que se bloquea la expresion de clatrina y en aquellas que expresan
dominantes negativas de Dinamina-2 y Epsl5, proteinas involucradas en la
endocitosis mediada por clatrina. Resultados que sugieren que la entrada de
AstVH-8 a las células Caco-2, es por endocitosis mediada por clatrina y dinamina

(Mendez y colaboradores, manuscrito en preparacion).

1.5.2 Replicacion del genoma.

Se piensa que la estrategia de replicacion del genoma de AstV podria ser similar
a la reportada para alfavirus. De acuerdo a este modelo, el RNA genémico
(RNAg) podria servir como templado para producir una copia de longitud completa
de RNA de sentido negativo o antigenémico (RNAag). Este RNAag podria servir
para sintetizar dos tipos de RNA, el RNAg y utilizando un promotor subgenémico
el RNA subgenomico (RNAsg) (Fig. 4). El RNAg recién sintetizado es el que se
ensambla en las nuevas particulas virales. mientras que el RNAsg codifica para la

proteina perecursora de la capside [1].
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Fig. 4. Replicacién del genoma de AstVH. El RNAg sirve como templado para la sintesis del
RNAag y del RNAsg, para lo que se requieren las proteinas no estructurales nspla y nsplb, que
se traducen a partir del mismo RNAg. A partir del RNAsg se traduce el precursor de la proteina
estructural. En gris se representan las diferentes especies de RNA, y en negro a las proteinas.
Se indica el sentido y la polaridad de los RNAs.



1.5.3 Ensamble y liberacion de particulas virales.

Particulas virales con VP90 se han encontrado tanto asociadas a membranas
(MVP90) como libres en el citosol (VP90), mientras que particulas virales con
VP70 solo se han encontrado en el citosol (VP70). Al parecer la asociaciéon a
membranas protege a la VP90 de la digestion por tripsina, lo que sugiere que
también podria protegerla del corte por otras proteasas como las caspasas.
™/P90, pero no VP90 colocaliza con el RNA viral y con las proteinas no
estructurales, por lo que se especula que "VP90 podria ser la especie de VP90
gue inicialmente se ensambla en particulas. Tomando en cuenta estos hallazgos
se ha propuesto que las particulas virales se ensamblan con VP90 en asociacion
con membranas, después se liberan y en el citosol se cortan por caspasas,
produciendo particulas con VP70 que son capaces de salir al medio extracelular
[2] a través de un mecanismo desconocido. En el medio extracelular, la particula
viral con VP70, como ya se ha mencionado, debe ser procesada por tripsina para

hacer al virus completamente infeccioso [32] (Fig. 5)
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Fig. 5. Modelo propuesto para la morfogénesis de Astrovirus. "VP90 se ensambla en particulas
virales en asociacion con membranas, posteriormente las particulas se liberan de las
membranas (VP90) y en el citosol, la VP90 de las particulas virales se procesa a VP70 por
caspasas. Las particulas virales con VP70 salen al medio extracelular, en el cual la VP70 debe
ser procesada por tripsina para hacer al virus completamente infeccioso, rindiendo los productos
VP34, VP27 y VP25. Modificado de [2, 3]



2. Muerte Celular.

2.1 Tipos de muerte celular.

La muerte celular es un evento que participa en varios procesos fisioldgicos. De
acuerdo a la morfologia celular la muerte se ha clasificado principalmente en
apoptosis, necrosis y autofagia. Las caracteristicas que definen a cada tipo de

muerte se muestran en la tabla 1 [39-43].

Tabla 1. Principales tipos de muerte celular y sus caracteristicas.

Tipo de muerte | Caracteristicas morfolégicas
celular
Apoptosis Redondeamiento de las células.

Reduccién de volumen celular y nuclear.

Fragmentacion nuclear.

Condensacion de cromatina.

Retraccion de pseudopodos.

Modificacion sutil de organelos.

Formacién de burbujas (blebbling) de la membrana celular.

Separacion de citoplasma en estructuras rodeadas de membrana celular
llamadas cuerpos apoptéticos.

Autofagia Ausencia de condensacion de cromatina.

Presencia de numerosas vacuolas de doble membrana en el citoplasma.
Necrosis Hinchazén (swelling) del citoplasma.

Ruptura de la membrana citoplasmatica.

Hinchazén (swelling) de organelos del citoplasma.

Condensacion moderada de la cromatina.

Si bien estos tipos de muerte celular han sido estudiados ampliamente, los
alcances de este trabajo se limitan solo a la muerte celular apoptoética inducida por
AstvH-8.

2.2 Apoptosis.

El término apoptosis fue acufiado por Kerr y colaboradores en 1972 para describir
la muerte celular con caracteristicas morfologicas bien definidas [44]. Este tipo de
muerte es importante en varios procesos celulares tales como recambio celular,
funcionamiento adecuado del sistema inmunoldgico, desarrollo embrionario,
muerte inducida por farmacos, y eliminacion de células infectadas. La apoptosis
no adecuada puede derivar en enfermedades degenerativas, dafio isquémico,
desérdenes autoinmunes y cancer [45].

La apoptosis es un proceso coordinado y dependiente de energia que involucra la



activacion de proteasas celulares llamadas caspasas (cistein aspartato
proteasas), que reconocen y cortan cadenas polipeptidicas en secuencias bien
definidas, tales como DXXD and XEXD. Estas proteasas interactan y se activan
entre si a través de una cascada compleja, que inicia desde la recepciéon del
estimulo hasta la desmantelacion de la célula y su muerte, tras la cual los restos
celulares son fagocitados por células vecinas o macréfagos [4].

Las caspasas se expresan en la mayoria de las células como zimoégenos. Hasta
ahora se han descrito 14 miembros de esta familia, cuya caracteristica es un
dominio de proteasa organizado en dos subunidades, una grande de
aproximadamente 20 kDa y una pequefia de alrededor de 10 kDa. Los
zimégenos, denominados procaspasas, contienen un prodominio de longitud
variable. El prodominio y las subunidades se unen por un entrelazador en donde
se encuentra el residuo de Asp donde ocurre el corte necesario para la activacion
de las casps. En las pro-caspasas iniciadoras y las inflamatorias el prodominio es
de alrededor de 100 aa, mientras que en las pro-caspasas efectoras es de menos
de 30 aa o carecen de él. Las caspasas-8 y -10 poseen un prodominio con motivo
DED (del inglés Death Effector Domain); mientras que las caspasas-1, -2, -4, -5y
-9 poseen dominio con motivo CARD (del inglés Caspase Recruitmet Domain)
(Fig. 6). Estos dominios median la interaccidon homofilica entre las pro-caspasas y
las proteinas que funcionan como adaptadores para activarlas. Las caspasas
iniciadoras se autoactivan ayudadas de otras proteinas que sirven como
plataformas para su oligomerizacion y autoprocesamiento [46]. Una vez activas
estas caspasas activan a las ejecutoras o efectoras, y éstas son las que procesan
a los sustratos celulares llevando a la célula a la muerte [47]. Se han reportado

alrededor de 300 blancos celulares de caspasas [48].
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Fig. 6. Organizacion de las caspasas



2.2.1 Rutas de activacion de apoptosis.

Se han descrito principalmente dos grandes vias de induccion de apoptosis: la
ruta extrinseca (mediada por ligandos de muerte) y la ruta intrinseca (ocasionada
por dafio en mitocondria). Una tercera via de apoptosis se activa cuando las
células no se pueden recuperar del estrés de reticulo endoplasmico (RE). Existe
una ruta adicional que involucra la citotoxicidad mediada por linfocitos T y la
participacion de granzimas y perforinas. Todas las rutas convergen en una fase
de ejecucion de muerte celular, efectuada por caspasas efectoras, que da como

resultado los cambios morfolégicos y bioquimicos caracteristicos ya descritos.

