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RESUMEN

La sintesis de proteinas es uno de los procesos celulares mas relevantes debido a que permite traducir la
informacidn genética almacenada en el DNA en forma de polipéptidos funcionales que desempefa papeles
importantes en todos los aspectos del ciclo celular. El inicio de la traduccidn es el principal paso de regulacién
de la sintesis proteica e involucra al menos 12 factores de inicio (elFs), tRNAs, mRNAs y las dos subunidades
ribosomales compuestas por cerca de 80 proteinas ribosomales. Durante mucho tiempo, el inicio de la
traduccidn cap-dependiente fue el Unico mecanismo reconocido por el cual podia llevarse a cabo la sintesis
de proteinas, sin embargo, en la actualidad se conocen al menos tres mecanismos diferentes de inicio de la
traduccion los cuales pueden ser utilizados y regulados de manera dependiente de la disponibilidad de
factores de inicio, proteinas accesorias, estructuras presentes en los mRNAs y las condiciones celulares, a su
vez nuevas teorias apuntan a un proceso de regulacion de la traduccién mediado por las proteinas
ribosomales.

Los virus son estrictamente dependientes del aparato de traduccion celular para producir las proteinas virales
esenciales para su ciclo replicativo y la produccién de progenie viral; por tal, alteraciones en el aparato y
mecanismo de la traduccion son eventos comunes durante la infeccion por diferentes agentes virales

Los rotavirus (RV) son la principal causa de gastroenteritis severa en nifios pequefios, causando cerca de
200,000 muertes anuales en todo el mundo. Como todos los virus, RV es completamente dependiente de la
magquinaria de traduccién de la célula para producir las 12 proteinas virales codificadas en su genoma de
dsRNA. Durante la infeccidn viral, los rotavirus secuestran la maquinaria de sintesis de proteinas del huésped,
causando una reduccién importante de la sintesis de proteinas celulares; la proteina no estructural NSP3
desempefia un papel importante en este fendmeno. Esta proteina viral desplaza la interaccidon entre la
proteina elF4G y la proteina poli-A-binding (PABP), ademas induce la reubicacion de PABP el nucleo donde los
mRNAs celulares se hiperpoliadenilan y la salida de estos desde el nicleo se bloquea.

Mediante un tamizaje con una biblioteca de siRNAs realizado en nuestro grupo se identificaron una serie de
genes necesarios para la replicacion de rotavirus en cultivo celular, estos genes fueron clasificados de acuerdo
a su funcion en diferentes grupos tales como: transporte iénico, adhesién celular, sefializacién célula-célula,
sintesis de proteinas, etc. En el conjunto de genes relacionados con el proceso de traduccidon destacan una
serie de proteinas ribosomales, asi como subunidades de los factores de inicio de traduccion elF2, elF3 y elF4

En el presente trabajo evaluamos el papel de las proteinas elF3a, elF3b, elF3d, RPL11 y RPS9 durante la
infeccidn por rotavirus. Los resultados encontrados permiten concluir que las proteinas elF3d, RPLL1 y RPS9
son importantes en el ciclo de replicacion de rotavirus mediante diversos mecanismos: La proteina elF3d tiene
su efecto mas significativo en la disminucidn de los niveles de RNA viral durante la infeccion donde su ausencia
podria relacionarse con el decaimiento de los mensajeros virales o estar implicado en la sintesis de RNA viral,
sin embargo, el mecanismo aun esta por ser dilucidado. Para la proteina RPS9 su importancia en la replicacion
de rotavirus permanece siendo una incégnita, si bien observamos una disminucidon en la progenie viral
producida no encontramos diferencia en la sintesis de proteinas virales. En el caso de la proteina RPL11, su
principal efecto ocurre en las etapas tempranas de la infeccion donde niveles reducidos de RPL11 afectan los
primeros pasos del ciclo viral causando una menor infectividad que se refleja en la disminucién de la cantidad
de RNA viral, pero sin alterar la cantidad de proteina viral sintetizada y permitiendo un aumento en la
traduccidn de proteinas celulares. Aunado a la entrada deficiente de particulas virales, el silenciamiento de
RPL11 podria involucrar otros procesos en el ciclo de rotavirus: por ejemplo, la sintesis de RNA viral, o la
sintesis de algun factor necesario para la uniéon o entrada del virus a su célula huésped. Este trabajo nos
permitié aprender acerca de factores traduccionales que son importantes en la infeccidn viral. Sin embargo,
qgueda aun por dilucidar cual es el mecanismo preciso y los factores indispensables para la traduccién de las
proteinas de los rotavirus.
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INTRODUCCION

Las infecciones por rotavirus (RV) ocurren repetidamente en humanos desde su nacimiento hasta la edad
adulta, ocasionando desde un proceso asintomatico hasta infeccidn con diarrea severa que puede ocasionar
la muerte, su propagacion ocurre por via oral-fecal. En nifios menores a 5 aios, rotavirus es el principal agente
causal de diarrea severa y deshidratacion ocasionando un estimado de 200,000 muertes alrededor del mundo
en el afio 2013, localizadas principalmente en paises en vias de desarrollo®?.

1. Rotavirus: Gendmica y clasificacion.

Los rotavirus son virus no envueltos que presentan una capside icosaédrica de tres capas dentro de la cual se
encuentra el genoma viral, formado por 11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA) que codifica para 12
proteinas®. De los 11 segmentos de dsRNA, 10 son genes monocistrénicos es decir que son traducidos en una
sola proteina, mientras que la excepcidn es el segmento 11 que codifica para 2 proteinas®.

Los mensajeros (mMRNAs) virales son transcritos dentro de las particulas de doble capa (DLPs) para
posteriormente ser liberados al citoplasma celular mediante un sistema de poros, en donde ocurre su
traduccidn. Los mRNAs virales al igual que los mRNAs celulares poseen una estructura cap con la secuencia
m’GpppG™GP en el extremo 5° sin embargo, a diferencia de los mMRNAs celulares no poseen una cola de poliA
en su extremo 3’y en su lugar tienen la secuencia consenso GACC-3’, que se encuentra presente en los 11
mensajeros.

Las proteinas virales se dividen en dos grupos: 6 proteinas estructurales (VP), las cuales forman parte de la
particula viral y 6 proteinas no-estructurales (NSP) que si bien no estdn presentes en el virus maduro se
sintetizan en la célula hospedera durante la infeccion (Tabla 1)

Segmento Proteina Localizacién Funciones
codificante
1 VP1 Nucleo RNA polimerasa dependiente de RNA
2 VP2 Capa Interna Forma capa interna, interaccién con VP1/VP3
3 VP3 Nucleo Metilguaniltransferasa y 2°-5" fosfodiesterasa
4 VP4 Capa externa (espiculas) Fijacion y reconocimiento celular. Se compone de
VPS5’ y VP&
5 NSP1 No estructural Antagonista de INF
6 VP6 Capa intermedia Proteccidn, requerida para Transcripcion
7 NSP3 No estructural Regulacidn de la traduccién celular y viral
8 NSP2 No estructural NTPasa, forma parte del viroplasma
9 VP7 Capa externa Proteccién
10 NSP4 No estructural Viroporina, morfogénesis de TLP
11 NSP5 No estructural Forma parte del viroplasma
NSP6 No estructural Forma parte del viroplasma

Tabla 1. Proteinas estructurales y no estructurales de rotavirus y sus funciones principales

Los rotavirus se encuentran clasificados dentro del Grupo Il (Virus de RNA bicatenario) de acuerdo a la
clasificacidn de Baltimore y pertenecen a la familia Reoviridae. La clasificacion seroldgica de Rotavirus se hace
con base en la proteina VP6 y permite su division en 7 grupos nombrados desde A hasta G. Los rotavirus del
grupo A, B y C son los que infectan a seres humanos, teniendo una mayor prevalencia los pertenecientes al
grupo A3,

A su vez también existe una clasificacion binaria como ocurre con el virus de la influenza, donde se toma
como referencia a las proteinas VP7 (G) y VP4 (P); de acuerdo a esta clasificacion existen cerca de 27 serotipos
Gy 35 serotipos P, siendo los mas comunes en infecciones en humanos los serotipos: G1, G2, G3, G4 y G6, asi
como P4y P8 33,
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2. Estructuray caracteristicas de la particula viral

La particula viral de rotavirus posee una capside icosaédrica con 60 espiculas o spikes, que esta formada por
tres capas concéntricas de proteinas: la capa interna o nucleo viral formada por VP2, la capa intermedia por
VP6 y la capa externa por VP7 y VP4,

Existen tres tipos de particulas virales dependiendo del nimero de capas proteicas que posea la particula
(Figura 1):

RNA .
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1=+ <—VP1 A
=
_—— M
' Sad ¥~ VP4 4
% -

6—> —— <+—VP6

10— — — <—NSP4
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Figura 1. Estructura de la particula rotaviral. (A) Gel PAGE donde se muestra el patrdn electroforético de las proteinas
virales. (B) Reconstitucion de la particula viral TLP, la proteina VP4 de las espiculas se ilustra de color naranja mientras
que la particula VP7 en amarillo. (C) Corte de la capa externa permitiendo observar en azul la proteina VP6 que forma la
particula DLP, asi mismo se muestran las proteinas VP2 en verde y el complejo de transcripcion VP1/VP3 que forman la
particula SLP. (D) Representacién de los segmentos de rotavirus dentro de VP2, los segmentos se enrollan alrededor de
las proteinas VP1/VP3 como esferas rojas. (E y F) Modelo de la particula DLP transcripcionalmente activa. (G) La imagen
de la izquierda muestra una ilustracion de alta resolucién de los diferentes dominios y conformaciones de VP4, la imagen
de la derecha muestra los dominios de VP5 procesados por tripsina, estas subunidades se asocian formando un trimero
estable en forma de sombrilla, dicha forma se cree es la conformacion estable posterior a la penetracion membranal. H)
Diagrama representativo de los cambios mencionados en (G) en la primera imagen se observa las espiculas de VP4
desordenadas en la ausencia de tripsina, a continuacion la presencia de tripsina ordena las espiculas, la tercera imagen
muestra laVP5* que penetra la membrana (VP8* posiblemente se retenga durante la interaccion del receptor en la
membran) y finalmente la ultima imagen representa la conformacién en forma de sombrilla post-penetracién
membranal ( Incisos (A-F) tomados de Desselberger, U. Rotaviruses. Elsevier. Incisos G-H tomados de Estes, M. K. &
Greenberg, H. B. Rotaviruses. in Fields Virology. Elsevier.)

e Particula viral de una capa o SLP (Single Layered Particle): También es llamado ntcleo viral o core, tiene
forma de esfera y se compone de 60 dimeros de la proteina VP2.
Dentro de esta particula e interaccionando de manera directa con la proteina VP2 se encuentra el
Complejo Enzimdtico de la Transcripcion, el cual se conforma del genoma viral en forma de RNA de doble
cadena (dsRNA, del inglés double stranded RNA), de la proteina VP1 que presenta una actividad de RNA
polimerasa dependiente de RNA y de la proteina VP3 con funcidn de guanililmetiltransferasa. Se ha
reportado que el complejo de transcripcidn requiere interactuar con la proteina VP2 para poder realizar
la funcion de replicacidn y transcripcion del genoma viral>”"°.

e Particula viral de doble capa o DLP (Double Layered Particle): Es la particula formada por dos capas de
proteinas: la capa interna es el nucleo viral o SLP, mientras que la capa intermedia se compone de 120
trimeros de la proteina VP6 ensamblados directamente sobre VP2; la unidn entre las dos capas se logra
mediante la presencia de un agregado de 8 ahélices presentes en la proteina VP6 que interacciona con
la proteina VP2.

La particula DLP no es infectiva, pero durante el ciclo viral y posterior a la pérdida de la capa mas externa
(formada por VP7 y VP4) permite la transcripcidon del genoma viral, por lo que es denominada como
particula transcripcionalmente activa
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3.

Particula viral de tres capas o TLP (Triple Layered Particle): es la particula viral completa con un diametro
entre 75 y 100 nm, se forma por tres capas de proteinas. Esta es la particula madura y por lo tanto es
infectiva. La capa mds externa de la particula viral estd formada de dos proteinas: VP7 y VP4.

La proteina VP7 es una glicoproteina que forma la capa lisa de la particula y se encuentra en forma de
120 trimeros cuya formacion es dependiente de calcio. Las TLPs poseen una serie de 132 poros o canales
de tres tipos diferentes, los cuales atraviesan tanto a la proteina VP7 como a VP6. Los trimeros de VP7 se
ensamblan directamente sobre la DLP interaccionando con un dominio de Barril Beta presente en VP6.

La proteina VP4 que es procesada por tripsina en dos proteinas virales, VP8 y VP5, forma las 60 espiculas
gue rodean al virus, y son las encargadas de la unién con los receptores de la célula huésped. El fragmento
VP5 corresponde al “tallo” de la espicula e interacciona con las proteinas VP6 y VP7, mientras que el
fragmento VP8 es la parte mds distal de la espicula y se encarga de la unidn con los receptores celulares.

El tratamiento de las TLP con tripsina ocasiona un cambio conformacional en la proteina VP4
favoreciendo la unién y entrada de la particula viral a la célula huésped>~.

Ciclo replicativo de Rotavirus

Los rotavirus, como todo parasito intracelular requieren de una célula hospedera para su replicacion, por lo
cual el ciclo viral o ciclo replicativo comienza con la interaccién entre estas dos entidades (Figura 2). El ciclo
viral se divide en varias etapas:
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Figura 2. Ciclo replicativo de rotavirus. La replicacion de rotavirus es un proceso de mdltiples pasos, donde tanto
proteinas estructurales como no estructurales son vitales. En la figura se observa el transito de las particulas de
rotavirus, en los recuadros azules se marca el nombre del paso; también se representan las proteinas necesarias en cada
situacion. (Tomado de Trask, S. D., McDonald, S. M. & Patton, J. T. Structural insights into the coupling of virus assembly

and rotavirus replication, Nat. Rev. Microbiol)
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Unidn a la célula huésped: El ciclo replicativo comienza con la interaccion entre la particula viral y la célula

huésped, el proceso es mediado por las proteinas virales mas externas: VP7 y VP4. La principal proteina

de interaccién es VP4, que requiere de un pretratamiento con tripsina para “activarse”, ocasionando un
cambio conformacional en la proteina lo que se ve reflejado en aumento de rigidez y una mayor
exposiciéon de VP8.

Los receptores o proteinas celulares de membrana con las cuales interaccionan las proteinas virales aun

permanecen por ser descubiertos en su totalidad; sin embargo, se ha logrado identificar algunos, entre

los que destacan:

e Receptores que contienen dcido sidlico: interaccionan con VP8 estableciendo el principal mecanismo
de unién conocido;

e Integrinas de la familia 0.2B1: son receptores empleados en una etapa posterior a la unidn con acido
sidlico, la proteina viral que interacciona con ellas es VP5. Por su parte la proteina VP7 interacciona
con Hsc70 y con la integrina awvB3, sirviendo como contactos posteriores (co-receptores) entre el
virus y la célula huésped®*1°,

Entrada y descapsidacion: Una vez que la particula viral se ha unido a la célula blanco ocurre el proceso

de entrada mediante endocitosis, este evento es dependiente de la cepa de rotavirus que se estudie. El

proceso de endocitosis es dependiente de clatrina e involucra nuevamente a la proteina viral VP4,

también requiere de bajos niveles de calcio y en algunas ocasiones de la presencia de colesterol.

Una vez dentro del endosoma, la particula viral se encuentra a merced del proceso de maduracion de

endosomas, que se refiere al paso de endosomas tempranos a endosomas tardios debido a cambios en

el pHy a la disminucion de los niveles de calcio. Es precisamente la reduccion del calcio y la acidificacion

del medio dentro del endosoma lo que permite sobrevengan dos eventos importantes para rotavirus:

e La proteina VP7 se libera de la particula viral (su estructura trimérica es dependiente de calcio)
generando asi la DLP,

e La proteina VP8 sufre un rearreglo estructural en sus tres dominios hidréfobos generando una
estructura “en forma de sombrilla” que permite la salida de la DLP del endosoma hacia el citoplasma
de la célula (Figura 1g y 1h)>%.

Sintesis de RNA: la generacion de las DLPs conlleva a la activacién de la transcripcion del genoma viral, a
través de cambios estructurales de las proteinas VP6 y VP2 como consecuencia de la pérdida de la
proteina VP7 dependiente de calcio. Este evento permite que los mRNAs virales recién transcritos salgan
de la particula por los canales tipo | presentes en la DLP hacia el citoplasma, para cumplir dos objetivos:
e Un subconjunto serd traducido en proteinas virales (etapa temprana de replicacion)
e  Otra poblacion seran utilizados como moldes para generar dsRNA gendmico (etapa tardia de
replicacién)®>1!