2.2.1.1 Ruta extrinseca.

La ruta extrinseca se dispara por la union de los receptores de muerte a sus
ligandos también llamados de muerte. Estos receptores son proteinas que
pertenecen a la superfamilia del TNF, y se encuentran insertas en la membrana
celular. Se han descrito varios receptores entre ellos Fas (CD95 o Apo 1), cuyo
ligando es FasL (CD95L); TNFR-1 (p55, CD120a) y TNFR-2, cuyo ligando es
TNFa; DR3 (Apo3, WSL1, TRAMP, LARD), DR4 y DR5 (Apo , TRAIL-r2), cuyo
ligando es TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) [49].

Una vez que el ligando se une al receptor, se induce la trimerizacion y el
agrupamiento del receptor. A través de los DD (del inglés Death Domain)
presentes en los ligandos, se unen otras moléculas a las que se unen las pro-
caspasa-8 o -10, formando una estructura compleja llamada DISC (del inglés
Death Inducing Signal Complex) [50], la cual sirve como plataforma para que
estas procaspasa se oligomericen y se autoactiven. Posteriormente la pro-
caspasa-8 (o la -10) se libera del complejo DISC hacia el citoplasma, y activa a
las caspasas-3, -6, y -7 iniciando la fase de ejecucion [51, 52].

En cierto tipo de células, la cascada apoptética disparada por receptores de
muerte y la formacién del complejo DISC son suficientes para activar caspasas e
inducir apoptosis, estas son llamadas células de tipo I. Por el contrario, las células
de tipo Il amplifican la respuesta apoptotica inducida por receptores de muerte,
activando la ruta intrinseca con ayuda de BID (del inglés BH3 Interacting domain

Death agonist), un miembro de la familia de proteinas Bcl-2. BID es procesado por



caspasa-8, produciendo una forma truncada (tBID), la cual se trasloca a la
mitocondria y activa a Bax (BCL2-associated X protein) y Bak (BCL2-

antagonist/killer), promoviendo la activacion de la ruta apoptética instrinseca [53]
(Fig. 7).

2.2.1.2 Ruta intrinseca.

La ruta intrinseca se dispara por dafio mitocondrial en respuesta a estimulos
como agentes quimioterapeuticos, radiaciones UV o0 estrés oxidativo. Las
mitocondrias comprenden una matriz rodeada por una membrana interna (IMM,
Inner Mitochondrial Membrane), un espacio intermembranal y una membrana
externa (OMM, Outer Mitochondrial Membrane). En la membrana interna residen
entre otras, moléculas como ATP sintasa, la cadena transportadora de electrones
y el transportador del nucleétido adenina (ANT, Adenine Nucleotide Transporter).
En condiciones normales, estas moléculas contribuyen en la cadena respiratoria,
creando un gradiente electroquimico, que genera una diferencia de potencial
eléctrico (potencial de membrana). En la OMM se localiza el canal anionico
dependiente de voltaje (VDAC, Voltage Dependent Anion Channel), entre otros.
En el espacio intermembranal se encuentran el citocromo C (Cit-C), algunas pro-
caspasas (como la -2 y la -9) la adenilato cinasa-2, Endo-G, Smac (Second
Mitochondrial Activator of Caspases, también conocida como DIABLO, (Direct IAP
Binding Protein with Low pl) y AIF (Apoptosis Inductor Factor) [5, 54]. El aumento
de la permeabilidad de la OMM (MOMP, del inglés Mitochondiral Outer Membrane
Permeabilization) provoca la liberacion de estas moléculas al espacio
citoplasmatico [6], mientras que el aumento de la permeabilidad de la IMM resulta
en la pérdida del potencial de membrana.

Se han descrito dos mecanismos para explicar la MOMP. Primero, un poro se
abre en la membrana interna, permitiendo el acceso de agua y moléculas
superiores a 1.5 kDa. Este modelo llamado PTP (por permeability transition pore)
involucra la participacion de ANT, VDAC y de la OMM. La apertura del poro PT
puede dispararse por multiples estimulos y lleva a la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial y a la hinchazén de la matriz de la mitocondria. Una vez
gue el agua entra, la hinchazon es tal que la OMM se rompe y ocurre la MOMP.

El segundo mecanismo propuesto involucra la participacion de miembros de la



familia Bcl-2 como Bak y Bax. Se cree que su activacion es a través de un cambio
conformacional que lleva a su homo-oligomerizacion en poros lipoprotéicos que
se insertan en la OMM y de esa forma promueven el MOMP. La activacion de Bax
y Bak es modulada por otros miembros de la familia Bcl-2, proteinas como Bcl-2
(B-cell CLL/lymphoma 2), Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) y MCL-1 (Myeloid
cell leukemia sequence 1) [5].

Una vez que ocurre la MOMP las proteinas del espacio intermembranal como el
Cit-C se libera hacia el hacia el citosol. El Cit-C se une a APAF-1 (Apoptotic
Peptidase Activating Factor-1), induciendo un cambio conformacional en éste, que
es estabilizado por dATP, este cambio lleva a APAF-1 a su oligomerizacién en
una estructura heptamérica llamada apoptosoma. El cambio conformacional
induce también la exposicion de su dominio CARD, el cual recluta y dimeriza a la
caspasa-9 por medio del motivo CARD presente también en esta caspasa. La pro-
caspasa-9 entonces se autocataliza, dando lugar a la caspasa madura y activa.

Esta proteasa posteriormente activa a las caspasa efectoras -3 y-7 [55] (Fig. 7).

2.2.1.3 Apoptosis inducida por estrés de RE.

El RE es el organelo donde se lleva a cabo el plegamiento, modificacién y
direccion de las proteinas recién sintetizadas, y es uno de los principales
depésitos de Ca* intracelular. Las chaperonas moleculares, que residen en el
lumen del RE, son las responsables del plegamiento adecuado de proteinas. Bajo
ciertas circunstancias, hay sobreproduccién de proteinas, acumulacion de
proteinas mal plegadas, o disminucién de la concentracién de Ca*. Estas
situaciones generan estrés en el reticulo endoplasmico, contra el que las células
montan una respuesta llamada UPR (del inglés Unfolded Protein Response). Esta
respuesta involucra la activacion transcripcional de chaperonas como GRP78
(Glucose Regulated Protein of 78kD), GRP94 (Glucose Regulated protein of 94
kDa), calreticulina y otras moléculas como PDI (Protein Disulfide Isomerase).
Como parte de esta respuesta, la proteina PERK (PRKR-like endoplasmic
reticulum kinase) fosforila al factor de inicio de la traduccion elF2 alpha
(Eukaryotic translation initiation factor alpha), con lo cual se inhibe el inicio de la
traduccidn y la sintesis de proteinas.