Traduccion de proteinas virales: La sintesis de proteinas virales es un proceso dependiente de la
magquinaria celular, para lo cual rotavirus necesita secuestrar y hacer uso de dicha maquinaria con el fin
de producir sus propias proteinas. Los rotavirus emplean a la proteina NSP3 para favorecer la sintesis de
proteinas virales mediante la supresidon de la traduccidn de las proteinas celulares por al menos 3
mecanismos diferentes, los cuales seran discutidos con detalle mas adelante?*3.

Formacion del viroplasmas: el proceso de traduccién de los mRNA virales permite la sintesis de las
proteinas NSP2 y NSP5, que interactian con diversas proteinas celulares para dar lugar a las estructuras
denominadas viroplasmas. Los viroplasmas son cuerpos de inclusion sin membrana donde se lleva a cabo
la replicacién, empaquetado y ensamblado de nuevas DLPs*. Las principales funciones de los viroplasmas
consisten en proveer un sitio ideal para la formacion de DLPs y a su vez aislar a los genomas virales
evitando su reconocimiento por la respuesta inmune celular?131>,
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F. Replicacién y encapsidacion: Una vez dentro del viroplasma, se da lugar a la formacién de un complejo
integrado por ssRNAs, VP1, VP2, VP3 y VP6, el cual es activo en replicacién por lo que comenzara la sintesis
de la cadena complementaria de RNA para dar lugar a dsRNA gendmico. El mecanismo por el cual los 11
segmentos que forman el genoma del virus son encapsidados en una misma particula viral es aun
desconocido aunque se ha propuesto que el complejo VP1/VP3/VP2 pudiese estar relacionado asi como
secuencias no traducidas en cada segmento de RNA, similar a lo que ocurre en los virus de Influenza®*4.

G. Maduracion y salida: Las DLPs formadas en el viroplasma son liberadas de esta estructura y sufren un

proceso de maduracion en el reticulo endoplasmico (RE) donde geman hacia su lumen, mediante la
interaccion de VP6 con la proteina no estructural NSP4 que se encuentra insertada en la membrana del
RE; durante este trayecto la particula viral adquiere una envoltura lipidica transitoria.
Una vez en el lumen del RE, se ensamblan las proteinas VP4 y VP7, y se pierde la envoltura lipidica para
dar lugar a las TLPs. Finalmente, las particulas virales maduras son liberadas de la célula mediante lisis o
por un proceso de que no ocasiona muerte celular, el mecanismo de liberaciéon es dependiente de la
linea celular y cepa viral>*.

4. Una breve mirada al inicio de la traduccién candnica y no candnica.

La traduccién, es el proceso mediante el cual una proteina es sintetizada empleando un mRNA como
templado, se compone de 4 fases: inicio, elongacién, terminacidn y reciclado'®°,

La sintesis proteica es el proceso metabdlico que mas energia consume en una célula y tiene un papel
fundamental en cualquier etapa de la vida de un organismo. Para llevar a cabo la traduccién de una proteina
se requiere una maquinaria con alta fidelidad de sintesis, gran cantidad de insumos y energia, asi como de
una distribucién espacial y temporal adecuada de cientos de proteinas a la vez?°.

Es por lo anterior que la traduccidn proteica requiere una regulacion altamente orquestada en sus multiples
etapas, siendo el inicio de la traduccién el principal punto de regulacién?’.

El inicio de la traduccidn es el proceso en el cual un mMRNA se une a una serie de Factores eucariontes de inicio
de la traduccion (elFs), que le permiten interactuar con la subunidad 40S y el tRNA-Metionina, para dar lugar
a la formacion de un ribosoma completo que continte con el proceso de elongacién del polipéptido®®2L,

La mayoria de los mRNA en eucariontes son traducidos por un mecanismo denominado “escaneo cap-
dependiente” o “traduccion candnica”, que como se indica es dependiente de la estructura cap y requiere de
al menos 11 elFs y otras proteinas accesorias.

En condiciones de estrés, como ocurre durante las infecciones virales, la traduccion celular se reduce
drdsticamente sin abatirse por completo; dando paso a un proceso de traduccion selectiva que permite la
sintesis de proteinas cruciales para la supervivencia de la célula y la recuperacion post-estrés.

Lo anterior, sugiere la existencia de mecanismos alternos de traduccién, los cuales difieren de manera
fundamental en el proceso de inicio de la traduccidn, involucran la presencia de ciertas estructuras en el mRNA
y necesitan diferentes factores para operar (Tabla 2). Algunos de estos procedimientos de inicio de traduccion
no candnicos son:

* “Traduccion cap-independiente”
i) Traduccién mediada por IRES (del inglés Internal Ribosome Entry Site)
i) Traduccion mediada por CITEs (del inglés Cap Independent Translation Enhancer Site)
i) Traduccién mediada por MIREs (del inglés m°A-induced ribosome engagement sites)**2%22,
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Canonica elF1, elF1A, elF3, elF5, PABP, 40S, 60S Mayoria de mRNA eucariotas
elF2, elF4E, elF4A, elF4G

IRES 1 - * + elF1, elF1A, elF3, elF5,40S, 60SeITAFs e  Virus de Hepatitis A
elF2, elF4F e  mRNA celulares

(F. transcripcion, F. crecimiento,
apoptosis, transduccion de sefiales,

etc)

IRES 2 - - elF1, elF1A, elF3, elF5,40S, 60S e ITAFs Picornavirus

elF2
IRES 3 - - elF3 yelF2 40S, 60S e ITAFs  Virus de hepatitis C
IRES 4 - - Ninguno 40S y 60S Virus de paralisis del grillo
CITE -* + elF2, elF3 y elF4G 40S y 60S APAF-1 = apoptosis
MIREs -* + elF1, elF1A, elF3, elF5,40Sy 60S HSP70

elF2, elF4E, elF4A, elF4AG *= Presente, pero no se emplea

4.1. Traduccion candnica cap-dependiente con escaneo

El inicio de la traduccion cap-depediente con escaneo (Figura 3) comienza con la formacion del Complejo
Ternario (TC) que se compone del factor elF2, de GTP y del tRNA-metionina; este complejo es el encargado de
la interaccién codén/anticoddn y su ensamblaje es regulado por el factor elF2B que se encarga del recambio
entre GDP/GTP cuando ocurre la unidn entre codén/anticodon7:23.24,

De manera simultanea, el factor elF3 junto con elF5, elF1 y elF1A se unen para formar el Complejo
Multifactorial (MFC) con una alta eficiencia de union a la subunidad ribosomal 40S, para lo cual es necesario
un conjunto de ribosomas disociados en sus dos subunidades 40S y 60S. Una vez que los dos complejos TCy
MFC se han formado, las proteinas elF2, elF3 y elF5 sirven como puente entre los dos complejos para dar lugar
al Complejo de Preinicio 43S (PIC 435)7:%°,

Aunque se ha reportado que el complejo PIC 43S posee la capacidad de unirse directamente mRNA mediante
secuencias altamente estructuradas en las regiones 5°UTR, en el modelo candnico es necesaria la accién del
complejo elF4F para que la unidon del mRNA al PIC 43S sea mas eficiente y estable. El complejo elF4F se
compone de varias proteinas con multiples funciones: elF4A con actividad helicasa de RNA, elF4B cofactor de
la elF4A helicasa, elF4E cuya funcidn es la unidn a la estructura cap presente en los mRNA, la proteina de unién
a Poly-A (PABP) y por ultimo de elF4G que es el centro de nucleacién del complejo.

El complejo elF4F tiene como principales funciones: el reconocimiento de la estructura cap presente en los
mMRNA celulares, el desdoblamiento de las estructuras presentes en 5°UTR prepardndolo para la union de la
subunidad 40S del ribosoma y la circularizacion del mRNA para potenciar la traduccion. La unidn entre el
complejo elF4F y el mRNA ocurre mediante el reconocimiento de la estructura cap por el factor elF4E; a
continuacién este complejo elF4AF-mRNA se une con el PIC 43S debido a la interaccidn entre elF3 y elF4G,
generando de esta manera el Complejo de Preinicio 48S (PIC 48S)*V?2.
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El PIC 48S es el encargado de realizar el proceso de escaneo sobre el mRNA en busca del coddn de inicio, lo
cual requiere de actividad de elF1A, elF5, elF3, DDX3 (helicasa con caja DEAD) y ATP para desdoblar las
estructuras secundarias en la region 5°UTR. El coddn de inicio generalmente es el primer triplete AUG que se
encuentre en un contexto optimo (secuencia rica en GC con una purina en -3 y una G en +4) aunque en la
mayoria de los casos se encuentran solamente secuencias subdptimas?!. Una vez que el coddn AUG se
encuentra en el sitio P del ribosoma, ocurre la unién codén/anticoddn lo que ocasiona la liberacién de elF2-
GDP, elF1y elF5, asi como la adicidn de elF5B que se encarga de atraer y acoplar a la subunidad 60S para dar
lugar al ribosoma completo 80S%2. En este punto, el ribosoma estd completo para el proceso de decodificacion
del mRNA vy originar el polipéptido pertinente durante el proceso de elongacion y terminacion de la
traduccion.
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Figura 3. Inicio de la traduccidn celular candnica. Modelo de inicio de traduccidn candnica en células eucariontes. (Tomado
de Hinnebusch, A. G. elF3: a versatile scaffold for translation initiation complexes. Trends Biochem. Sci)

4.2. Regulacidén del inicio candnico de la traduccién

Durante periodos de estrés celular ocasionados por deficiencia de nutrientes, infecciones virales, mal
doblamiento de proteinas u otros; la célula se encuentra en la necesidad de disminuir o alterar la traduccién
proteica global permitiendo la conservacidn de nutrientes, la expresion selectiva de genes de control del ciclo
celular, de la respuesta al estrés, de la respuesta inmune innata, asi como también limitar la traduccién de
proteinas virales durante procesos de infeccidn.

La regulacion del inicio de la traduccidén eucarionte candnico ocurre principalmente en dos niveles:

e La fosforilacion de elF2a, que estimula su unién con gran afinidad a la subunidad elF2b, bloqueando
el intercambio de elF2-GDP/elF2-GTP, el cual es el paso limitante en la formacién del complejo TC*°.
interferencia de la union entre elF4E con la estructura cap mediante la proteina 4E-BP que cuando se
encuentra hipofosforilada se une fuertemente a elF4E2%%,
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El factor elF2 es un heterodimero formado por tres subunidades a, B, y; su funcién principal es la unién a
tRNA-met y GTP para formar el complejo ternario (TC) que servird para la primera interaccién coddn-
anticoddn. Cuando la subunidad o de elF2 es fosforilada funciona como un inhibidor competitivo de elF2[3
impidiendo el recambio entre GDP/GTP reduciendo la cantidad de TC formados. Los niveles fisioldgicos de
elF2a son mas elevados que los de elF2[ por lo que la fosforilacion parcial de elF2a. es suficiente para inhibir
toda la proteina elF2B?*?°, La fosforliacién de elF2a. puede ocurrir por al menos 4 cinasas diferentes
dependiendo el proceso de estrés: mediante la cinasa regulada por grupo hemo “HRI” (del inglés, Heme-
regulated elF2a kinase) que es activada por deficiencia de grupo hemo, por el tratamiento con arsenito o
choque térmico; la cinasa similar a PKR llamada “PERK” (del inglés, protein kinase like PKR) la cual actua ante
estrés en el RE por proteinas mal dobladas; la cinasa de control general no reprensible 2 “GNC2” (del inglés,
general control nonderepressible 2) que funciona ante deficiencia de aminoacidos; y la protiena cinasa R
“PKR” (del inglés, protein kinase R) que es inducida por interferén y activada por la presencia de dsRNA en el
citoplasma®’.

PKR es la principal cinasa activada ante las infecciones virales, es una cinasa de serina/threonina que se induce

cerca de 5 a 10 veces debido la respuesta mediada por interferén, permite la deteccion de dsRNA
citoplasmatico producto de la replicacién de virus de RNA como de DNA. Esta enzima se une al dsRNA
mediante dos motivos presentes en el extremo N-terminal, provocando su dimerizacion y autofosforilacién,
activdndose para llevar a cabo la fosforilacion de elF2a!7%°,

Por otra parte, elFAE es el factor de inicio menos abundante en la mayoria de las células por lo que su
regulacién lo hace un blanco sencillo. EIl mecanismo principalmente caracterizado se refiere a las proteinas
4E-BP o proteinas de unidon a 4E. Las proteinas 4E-BP se encuentran unidas a elF4E en su estado
hipofosforilado pero su hiperfosforilacion por la cinasa mTOR (activada por hormonas, factores de
crecimiento, presencia de nutrimentos, etc.) produce la liberacién del factor elF4E permitiendo su interacciéon
con elF4G, dicha unién aumenta la afinidad de elF4E para reconocer la estructura cap produciendo una
estimulacidn de la traduccién cap dependiente?.

4.3. Traduccion cap-independiente mediada por IRES

Durante mucho tiempo, el inicio de la traduccion cap-dependiente con escaneo fue el Unico mecanismo
reconocido mediante el cual podia llevarse a cabo la sintesis de proteinas, sin embargo, estudios sobre la
traduccidn durante la infeccidn por picornavirus, donde la sintesis proteica celular se encuentra practicamente
abatida, llevaron al descubrimiento de un mecanismo alternativo de inicio de la traduccion. Dicho mecanismo
permite la traduccién sin la presencia ni el reconocimiento de la estructura cap: la subunidad 40S ribosomal
se une de manera directa o con ayuda de proteinas accesorias (ITAFs, del inglés internal translation associated
factors) al mMRNA?"28,

Las regiones en el mRNA que dirigen la unién a la subunidad 40S fueron Ilamadas Sitios Internos de Entrada
del Ribosoma o IRES (del inglés Internal Ribosome Entry Site), se identificaron por primera vez en los
mensajeros de Poliovirus para a continuacion ser encontrados en otros virus y posteriormente también en
mRNA celulares?’.

De manera general los IRES virales tienen las siguientes caracteristicas: se encuentran generalmente en las
regiones no traducidas (UTR) en el extremo 5" (aunque en algunos como el IRES del virus de hepatitis C
involucra una region codificante?®) donde la subunidad 40S se une inicialmente, son altamente estructurados,
son largos (mas de 50 pb), no tienen cap en el extremo 5" (0 no lo usan) y presentan multiples marcos de
lectura abiertos (ORFs)®°.

Cuando se compararon los diferentes IRES identificadas (Figura 4), se encontré una gran divergencia
estructural y de las estrategias tan diferentes del mecanismo de accidn que dirigian; de tal manera que en la
actualidad los IRES se clasifican en 4 grupos de acuerdo a varios criterios:

e  Estructuray secuencia,

e Localizacion en relacion al coddn de inicio,
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e Actividad en los diferentes tipos celulares, y

e Las proteinas accesorias que requieren, incluyendo tanto factores candnicos como de ITAFs. (De
manera general a mayor grado de complejidad en la estructura secundaria menor

requerimientos de elFs o ITAFs)?2.

(A) (B) M transporter/receptor/channel

M transcription factor/transcription related
gene

m growth factor

M Apoptosis related genes

m cytoskeleton associated protein

I oncogene

W RNA binding proteins

mcyclins

m translation factor

W heat shock proteins

M gap junction protein

M tumour suppressors

Figura 4. Traduccion no-candnica cap independiente con escaneo mediada por IRES. (A) Estructuras IRES y factores necesarios
para su traduccion. Se muestran las estructuras representativas de los cuatro diferentes tipos de IRES conocidos, asi mismo se
muestra un esquema de las proteinas celulares (elFs, cinasas, subnidad 40S ribosomal, etc) y las proteinas ITAF necesarias para
el inicio de la traduccion. (B) Distribucidn de los IRES conocidos presentes en mensajeros celulares. De acuerdo a lo descrito en
la literatura la mayoria de los mensajeros celulares que contiene IRES codifican para factores de transcripcién, proteinas de
transporte, receptores o factores de crecimiento. (Inciso A) Tomado de Walsh, D. & Mobhr, I. Viral subversion of the host protein
synthesis machinery. Nat. Rev. Microbiol. Inciso B) Tomado de Lacerda, R., Menezes, J. & Romdo, L. More than just scanning:
the importance of cap-independent mRNA translation initiation for cellular stress response and cancer. Cell. Mol. Life Sci.).
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Los IRES de los grupos | y Il abarcan todos aquellos mRNAs con una estructura parecida al IRES de poliovirus,
son medianamente estructurados y tienen la caracteristica de multiples factores de inicio de la traduccién. A
pesar de sus diferencias estructurales, los IRES del grupo | y Il requieren de los factores elF1A, elF3, elF5, eFl4A,
eFl4B y elF4G* proteoliticamente cortado que les sirve para atraer junto con elF3 a la subunidad 40S
ribosomal.