La UPR ayuda a que las células puedan contender con las proteinas acumuladas



o mal plegadas, sin embargo cuando el estrés es mayor, las células no pueden
recuperarse y mueren por apoptosis [56, 57]. Se ha propuesto que en esta ruta de
apoptosis, la caspasa-12 es la iniciadora. Se han postulado tres mecanismos para
su activacién. El primero propone que la salida de Ca* del RE hacia el citosol
activa a calpaina y ésta activa a la caspasa-12 al procesarla [58]. EI segundo
mecanismo sugiere que la caspasa-12 se asocia con IRE-1 (Inositol-Requiring-1)
y TRAF-2 (TNF receptor-associated factor 2), formando una plataforma donde la
caspasa-12 se autoprocesa y se activa [59]. El tercer mecanismo propone que la
caspasa-7, en respuesta a ciertos estimulos, se trasloca al RE y podria activar
directamente a la caspasa-12 [60]. Una vez activa la caspasa-12 puede activar a
otras caspasas, entre ellas a la pro-caspasa-9 y a la pro-caspasa-7 [61, 62] (Fig.
7).

En humanos, el gen de la procaspasa-12 presenta un codén de paro prematuro y
mutaciones que impedirian a la proteina ser funcional [63]. Sin embargo se
considera que la procaspasa-4 que presenta una alta homologia con la
procaspasa-12 y se activa por estrés de RE, es la contraparte humana de la
caspasa-12 murina [64]. Se ha descrito que la activacion de la caspasa-4 como
respuesta a agentes que causan estrés de RE (como tapsigargina), depende de
Ca*? y calpaina [65]. La sobreexpresion de caspasa-4 causa su autoactivacion,
asi como también la activacion de caspasa-3 y de caspasa-9, sin que exista
liberacién de Cit-C [66].

2.2.1.4 Apoptosis inducida por granulos citotéxicos.

Los linfocitos T citotéxicos, (CTLs por el inglés cytotoxic linfocytes) son
mediadores de muerte celular a través de la ruta extrinseca y las interacciones
del Ligando y Receptor de Fas. Pero también tiene poder citotoxico en células
infectadas por virus o en células tumorales a través de una ruta que involucra la
secrecion de perforinas y granzimas. La perforina es una molécula formadora de
poros que facilita la liberacion de granulos hacia el citoplasma de las células
blanco. Los componentes mas importantes de estos granulos son las Granzimas
Ay B. La Granzima B corta proteinas en residuos de aspartato y se ha reportado
gue corta caspasa-10 y algunos sustratos celulares como PARP, lamina B e

ICAD. La Granzima B también corta a Bid, y con ello favorece la liberacion de Cit-



C activando la ruta apoptotica intrinseca. Ademas esta Granzima activa
directamente a las caspasas-3y 7.

Por su parte, la Granzima A activa apoptosis independientemente de la actividad
de caspasas. La Granzima A, una vez dentro de las células prmueve la
disminucion del potencial de membrana mitocondiral y el incremento de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por el inglés reactive oxygen species). Este
incremento provoca la traslocacion del complejo SET hacia el nucleo, lo cual
podria estar involucrado en la transcripcion de genes asociados con respuestas
de estrés oxidativo. La Granzima A también procesa proteoliticamnete a los tres
miembros del complejo SET: la proteina de ensamble nucleosomal SET, HMG2
(por el inglés high mobility group protein 2) y Ape 1 (base excision repair enzyme
apurinic/apyrimidinic endonuclease 1). SET normalmente se encuentra inhibiendo
la actividad de la DNAsa NM23-HI, la proteolisis de SET provoca la liberacion de
la DNAsa resultando en la degradacion del DNA. ElI complejo SET tiene también
importantes funciones en la proteccion de la cromatina y la estructura del DNA,
por lo tanto, la inactivacion del complejo por la Granzima A podria contribuir a la

destruccion de la integridad del DNA y de la cromatina, favoreciendo la apoptosis.



Cit-C

Fig. 7. Rutas de activacion de casps A. Ruta extrinseca. B. Ruta intrinseca. C. Activacion por
Estrés de RE. Las flechas rectas indican activacion, las flechas curvas indican salida, y las
flechas punteadas indican el nombre de la proteina. ¢, caspasa; pc, pro-caspasa. calp, calpaina.



3. Apoptosis inducida por AstvH.

En células Caco-2 infectadas con dos serotipos de AstVH se han observado
diversos marcadores de apoptosis. Con una cepa de AstVH-8 (Yuc-8), se observé
incremento en el nimero de células TUNEL positivas (Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) mediated dUTP Nick End Labelling, indicador de fragmentacion
del DNA) y cambio del potencial de membrana mitocondrial; asi como indicadores
de actividad de caspasas como desintegracion de lamina A y procesamiento de
PARP [3]. En células infectadas con AstVH-4 también se observo incremento en
el namero de células TUNEL positivas, ademas de condensacion de cromatina;
también se detecto la forma activa de caspasa-8 [67]. Aunque estos marcadores
sugieren que las caspasas se activan durante la infeccién, no se ha evaluado
directamente la actividad de las mismas. Ni se conoce cual es la caspasa que
inicialmente dispara la respuesta apoptotica.

Guix y colaboradores en el 2004, sugirieron que nspla del astVH-4, es la
responsable de inducir apoptosis, ya que células que expresaron transitoriamente
nspla, mostraron condensacion de cromatina y fragmentacion de DNA. Con base
en el andlisis de la estructura secundaria de la poliproteina nspla de varios
serotipos de AstVH, encontraron una estructura de seis alfa-hélices que presenta
cierta identidad (19%) y similitud (41%) con miembros de la superfamilia de DD
(Fig. 4), y que ademas es similar en estructura al DD de Fas [67]. Por lo anterior,
se propuso que este supuesto DD podria ser responsable de la induccion de
apoptosis (Fig. 2D). Sin embargo en AstVH-8 no se ha evaluado cudl es la
proteina responsable de inducir apoptosis.

Para AstVH-8, la actividad de caspasas parece estar involucrada en el
procesamiento de la proteina estructural VP90 para producir VP70, ya que VP70
se hace mas abundante en presencia de TRAIL, un inductor de apoptosis y se
inhibe con Z-VAD, un inhibidor general de caspasas [3]. La actividad de estas
proteasas no afecta la replicacion del AstVH-8, ya que los titulos virales en la
fraccion celular no se modifican en presencia de Z-VAD; pero si disminuyen en la
fraccion extracelular en el caso de AstVH-8 [3], y en presencia de un inhibidor de
caspasa-8 en el caso de AstVH-4 [67]. Si bien las caspasas parecen participar en
el corte de VP90 a VP70 y en la salida de virus, no se ha identificado a la

caspasa responsable de estos eventos.



lll. OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la activacion de caspasas en células Caco-2 y Hek-293 infectadas con

AstVH-8 y el papel que juegan en el ciclo replicativo del virus.