Los IRES del grupo | realizan el proceso de escaneo en busca del codén de inicio a diferencia de los IRES del

grupo Il que no requieren dicho proceso; ambos grupos requieren la actividad de ITAFs, que son proteinas de
unién a RNA que permiten estabilizar y alterar la estructura ternaria del IRES, promoviendo su interaccién con
la subunidad 40S o con elFs. Entre los principales ITAFs empleados por estos grupos de IRES destacan el
autoantigeno La, las proteinas de unidn al tracto de polipirimidina (PTB), ITAF45, la proteina 2 de unién a polyC
(PCBP2) y la proteina DAP53031,

El autoantigeno La fue la primer proteina ITAF identificada, la cual se requiere para la traducciéon mediada por
los IRES de HCV y de poliovirus, se ha determinado que La autoantigeno sirve como auxiliar en la unién de 40S
a la secuencia IRES por lo que su ausencia o mutaciones bloquea la formacién del complejo 80S inhibiendo la
traduccion de proteinas virales y por tal la replicacién de poliovirus y HCV32. Por su parte, DAP5 es una proteina
homologa a elF4G1 en sus sitios de unién a elF3 y eFl4A, pero no posee el sitio de unién a elF4E por lo que
anteriormente se creia que era un regulador negativo del inicio de la traduccién formando complejos de inicio
no funcionales; sin embargo, posteriormente se identificod su actividad reguladora ITAF en la traduccién de
mMRNA celulares mediados por IRES relacionados con los procesos de apoptosis, diferenciacién celular y
regulacidn del ciclo celular como los genes Bcl-2 y p53%0:33,

El grupo Ill de IRES esta representado por el mRNA del virus de la hepatitis C (HCV), el cual posee una
secuencia altamente estructurada y solo requiere de la presencia de dos factores de inicio: elF2 y elF3 (aunque
se puede incluir en ocasiones a elF5B). El mecanismo de inicio de traduccion ha sido dilucidado parcialmente:
primero la estructura IRES forma un complejo binario con la subunidad 40S ribosomal gracias a su unién
directa con proteinas ribosomales y a la interaccion de la secuencia GGG presente en el loop Il d en el IRES
con el loop ES7 presente en el rRNA 18S. A continuacion, el complejo ternario TC se une al mRNA mediante
elF3, lo anterior ocasiona un cambio conformacional que posiciona el dominio Il del IRES en la proteina
ribosomal RPS5, estableciendo una interaccion coddén-anticodon, desdoblando una “estructura de tallo” o
stem loop y localizando la secuencia codificante en el canal de unién a mRNA en el ribosomal”3%31,

Finalmente, el grupo IV se caracteriza por IRES con estructuras complejas que le permiten la interaccidn
directa con la subunidad 40S sin necesidad de ningun elFs ni ITAFs; de manera general la unién del IRES con
la subunidad 40S genera un cambio conformacional que facilita la interaccién con la subunidad 60S para dar
lugar al ribosoma completo 80S. El IRES IV del virus de la pardlisis del grillo (CrPV), otro picornavirus, , no
necesita del proceso de escaneo a diferencia de los demas grupos debido a que contiene una estructura en
forma de tRNA que permite el posicionamiento del complejo de preiniciacién y ademas favorece su traduccion
en condiciones de inhibicidn por fosforilacién de elF2al73°,

Un caso muy particular se presenta en la familia de Flavivirus formada por virus que presentan un genoma
de una sola cadena y polaridad positiva “ssRNA” como el virus de hepatis c (HCV), virus de Zika (ZIKV), dengue
(DENV), etc. Dentro de esta familia se diferencian dos grupos debido a sus mecanismos de inicio de la
traduccidn: el primer grupo se constituye por virus del genero Hepacivirus (HCV), Pestivirus (virus de la diarrea
bovina) y Pegivirus (virus de Hepatitis G) transmitidos por contacto con sangre y los cuales son traducidos
mediante estructuras IRES localizadas en sus secuencias 5'UTR, mientras tanto un segundo grupo esta
formado por todos aquellos flavivirus que son transmitidos por artrépodos (Arbovirus) incluyendo al virus del
dengue, Zika, virus de la fiebre del Nilo (WNV), etc. cuya traduccion es cap-dependiente. Sin embargo, estudios
recientes demostraron que, aunque los genomas de dengue y Zika son traducidos por un mecanismo cap
dependiente, poseen en su extremo 5'UTR estructuras IRES que permiten su traduccion cap independiente
en células de mamifero, pero no en células de mosquito.

Lo anterior resulta muy interesante puesto que podria representar un mecanismo de regulacion y control del
inicio de la traduccidn en mensajeros virales dependiente de las condiciones celulares*.
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Aunque en un inicio el descubrimiento de nuevas estructuras IRES solo se limitd a mensajeros virales
posteriormente comenzd la busqueda de IRES en mensajeros celulares que llevaria a la identificacién de un
conjunto de mensajeros celulares que poseen estructuras IRES, los cuales se localizan en el extremo 5’"UTR y
pertenecen al grupo | (no son altamente estructurados, requieren el proceso de escaneo del codon AUG y
necesitan multiples factores de inicio). Los mensajeros celulares que tienen estructuras IRES forman parte de
un grupo muy especifico que involucra cerca del 10-15% del mRNA total y han sido clasificados de acuerdo a
su funcién en familias de genes (Figura 4):

1) Transporte, canales, receptores y proteinas de transduccidn de sefiales (22%)

2) Factores de transcripcion (21%)

3) Factores de crecimiento (15%)

4) Genes relacionados a apoptosis (8%)

5) Factores de traduccion (4%)%2.

La presencia de estructuras IRES en mensajeros celulares que poseen la estructura cap, podria servir de
mecanismo alterno al inicio de la traduccién candnica en condiciones de estrés, como se ha propuesto para
los IRES encontrados en los mensajeros de Dengue y ZIKV.

Sin embargo, el inicio de la traduccién mediado por las estructuras IRES en mensajeros celulares permanece
controversial aun hoy en dia debido a principalmente que la identificacion de estructuras IRES resulta
complicada como causa de una amplia variedad de estructuras, la diversidad de mecanismos, asi como las
escasas pruebas para identificarlos.

Contrario a lo anterior, los IRES virales son reconocidos como un mecanismo de inicio de traduccion efectiva,
se han identificado sus elementos base, las proteinas que requieren e incluso estudios recientes en los IRES
de HCV y CrPV mediante el uso de métodos bioinformaticos, bioquimicos y microscépicos novedosos ha
permitido identificar nuevos datos sobre los mecanismos de cémo estos IRES manipulan el aparato de
traduccion. Este conocimiento y técnicas podrian aplicarse en un futuro a los IRES celulares con el fin de
dilucidar los procesos alternos de inicio de la traduccién?’:3031,

4.4, Traduccion _cap-independiente _mediada por elementos potenciadores de traduccién cap-
independientes (CITEs).

El inicio de la traduccion mediada por Elementos potenciadores de traduccién cap-independientes o CITEs (del
inglés, cap independent translation elements) representa un segundo mecanismo de inicio de sintesis proteica
cap-independiente, los CITEs al igual que los IRES fueron identificado por primera vez en infecciones virales,
particularmente en virus de plantas.

Los CITEs son secuencias presentes en el extremo 5'UTR o en el 3'UTR donde el ribosoma se une
directamente, en el mecanismo de inicio de la traduccion mediado por CITEs no existe un proceso de
reconocimiento de la estructura cap en el extremo 5° por el factor elF4E y requieren del proceso de escaneo
en busca del coddn de inicio®.

A pesar de que aun existe controversia si los CITES representan un mecanismo diferente o son simplemente
una variacion de los IRES, las principales diferencias entre estos dos es que los IRES solamente se localizan en
el extremo 5°UTR mientras que los CITES se pueden encontrar en los extremos 5'UTR o 3'UTR; a su vez el
mecanismo mediado por CITEs requiere un extremo 5 UTR libre y emplea el proceso de escaneo para localizar
el coddn de inicio AUG, en tanto los IRES pueden llevar a cabo la traduccidn sin necesidad de escaneo y aunque
se encuentren dentro de mensajeros policistronicos, de hecho esta caracteristica representa la base de
deteccidn de IRES.

Debido a que la mayoria de las estructuras IRES propuestas en los mRNA celulares han fallado los ensayos
bicistrénicos que permiten identificarlos, la traduccion celular medida por CITEs comienza a cobrar
importancia’3%3, Se ha sugerido que los mRNA celulares que poseen CITEs emplean la traduccién cap-
dependiente durante condiciones normales de la célula y que cambian a un inicio de traduccién cap-
independiente mediado por CITEs cuando existen procesos de estrés celular. Durante estos procesos que
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pueden involucrar: la fosforilacion de elF2a o la inhibicion del reconocimiento de la estructura cap por elF4E,
los CITEs reclutan algunos factores como elF3 o elF4G que le permiten la unidn con la subunidad 40S y mas
importante aun, el uso de marcos de lectura alternos (UORFs) (Figura 5)%.

El ejemplo mas tipico de traduccidn celular mediada por CITEs es el del mRNA APAF-1 que tiene importantes
funciones en la apoptosis inducida por lesiones, por lo tanto los CITEs al igual que los IRES podria representar
mecanismos de sintesis proteica alterna durante procesos de estrés celular??.

%,

mRNA harboring CITE
(relaxed cap-dependence)

5 AUG! -
elFAE 4,
\ /2y
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/ initiation of scanning '
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\+4iBP
Specific (stress) conditions @ 7S
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Figura 5. Traduccion cap independiente mediante CITEs. Solo los mRNA celulares que poseen estructuras CITEs, son capaces
de traducirse via inicio cap independinte durante condiciones de estrés especifica, aunque en una menor cantidad comparada
con el inicio de traduccién cap dependiente en condiciones normales. (Tomado de Shatsky, I. N., Terenin, I. M., Smirnova, V. V.
& Andreev, D. E. Cap-Independent Translation: What’s in a Name? Trends Biochem. Sci).

A diferencia de los CITEs celulares que se ubican en el extremo 5'UTR, los ejemplos de CITEs virales se
encuentran en el extremo 3’UTR y pertenecen en su mayoria a virus de plantas con genomas de una sola
cadena positiva de RNA. Los mRNAs de estos virus no poseen la estructura cap ni la cola PoliA, y para su
traduccion hacen uso de CITEs en el extremo 3°UTR para unir de manera directa o via elF4G a la subunidad
408, su localizacion en el extremo 3’ requiere de interacciones RNA-RNA con el extremo 5 para colocar al
ribosoma cerca del codén de inicio (escaneo dependiente).

El virus de la cebada enana amarilla posee un CITE en el extremo 3’y una regidon complementaria al extremo
5" para dar lugar a mRNA circular, reclutando la subunidad 40S en el extremo 3" pero interactuando en el
extremo 5’ cercano al codén de inicio'”1930,

La presencia de IRES y CITEs en mensajeros celulares y virales que ademas tienen una estructura cap plantea
la interrogante de la funcion de estas estructuras, qué condiciones se requieren para que la traduccién cap-
dependiente o la traduccion cap-independiente sean seleccionadas y cuadles son las caracteristicas que poseen
los MRNAs que son traducidos mas eficientemente por un mecanismo u otro.

4.5. Traduccion cap-independiente mediada por metilaciones (MIREs)

La N®-metiladenosina (m®A) es una modificacion reversible presente en multiples mRNA celulares, que se ve
aumentada en ciertos mensajeros durante condiciones de estrés como el ocasionado por choque térmico;
durante dicho estrés la traduccion cap-dependiente se encuentra inhibida, mientras que la traduccion de
mensajeros de proteinas de respuesta a choque térmico de manera cap-independiente se encuentra
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favorecida. Recientemente se ha descrito que la metilacion de una sola adenina en el mMRNA de HSP70 es
suficiente para unir al factor elF3 y promover su traduccién cap-independiente.

Los datos anteriores sugieren que el estrés por choque térmico induce la metilacién de adeninas presentes
en los extremos 5°UTR o 3"UTR de algunos mensajeros permitiendo el cambio en el mecanismo de inicio de la
traduccion de ser cap-dependiente a cap-independiente dirigido por metilaciones y mediado por elF3 22243035,

5. El factor de inicio de traduccion elF3

El factor de inicio de la traduccién 3 (elF3) es el mas grande de todos los factores involucrados en el inicio de
la traduccién candnica en mamiferos; se compone de 13 subunidades que dan lugar a un complejo proteico
con un peso molecular de aproximadamente 800 kDa. Las 13 subunidades que lo forman no son idénticas
entre si y son llamadas desde elF3a hasta elF3m?%2336,

En humanos, elF3 se forma de dos subcomplejos:

l. complejo Yeast Like Core (YLC): formado por elF3a, elF3b, elF3c, elF3i y elF3g, siendo las
subunidades elF3a/elF3b las encargadas del proceso de nucleacion. Por si solo el complejo YLC
conserva la funcién de unién con la subunidad 40S ribosomal para la formacién de los complejos
PIC 43Sy PIC 48S asi como el reconocimiento y unién a mRNA 2036-38,

I. complejo _octamérico: presenta una forma antropométrica con 5 lébulos llamados cabeza
(elF3c), brazo izquierdo (elF3a), brazo derecho (elF3e), pierna izquierda (elF3f, elF3h y elF3m) y
pierna derecha (elF3k y elF3l).

Las subunidades elF3a/elF3c representan los centros de nucleacion del subcomplejo
octamérico; sin embargo, es esencial la presencia de elF3b (que no forma parte de este
subcomplejo) para que el complejo se pueda formar.

La proteina elF3a es la Unica subunidad que forma parte de los subcomplejos YLC vy
octamérico?%3637,

Las subunidades elF3d (interacciona directamente con elF3e) y elF3j (unida a elF3a y elF3b en el YLC) no
forman parte de ninguno de los dos subcomplejos e incluso no se encuentran en la totalidad de los complejos
elF3 aislados, por lo que en ocasiones se consideran como subunidades asociadas (Figura 6)*%3537.

La complejidad estructural de elF3 le permite desarrollar multiples funciones que no estdn delimitadas solo
al inicio de la traduccién, sino que estdn distribuidas en todo el proceso de sintesis de proteinas e incluso se
ha reportado la intervencién de elF3 en la exportacién y la degradaciéon de mRNAs, asi como su participacion
en la interaccién entre los procesos de traduccidn y transcripcion®. A continuacidn, se citan las principales
funciones de elF3 durante la traduccion proteica:

I. Ensamblaje del complejo PIC 43S: En el inicio de la traduccidn en condiciones limitantes de tRNA-

metionina, elF3 favorece la formacion del complejo ternario (TC), a su vez elF3 es el centro de
nucleacion del Complejo multifactorial (MFC) compuesto ademas por elF1, elF1A y elF5. De tal
manera que elF3 estd involucrado en la formacién de los complejos TC y MFC y también estimula
la unién de estos con la subunidad 40S para dar lugar al Complejo de preinicio PIC 43S 233739,
La unidén de elF3 a la subunidad 40S ocurre en la cara expuesta al citoplasma del ribosoma, dicha
localizacidn espacial parece ideal para la funcion de actividades regulatorias de la traduccién; a su
vez, una extension de elF3 compuesta por elF3b-elF3i-elF3g se localiza entre la interface de union
con la subunidad 60S cerca del canal de entrada del mRNA, lo cual podria relacionarse con funciones
de ayuda en el escaneo de AUG y también para prevenir la unién inespecifica de las subunidades
ribosomales 23,
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Figura 6. Estructura del factor elF3 en humanos. (A) Modelo de la proteina elF3 presentando su composiciéon bimodular. elF3
se compone de dos subcomplejos: a) complejo YLC y b) complejo octamérico. La figura muestra las interacciones entre cada
subunidad que se dan en los dominios PIC, asi como en el conjunto de hélice. (B) Modelo de reconstitucién mediante Cryo-
EM. La imagen muestra 8 subunidades de elF3 humano, la posicién fue determinada mediante marcaje del N-terminal y su
comparacién con la estructura de tapa del proteoma con lla cual comparte similitud evolucionaria. (Inciso (A) Tomado de
Wagner S, et. al. Human elF3b and elF3a serve as the nucleation core for the assembly of elF3 into tow interconnected modules:
the yeast-like core and the octamer. Nucleic Acids. Inciso (B) Tomado de Cate. J. Human elF3: from “blobology” to biological
insight. Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences.)

Unidn a mRNA para la formacion del complejo PIC 48S: En la traduccidon candnica, una vez formado
el complejo PIC 43S este debe interactuar con el mMRNA que se ha unido previamente al complejo
elF4F para dar lugar a la formacion del complejo PIC 48S.

El mecanismo mediante el cual ocurre el reclutamiento del mRNA al PIC 43S parece ser
multifactorial: 1) haciendo uso de la union entre TC y mRNA, 2) mediante la interaccion entre elF3c,
elF3d y elF3e con dos regiones de elF4G3**, 3) por la asociacion de elF3 con elF4E y la estructura
cap y 4) como consecuencia de la capacidad de varias subunidades de elF3 de unirse directamente
a mRNA especializados.