Objetivos particulares

1. Identificar el producto viral que induce la activacion de caspasas.

2. Estudiar la cinética de activacion de caspasas especificas en células
infectadas.

3. Estudiar el procesamiento de VP90 y la salida de astrovirus en funcion de

la actividad de caspasas especificas.



IV. MATERIALES Y METODOS

La mayoria de los materiales y métodos de este trabajo estan descritos en el
articulo que conforma el apartado 5.1: Role of individual caspases induced by
astrovirus on the processing of its structural protein and its release from the cell

through a non-lytic mechanism.

A continuacion se describen algunos materiales y métodos adicionales.

Células. Se utilizaron células HEK-293, que se cultivaron basicamente como se

describe en la seccion material y métodos del apartado 5.1

Sueros y reactivos. Para la identificacion de las proteinas virales no
estructurales se utilizé el suero anti-1-a3 [21]. Los anticuerpos contra GRP78
(Cat-sc13968) y lamina A/C (Cat-sc-7292) fueron de Santa Cruz Biotechnology. El
anticuerpo para identificar a p23 (Cat-612320) fue de BD y el anti -caspasa-12
(Cat-AAP-122) de Stressgen.

Transfeccion de plasmidos para la expresiéon de proteinas virales. Las
proteinas nspla, nsplb y VP90 se clonaron en el vector Hygro (-) cuya expresion
esta regulada por el promotor de CMV. Las células Caco-2 se transfectaron con
Transfast (Promega, Cat: E2431), en presencia de suero fetal bovino, de acuerdo
a las indicaciones del fabricante. Los tiempos éptimos para la expresion de cada

una de las proteinas fueron: nsplay nsplb: 48 h, y VP90: 72 h.

Ensayos de inmunofluorescencia. Las células sembradas en laminillas,
transfectadas como se explicé antes, se lavaron 1 vez con Buffer salino de
Fosfatos (PBS) y se fijaron con p-Formaldehido al 2% durante 15 min a
temperatura ambiente (TA), se permeabilizaron con triton al 0.5% durante 15
minutos a TA, se bloquearon 1 h a TA o toda la noche a 4°C en albumina sérica
Bovina (BSA) al 1% en PBS-NH4Cl 50 mM, se incubaron con el anticuerpo
primario durante 1 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C, y después
con el anticuerpo secundario durante 1 h a TA. Entre cada paso se lavaron

abundantemente con PBS-NH,Cl 50 mM. Finalmente las laminillas se colocaron



sobre una gota de glicerol al 10% en PBS como medio de montaje y se sellaron.

Se analizaron en un microscopio de la marca Zeiss.

Obtencién de RNA para andlisis de microarreglos de DNA. Las células Caco-2
se cultivaron como se indica en el apartado 5.1. Se infectaron a moi de 10y a las
2 hpi se extrajo RNA total utilizando Trizol (Invitrogen, Cat. 15596) de acuerdo a
las indicaciones del fabricante. El RNA se hizo hibridar en un microarreglo de
DNA de 35 574 genes humanos. La hibridacion se efectué en la Unidad de

Microarreglos de DNA del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.



V. RESULTADOS

La mayor parte de los resultados de este trabajo se publicaron en el articulo
“Papel que juegan diversas caspasaasas activadas por astrovirus, en el
procesamiento de su proteina estructural y en su liberacion de las células, a

través de un mecanismo no litico” que se presenta a continuacion

5.1 Role of individual caspases induced by astrovirus on the processing of
its structural protein and its release from the cell through a non-lytic

mechanism.




































5.2. Resultados adicionales de actividad de caspasas en células Caco-2.

5.2.1 Identificacion de la proteina viral responsable de la induccién de

apoptosis.

Para determinar qué proteina de AstVH-8 induce apoptosis, se transfectaron
plasmidos que contienen genes que codifican para cada una de las poliproteinas
virales nspla, nsplb y VP90 en células Caco-2 y se procesaron para ensayos de
inmunofluorescencia como se indica en la seccién material y métodos. Se
contaron las células que expresaron las proteinas virales y que fueron positivas a
dos marcadores de apoptosis: condensacion de la cromatina y desintegracion de
lamina A/C. Los marcadores indican que la célula esta en la fase terminal de
apoptosis y la actividad de caspasas sobre sustratos celulares, respectivamente.
Los resultados de la Fig. 8 muestran que la poliproteina que mayoritariamente

promueve estos eventos es nspla.
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Fig. 8. Marcadores de apoptosis en células que expresan las poliproteinas virales. Cada una de
las proteinas se expresaron transitoriamente en células Caco-2, y se prepararon para ensayos
de inmunofluorescencia como se describe en material y métodos. La grafica expresa el
porcentaje de células que mostraron cromatina condensada (A) y lamina A/C degradada (B) del
total de células que expresaron las proteinas que se indican arriba de cada barra.



5.2.2 Lainfeccién induce actividad de caspasas-2y -6.

Como se describe en el apartado 5.1, la interferencia de las caspasas-3, -9 y en
menor efecto de la caspasa-4 inhiben parcialmente el procesamiento de VP90,
pero la total inhibicion del procesamiento se obtiene cuando un inhibidor general
de caspasas esta presente en la infecciéon (Mendez et al., 2004), lo que sugiere
gue en la infeccién podrian activarse otras caspasas. Para determinar si otras
caspasas se activan, se evalud la actividad de la caspasa iniciadora -2 [68] y de la
efectora -6 [69] utilizando los reactivos acoplados a sustratos luminiscentes
adecuados. Como control positivo, las células se trataron con TRAIL [70]. En la
Fig. 9 se muestra que la caspasa-6 parece activarse desde las 6 hpi y la caspasa-

2 al rededor de las 12 hpi.
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Fig. 9. Actividad de casp-2 y -6 en la infeccion con HAstV-8. Las células Caco-2 se infectaron a
moi de 10 o se trataron con TRAIL (4 ug/ml) y a las 6,12 y 24 hpi o tratamiento, se cosecharon
para determinar la actividad de casp-2 (A) y casp-6 (B). Se muestran los resultados de 3
experimentos independientes realizados por duplicado y las diferencias significativas *P<0.01,
**P<0.001, **P<0.0001.



5.2.3 Actividad de caspasas en la infeccion en presencia de apoptogénicos.

Se ha observado que células infectadas en presencia de TRAIL muestran un
mayor procesamiento de sustratos de caspasas que las que sélo son infectadas o
so6lo tratadas con el ligando [3]. Para averiguar si esta respuesta era especifica de
TRAIL, o también ocurria con otros apoptogénicos, se evalud la actividad de
caspasas en presencia de agentes que indujeran apoptosis por la ruta intrinseca
(estaurosporina) y por estrés de RE (tapsigargina). Las células se infectaron a moi
de 10 y a las 14 hpi se afadieron los apoptogénicos. Tras 20 hpi (6 h de
tratamiento) las células se cosecharon para analizarlas por western blot (wb).