La unidn de elF3 con la proteina elF4G parece ocurrir a través del subcomplejo YLC, mientras que
entre las subunidades de elF3 que pueden unir a mRNAs se encuentran reportadas elF3a, elF3b,
elF3c, elF3d, elF3e, elF3f, elF3gy elF3h cada una de las cuales puede unir entre 300y 400 diferentes
mRNAs 23,37,41‘

Auxiliar en el escaneo en busca del coddén de inicio: Se ha descrito que elF3 también estd
relacionado con el proceso de escaneo y seleccion del codon AUG de inicio, principalmente
mediante la subunidad elF3c y su interaccién con elF1 y elF5, a su vez las proteinas elF3a y elF3b
interactuan con la helicasa DHX29 encargada de desdoblar estructuras secundarias en el mMRNA
durante el escaneo. La funciéon de elF3 es servir de puente para la correcta interaccion de elF1, que
es el factor principal del escaneo/seleccion de AUG y de elF5 que estimula la hidrdlisis del GTP
presente en el complejo TC 23374041,

Reinicio de traduccidn: elF3 estd involucrado también de manera directa en el reinicio de traduccion
de algunos mRNAs policistrénicos virales como los de caulimovirus que infectan plantas. Se ha
sugerido que elF3g permanece unido a la subunidad 60s lo que le permite viajar con el ribosoma
durante la etapa de la elongacidn hasta encontrar un codén de paro donde elF3 impide la
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VI.

disociacion del ribosoma, para a continuacidn unir a un nuevo complejo TCy permitir el reinicio de
la traduccién sobre el mismo mRNA 233739,

elF3 se une a la subunidad 40S e inhibe la interaccién con 60S: Una vez terminada la traduccidn de
un mRNA, el ribosoma completo 80S debe separarse en las subunidades 40S y 60S para que estén
disponibles para comenzar un nuevo ciclo de traduccién. elF3 de manera conjunta con elF4A tienen
la funcién de disociar la uniéon entre las dos subunidades inmediatamente después de la lectura del
codon de término; ademas se encarga de formar un complejo con la subunidad 40S estabilizdndola
y evitando de esta manera la reasociacion inmediata e inespecifica entre subunidades. En este
proceso, elF3j tiene la funcién de unir a la subunidad 40S de manera dependiente de la cinasa
mTOR, mientras elF3d interacciona con el rRNA 18S y las subunidades elF3a/elF3c se asocian con
las proteinas ribosomales pequefias RPSOA/RPS10A%3%7,

Regulacién de la traduccidn y traduccion especializada: Aunado a las funciones que desempenia elF3
en la traduccidn candnica global, se ha reportado su papel en la regulacion de la traduccién de un
conjunto de mMRNAs relacionados con control del crecimiento celular como: apoptosis,
diferenciacidn celular y ciclo celular®'. Esta regulacién, ocurre mediante la interaccién de motivos
de unidn a RNA presentes en las subunidades elF3a, elF3b, elF3c, elF3d, elF3e, elF3f, elF3g y elF3h
los cuales se unen a estructuras especificas en las regiones 5'UTR de los distintos mRNA
permitiendo una regulacién, tanto positiva como negativa, de su traduccién?>%,

Ahora bien, las distintas subunidades que forman el complejo elF3 presentan una serie de labores y
actividades particulares que le permiten a elF3 ejercer su papel en los diferentes procesos mencionados
anteriormente. A continuacidn, se citan las principales funciones de las subunidades elF3a, elF3b y elF3d las
cuales forman parte del presente estudio:

elF3a: es el principal centro de nucleacion de los sub-complejos YLC y octamérico por lo que el
silenciamiento de su expresién conlleva a la completa disgregacion del complejo elF32°,
elF3a por si sola une a la subunidad 40S mediante su interaccién con proteinas ribosomales
pequeiias (RPS) y con el rRNA 18S, estimula el reclutamiento de mRNA en el complejo PIC 43S para
formar el complejo PIC 48S 341,

La proteina elF3a ha sido reportada como regulador de la traduccién especifica de diferentes mRNAs
celulares, entre los que destacan los mensajeros que codifican para proteinas relacionadas con
control de ciclo celular como p27kip (inhibidor de cinasas CDK) y RRM2 (reductasa que cataliza la
formacion de desoxiribonucleotidos, su actividad es dependiente de ciclinas)?.

A su vez, elF3a también estd involucrado en la traduccién mediada por IRES de HCV, donde elF3a
interactua con una regién especifica en el IRES de HCV sirviendo como puente entre el mRNA viral y
la subunidad 40S%.

elF3b: forma parte junto con elF3a del nucleo para la formacién de YLC y también del complejo
octamérico aun sin formar parte de este. Al igual que elF3a presenta diversos motivos de union a
RNA, asi como también posee el motivo RNP1 que le permite la unién a la subunidad 40S ribosomal,
lo anterior permite el reclutamiento de distintos mRNAs para formar el complejo PIC 48523,

elF3d: ha sido descrita en N. crassa y S. pombe como causa de la generacion de dos diferentes
complejos elF3: un complejo elF3 que contiene elF3d el cual es responsable de la traduccién de un
set particular de mRNA y otro complejo elF3 sin elF3d que traduce la totalidad de mRNAZ.

En 2016, Lee y colaboradores describieron que la proteina elF3d esta relacionada con la regulacion
de la traduccion de un subconjunto de mRNA involucrado en proliferacién celular, particularmente
con el mMRNA que codifica para la proteina c-JUN que forma parte del activador transcripcional AP-1.
elF3d presenta un sitio de unién a la estructura cap que permite el paso del mRNA de c-JUN para
unirse con elF3e y atraer a todo el complejo elF3. Resulta muy interesante que esta interaccion
permite el ensamblado de los complejos de inicio de traduccidn sin necesidad del complejo elF4F,
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por lo que representa un tipo de traducciéon no candnica cap dependiente pero independiente de
elF4F que podria ocurrir en casos de estrés o de bloqueo de la traduccidn general®®.

Posteriormente en 2018, de la Parra y colaboradores reportaron la interaccion de elF3d con la
proteina DAPS5, la cual presenta una alta homologia al factor elF4G1 y posee los dominios de union a
elF3 y a elF4A pero no los sitios de union a elF4e (proteina de unidn a cap) ni PABP. En dicho estudio
se hace mencién a que la interaccidn entre DAP5 con elF3d (con su funcién de unidn a la estructura
cap) permite la traduccién de diversos mensajeros relacionados con apoptosis, movilidad celular,
proliferacidn celular, control del ciclo celular, integrinas para sefializacion y reparacion de DNA 33,
Con base a lo anterior, se ha sugerido que el papel de elF3d no forma parte de las funciones
candnicas de elF3 sino que esta involucrado en promover la traduccion de un set de mRNA
especificos.

6. Control del inicio candnico de la traduccion por virus

Los virus son plenamente dependientes del aparato de traduccién celular para producir las proteinas virales
esenciales para su ciclo replicativo y la produccién de progenie viral; por tal, alteraciones en el aparato y
mecanismo de la traduccién son eventos comunes durante la infeccidn por diferentes agentes virales, los
cuales pueden ocurrir en cualquiera de los pasos de la sintesis proteica ya sea inicio, elongacién o
terminacion?® (Figura 7).

Ademas de la regulacion ejercida por la célula en si, descrito anteriormente, como proceso de defensa
antiviral para limitar la sintesis de proteinas virales o como respuesta al estrés causada por la infeccion, varios
virus poseen estrategias propias para modificar la traduccidn celular en su favor®.

La modificacion de la traduccién celular en favor de la viral tiene principalmente dos objetivos: centrar todos
los recursos y capacidad de sintesis de la célula en la produccion de proteinas virales, y restringir la sintesis de
proteinas de respuesta antiviral.

6.1. Regulacidn viral de la PKR

Como se menciond anteriormente la presencia de dsRNA en el citoplasma celular producto de la replicacion
de virus de RNA o DNA, conlleva mediante la activacion de la cinasa PKR a la fosforilacion de elF2a
ocasionando una inhibicién de un alto porcentaje de la traduccidn celular, es por tal que multiples virus han
desarrollado estrategias para evitar esta fosforilacion.

e Antagonistas de PKR: adenovirus y el virus de Epstein Barr (EBV) generan durante las etapas tardias
de su replicacién un RNA pequefio encargado de unirse a la regién de PKR encargada del
reconocimiento de dsRNA, se cree que de esta forma se inhibe la activacién de PKR y la posterior
fosforilacién de elF2a.%.

e Proteinas de union a dsRNA: Las proteinas virales E3L, NS1y 3 de virus vaccinia, influenza y reovirus
respectivamente, se unen de manera directa al dsRNA viral y previenen su interaccion con PKR
evitando de tal forma la fosforilacién de elF2a.%.

e Defosforilacion de elF2c:: La proteina E6 del virus del papiloma humano (HPV) es capaz de activar
una proteina fosfatasa celular que se encarga de desfosforilar a elF20.°.

e Inhibicion de la funcion cinasa: En esta estrategia, el genoma de diferentes virus codifica para
proteinas que inhiben directamente la funcidn cinasa de PKR o de PERK, actuando principalmente
como pseudo-sustratos. Un ejemplo es la proteina K3L de vaccinia que tiene una alta homologia al
extremo N-terminal de elF20.%°.
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Figura 7. Control del inicio de la traduccion candnica por diferentes proteinas virales. El control ejercido por los distintos virus
implica tanto la regulacién positiva (verde) como negativa (amarillo). (Tomado de Walsh, D. & Mohr, I. Viral subversion of the
host protein synthesis machinery. Nat. Rev. Microbiol.).

e Induccidn de fosforilacion de elF2a: Algunos virus no tienen la necesidad de utilizar el complejo TC
para el inicio de traduccion de las proteinas virales, por tal la fosforilacion de elF2a. produce un
ambiente propicio para su replicacién puesto que la traduccion celular esta inhibida, incluida la
respuesta a IFN, y la maquinaria de traduccién esta disponible para el uso del virus. Ejemplos de este
evento son los virus el virus de la paralisis del grillo que posee una estructura IRES tipo IV en el
extremo 5" que funge como un tRNA iniciador sustituyendo al complejo TCY.

6.2. Regulacidn viral de elF4F:

El complejo proteico elFAF presenta multiples funciones en el inicio de la traduccion cap dependiente como
el reconocimiento de la estructura cap, el desdoblamiento del mMRNA gracias a elF4A o el ensamblaje con PIC
43S mediante elF3 para dar lugar al complejo PIC 48S. No es de sorprender que numerosos virus tengan
estrategias para modificar las funciones de elF4F.

e Degradacion de elF4G: La proteina de andamiaje elF4G2 es blanco de degradacion mediada por la
proteina 2A P del virus de polio. Los mMRNA de poliovirus no presentan la estructura cap en 5" y su
traduccion es mediada por una estructura IRES tipo Il de tal manera que la degradacion proteolitica
de elF4G2 no soloinhibe la traduccién celular sino también favorece la traduccidn cap independiente.
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Otros ejemplos de degradacion de elF4G1 y elF4G2 ocurre durante las infecciones por retrovirus,
rinovirus y novovirus*®2®,

Modulacion de la actividad elF4E por proteinas de union: Las proteinas 4E-BP 1, 2 y 3 en su forma
hipofosforilada compiten con elF4G por la unién de la proteina elF4E inhibiendo la formacién del
complejo elF4F, la fosforilacion de las proteinas 4E-BP libera al factor elF4E permitiendo su
interaccion con elF4G. La modulacién de las proteinas 4E-BP tanto positiva como negativamente es
uno de los mecanismos mas estudiados en las diferentes infecciones virales:

o  Hipofosforilacion de proteinas 4E-BP: el picornavirus de encefalomiocarditis (EMCV) induce

la defosforilaciéon de 4E-BP, la cual se une fuertemente a elF4E bloqueando la traduccién
celular cap dependiente, este entorno favorece la traduccion de los mRNA virales mediado
por IRES tipo Il. Por otra parte, el virus de estomatitis vesicular (VSV) mediante su proteina
M inhibe la actividad de la cinasa AKT encargada de fosforilar a las diferentes 4E-BP vy
promueve la acumulacidn de 4E-BP1 hipofosforilada®.
Ambas estrategias no solo permiten la traduccién preferencial de los mRNA mediados por
IRES, sino también inhiben la traduccién de proteinas celulares entre las que destaca la
proteina de respuesta inmune Factor de regulacion de interferén 7 (IRF7). Los factores de
Regulacion de Interferdn (IRF) son una familia de factores transcripcionales que como parte
de la cascada de respuesta inmune innata son fosforilados para su activacién, agrupandose
en homo y heterodimeros para traslocarse al nucleo y activar la transcripcidn de los genes
de respuesta a interferén (ISGs)*2.

o Hiperfosforilacion y degradacion de proteinas 4E-BP: En contraste de los virus que inhiben
la formacién del complejo elF4F y emplean la traduccidn cap independiente, la mayoria de
virus de DNA presentan mensajeros virales con estructuras similares a los mRNA celulares y
su traduccidn es cap dependiente, por lo que la presencia de un mayor nimero de complejos
elF4F ayuda a la replicacion viral.

El virus herpes simple 1, citomegalovirus humano (HMCV) y el virus de Epstein-Barr

estimulan la activacion de la cinasa mTOR propiciando la hiperfosforilacion de 4E-BP vy la

posterior liberacion de elF4E para la formacién del complejo elF4F.

Otro mecanismo interesante, es el desarrollado por el virus herpes simple 1 (HSV-1) donde

se dirige la degradacidn via proteosoma de 4E-BP e incluso la proteina viral ICP6 estimula la

interaccidn entre elF4E y elF4G192643,
Modulacion de la actividad de elF4E por fosforilacion: Aunque la funcidn de la fosforilacidn del factor
elF4E no es por completo clara, se cree esta relacionada con un aumento del reconocimiento de la
estructura cap, esto debido a que la inhibicién de la traduccién durante mitosis y shock térmico
correlaciona con niveles reducidos de fosforilacion de elF4E.
La proteina L4 de adenovirus interacciona con elF4G impidiendo su interaccién con al menos una de
las dos proteinas Mnk1 y Mnk2 que son las principales cinasas que fosforilan a elF4E. La traduccién
de adenovirus puede llevarse a cabo en estas condiciones debido a que la misma proteina L4 y la
secuencia presente en el extremo 5'UTR de los mensajeros virales permite el mecanismo de
traduccion especializado llamado “Ribosome shunting” en el cual la traduccidn inicia de manera
candnica, pero estructuras secundarias presentes en el mRNA viral entre la secuencia de dos
proteinas ocasionan que el ribosoma pare la traduccién y la reinicie nuevamente al pasar la
estructura secundaria sin la necesidad de un desensamble del ribosoma. Este mecanismo permite la
sintesis de al menos dos proteinas mediante un solo mRNA y un solo inicio de la traduccién cap en
condiciones de bajos niveles de elF4F!2°,
Modulacion del reconocimiento de la estructura cap por elF4F: El reconocimiento de la estructura cap
es un paso limitante en el inicio de la traduccion debido a las bajas concentraciones celulares de
elF4E, por tal diferentes virus alteran este proceso con diferentes estrategias: el virus de influenza y
algunos hantavirus “roban” la estructura cap de mRNA celulares mediante enzimas decapping, la
estructura cap robada es empleada como templado para la sintesis de mRNA viral y también para
favorecer su traduccién 4.
Existen otras estrategias de modulacién del reconocimiento de la estructura cap, por ejemplo, la
empleada por los calicivirus cuyos mRNA no estan capeados teniendo una proteina viral VPg unida al
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extremo 5°que se une directamente a diversos factores de inicio para reclutar los ribosomas; la
segunda estrategia ocurre con la proteina N de hantavirus la cual posee las funciones de elF4F
supliendo su funcién durante la traduccidn. Finalmente resulta curioso el caso de los mimivirus, virus
de DNA con cerca de 2Mb que codifican para una “proteina viral elF4E”, aunque su funcién o
actividad permanece por ser dilucidada®®?643,

e Cambio en la localizacion de elF4E: La relocalizacién de la proteina elFAE puede ser empleado por
distintos virus como estrategia para inhibir la traduccidn celular y favorecer la sintesis proteica viral.
Algunos poxvirus relocalizan el complejo elF4F en sus compartimentos de replicacidn viral facilitando
la traduccién de sus proteinas, en cambio poliovirus relocaliza a elF4E al nucleo inhibiendo la
traduccion cap dependiente?.