En células tratadas solo con TRAIL o sélo con estaurosporina, se observo la
disminucién de todas las procaspasas evaluadas (en menor grado la caspasa-12),
la forma procesada de PARP (Fig. 10A) y en el caso de TRAIL la actividad de
caspasa-3/7 (Fig. 10B); En contraste, en células tratadas con tapsigargina, se
encontrd una ligera reduccion de las pro-caspasas. Este tratamiento promovio el
incremento de GRP78, una chaperona cuya expresion se eleva en apoptosis
inducida por estrés de RE [71].

En las células infectadas se observa la disminucién de todas las procaspasas y la
forma procesada de PARP (Fig. 10A). De manera general, en las células
infectadas en presencia de los apoptogénicos las procaspasas resultaron menos
abundantes y el corte de PARP fue mas evidente, sin embargo el efecto fue
mayor en la infeccién en presencia de TRAIL; ademas en esta condicion, la
actividad de caspasa-3/7 también fue mayor que en células sélo infectadas o solo
tratadas con TRAIL (Fig. 10B). Asi mismo, se detectaron las formas activas de
caspasa-3 y la forma procesada de p23, una chaperona que regula la actividad de
HSP70 y que es procesada en condiciones de estrés de RE [72] (Fig. 10A). Los
resultados sugieren que la infeccién podria potenciar la respuesta de actividad de
caspasas al tratamiento con TRAIL.

Por otra parte, células infectadas en presencia de tapsigargina no muestran la
sobreexpresion de GRP78 que se aprecia en células sélo tratadas con
tapsigargina (Fig. 10A) o con tunicamicina (no mostrado). Ya que la
sobreexpresion de GRP78 es un indicador de estrés de RE, el resultado podria

ser un indicio de que el virus modula el estrés de RE.
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Fig. 10. A. Procesamiento de pro-caspasas (pc) y de sustratos de caspasas en la infeccion con
HAstV-8 en presencia de apoptogénicos. Las células Caco-2 se infectaron a moi de 10 y a las 14
hpi se afadieron los apoptogénicos. A las 20 hpi las células se cosecharon para identificar por
wb las proteinas que se indican a la izquierda. Los numeros en la parte inferior representan la
abundancia relativa de la proteina, considerando la tubulina como control de carga. Se muestran
imagenes representativas de tres experimentos TR, TRAIL; Stau, estaurosporina; Tg,
tapsigargina;Z, Z-VAD; En B Las células se infectaron o trataron como en (A) y a los tiempos
indicados se evalué la actividad de casp 3/7. Se muestran los resultados de 3 experimentos
independientes realizados por duplicado y las diferencias significativas **P<0.001.



5.3 Actividad de caspasas en células Hek-293.
5. 3. 1 Caracterizaciéon de la infeccién en células Hek-293.

La actividad de caspasas también se evalué en células Hek-293. Se eligieron
estas células porque en ellas los astrovirus establecen una infeccion productiva
[73] y porque esta linea celular es altamente transfectable; Lo ultimo, nos
permitiria hacer estudios genéticos utilizando dominantes negativas de caspasas
0 sobre expresar las proteasas activas, para confirmar el papel de cada caspasa
en la infeccién. Como primer paso, se caracteriz6 la infeccién con AstVH-8 en
estas células, analizando los tiempos de produccion de virus infecciosos asi como
de sintesis de proteinas virales.

Se utilizaron 100 veces mas particulas fisicas para infectar las Hek-293 que para
Caco-2, a pesar de esto, la maxima moi alcanzada fue de 0.1, la cual se usé en
todos los experimentos subsecuentes. El rendimiento viral en la fraccion celular
alcanzo valores de 10’ alrededor de las 12 hpi y se mantuvo asi hasta las 24 (Fig.
11A) mientras que en Caco-2 se alcanzaron titulos de casi 10° (Fig.1A, apartado
5.1). En el sobrenadante los titulos virales se mantuvieron entre 10° -10° durante
las 24 h de infeccién (Fig. 11A) mientras que en Caco-2 se obtuvieron valores
cercanos al orden de 10° (Fig. 1A, apartado 5.1). Los titulos a lo largo de la
infeccién fueron menores al titulo del in6culo (tiempo cero, sobrenadante) y se
mantuvieron constantes, lo cual sugiere que los virus que se encuentran en esta
fraccidon, podrian no ser de nueva sintesis. Este punto se discutira mas adelante.
Para conocer los tiempos de produccion de las proteinas virales, se cosecharon
fracciones celulares y sobrenadantes y se analizaron por wb (Fig. 11By C). En la
fraccion celular, VP90 se observa alrededor de las 12-16 hpi. A diferencia de lo
gue ocurre en Caco-2, en Hek-293 VP90 no se procesa a VP70 (Fig. 11B). Las
particulas virales de los sobrenadantes tampoco estan formadas por VP70 como
era de esperarse, sino mas bien, por VP25, uno de los productos finales del corte
con tripsina, procesamiento necesario para hacer al virus completamente
infeccioso [32] (Fig. 12C). La naturaleza de esta proteina se confirma por la
similitud en migracion que tiene con la VP25 del in6culo (sobrenadante, tiempo
cero). Ademas esta proteina aparece en tiempos muy tempranos de infeccion
(desde las 2 h), cuando aun no hay proteinas de nueva sintesis en la fraccion

celular (Fig. 11A). Estas evidencias confirman la observacion de que las particulas



virales encontradas en el sobrenadante, no son de nueva sintesis; podrian ser
virus que inicialmente se adhieren a sus receptores celulares pero que no
consiguen penetrar a la célula y tiempo después se eluyen, quedandose en el

sobrenadante.
5.3.2 Actividad de caspasas en células Hek-293.

El corte de VP90 en Caco-2 es efectuado por caspasa-3, -4 y -9 (Fig. 5A,
apartado 5.1). Como en las células Hek-293 este corte no ocurre, evaluamos si
las caspasas se activan en respuesta a la infeccién; para ello, las células se
infectaron a moi de 0.1 y se cosecharon a las 24 hpi para evaluar la actividad de
caspasa. Como control de actividad de caspasas, las células se trataron con
estaurosporina. Los resultados de la figura 12 muestran que la infeccion activa
caspasas-2, -6 y -8 pero no caspasa-3/7 (Fig. 12A). Considerando que la actividad
de caspasa-3 pudiera ser importante para procesar a VP90 como se observo en
Caco-2, la presencia de VP70 fue evaluada en células en las que se indujo
actividad de caspasas, tratando con estaurosporina. En la Fig. 12A se observa
gue la actividad de esta caspasa se incrementa significativamente en células
infectadas y tratadas con estaurosporina, y se aprecia la forma cortada de PARP,
sin embargo aun en estas condiciones VP90 no se procesa a VP70 (Fig. 12B).