6.3. Regulacién de proteinas de unién a cola PoliA

La proteina PABP tiene la importante funcién de circularizar el mRNA mediante su unién con la estructura
poliA en el extremo 3" y con la proteina elF4G. Algunos virus como rotavirus, lentivirus y calicivirus degradan
proteoliticamente a PABP mientras que el virus de rubeola relocaliza la proteina PABP dentro de su capside
viral favoreciendo la traduccién citoplasmdtica de sus mRNA virales que no presentan la cola poliA. Otros virus
como el virus de herpes simple 1, virus de herpes asociado a sarcoma de Kaposi y rotavirus ocasionan la
localizacién nuclear de PABP evitando su interaccién con elF4G?,

6.4. Regulacién viral de elF3:

El factor elF3 es una proteina ubicua en todos los mecanismos de inicio de traduccidn con la excepcion de los
IRES tipo IV que no requiere ningun elF ni ITAF para dar inicio a la traduccidn. Es por lo anterior que multiples
virus interaccionan con dicho factor para reclutar a la subunidad ribosomal 40S a sus mensajeros virales
mediante proteinas virales o secuencias especificas en los mRNA virales. A su vez también existen casos
reportados donde elF3 es degradado o relocalizado con el objetivo de bloquear la respuesta inmune innata y
la traduccidn candnica celular.

Se ha reportado que el factor elF3 es utilizado por diversos virus para la traduccion preferencial de sus
proteinas mediante mecanismos de inicio no candnicos; el ejemplo mds conocido ocurre en la infeccidn por
el virus de Hepatitis C (HVC) donde elF3 interacciona de manera directa (mediante las subunidades eFI3a,
elF3b, elF3d y elF3f) con la estructura IRES presente en los mRNA virales permitiendo de esta manera la union
con la subunidad 40S para la traduccién de las proteinas del virus2.

La proteina VPg de calicivirus felino (FCV) y norovirus humano (HNV) que se encuentra en lugar de la
estructura cap en el extremo 5°de los mRNA virales, interacciona de manera directa con elF3 para reclutar a
la subunidad ribosomal 40S en los mensajeros virales. En 2003, Daughenbaugh y colaboradores describieron
la interaccion entre la subunidad elF3d y la proteina VPg de calicivirus, sugiriendo que dicha unién tiene un
rol en la traduccion selectiva de los mensajeros virales®’.

Otro ejemplo interesante ocurre durante la infeccidn por el virus del mosaico de la coliflor (CaMV) que
presenta un fendmeno de reinicio de la traduccidon en su mRNA policistronico mediado por elF3: la proteina
viral TAV se une a elF3g para de esta manera interactuar con la proteina de apoyo al reinicio de la traduccion
(RISP). La asociacion de elF3a, elF3c y la proteina ribosomal RPL24 con RISP acopla a TAV la subunidad 40S
(mediante elF3) y la subunidad 60S conllevando al reinicio de la traduccién sobre el mRNA viral
policistronico 232,

Dos mecanismos mas ocurren en las infecciones por el virus Herpes simple (HSV) y el virus de fiebre amarrilla
(YFV). En el caso de HSV, la proteina elF3m interactia con los mRNA virales para aumentar la produccion de
las proteinas virales ICP4 e ICPO, ambas activadoras de la transcripcion de genes virales durante la etapa
temprana de la infeccién. De igual manera, la subunidad elF3l facilita la traduccién de las proteinas de YFV
debido a su contacto con la proteina viral NS5, la cual presenta otras tres funciones importantes:
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metiltransferasa de mRNA, actividad RNA polimerasa encargada de la replicacién del genoma y finalmente
una funcidn antagonista de interferén®%4>,

Por otra parte, elF3 esta involucrado en otras infecciones virales debido a que es utilizado como un factor en
el apagado o abatimiento de la traduccidn celular. Los mecanismos empleados por los distintos virus son
variados:
o elF3 es secuestrado por algunas proteinas virales como la glicoproteina de Coronavirus, la proteina
M del virus de rabia o la proteina N de virus de sarampion,
e elF3 es procesado proteoliticamente como ocurre en la infeccién de Picornavirus cuyas proteasas
escinden las subunidades elF3a y elF3b.
e |ainteraccidn entre elF3 y el complejo TC es inhibida debido a la proteina p56 que bloquea dicha
unién. La proteina p56 es inducida como parte de la respuesta inmune innata debido a la presencia
de dsRNA viral1820.23,37.41

7. El proceso de traduccién durante la infeccion por rotavirus

Durante la infeccién por rotavirus, la maquinaria celular de traduccién es secuestrada de manera que la
sintesis de proteinas celulares se ve abatida mientras que las proteinas virales son traducidas de una manera
tan eficiente que al terminar el ciclo replicativo la mayoria de las proteinas producidas en la célula son de
origen viral.

El estudio de los mRNAs de rotavirus ha permitido dilucidar su estructura particular:
e  Presentan una estructura cap en el extremo 5" al igual que los mRNAs celulares,
e En el extremo 3" no se encuentran poliadenilados (como los mRNAs celulares) sino presentan la
secuencia consenso GACC en los 11 segmentos del genoma viral,
e Las regiones 5’UTR y 3'UTR son secuencias cortas que varian de longitud entre los 11 segmentos
pero que en general son mas pequefias que las encontradas en los MRNAs celulares*®47.
Es el extremo 3'UTR, la regiéon que mas difiere con los mRNA celulares por lo cual se ha sugerido que podria
representar parte de un mecanismo de traduccién especializado que le permita a rotavirus sintetizar sus
proteinas cuando la traduccién celular general se encuentra apagada durante la infeccidn.

La proteina no estructural 3 (NSP3) de rotavirus es una proteina que se une al mMRNA viral precisamente en la
secuencia GACC del extremo 3'UTR y ha sido identificada como una proteina reguladora de la traducciéon
celular y viral?>48-51,

NSP3 es una proteina de 35 kDA, la cual es codificada por el gen 7 de rotavirus que se encuentra en forma de
homodimero, presenta una homologia cercana al 85% entre los diferentes genotipos de rotavirus®.Estudios
sobre su estructura han permitido identificar los siguientes dominios funcionales (Figura 8):

a) Dominio N-Terminal: el mas conservado entre los diferentes genotipos de rotavirus, su principal funcién
es la unién con la secuencia GACC localizada en el extremo 3’"UTR de los mRNAs virales. La delecidn de los
primeros 9 aminodcidos, asi como la modificacion o la adicion de una secuencia en dicha regidén ocasiona
la pérdida total de su funcién.

b) Zona central: este se forma de tres dominios que se sobrelapan, el primero se encarga de la dimerizacidon
de la proteina mediante un zipper de leucina; el segundo es el sitio de unién a la proteina ROXAN
(Rotavirus X proteina asociada a NSP3) cuya funcién no ha sido identificada y un tercer dominio de unién
a la proteina HSP90 lo cual podria estar relacionado a una estabilizacién y proteccion ante la degradacion
via proteosoma.
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c¢) Dominio C-Terminal: presenta una menor conservacion entre genotipos y se encarga de la unidn con la
proteina celular elF4G, la cual como se menciond anteriormente es el centro de armado del complejo
elFAF encargado del reconocimiento del cap para la interaccidn entre el mRNA y la subunidad 405%8°%%3,

NSP3 Unién con elF4G
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Figura 8. Representacion de los dominios de la proteina NSP3. Los distintos dominios de NSP3 se muestran de manera
esquemadtica, los nimeros indican las posiciones de los aminoacidos y con flechas se menciona su funcién principal. (Tomado
de Ldpez, S., Oceguera, A. & Sandoval-Jaime, C. Stress Response and Translation Control in Rotavirus Infection. Viruses.)

El primer mecanismo de control de la traduccién celular por rotavirus es mediado por la proteina NSP3 que
interactua con la proteina elF4G en el mismo sitio de unién a la proteina PABP pero con una afinidad 10 veces
superior, desplazando dicha proteina del PIC 43S evitando que los mRNA celulares se circularicen y por tal
sean traducidos, favoreciendo asi la traduccién de los mRNAs virales*®4851,

Aunado a lo anterior, durante la infeccién por rotavirus ocurre una relocalizacién de la PABP y de los mRNAs
celulares en el nucleo, asi como la hiperpoliadenilacién de estos, de manera dependiente de NSP3. La
acumulacién de PABP y los mRNAs poliadenilados en el nucleo de la célula es un segundo mecanismo por el
cual se inhibe sintesis de proteinas de la célula durante la infeccidn.

Un tercer mecanismo de apagado de la traduccidn celular por rotavirus es la induccion de la fosforilacion de
la proteina elF2a; esta fosforilacidn es llevada a cabo por la cinasa PKR que detecta la presencia del dsRNA de
rotavirus. Una vez que elF2a es fosforilada se une con elF2B inhibiendo el intercambio de elF2-GDP / elF2-
GTP y evitando la formacién del complejo TC.295455

De modo interesante, el silenciamiento de NSP3 mediante siRNAs no afecta la traduccion de proteinas virales,
mientras que los niveles de proteinas celulares se recuperan. Ademds, la produccion de progenie viral es
mayor, quizd consecuencia del aumento del nivel de mRNA viral y dsRNA en tales condiciones®®. Es por tal,
que se considera a NSP3 mds una proteina que abate la traduccién celular en lugar a la posicion tradicional de
Ilamarla un potenciador de la traduccién viral.

En conjunto, todos estos resultados sugieren que rotavirus toma control tanto de la traduccién celular como
viral mediante las vias ya descritas. Sin embargo, no es claro aun cual es el mecanismo por el cual los mRNAs
virales se traducen tan eficientemente en las células infectadas ni que diferencia existe en los mensajeros
celulares que contindan su traduccion aun durante el proceso de infeccion por rotavirus.

8. Proteinas ribosomales y sus funciones extraribosomales

Las proteinas ribosomales (RPs) se encuentran altamente conservadas durante la evolucién, reflejando lo
esencial de estas para la célula; sus funciones candnicas consisten en el procesamiento y estabilizacién de
rRNA, asi como dar forma y soporte en ribosomas maduros. La deplecién de proteinas ribosomales en
multiples modelos de estudio ha demostrado que su ausencia ocasiona defectos graves en el crecimiento y
desarrollo de células y organismos, producto de la alteracion de la biogénesis ribosomal y la traduccién de
proteinas.
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Reportes recientes han demostrado que las proteinas ribosomales no se encuentran solamente relacionadas

con los procesos de biogénesis ribosomal y traduccién proteica, describiendo nuevas funciones
extraribosomales de estas proteinas relacionados con procesos de regulacién de proliferacion y crecimiento
celular, control de la respuesta inmune, transcripcion y traduccion especializada®®~°(Figura 9a).
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Figura 9. Funciones extraribosomales de las proteinas ribosomales y heterogeneidad ribosomal. (A) Funciones de las proteinas
ribosomales libres en respuesta al stress ribosomal. Las proteinas ribosomales libres estan involucradas en procesos de
tumorigenesis, control del ciclo celular y respuesta inmune innata. Adicionalmente se sabe que mutaciones o desregulacidn de RPs
conlleva a ribosomopatias y defectos del desarrollo. (B) En ratones, el patrén de la expresién de mRNA de proteinas ribosomales
varia dramaticamente entre tejidos. Esto podria reflejarse en la composicion ribosomal diferencial de proteinas ribosomales en
distintos tipos de células. (C) Tipos de heterogeneidad ribosomal dependiendo de su composicién de rRNA, proteinas ribosomales,
proteinas paralogas ribosomales, factores asociados y modificacidn en rRNA o en proteinas ribosomales. (Inciso (A) Tomado de Xue,
S. & Barna, M. Specialized ribosomes: a new frontier in gene regulation and organismal biology. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. Inciso (B)
Tomado de Zhou, X., Liao, W. J., Liao, J. M., Liao, P. & Lu, H. Ribosomal proteins: Functions beyond the ribosome. J. Mol. Cell Biol.
Inciso (C) Tomado de Guo, H. Specialized ribosomes and the control of translation. Biochem. Soc. Trans.

8.1 Regulacidn de proliferacion y crecimiento celular

Es bien conocido que el grado de proliferacién celular se encuentra intimamente relacionado con el estado
de la traduccién celular, es por tal que multiples supresores tumorales y promotores oncogénicos ejercen un
control sobre la biogénesis ribosomal para de esta forma disminuir o aumentar la cantidad de sintesis proteica.
A su vez diversas proteinas ribosomales se encuentran sobre expresadas en diferentes tipos de cancer
implicando su papel en proceso oncogénicos, mientras que algunas otras también han sido descritas con roles
de supresién tumoral o inactivacién de oncoproteinas por diversas vias®.

Independiente a las funciones de las proteinas ribosomales en la traduccidon y biogénesis ribosomal, estas
proteinas también han sido descritas de manera individual y libre (no asociadas a ribosomas) como “sensores
de estrés ribosomal” también llamado “estrés nucleolar” que conllevan a la activacién de diferentes vias de
regulacidn del ciclo celular, entre las que destaca la via Hdm2-p53°7:58:60-63,

Las proteinas RPL5, RPL11, RPS7 y RPL23 en su forma libre al ribosoma han sido identificadas como sensores
del “estrés nucleolar” mediante su interaccion con la proteina Hdm2, la cual es una ubiquitin-ligasa E3
encargada de la regulacién del supresor tumoral p53, mediante su ubiquitinacién y posterior degradacién via
proteosoma.
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Durante la disrupcién de la biogénesis ribosomal, las proteinas RPL5 y RPL11 libres pasan del nucléolo al
nucleoplasma para unirse directamente con la proteina Hdm2 inhibiendo su actividad de ubiquitin ligasa,
ocasionando que p53 no tenga una regulacidén negativa y sus niveles en la célula aumenten originando un
arresto del ciclo celular, paro de proliferacién e induccidn de la apoptosis 54°.

Otro ejemplo lo representa la proteina RPS9, localizada en el tunel de unién a mRNA en la subunidad 40S y
con funciones en el procesamiento del rRNA 205, la cual se ha reportado tiene una actividad extraribosomal
al interaccionar con la proteina NPM1, que se encarga de unir a Hdm2 para regular los niveles de p53 de
manera similar a lo realizado por las proteinas RPL5, RPL11, RPL23 y RPS77°.

8.2 Regulacién de la respuesta inmune innata

Algunas proteinas ribosomales han sido descritas como parte del proceso de regulacién de la respuesta
inmune innata, tal es el caso de la proteina RPL13A que interacciona con interferén gamma (IFN-y), regulando
la transcripcion diferencial de genes de respuesta a la inflamacién.

El interferon gamma, es un conjunto de citosinas pro- y antiinflamatorias que se encargan de regular de
manera fina el proceso de inflamacién. El tratamiento con IFN-y ha demostrado elevar los niveles de mRNA
de proteinas inflamatorias durante las primeras 12 h, sin embargo, la traduccién de estos mRNAs disminuye
después de las 12 h debido a la presencia de GAIT (Inhibidor de Traduccion Activado por IFN-y). La proteina
RPL13A es un compuesto clave del complejo GAIT y se requiere para la inhibicién selectiva de la traduccion.

El tratamiento con IFN-y induce la formacidn del complejo GAIT a las 12-16 h post-tratamiento, el proceso
comienza con la fosforilacion y liberacién de RPL13A de la subunidad 60S ribosomal, a continuacién, RPL13 se
asocia con las proteinas GAPDH, EPRS y NSAP1 para formar el complejo GAIT que ejercera su funcién mediante
su union con el extremo 3'UTR de los mRNA inflamatorios inhibiendo su traduccién. La produccion del
complejo GAIT mediante IFN-y, sirve como un mecanismo de autorregulacion de la inflamacién que permite
gue en tiempos tempranos se lleve a cabo la eliminacidn de patégenos, mientras que a tiempos tardios impide
la acumulacién de proteinas inflamatorias previniendo el dafio celular y contribuyendo a la resolucién del
proceso de inflamacién dando paso a la regeneracién celular®.

8.3 Control de la transcripcidén por proteinas ribosomales

Ciertas proteinas ribosomales han sido involucradas en la regulacién de la transcripcion de ciertos genes,
como el ejemplo de la proteina RPS3 que mediante su union con el factor activador de la transcripciéon NF-kB
permite la expresidn de diversos genes estimulados por Interferon (1SGs)>8.

Otro caso sobresaliente de regulacidn de la transcripcién es el de la proteina RPL11, la cual interacciona de
manera directa con el activador transcripcional Myc inhibiendo la expresion de multiples genes dependientes
de este factor.

La familia de activadores Myc se conforma de tres genes altamente conservados entre los organismos: MYC,
MYCN y MYCL1, los tres codifican para fosfoproteinas nucleares que funcionan como activadores especificos
de la transcripcion de cientos de genes. Las funciones de Myc involucran diversos procesos de la vida de la
célula como transcripcién, regulacion de la estructura de la cromatina, traduccidn, replicacion de DNA vy
biogénesis ribosomal (mediante la regulacidn de la transcripcion de rRNA, proteinas ribosomales y factores
accesorios).