En conjunto los resultados revelan que en esta linea celular se activan algunas
caspasas, que VP90 no se procesa y que no hay salida de virus al medio
extracelular.

Dado que en estas células, el comportamiento de la infeccidon es diferente que en
Caco-2, no nos fueron utiles para confirmar los resultados obtenidos en células

Caco-2.
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Fig. 11. Infeccion con HAstV-8 en Hek-293. Las células se infectaron con moi 0.1 y se
cosecharon a los tiempos indicados para analizar la produccién de particulas virales infecciosas
(A) en el sobrenadante (circulos blancos) y en la fraccién celular (circulos negros). La produccion
de proteinas se analizé por wb utilizando anti-Yuc8 como anticuerpo primario, en (B) se
muestran las proteinas de la fraccion celular y en (C) del sobrenadante.

De estos resultados también se puede observar que la cantidad de VP90 que se
produce en presencia de estaurosporina es menor que en el control sin
tratamiento. Para analizar si esta reduccidén ocurria con todas las proteinas
virales, se analizaron las proteinas no estructurales. En la Fig. 11B se observa
que p27, la proteasa viral, también disminuye, sugiriendo que el tratamiento con
estaurosporina disminuye la sintesis de todas las proteinas virales. Cabe
mencionar que la estaurosporina también disminuye la expresion de todas las
proteinas virales en células Caco-2 (datos no mostrados).

Por otra parte se sabe que en células Caco-2 tratadas con TRAIL, se favorece
tanto el procesamiento de VP90 a VP70, como la salida de particulas virales
infecciosas [3]. Ya que no se detectd VP70 en la fraccion celular en una infeccion
normal, ni induciendo la actividad de caspasa-3/7 con estaurosporina, se penso
gue no habria promocion de salida de virus. Para comprobarlo, se valoraron los
rendimientos de sobrenadantes y fracciones celulares de infecciones en presencia
y ausencia de estaurosporina. Los resultados presentados en la Fig. 12C
muestran las relaciones del titulo viral del sobrenadante con respecto a la fraccion
celular. Como puede verse no hay incremento significativo de particulas virales en

células infectadas en presencia de estaurosporina con respecto al control.
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Fig. 12. Actividad de caspasas inducida por AstVH-8 en células Hek-293. Las células se
infectaron a moi de 0.1 y se cosecharon a las 24 hpi. El tratamiento con estaurosporina (Stau) se
us6 como control positivo de actividad de casps. En (A) actividades de las casp que se indican.
Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes realizados por duplicado, y las
diferencias estadisticamente significativas *P<0.01, **P<0.001, ***P<0.0001. En (B) las proteinas
se analizaron por whb, utilizando anti-Yuc8, anti-1a3, anti tubulina o anti-PARP como anticuerpos
primarios para identificar las proteinas que se indican a la izquierda. En (C) Paralelamente se
recuperaron células y sobrenadantes y se titularon para determinar el rendimiento viral Se
expresa el rendimiento del sobrenadante con respecto a las células, sin tratamiento (nt) o
tratadas con Stau, en unidades relativas (UR). Se muestran resultados representativos.



VI. DISCUSION DE RESULTADOS

La respuesta apoptética inducida por AstVH-8 en células Caco-2 se ha reportado
previamente [3] pero, sin que se conociera de este serotipo, el estimulo viral
responsable de inducir apoptosis. Para dar respuesta a esta interrogante, cada
una de las proteinas de AstVH-8 se expreso transitoriamente en células Caco-2.
Las células que expresaron nspla, presentaron mas frecuentemente los signos
apoptoéticos evaluados (condensacion de cromatina y lamina A/C desintegrada),
gue las células que expresaron nsplb o VP90. Estos resultados estan en
concordancia con los reportados por Guix y colaboradores, quienes al expresar
las proteinas del AstVH-4 identificaron a nspla como la proteina inductora de
apoptosis. Los autores propusieron como elemento inductor de apoptosis un
supuesto DD que identificaron en el extremo carboxilo terminal de nspla, dentro
la proteina hipotética p38 que resulta del procesamiento propuesto por la proteasa
viral [27] (Fig. 2D). Sin embargo, la funcionalidad de esta region es materia de
discusion, debido a que dentro de su secuencia se ubica un sitio de
procesamiento propuesto por otros autores [22].

En nspla de los AstVH, también reside la proteasa. Serin proteasas de otros virus
de cadena sencilla de RNA y de polaridad positiva, se han identificado como
inductoras de apoptosis, tal es el caso de la proteasa NS3 del Virus Dengue de
tipo 2. Aunque el mecanismo de induccion de apoptosis no se concoce, se ha
sugerido que la proteasa NS3 podria antagonizar la funcion de las IAPs (Inhibitory
Apoptosis Proteins), como lo hacen serin proteasas celulares [74]. Por otra parte
se sabe que las caspasas-3, -6, -7, -8, y -9 se activan al procesarse por Granzima
B. Esta enzima corta preferentemente sobre Asp y Glu [75]; la proteasa de AstVH
también hidroliza sobre residuos de Asp y Glu [26], por lo que es posible que la
proteasa viral active directamente a las caspasas. Es claro que se requieren mas
estudios al respecto para elucidar el mecanismo de la proteasa viral como
inductora de apoptosis.

Acerca de la ruta de activacion de apoptosis, nuestros resultados muestran que
las caspasas iniciadoras -8 y -9 se activan simultaneamente alrededor de las 12
hpi (Fig. 2B y C del apartado 5.1). Cuando se silencia cada una de estas
caspasas iniciadoras, la actividad de las efectoras-3/7 disminuye

significativamente (Fig. 4E, apartado 5.1), lo que sugiere que ambas iniciadoras



son necesarias para activar a las efectoras.

El procesamiento de BID (Fig. 2E, apartado 5.1), sugiere que la respuesta
apoptética podria ser iniciada por caspasa-8, y que posteriormente se activara la
caspasa-9. Sin embargo, el silenciamiento de la caspasa-8 no impide el
procesamiento de BID (datos no mostrados), asi que la activacion de caspasa-9
podria no ser consecuencia de la actividad de caspasa-8. Todos estos datos
sugieren que mas de una caspasa iniciadora podria activarse en la respuesta
apoptaotica inducida por AstvH-8.

La actividad de caspasa-6 se detecto al rededor de las 3 hpi, mas tempranamente
gue de las otras caspasas (Fig. 9B). La activacion de las caspasas efectoras
antes de las iniciadoras, no es el orden clasico de activacion, sin embargo se ha
reportado que las caspasas-3/7 son necesarias para disparar la ruta apoptética
instrinseca [76] Asi, las caspasas efectoras podrian activarse antes de la
iniciadoras en la infeccion con HAstV-8 posiblemente activadas por la proteasa
viral, como ya se discutié anteriormente. Si la caspasa-6 es la primera en
activarse en respuesta a la infeccion, habria que comprobarlo utilizando otras
herramientas.