Como regulador de la transcripcién, Myc coordina aproximadamente el 15% de la expresion de todo el
genoma de mamiferos, mediante al menos tres mecanismos distintos: 1) La unién de Myc con el factor
asociado X (MAX) que permite la interaccion mediante un zipper de leucinas con secuencias promotoras de la
transcripcion encontradas en diversos genes, 2) el complejo Myc-MAX interacciona con un segundo regulador
de la transcripcion, MIZ1, ejerciendo de esta manera un control sobre los genes que son activados mediante
MIZ1; y finalmente, 3) Myc puede activar o reprimir la transcripcién de multiples genes mediante la
remodelacién de la estructura de la cromatina’™.
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La proteina ribosomal RPL11 emplea dos diferentes mecanismos para regular la transcripcidon de genes que
son regulados por Myc:
I RPL11 interacciona directamente con la proteina Myc mediante su secuencia Myc box Il, previniendo
la unién entre Myc con otros factores involucrados en la remodelacion de la cromatina.
I. A si mismo, RPL11 esta involucrada en el reclutamiento de la proteina Ago2 en los mRNA de Myc
ocasionando su degradacion y regulando negativamente los niveles de la proteina®®7%.7?

8.4 Heterogeneidad de ribosomas y traduccidn especializada

Se ha considerado tradicionalmente a los ribosomas como organelos celulares con una composiciéon
homogénea y ubicua, encargadas de la traduccidn celular con una capacidad catalitica mas que una actividad
reguladora. Descubrimientos recientes demuestran que los ribosomas distan mucho de tener una
composicion homogénea y en realidad, las proteinas ribosomales, rRNAs y proteinas asociadas que los forman
varian dependiendo del tejido, tipo celular, fase de desarrollo celular, etc. Por tal, se ha sugerido la existencia
de ribosomas especializados, los cuales podrian estar involucrados en la traduccion especifica de ciertos
subgrupos de mRNAs determinando la expresion diferencial en tiempo y lugar de una proteina en un tipo
celular delimitado 672,

Si bien la teoria de ribosomas heterogéneos especializados no ha sido aceptada al 100%, son multiples los
motivos que hacen pensar en ella. Los primeros indicios surgieron en base a las observaciones de distintos
grupos de investigacion sobre mutaciones en genes de proteinas ribosomales que ocasionaban la ausencia o
formas truncas no funcionales de estas proteinas. En teoria, si la composicién de los ribosomas fuera
homogénea se esperaria que los efectos de las alteraciones en dichos genes se reflejaran de manera general
en todo el organismo, sin embargo, el fenotipo de las mutaciones se encontraba localizado en ciertos tejidos:
por ejemplo, mutaciones en RPL38 y RPL5 en Drosophila sp. ocasionan especimenes con alas particularmente
més largas®, otro caso similar ocurre en mutaciones de genes de la proteina RPL38 que en ratones produce
fenotipos de cola corta, anormalidades oculares y defectos esqueléticos®®.

Las observaciones anteriores impulsaron el estudio de la composiciéon de los ribosomas en distintos
organismos, lineas celulares y etapas del desarrollo. Algunos de estos estudios fueron ensayos de la
distribucién de proteinas ribosomales en fetos de ratéon donde se encontraron diferencias en los niveles de
expresion de las RPs entre los diversos tejidos y tipos celulares (Figura 9b)°.

Otro tipo de heterogeneidad en la composicidn se encontrd en embriones de pez cebra, los cuales expresan
distintos subtipos de 5.8S, 185y 28S rRNA en células germinales en comparacién a células somaticas durante
la embriogénesis. Un analisis in silico de las secuencias 5"UTR de mRNA germinales sugieren que estos podrian
unirse preferentemente a un subtipo de 18S rRNA en células germinales. En caso de comprobarse mediante
analisis funcionales, este modelo representaria un proceso de regulacién de la traduccién mediado por
ribosomas®°.

A la fecha se conoce la composicién heterogénea de los ribosomas en al menos 7 diferentes maneras:
e Composicién de rRNA
e Modificacién al rRNA
e Composicién de proteinas ribosomales
e Modificacion a proteinas ribosomales
e  Composicién de proteinas ribosomales paralogas
e Composicién de factores asociados
e Estequiometria de proteinas ribosomales (Figura 9¢)°%°7%°,

Ahora bien, el que los ribosomas tengan una composicion diferencial dependiente del 6rgano, tejido, tipo
celular o etapa del desarrollo no implica una funcion de traduccidn especializada, sin embargo, lo sugiere
fuertemente. La mutacién de RPL38 en ratones ocasiona defectos esqueléticos donde la primera vértebra
lumbar se convierte en una vértebra toracica. Se logré identificar que en células embrionales sin RPL38, la
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sintesis proteica global permanece sin alteraciones, pero la traduccién de un subconjunto de mRNA Hox
(genes criticos en el desarrollo) se encuentra reducida, llevando a un proceso de homeosis que consiste en la
transformacién de una parte del cuerpo en otra®°.

Por su parte, durante el silenciamiento de RPS19 o RPL11 (ambas involucradas en anemia de Diamond-
Blackfan) en eritroblastos de ratén, la traduccion de mRNAs de Csdel y Bagl se encuentra disminuida. Los
mensajeros de Csdel (proteina de union a RNA que se une especificamente a IRES) y Bagl (chaperona de
HSP70 y que ademas es una proteina de membrana) son sintetizados mediante traduccién no candnica
dependiente de IRES™.

8.5 Proteinas ribosomales y su funcion en la traduccion de proteinas virales

De manera independiente a los estudios sobre ribosomas especializados en procesos de desarrollo celular,
especificidad de tejidos o procesos de cancer, multiples proteinas ribosomales han demostrado ser esenciales
para la traduccidn especializada de distintos mRNAs virales durante infecciones por distintos virus.

Algunos ejemplos relevantes son: la proteina RPL40 ha sido encontrada importante en la traduccién cap-
dependiente del mRNA del virus de estomatitis vesicular (VSV) y virus de la rabia’®, las proteinas
RPLP11/RPLP12 durante la elongacion de la poliproteina de Flavivirus tanto en humano como en mosquito’,
la proteina RPS25 que permite la interaccidn entre la subunidad 40S con las estructuras IRES en los virus de
paralisis de grillo (CrPV) y virus de Hepatitis C (HVC)”, |a proteina RPS19 que interacciona con la proteina de
nucleocapside de hantavirus facilitando la traduccién de sus mensajeros con estructura cap o la proteina RPS6
en la traduccidn mediada por IRES de HVC®S,

En todos los casos el silenciamiento de dichas proteinas inhibe la traduccion viral y por tal el ciclo replicativo
del virus especifico, mientras que la traduccion celular no se afecta o lo hace en menor proporcion, esto
sugiere que la sintesis de proteinas virales podria ocurrir mediante una traduccién no candnica por ribosomas
especializados. De manera sorprendente, durante el estudio de la proteina RPL40 en la infeccidn por VSV se
logré identificar un subconjunto de mRNAs celulares relacionados con estrés y apoptosis cuya traduccién
también se encontraba abatida durante el silenciamiento de RPL40, sugiriendo la presencia de ribosomas
especializados que traducen dichos mRNAs en condiciones estrés celular y que el virus VSV desarrollé un
mecanismo para usurpar dicha via con el fin de asegurar la traduccion de sus mensajeros en condiciones de
estrés por infeccién °73,

A pesar de los reportes existentes sobre el papel de las proteinas ribosomales en las infecciones virales y los
esfuerzos realizados por diversos grupos de estudio en materia de desarrollo embrionario y cancer, la
controversia sobre la existencia y funcidon de los ribosomas especializados permanece activa debido
principalmente a que los casos reportados de ribosomas especializados en la traduccidn eucarionte, con sus
respectivos mecanismos de regulacion, permanecen siendo escasos.

Resulta imperativo el estudio a fondo la traduccidon por ribosomas especializados mediante técnicas vy
enfoques novedosos, lo cual se vera reflejado no solo en ciencia basica sino también podria servir para
encontrar potenciales blancos terapéuticos en procesos infecciosos o de cancer.

35



ANTECEDENTES

Mediante un tamizaje con una biblioteca de siRNAs realizado en nuestro grupo se identificaron una serie de
genes necesarios para la replicacion de rotavirus en cultivo celular, estos genes fueron clasificados de acuerdo
a su funcion en diferentes grupos tales como: transporte iénico, adhesién celular, sefializacién célula-célula,
sintesis de proteinas, etc.”® En el conjunto de genes relacionados con el proceso de traduccién destacan una
serie de proteinas ribosomales asi como subunidades de los factores de inicio de traduccién elF2, elF3 y elF4
(Figura 10).

Del proceso de traduccion, se seleccionaron 14 proteinas para ser silenciadas mediante siRNAs especificos
con el objetivo de evaluar el efecto de su ausencia sobre la infectividad de rotavirus. Los datos encontrados
mostraron que durante el silenciamiento de las proteinas RPS9, RPL11 y las subunidades elF3a y elF3b ocurre
una reducciéon desde 60% hasta un 80% en la infectividad de rotavirus (Figura 10)
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Figura 10. Tamizaje de genoma completo mediante siRNA. (A) Clasificacion de las proteinas identificadas en procesos celulares
definidos, durante la infeccidn por rotavirus el proceso de traduccidn de proteinas celulares y virales requiere de las proteinas
listadas en el cuadro de la derecha (Tomado de Silva-ayala, D. et al. Genome-wide RNAi screen reveals a role for the ESCRT
complex in rotavirus cell entry. Proc. Natl. Acad. Sci) . (B) Porcentaje de infectividad de rotavirus durante el silenciamiento
mediante siRNA de las diferentes proteinas del proceso de traduccion comparadas con el tratamiento con siRNA irrelevante.

(Tomado de Datos no publicados pertenecientes a Silva, D.; Arias, C.; Lopez, S. 2013)

Con base a los datos obtenidos, se optd por realizar un estudio mas profundo de los efectos del silenciamiento

de las proteinas ribosomales RPS9 y RPL11 asi como de las subunidades

u ”

y “b” del complejo elF3 en el

proceso de infeccidon por rotavirus. La seleccién de estas proteinas es debido a varias caracteristicas
interesantes:

Al silenciarlas causan una disminucidn significativa en la infectividad por rotavirus (entre el 60% al

80%),
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e podrian representar mecanismos de traduccidn especializada (como los reportados por RPL40 para
VSV, RPS25 para HVC, RPS6 para HCV, RPS19 para Hantavirus o elF3d para genes celulares
relacionados con estrés),”’

e tanto las subunidades elF3a, elF3b como las proteinas RPS9 y RPL11 se ha reportado tienen
interacciones con RNA 18:29.78,79

A su vez, se decidid afiadir la subunidad “d” del complejo elF3 al presente estudio debido a que esta
subunidad ha sido descrita con anterioridad como una proteina de unién a RNA y mas recientemente se
identificd como un regulador de la traduccidn de un conjunto especifico de mensajeros mediante su unién a
dichos mRNAs y con un mecanismo de inicio de la traduccién cap-dependiente pero independiente de elF4E.
Lo anterior resulta interesante puesto que durante la infeccién por rotavirus el silenciamiento de la proteina
elF4G, que forma parte del complejo de reconocimiento de la estructura cap junto con elF4E, parece no tener
un efecto significativo en la replicacidn viral'820:33,36:41,50,

37



HIPOTESIS

Las proteinas celulares RPL11, RPS9, elF3a, elF3b y elF3d modulan la sintesis de proteinas virales y el ciclo
replicativo de rotavirus a través de un mecanismo de traduccién especializado de los RNAs mensajeros virales.

OBIJETIVOS

1. Objetivo general

Estudiar el papel de las proteinas ribosomales RPS9, RPL11y las subunidades (a, b y d) del factor de inicio de
traduccion elF3 durante la infeccidn por rotavirus.

2. Objetivos particulares

*  Determinar el posible papel de las proteinas RPL11, RPS9, elF3a, elF3b y elF3d en la produccién de
progenie viral durante la infeccidn por rotavirus.

*  Definir la relevancia de las proteinas RPL11, RPS9, eFI3a, elF3b y elF3d en la traduccidn de proteinas
virales y celulares.

* Analizar la presencia de las proteinas RPL11, RPS9, eFI3a, elF3b y elF3d en los complejos de
traduccidn de mRNAs virales de rotavirus.

*  Establecer si las proteinas RPL11, RPS9, eFlI3a, elF3b y elF3d tienen un papel en la replicacién del
genoma viral.
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MATERIALES

Lineas celulares y cepas virales

La linea celular MA104 de rifion de mono verde fue cultivada en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Thermo Scientific, IL) con 5% de suero fetal bovino en condiciones de 5% CO, y 37 °C. La cepa viral empleada
fue rotavirus de simio (RRV). Diluciones e incubaciones del virus se realizaron en medio Minimum Essential
Medium (MEM) libre de SFB (Thermo Fisher Scientific, IL).

siRNAs, anticuerpos y reactivos

Los RNAs interferentes pequefios (siRNAs) utilizados fueron los siguientes: SMARTpool siGENOME Human de
Dharmacon elF3a siRNA, elF3b siRNA, elF3d siRNA, RPL11 siRNA y RPS9 siRNA. Los anticuerpos monoclonales
empleados fueron elF3a (sc-365789), elF3b (sc-137214), elF3d (sc-271516) y RPS9 (sc-390614) obtenidos de
Santa Cruz Biotechnology, TX.

Se utilizaron dos anticuerpos policlonales: uno dirigido a particulas purificadas de rotavirus (a-TLPs) y el
segundo contra la proteina celular vimentina, ambos obtenidos en nuestro laboratorio. Los anticuerpos
secundarios acoplados a peroxidasa utilizados fueron: conejo a-ratén conjugado (Invitrogen, OR), cabra a-
conejo (Thermo scientific, IL). También se usaron los siguientes anticuerpos secundarios acoplados a Alexa:
conejo a-raton Alexa 488 y cabra a-conejo Alexa 568 (Thermo scientific, IL).

Como reactivos para los experimentos correspondientes se utilizé: luminol “Western lightning Plus system”,
oligofectamina, lipofectamina 2000 (Invitrogen, CA), in vitro Toxicology Assay Kit Lactic Dehydrogenase TOX7
(Sigma Aldrich, MO), kit Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, WI) y liquido de centelleo (ICN, CA).
El buffer de lisis empleado en distintas pruebas contiene: Triton X-100 (0.1%), cloruro de sodio (150mM), Tris
pH 8 (50mM) e inhibidor de proteasas (1%). La solucién de bloqueo empleada en ensayos de Western Blot
consiste en leche descremada al 5% disuelta en PBS/Tween 20.

Oligonucléotidos, enzimas y reactivos para PCR

Para extraccion de RNA se utilizd Trizol (Thermo scientific, IL); para la sintesis de cDNA a partir de muestras
de RNA utilizé la enzima M-MLV (Promega, WI); asi mismo para los RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR) se utilizé
el kit KAPA SYBR Fast universal gPCR (Kapa Biosystems, CA).

Los oligonucledtidos empleados para los ensayos de RT-gPCR son los siguientes:

Oligonucléotido Secuencia 5-> 3’

18S Foward CGAAAGCATTTGCCAAGAAT
18S Reverse GCATCGTTTATGGTCGGAAC
NSP4 Foward TCCTGGAATGGCGTATTTTC
NSP4 Reverse GAGCAATCTTCATGGTTGGAA

METODOS

Infeccidn con rotavirus cepa RRV

Los lisados con la cepa viral RRV son activados con tripsina en una concentracion 10 pg/mL, durante 30
minutos a 372C. Las células MA104 se crecen en DMEM con 5% de suero fetal bovino a 5% CO, y 379C,
posteriormente se realizan lavados con MEM libre de SFB, se afiade el lisado viral activado y se permite la
adsorcion del virus en las células durante 1 h a 372C. Se realizan dos lavados y se incuban en MEM libre de
SFB durante el tiempo requerido en cada experimento.

Determinacion de titulo viral por formacidon de focos por inmunoperoxidasa

A las células MA104 previamente infectadas se les retira el medio MEM a las 14 horas post-infeccién (hpi) y
se fijan con acetona al 80% en PBS durante 20 min a temperatura ambiente. Se afiade el anticuerpo a-TLPs a
una concentracion de 1:2000 durante 1 h a 37 °C. A continuacion, se realiza un lavado con PBS y se coloca
cabra a-conejo conjugado con peroxidasa a una concentracién de 1:3000 durante 1 h a 37 °C.
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Una vez concluido el tiempo se realiza un lavado con PBS y se agrega el sustrato carbazol. El nimero de focos
se conto utilizando un aumento de 20X en un microscopio de campo claro (Nikon, Japén).

Transfeccion de siRNA

Las células MA104 se transfectaron con los siRNAs para las diferentes proteinas: RPL11, RPS9, elF3a, elF3by
elF3c o un control irrelevante mediante lipofeccion en MEM libre de suero, utilizando el método de
transfeccion reversa. Brevemente, en cada pozo se colocaron 90 plL de los siRNAs correspondientes a una
concentracion de 2.5uM y en seguida la solucidn de oligofectamina (15 UL por cada mL); esta mezcla se dejé
incubando por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se colocd una suspension celular a una
concentracién de 1.5 x 10° cel/mL. Las células se incubaron a 37 °C por al menos 16 h, tiempo al cual el medio
fue cambiado por DMEM con 10 % de SFB y se continué incubando hasta completar 48 o 72 h de
silenciamiento. Las células interferidas se infectaron con RRV a una MOI de 3 durante 14 h.

Medicidn de LDH para evaluar viabilidad celular

Las células MA104 fueron crecidas en placas de 96 pozos, silenciadas con los respectivos siRNAs como se
menciono6 anteriormente. A tres tiempos diferentes 24, 48 y 72 h, se evalud la viabilidad celular por ensayo
de lactato deshidrogenasa (LDH) utilizando un estuche comercial Lactato Dehydrogenase kit TOX-7 (Sigma,
México) siguiendo las recomendaciones del proveedor. Se realizd la determinacion de LDH total y LDH
liberada. La medicidn espectrofotométrica se realizé a 690 y 490 nm con el equipo FLUOstar Omega (BMG
LABTECH GmbH, Ortenberg, Germany).

Evaluacion de proteinas por Western Blot

Las células MA104 son lisadas empleando buffer de carga de Laemmli y se someten a ebullicién por 10
minutos, para desnaturalizar proteinas e inactivar proteasas. Las muestras se someten a electroforesis en SDS-
PAGE y son transferidas a una membrana de nitrocelulosa por 60 min o0 a una membrana PVDF por 45 min a
130 mA. La membrana de nitrocelulosa se bloquea 1 h a 372C en solucion de bloqueo y a continuacién se
coloca el anticuerpo primario durante 1 h a 372C disuelto en solucién de bloqueo; mientras tanto lamembrana
de PVDF se deja secar 15 minutos y a continuacién se coloca el anticuerpo primario durante 1 h a 372C. Se
realizan 3 lavados de 10 min y se coloca el anticuerpo secundario durante 1 h a 372C disuelto en solucién de
bloqueo. Las concentraciones de anticuerpo primario y secundario varian dependiendo de la proteina a
evaluar. Se emplea el sustrato Immobilon quimoiluminiscente de HRP (Merck, California, CA) para revelar las
proteinas que se exponen en placas fotograficas X-Omat (Kodak, Rochester, NY). Finalmente, el andlisis
cuantitativo fue realizado empleando el software Image J.

Marcaje metabdlico con azufre 3°S

Las células MA104 previamente tratadas con los siRNA correspondientes se infectan con rotavirus RRV a una
MOI de 3, se retira el medio a las 7 hpi y se incuba durante 10 min con MEM sin metionina. A continuacién,
se realiza un lavado y se coloca nuevamente MEM sin metionina adicionado con una mezcla de aminodcidos
marcados con metionina 3°S y cisteina 3°S a una concentracién de 25 pCi/ml (Dupont, NEN) durante 60 min a
379C. Las muestras se cosechan empleando buffer de lisis y se analizan por SDS-PAGE para finalmente
exponerse en placas fotograficas X-Omat (Kodak, Rochester, NY).

Cuantificacion de incorporaciéon de marca por precipitacion con TCA

Se realiza una mezcla de 10 pl de lisado celular marcado con 3°S con 100 pl de una solucién de hidréxido de
sodio 1M, mezclando de manera vigorosa. Después de incubar 5 min a 37°C, 50 ul de esta solucion se pasa a
través de papel filtro y se deja secar. El papel filtro se incuba en una solucién de acido tricloroacético (TCA) al
10% en agua por 3 min a 4°C. Después se lava en la misma solucién por 10 min a temperatura ambiente y
posteriormente, se realizan dos lavados con etanol al 95% en agua. El papel filtro se deja secar, para colocarlo
en liquido de centelleo Ecolite (ICN, Costa Mesa, CA). La cantidad de radioactividad incorporada se detecta en
un contador de centelleo (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA)
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Determinacion de proteina por reaccién de Bradford

Se realiza una curva de concentraciéon empleando Albumina Serica Bovina (BSA) (Sigma Aldrich, MO). Las
muestras obtenidas de células MA104 y los distintos puntos de la curva se incuban durante 5 minutos con
reactivo de Bradford en una proporcién 1/10 y la cuantificacion se realiza de acuerdo con las instrucciones del
fabricante midiendo la absorbancia a 595 nm con el equipo FLUOstar Omega (BMG LABTECH GmbH,
Ortenberg, Germany).

Inmunofluorescencia

Las células MA104 se crecen sobre cubreobjetos de 10 mm de diametro estériles en placas de 48 pozos y a
las 48 h son infectadas a una MOI de 3 durante 10 h. Posteriormente, las células son fijadas con una solucién
de paraformaldehido al 2% durante 20 min para a continuacion permeabilizar con Triton X100 al 0.5%. Se
incuba con el anticuerpo primario RPL11 o RPS9 (1:250) y NSP3 (1:1000) durante toda la noche a 2-82C en
solucién de bloqueo (1% BSA en NH,Cl 50Mm) pasado dicho tiempo se lava con solucién de bloqueo e incuba
con anticuerpo secundario a-ratén Alexa 488 verde (1:500) para RPL11/RPS9 y a-conejo Alexa 568 rojo
(1:1000) para NSP3 durante 1 h a temperatura ambiente.

Se anade soluciéon DAPI 50nM durante 30 minutos para teiiir el ndcleo, se coloca el cubreobjetos en el
portaobjeto y se adiciona la solucidon de montaje CitiFlour AF1 (EMS, Hatfield, PA). La captura de imagenes se
realiza con un Microscopio de epifluorescencia E600 acoplado a una camara digital DXM1200 (Nikon, Japdn).

PCR en tiempo real

El RNA obtenido de las células MA104 silenciadas con siRNA se extrajo con Trizol (Invitrogen, CA). Los
oligonucléotidos empleados para amplificar los RNA de NSP4 y el RNA ribosomal se encuentran descritos en
la seccion de Materiales. El nivel de cada RNA se determind por analisis de PCR en tiempo real de un paso
como se ha reportado anteriormente®. El equipo empleado es un 7500 RealTime PCR system vy el software
utilizado para el analisis de datos es Prism 7000 analysis software program (Applied Biosystems, CA).

Lipofeccion de particulas DLPs.

Las DLPs fueron obtenidas por centrifugacion a equilibrio en un gradiente de cloruro de cesio como se ha
descrito anteriormente®. Las DLPs se incuban a una concentracién de 30 pg de proteina/mL en MEM sin suero
con Lipofectamina 2000 (Invitrogen, CA) durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las
células MA104 son incubadas con 80 pL de la solucién anterior durante 1h a 379C, transcurrido el tiempo
indicado se realizan dos lavados y se incuba en MEM sin SFB durante 14 horas.

Analisis estadistico

La significancia estadistica fue evaluada mediante un analisis one-way ANOVA de varianza y a continuacién
por una comparacion multiple por test Turkey; también se emplearon analisis two-way ANOVA de varianza y
comparacién multiple por test Dunnet empleando el software GraphPad Prism 5.0. (GraphPad Software Inc.).
Las estrellas mostradas en las graficas representan diferentes niveles de significancia estadistica: *= p<0.05,
**= (.01, ¥**= p<0.001 y ****= p<0.0001.
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RESULTADOS

1. Elsilenciamiento de elF3b, elF3d, RPL11 y RPS9 no compromete la viabilidad celular.

Para determinar si las proteinas elF3a, elF3b, elF3d, RPL11 y RPS9 tienen una relevancia en el ciclo replicativo
de rotavirus, se estandarizaron las condiciones de tiempo y concentracidn de siRNA para silenciar la expresion
de estas proteinas mediante RNAi en células MA104. En estos ensayos, las células MA104 fueron transfectadas
con 2.5uM de los diferentes siRNAs y su efecto se evaltuo a las 48h y 72h post-transfeccién. La condicion
Optima fue aquella donde los efectos adversos sobre las células no fueron tan elevados (evaluacién de
citotoxicidad) y los niveles proteicos se encontraron disminuidos (eficiencia de silenciamiento).

Para medir la citotoxicidad en las células se realizé la cuantificacidon de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH), la cual se encuentra presente en el citoplasma y es liberada al medio en situaciones de dafio a la
membrana plasmatica, lo cual puede ocurrir en procesos de necrosis y otras formas de dano celular. Se
pueden realizar dos tipos de determinacién de la enzima LDH:
e cuantificacién de la enzima LDH liberada en la que se mide la enzima liberada al medio debido al
dafio o muerte celular.
e cuantificacién de la enzima LDH total en la que se evalla la enzima presente dentro y fuera de la
célula, lo que sirve de pardmetro para cuantificar el nimero total de células.

Mediante los ensayos de citotoxicidad se encontrd que la mejor condicidn para todos los siRNAs, fue aquella

donde se empled la concentracidén 2.5uM de siRNA durante 48 h post-transfeccion (hpt) debido a que el
porcentaje de enzima LDH total durante el silenciamiento de las distintas proteinas no muestra diferencia
significativa comparado contra la condicion control que emplea un siRNA irrelevante (que no tiene ningun
blanco celular) (Figura 11a). Por el contrario, la condicién de 2.5uM de siRNA a un tiempo de 72 hpt mostrd
una disminucidn en el porcentaje de enzima LDH total en las 5 proteinas evaluadas (elF3b, elF3a, elF3d, RPL11
y RPS9) (Figura 12a).

Los resultados mostrados en las figuras 11a y 12a solamente involucran la cuantificacidon de enzima LDH total,
que representa la suma de la enzima citoplasmatica y aquella que ha sido liberada al medio, pardmetro
indicativo del numero de células en el pozo; a las 72 hpt la reduccién de LDH total indica un menor nimero
de células durante el ensayo lo cual se puede deber a una reducciéon del metabolismo celular provocando un
menor crecimiento y duplicacién celular?®3682,

En el caso de la cuantificacion de la enzima LDH liberada (parametro de muerte celular), no se encontré
diferencia significativa en ninguna de las 2 condiciones evaluadas comparado con la condicion control e
incluso la cantidad de LDH liberada en ninguin caso sobrepasa el valor de 5% indicando que el tratamiento con
los distintos siRNA no inducen procesos de dafio a la membrana celular (Figura 11cy 12c).

La eficiencia de silenciamiento se determind mediante ensayos tipo Western blot utilizando anticuerpos
monoclonales especificos dirigidos contra cada una de las proteinas a silenciar. En estos ensayos se compard
la cantidad de proteina en la condicién control en la que se utiliza un siRNA con una secuencia irrelevante
contra la condicién tratada con un siRNA especifico contra cada proteina, lo anterior se normalizé con
respecto a los niveles de la proteina vimentina la cudl se usé como control de carga en cada condicion.

La evaluacion de la eficiencia de silenciamiento mediante Western Blot mostré que tanto la condicion de 48h

como la de 72h (Figura 11b y 12b) resultaron en porcentajes de silenciamiento similares. En el caso de elF3a
no fue posible silenciar la proteina mas alld de un 15% en ambas condiciones, la proteina elF3b junto con
elF3d fueron silenciadas de manera intermedia con una reduccidn entre el 60 y 65%, mientras que con las dos
proteinas ribosomales RPL11 y RPS9 se logrd un silenciamiento cercano al 90% tanto a 48 como a 72 hpt
(Figura 11d y 12d).
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Figura 11. Estandarizacion de las condiciones de 48h post-transfeccion y concentracién de 2.5 pM siRNA para el silenciamiento de
las proteinas elF3b, elF3a, elF3d, RPL11 y RPS9. (A) Las células MA104 fueron silenciadas durante 48h post-transfeccion empleando
la concentracion de 2.5 uM de siRNA especifico para cada una de las 5 proteinas elF3B, elF3A, elF3D, RPL11 y RPS9 asi como un
SiRNA irrelevante. Transcurrido el tiempo determinado se mide la cantidad de enzima LDH total mediante la absorcién a 690 y 490
nm. (B) Western blot representativo de las diferentes proteinas después de 48 h post-transfeccion empleando siRNAs especificos a
2.5 uM. (C) Las células MA104 fueron silenciadas durante 48h post-transfeccion empleando la concentracién de 2.5 uM de siRNA
especifico. Transcurrido el tiempo determinado se mide la cantidad de enzima LDH liberada al medio mediante la absorcién a 690 y
490 nm. (D) Densitometria de los ensayos de niveles proteicos mediante Western blot después de 48h post-transfeccion empleando
una concentracion 2.5 pM de siRNA. Las barras muestran la desviacion estdndar de tres ensayos independientes (n=3). Las estrellas
sobre las barras indican el grado de significancia comparado contra la condicidn irrelevante (*=p<0.05, **= p<0.01, ***= p<0.001,
***%= p<0.0001 mediante ANOVA).

Estos datos anteriores, podemos hacer las siguientes conclusiones: los resultados de cuantificacién de enzima

LDH liberada y total muestran que durante el tratamiento con los siRNAs a 48 hpt a una concentracion de
2.5uM no existen diferencias significativas comparado contra la condicién control, mientras que en la
condicidn a las 72 hpt se observa una disminucidn de la cantidad total de células, sin inducir su muerte sino
muy probablemente por una reduccion en el crecimiento celular. La concentracién de 2.5uM de siRNA permite
un silenciamiento efectivo de las proteinas elF3b, elF3d, RPL11 y RPs9, a las 48 y 72 h post-transfeccion,
observado mediante ensayos tipo western blot, no observamos reduccion en los niveles de |a proteina elF3a
en ninguna de las condiciones analizadas por lo que se decide no continuar con los experimentos que
involucran a esta proteina.
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Figura 12. Estandarizacion de las condiciones 72h post-transfeccion y concentracién de 2.5 pM siRNA para el silenciamiento de las
proteinas elF3b, elF3a, elF3d, RPL11 y RPS9. (A) Las células MA104 fueron silenciadas durante 72h post-transfeccion empleando la
concentracion de 2.5 uM de siRNA especifico para cada una de las 5 proteinas elF3B, elF3A, elF3D, RPL11 y RPS9 asi como un siRNA
irrelevante. Transcurrido el tiempo determinado se mide la cantidad de enzima LDH total mediante la absorcion a 690 y 490 nm. (B)
Western blot representativo de las diferentes proteinas después de 72h post-transfeccion empleando siRNAs especificos a 2.5 uM. (C)
Las células MA104 fueron silenciadas durante 72h post-transfeccion a concentracion de 2.5 pM de siRNA especifico. Transcurrido el
tiempo determinado se mide la cantidad de enzima LDH liberada al medio mediante la absorcidn a 690 y 490 nm. (D) Densitometria
de los ensayos de niveles proteicos mediante Western blot después de 72h post-transfecciéon empleando una concentracion 2.5 uM
de siRNA. Las barras muestran la desviacién estandar de tres ensayos independientes (n=3). Las estrellas sobre las barras indican el
grado de significancia comparado contra la condicidn irrelevante (*=p<0.05, **= p<0.01, ***= p<0.001, ****= p<0.0001 mediante
ANOVA).

2. Elsilenciamiento de elF3d, RPL11 y RPS9 disminuye la produccidn de progenie viral de rotavirus.

Con el objetivo de determinar si las proteinas elF3b, elF3d, RPL11y RPS9 juegan algun papel durante el ciclo
de infeccidn de rotavirus, la expresién de dichas proteinas fue silenciada mediante RNA de interferencia y se
evalué el efecto de su ausencia en la produccion de progenie viral. En estos experimentos, las células fueron
transfectadas con los siRNA especificos a una concentracion de 2.5uM y 48 hpt las células fueron infectadas
con la cepa de rotavirus de simio RRV, 14 horas post-infeccién (hpi) las células se lisaron y la cantidad de
particulas virales infecciosas se determiné mediante un ensayo de formacién de focos por inmunoperoxidasa

(Figura 13a).
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Los resultados muestran una disminucién estadisticamente significativa en comparacion a las células
tratadas con un siRNA irrelevante en los silenciamientos de las proteinas elF3d, RPL11 y RPS9 con una
reduccion cercana al 60% en los tres casos, mientras que durante el tratamiento con siRNA para elF3b no se
observo una disminucién significativa en la produccion de progenie viral (Figura 13a)

Estos resultados sugieren que las proteinas elF3d, RPL11 y RPS9 participan, a través de un mecanismo aun
por caracterizar, en la produccién de progenie viral durante la infeccidn por rotavirus.
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Figura 13. Progenie viral de rotavirus durante el silenciamiento de distintas proteinas. (A) La linea celular MA104 fue silenciada durante 48h post-transfeccion
empleando una concentracion de 2.5mM de siRNA especifico para cada una de las 4 proteinas elF3B, elF3D, RPL11 y RPS9 asi como un siRNA irrelevante. A
continuacion, se infectan con rotavirus RRV a una MOI de 3 durante 14 h. Los lisados se colectaron en buffer de lisis y fueron titulados en células MA104 mediante
la técnica de Determinacidn de titulo viral por formacién de focos por inmunoperoxidasa. (B) Ajuste de progenie viral considerando su relacién con el nimero de
células (tomado de cuantificacion de LDH total). Para la cuantificacion de enzima LDH transcurrido el tiempo determinado se mide la cantidad de enzima mediante
la absorcién a 690 y 490 nm. Las barras indican la desviacion estandar por tres ensayos independientes (n=3). Las estrellas sobre las barras indican el grado de
significancia comparado contra la condicion irrelevante (*=p<0.05, **= p<0.01, ***= p<0.001, ****= p<0.0001 mediante ANOVA).