Por otra parte parece ser que la infeccion potencia la respuesta de actividad de
caspasas inducida por TRAIL (Fig. 10). Se ha reportado que la infeccién con virus
sincicial respiratorio, hepatitis B, y adenovirus sensibiliza a las células a la muerte
por TRAIL, generalmente promoviendo mayor actividad de caspasas [77-81]. En
todos estos casos se ha encontrado que esta respuesta incrementada, se debe a
gue se promueve la sobreexpresion de receptores de TRAIL, por lo que la
infecciéon con Ast VH-8 podria también inducir la sobreexpresion de estos
receptores.

En otro punto, la actividad de caspasas inducida por HAstV-8 se ha descrito
necesaria para el procesamiento de la proteina estructural VP90. El inhibidor
general de caspasas Z-VAD, bloquea tanto el corte como la salida de virus, por lo
gue se ha propuesto que el corte es necesario para que el virus se libere de la
célula [3]. En este trabajo se encontré que la reduccion en la expresion de las
caspasas-3, -4 0 -9, resulta en la disminucion del corte de VP90, el corte se
reduce aproximadamente al 50% (Fig. 5A apartado 5.1), sugiriendo que el corte
podria ser ejecutado por mas de una caspasa. Las evidencias que fortalecen este

argumento son: 1) El cosilenciamiento de caspasa-3 y -9 no bloquea el corte de



VP90 (Fig. 5A apartado 5.1). 2) VP90 es sustrato de la caspasa-8 in vitro (Fig. 5B
apartado 5.1). 3) La total inhibicién del corte de VP90 ocurre solo en presencia de
Z-VAD [3]. Las caspasas-2 y -6 que se activan en la infecciéon (Fig. 9) podrian
también participar en el procesamiento de VP90, ya que de acuerdo al analisis de
la secuencia de la proteina viral con el programa GrabCas [82], ambas podrian
procesar a VP90 en los sitios DNHD771, EETDg72, DENDgg3, DEVDess; Yy la
caspasa-6 ademas en VENDvos ¥ TYVDes7. Asi, éstas podrian participar en el
procesamiento intermediario o en el corte final de VP9O0.

Aungue el silenciamiento de caspasa-8 no tuvo efecto en el procesamiento de
VP90, la proteina traducida in vitro si fue sustrato de esta caspasa. La razon por
la que VP90 en cultivo celular no se identificé como sustrato de esta caspasa no
se conoce exactamente, pero la eficiencia de procesamiento in vitro podria ser
mayor que in vivo como se ha reportado en otros casos [83, 84]. Por otra parte, la
presencia de caspasa en los mismos sitios celulares donde se localiza la proteina
sustrato, puede definir que el procesamiento ocurra [85]; aunque para la mayoria
de las caspasas se ha descrito una localizacion citoplasmatica [86], la caspasa-8
se ha identificado también en mitocondria [87] y en RE [88]. En el caso de las
particulas virales que contienen VP90, se han encontrado asociadas a membrana
y libres en el citosol [2]. Asi, la VP90 podria ubicarse en un sitio diferente al de la
caspasa-8, haciéndola poco accesible para su procesamiento. En el
procesamiento de VP90 a VP70 ocurren varios cortes en el extremo carboxilo
terminal produciéndose intermediarios de 82, 78 y 75 kDa [3]. Un procesamiento
similar debe ocurrir por las caspasas in vitro, ya que no se detectdé ningun
producto de 20 kDa con ninguna de las caspasas probadas (datos no mostrados).
Como se menciong, la salida de virus se bloquea con el inhibidor Z-VAD, y este
evento se habia relacionado con el corte de VP90 [3]. En este trabajo se encontro
que mientras que el silenciamiento de las caspasas-3, -4 y -9 redujo el grado de
procesamiento casi al 50% (Fig. 5A apartado 5.1), la salida de virus se inhibio al
50, 70 y 80% respectivamente (Fig. 7C apartado 5.1). Lo anterior sugiere que el
corte de VP90 y la salida de virus parecen ser eventos independientes; pero
relacionados con la actividad de caspasas. La salida de virus fue mas afectada en
el silenciamiento de caspasa-3, y en presencia del inhibidor de caspasa-3/7 (Fig.
7C y D apartado 5.1), lo que sugiere que la actividad de caspasas efectoras

podria estar jugando un papel importante en este evento. Las caspasas efectoras



son las principales responsables de los cambios morfolégicos y bioquimicos que
llevan a la célula a la muerte [89] por lo que se podria pensar que la salida de
virus se debe a la muerte celular, sin embargo, se ha demostrado que audn
induciendo la muerte en las células infectadas, no se promueve la salida de virus,
y que ésta solo depende de la actividad de caspasas [3]. En algunos casos ocurre
necrosis secundaria a la apoptosis, sobre todo en sistemas in vitro donde los
cuerpos apoptoéticos no son fagocitados [90], sin embargo, en las células
infectadas con HAstV-8 no ocurre lisis celular (Fig. 7A y B apartado 5.1), lo que
sugiere que la necrosis tampoco es el mecanismo de salida de AstvH-8. Todos
estos resultados sefialan que la salida del virus ocurre por un mecanismo por el
momento desconocido, en el cual la caspasa-3 participa de manera importante.
La actividad de esta caspasa podria favorecer alguin mecanismo de transporte
qgue el virus podria aprovechar para su salida, como se ha descrito para el
Ascovirus de Spodoptera frugiperda. La actividad de una caspasa codificada por
el propio virus, parece necesaria para la formacién de vesiculas que promueven
su liberacion [91].

De manera tradicional se ha asumido que los virus no envueltos salen de la célula
causando lisis, como se ha descrito para el Virus Coxsackie [92], sin embargo,
recientemente se ha sugerido que algunos virus desnudos podrian utilizar un
mecanismo no litico que involucra la participacion de vesiculas de la maquinaria
de autofagia [93]. Aunque no ha habido reportes de autofagia por AstVH, se han
observado particulas virales contenidas en estructuras vesiculares en la infeccion
con AstVH-4 [25]. Si éstas vesiculas son autofagosomas, o si estan involucradas
en la liberacion de las particulas virales, son temas que aun quedan por explorar.
Con estos hallazgos, el modelo de morfogénesis de astrovirus queda como se
presenta en la Fig. 13

Se encontraron diferencias importantes en la infeccion en células Hek-293 con
respecto a las Caco-2: Las células son menos permisibles, VP90 no se procesa a
VP70, no hay salida de virus, se induce actividad de caspasas-2, -6 y -8 pero no
de las efectoras 3/7; aun induciendo la actividad de caspasas con apoptogénicos
como estaurosprina, no se promueve el procesamiento de VP90 ni la salida de

virus.
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Fig. 13. Morfogénesis de Astrovirus. VP90 se ensambla en particulas virales en asociacién con
membranas ("VP90), posteriormente las particulas se liberan de las membranas (VP90) y en el
citosol, la VP90 de las particulas virales se procesa a VP70 por caspasas-3, -4 y -9. Las
particulas virales con VP70 salen al medio extracelular a través de un mecanismo no litico, en el
que las caspasas-3/7 participan importantemente. En el medio extracelular, la VP70 de las
particulas virales debe ser procesada por tripsina para hacer al virus completamente infeccioso,
rindiendo los productos VP34, VP27 y VP25. Modificado de [2, 3]

La presencia en el sobrenadante de una proteina similar a VP25 desde las 2 hpi,
cuando todavia no hay sintesis de nuevas proteinas ni virus infecciosos en la
fraccion celular (Fig. 11C), sugiere que una parte de los virus adsorbidos, no
penetran a las células. Posiblemente en estas células el mecanismo de entrada
de AstVH-8 es menos eficiente que en Caco-2, y este factor entre otros, podria
contribuir a que las Hek-293 se infecten en menor proporcion.

Por otra parte, la especificidad de células para el procesamiento de proteinas
virales por caspasas se ha descrito en otro modelo: La proteina de la
nucleocépside (N) del coronavirus SARS, es procesada por caspasa-6 en células
Vero pero no ocurre tal procesamiento en células. Los autores discuten que la
diferencia puede ser la localizacion subcelular de N [94]. Posiblemente también en
nuestro caso, la localizacién de VP90 ocurra en un sitio diferente poco accesible a
las caspasas.

Las diferencias en cuanto a la activacion de caspasas y al procesamiento de

VP90 sugieren que la infeccion se establece de manera diferente en las dos



lineas celulares y que activa respuestas diferentes. Uno de los prinicipales
factores transcripcionales que se han descrito como reguladores de apoptosis es
p53. Esta proteina supresora de tumores se encuentra mutada en la mayoria de
células de origen canceroso [95, 96] incluyendo las Caco-2 [97]. Asi que la
apoptosis inducida por el AstvH en esta linea celular tendria que ser por un
mecanismo independiente de p53. Por otra parte p73 es un miembro de la familia
de factores transcripcionales de p53 que induce apoptosis dependiente o
independientemente de p53 y que no estd mutado en células de origen
canceroso, por lo tanto, en la apoptosis inducida por AstVH-8 podria activarse
p73.

Como primer paso para explorar las diferencias que existen entre estos dos tipos
de células, se extrajo RNA de células infectadas y células control y se hizo
hibridar con un microarreglo de DNA. El analisis se realiz6 a las 2 hpi con la
intencién de conocer la respuesta mas temprana una vez que la infeccion ya esta
establecida. Los resultados de estos ensayos preliminares muestran que en
células Caco-2 se regulan varios genes relacionados con apoptosis, mientras que
en Hek-293 no se regula ninguno (tabla 2). Estos resultados sugieren que la
apoptosis inducida por AstVH-8 en células Caco-2, es una respuesta compleja en
la que se regulan positiva y negativamente genes proapoptoéticos. En conjunto, los
resultados sugieren que la infeccion inclina el balance hacia la induccion de
apoptosis. Es prudente insistir que estos son resultado preliminares que requieren
confirmarse mediante la repeticién el ensayo y posteriormente corroborar el nivel
de expresiéon de los genes mediante RT-PCRs y finalmente averiguar el papel que

cada uno de ellos juega en la respuesta apoptotica inducida por AstVH-8.



Tabla 2. Expresion genes en células Caco-2 infectadas

Genes regulados positivamente

Nombre Nomenclatura Descripcion Efecto
(Nivel de
expresion)
BCL2-related BCL2A1 La proteina codificada por este gen reduce | Antiapoptotico
protein Al ACC-1 la liberacion de Citocromo C y bloquea la
ACC-2 actividad de casps [98]
2.53 BCL2L5
BFL1
GRS
HBPA1
BCL2 BNIP2 El gen codifica para una proteina miembro | Proapoptotico
/adenovirus BNIP-2 de la familia de las proteinas de
E1B 19kDa Nip2 interaccién con BCL2/adenovirus E1B 19
interacting NR2A2 kD. La funcién precisa es desconocida,
protein 2 pero interactta con la proteina E1B19 kDa,
responsable de la proteccién de la muerte
2.22 celular inducida por virus [99]
Protein FAP-1 La proteina codificada por este gen es un | Proapopt6tica
tyrosine PTPN13 miembro de la familia de proteinas
phosphatase, PTP-BAS fosfatasas de tirosina (PTP). Se ha
non-receptor PTP-BL sugerido que tiene un papel en la muerte
type 13. PTP1E celular inducida por Fas [100]
PTPL1
2.34 SUT-1
SUT1
Tumor TNFSF15 Codifica para una citocina de la familia de | Propapotética
necrosis factor | MGC129934 | ligandos de TNF. Es un ligando de
(ligand) MGC129935 receptores TNFRSF25 y TNFRSF21/DR6.
superfamily, TL1 Activa NFKB y MAP cinasas y es inductor
member 15 TL1A de apoptosis [101]
VEGI
2.11 VEGI192A
Genes regulados negativamente
Programmed PDCD5 Se expresa mas en células que sufren | Proapoptétotica
cell TFAR19 apoptosis. Incrementa la respuesta
death 5 MGC9294 apoptética en células tumorales [102]
FLJ37706,
-3.23 RAD26L




VIIl. PERSPECTIVAS

. Evaluar la capacidad de diferentes dominios de nspla para inducir la
actividad de caspasas.
. Evaluar la sobreexpresion de receptores de TRAIL en respuesta a la

infeccién, como posible respuesta antiviral pro-apoptética.

3. Estudiar el papel de la casp-3 en la salida de las particulas virales.

4. Analizar exhaustivamente los resultados de la regulacion de genes en

células Caco-2 como respuesta a la infeccion.
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ANV
APAF-1
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CHOP
Cit-C
DD
DED
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EOR
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GRP78
GRP94
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IRE-1
kb
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MCL-1
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nsp

nt
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Apoptosis Inductor Factor
Adenine Nucleotide Transporter
Avian Nepbhritis Virus
Apoptotic Peptidase Activating Factor-1
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BCL2-antagonist/killer
BCL2-associated X protein
B-cell CLL/lymphoma 2
B-cell lymphoma-extra large
BH3 Interacting domain Death agonist
Caspase Recruitmet Domain
C/EBP Homologous Protein
Citocromo C
Death Domain
Death Effector Domain
Direct IAP Binding Protein with Low pl
Eukaryotic translation Initiation Factor alpha
Endoplasmic reticulum-Overload Response
Fas Associated Death Domain
Glucose regulated protein of 78kD
Glucose-Regulated Protein of 94 kDa
horas post-infeccion
Inner Mitochondrial Membrane
Inositol-Requiring-1
kilobases
(EBV)-encoded Latent Membrane Protein 1
Myeloid Cell Leukemia sequence 1
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OMM Outer Mitochondrial Membrane
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SiRNAs small interfering RNAs
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Smac Second Mitochondrial Activator of Caspases
TRADD TNFR Associated Death Domain

TRAF-2 TNF Receptor-Associated Factor-2

TRAIL TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand
TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) mediated dUTP Nick
End Labelling

uff unidades formadoras de focos

UPR Unfolded Protein Response

UR unidades relativas

VPg Viral Protein genome linked

wb western blot
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