Si bien los ensayos de citotoxicidad muestran que la diferencia en el nimero de células durante los
silenciamientos de las distintas proteinas no fue significativa (Figura 11a), nos preguntamos si el efecto en la
reduccion de la progenie viral durante los silenciamientos de elF3d, RPL11 y RPS9 pudiese resultar de un
menor numero de células en comparacioén al tratamiento con el siRNA irrelevante, o si la reduccidn de la
progenie viral se debe realmente a la ausencia de las proteinas silenciadas. Para contestar esta pregunta,
cuantificamos la produccion de progenie viral durante el silenciamiento de las 4 proteinas, como se describié
anteriormente y ademas determinamos la enzima LDH total, lo que nos sirvié para normalizar la produccién
de progenie viral con respecto al nimero de células presentes en cada condicion. El resultado de estos ensayos
muestra que la progenie viral no se modificé al silenciar elF3b, en contraste, si existe una disminucién
significativa en la produccién de progenie viral al silenciar la expresién de elF3d, RPL11 y RPS9 revelando su
importancia en la infeccidn por rotavirus (Figura 13b).

3. La ausencia de elF3b, elF3d, RPL11 y RPS9 no tiene un efecto en la sintesis de proteinas virales de
rotavirus.

Debido a que las proteinas analizadas en el presente estudio estan relacionadas con el proceso de traduccién
celular decidimos evaluar si la sintesis de proteinas virales o celulares presenta alguna alteracion que
correlacione con la reduccién de progenie viral observada durante los silenciamientos. Para ello, células
silenciadas para elF3b, elF3d, RPL11 y RPS9 fueron marcadas metabdlicamente con %S para cuantificar la
sintesis de novo de proteinas en presencia o no de la infeccidon por rotavirus. Las células MA104 fueron
silenciadas durante 48 h con los siRNAs correspondientes y posteriormente fueron infectadas o no con
rotavirus RRV durante 7 h. Transcurrido dicho tiempo se incubd con una mezcla de aminoacidos marcados
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con %S durante 1 h y finalmente las muestras fueron analizadas por autorradiografia de geles de SDS-PAGE
(Figura 14 y 15), asi como también mediante la cuantificacion de incorporacién de marca por precipitacién
con 4cido tricloroacético (TCA) (Figura 16). En los andlisis de densitometria de las autorradiografias, se ajusté
la cantidad de proteina mediante la cuantificacion de proteinas celulares con un peso molecular entre 95 y 55
kDa en la tincién de Azul de Coomassie.
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Figura 14. Marcaje metabdlico con azufre 35S durante la infeccion de rotavirus en células silenciadas. La linea celular MA104 fue
silenciada durante 48h post-transfeccion de diferentes siRNAs para las proteinas elF3B, elF3D, RPL11 y RPS9 y un siRNA irrelevante. Las
células se infectan con rotavirus RRV a una MOI de 3 durante 7h y posteriormente se marca con azufre 35S durante 60 minutos. Los
lisados son separados para su analisis mediante gel SDS-PAGE para finalmente exponerse en placas fotograficas. (A) Imagen
representativa de autoradiografia de gel SDS-PAGE 12.5% con muestras de células infectadas con RRV o mock infectadas durante el
silenciamiento de distintas proteinas. (B). Imagen representativa de tincion de azul de Coomassie como control de carga proteica de las
imagen de autoradiografia mostrada en (A). (C) Densitometria de las proteinas celulares con un peso molecular entre 95 y 55 kDa
marcadas radiactivamente con un peso molecular entre 95 y 55 kDa , se emplea la proteina celular con un peso molecular entre 95y 55
kDa en la tincidn de azul de Coomassie como control de carga. Las barras indican la desviacion estandar por tres ensayos independientes
(n=3). Las estrellas sobre las barras indican el grado de significancia comparado contra la condicidn irrelevante (*=p<0.05, **= p<0.01,
***=p<0.001, ****= p<0.0001 mediante ANOVA).

El analisis de las autorradiografias mostré una serie de resultados importantes: primero, en células no
infectadas el silenciamiento de RPS9 parece disminuir ligeramente la sintesis de proteinas celulares (Figura
14a), la cuantificacién de las bandas de las proteinas celulares con un peso molecular entre 95 y 55 kDa en
células no infectadas silenciadas para RPS9 muestra una diferencia significativa en comparacién a las mismas
bandas de proteinas celulares en células tratadas con siRNA irrelevante (Figura 14a y 14c).

En segundo lugar, la infeccidn de rotavirus disminuye la sintesis de proteinas celulares en gran proporcién
(Figura 14a) como ya se ha reportado anteriormente?>#%5%54,
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Por otra parte, observamos que al silenciar la expresion de la proteina RPL11 en células infectadas con RRV
existe un aumento en el fondo de proteinas celulares en comparacion al control infectado tratado con un
siRNA irrelevante (Figura 14a y 14c).
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Figura 15. Marcaje metabdlico con aminoacidos marcados con metionina 35S y cisteina 35S durante la infeccion de rotavirus en células
silenciadas. La linea celular MA104 fue silenciada durante 48h post-transfeccion de diferentes siRNAs para las proteinas elF3B, elF3D,
RPL11y RPS9y un siRNA irrelevante. Las células se infectan con rotavirus RRV a una MOI de 3 durante 7h y posteriormente se marca con
azufre 35S durante 60 minutos. Los lisados son separados para su analisis mediante gel SDS-PAGE para finalmente exponerse en placas
fotograficas. (A) Imagen representativa de autorradiografia de gel SDS-PAGE 10% con muestras de células infectadas con RRV o mock
infectadas durante el silenciamiento de distintas proteinas. (B) Imagen representativa de tincion de azul de Coomassie como control de
carga proteica de la imagen de autorradiografia mostrada en (A). (C) Densitometria de las 8 proteinas virales marcadas radiactivamente
observadas en el inciso (A), se emplea la proteina celular con un peso molecular entre 95 y 55 kDa en la tincion de azul de Coomassie
como control de carga. Las barras indican la desviacion estandar por tres ensayos independientes (n=3).

Por ultimo, el silenciamiento de las proteinas elF3b, elF3d, RPL11 y RPS9 no parece afectar de manera
significativa la sintesis de las proteinas virales, si bien en la autorradiografia de células infectadas y silenciadas
para las proteinas elF3d, RPL11 y RPS9 encontramos que las proteinas virales VP7, NSP3 y NSP4 se observan
ligeramente disminuidas, al analizar por densitometria la cantidad de las diferentes proteinas no encontramos
diferencias significativas comparadas contra los niveles de dichas proteinas en la condiciones control (Figura
15).
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Figura 16. Andlisis de la cantidad de proteina viral durante el silenciamiento de distintas proteinas. La linea celular MA104 fue
silenciada durante 48h post-transfeccion de diferentes siRNAs para las proteinas elF3B, elF3A, elF3D, RPL11 y RPS9 y un siRNA
irrelevante. Las células se infectan con rotavirus RRV a una MOI de 3 durante 7h y posteriormente se marca con aminoacidos
marcados con metionina 35S y cisteina 35S durante 60 minutos. Los lisados son separados para su analisis mediante gel SDS-PAGE
para realizar Western Blot usando un anticuerpo contra la particula TLP y contra vimentina como control de carga. (A) Imagen
representativa de Western Blot de gel SDS-PAGE 10% con muestras de células infectadas con RRV durante el silenciamiento de
distintas proteinas. (B) Densitometria de los ensayos de niveles proteicos mediante Western blot, se emplea la proteina celular

vimentina como control de carga para evaluar a las proteinas virales VP4, VP6 y VP7. Las barras indican la desviacion estandar por
tres ensayos independientes (n=3).

Para complementar lo observado en la autorradiografia nos dimos a la tarea de analizar la cantidad de las
proteinas virales en células silenciadas mediante ensayos de Western Blot empleando un anticuerpo contra
la particula TLP que identifica las proteinas VP4, VP6 y VP7. Los resultados de este analisis confirman que no
hubo un cambio significativo en la sintesis de proteinas virales durante el silenciamiento de elF3d, RPL11 o
RPS9 (Figura 16).

A su vez, para cuantificar la cantidad de marca radiactiva absorbida ajustada por microgramo de proteina
sintetizada (cpm/ug) en las diferentes condiciones, los lisados marcados con 3°S se precipitaron con TCA, lo
cual permite eliminar la marca radiactiva libre mientras que la marca incorporada (cpm) presente en el
precipitado es cuantificada en un contador de centelleo, para ajustar la marca incorporada por microgramo
de proteina se realizé una cuantificacion de proteina por el método de Bradford (Figura 17).
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Figura 17. Cuantificacion de la incorporacion de marca radiactiva en sintesis proteica. La linea celular MA104 fue silenciada
durante 48h post-transfeccion de siRNA contra elF3B, elF3D, RPL11 y RPS9 y un siRNA irrelevante. A continuacion, las células se
infectan con rotavirus RRV a una MOI de 3 durante 7h y se marcan con azufre 35S durante 60 minutos. Las proteinas presentes en
los lisados celulares son precipitadas con acido tricloroacético y también se determina la concentracion de proteina por el método
de Bradford. Los valores de cpm/ pg se comparan con la condicién irrelevante mock infectado para obtener el porcentaje de
incorporacion de marca radiactiva por microgramo de proteina. Las barras indican la desviacion estandar por tres ensayos
independientes (n=3). Las estrellas sobre las barras indican el grado de significancia comparado contra la condicién irrelevante
(*=p<0.05, **= p<0.01, ***= p<0.001, ****= p<0.0001 mediante ANOVA).

Estos ensayos muestran que el silenciamiento de las proteinas elF3b, elF3d y RPL11 en células no infectadas,
no ocasionan una disminucion significativa en la incorporacién de marca radiactiva, lo que sugiere que el
silenciamiento de estas proteinas no afecta notablemente la sintesis de novo de las proteinas celulares. La
Unica proteina cuyo silenciamiento tuvo un efecto sobre la traduccidon de proteinas celulares fue RPS9
disminuyendo en aproximadamente 50% la incorporacion de S lo cual concuerda con un reporte previo’.

En el caso de las células infectadas con rotavirus RRV y silenciadas contra las diferentes proteinas, se puede
observar que todas las condiciones presentan valores de cpm/ug iguales o superiores en comparacion a las
células infectadas con rotavirus y tratadas con siRNA irrelevante. Es dificil concluir con base a estos resultados
sobre si el silenciamiento de las proteinas ocasiona un ligero aumento en la traduccién de proteinas virales
puesto que durante la medicién de cpm se involucra tanto a proteinas virales como a las proteinas celulares
gue contindan traduciéndose aun durante la infeccién.

Enresumen, los resultados del analisis de las autoradiografias, la cuantificacion de proteina viral por Western

blot y de incorporacidon de marca radiactiva por TCA corroboran que la infeccidn por rotavirus RRV disminuye
la traduccidn celular global mientras la sintesis de proteinas virales se lleva a cabo de una manera eficaz. A su
vez, los hallazgos mas relevantes son que el silenciamiento de elF3b, elF3c, RPL11 y RPS9 no tiene un efecto
significativo en la traduccién de las proteinas virales y que el silenciamiento de la proteina RPL11 durante la
infeccidn reduce el efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas celulares producida por RRV.

4. Lainfeccién con rotavirus RRV no altera la localizacion subcelular de las proteinas RPL11 y RPS9.

Se ha reportado en la literatura que la proteina ribosomal RPL18 es importante para el ciclo replicativo del
virus del dengue mediante su interaccidn con la proteina viral NS1y que el silenciamiento por siRNA de RPL18
ocasiona una disminucion en la traduccién y progenie viral®2. En ese trabajo se reporté ademas que, durante
la infeccidn con dengue, la proteina ribosomal RPL18 cambia su localizacién citoplasmatica para desplazarse
a la zona perinuclear, sitio donde se lleva a cabo la replicacion del virus.
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Para estudiar si durante la infeccion por rotavirus las proteinas RPL11 y RPS9 sufrian un cambio de su
localizacidn subcelular, se infectaron células MA104 con rotavirus RRV a una MOI de 3; a las 6 hpi las células
se fijaron y se realizaron ensayos de inmunofluorescencia usando anticuerpos especificos contra RPL11, RPS9
y NSP4 (Figura 18). En estos ensayos encontramos que la distribucidon de ambas proteinas ribosomales en
células infectadas es semejante a la observada en las células sin infectar. Para la proteina RPS9, su localizacidon
en células no infectadas es completamente citoplasmatica (segundo panel de la figura 18b) y no hay cambios
durante la infeccién. En el caso de RPL11, en células no infectadas su localizacion parece ser mas homogénea
apareciendo distribuida tanto en el citoplasma como en el nucleo y no se observan cambios de localizacion
durante la infeccién (figura 18a).
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Figura 18. Localizacion subcelular de las proteinas RPL11 y RPS9 en células infectadas con rotavirus RRV. (A) Las celulas MA104 se
infectaron durante 6h con rotavirus RRV a una MOI de 3, se trataron con anticuerpos monoclonales contra RPL11 (verde) y NSP4
(rojo) asi mismo los nucleos son tefiidos con DAPI (azul). (B) Para el caso de la proteina RPS9 se empled la misma metodologia
utilizando los anticuerpos monoclonales contra RPS9 (verde) y NSP4 (rojo).

5. Lareplicacion del genoma de rotavirus requiere de la presencia de las proteinas elF3d y RPL11.

Ante la ausencia de un efecto en la traduccidn de las proteinas virales durante el silenciamiento de las
proteinas elF3b, elF3d, RPL11 y RPS9 (Figura 15), y para explicar el porqué de la reduccién de la produccidn
de progenie viral al silenciar elF3D, RPL11 y RPS9 (Figura 13) se evalud la replicacion del genoma viral para
determinar si existia un efecto en este proceso del ciclo de replicacién de rotavirus.



La cuantificacion de RNA viral se realizé en células silenciadas 48 hpt empleando siRNAs contra las proteinas
eFl3d, RPL11 y RPS9 e infectadas durante 8 h con rotavirus RRV. El RNA total fue extraido con Trizol y
cuantificado mediante RT-qPCR empleando los oligonucledtidos descritos en Materiales y Métodos dirigidos
hacia el mRNA de la proteina viral NSP4 y como control interno 18s rRNA. El nivel de cada mRNA se determiné
por andlisis de RT-gPCR empleando un equipo 7500 RealTime PCR system descrito con anterioridad®.

Los resultados de este ensayo muestran que el silenciamiento de las tres proteinas tiene efecto sobre la
acumulacién del RNA viral; mientras que la reduccién de la proteina RPS9 resulté en un aumento de la
cantidad del RNA viral, la disminucién de las proteinas RPL11 y elF3d ocasiond una caida en la cantidad de
RNA de rotavirus (Figura 19).
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Figura 19. Cambio en la cantidad de RNA viral durante el silenciamiento de elF3d, RPL11 y RPS9. Las células MA104 fueron
silenciada durante 48h post-transfeccion de siRNA contra elF3D, RPL11 y RPS9 y un siRNA irrelevante. Posteriormente fueron
infectadas con rotavirus RRV a una MOI de 3 durante 8h. El RNA total fue extraido con Trizol y cuantificado mediante RT-PCR
usando el sistema descrito en Materiales y Métodos. Las barras indican la desviacidén estandar por tres ensayos independientes

(n=3). Las estrellas sobre las barras indican el grado de significancia comparado contra la condicién (*=p<0.05, **= p<0.01, ***=
p<0.001, ****= p<0.0001 mediante ANOVA).

Con el fin de complementar el ensayo anterior, decidimos realizar una cinética de concentracion de RNA viral
a diferentes horas post-infeccion durante los silenciamientos de elF3d y RPL11, solo empleamos estas
proteinas debido a que en estas el efecto en la alteracién de la cantidad de RNA resulté mas interesante para
nosotros. Durante este experimento, las células MA104 fueron silenciadas durante 48 hpt con siRNAs dirigidos
hacia las proteinas eFI3d y RPL11 e infectadas con rotavirus RRV durante 0, 2, 4, 6, 8 y 10h. La cantidad de
RNA se cuantificé mediante RT-gPCR empleando la metodologia descrita con anterioridad (Figura 20).

La cinética de RNA viral mostré que los silenciamientos de elF3d y RPL11 ocasionan una disminucion de la
cantidad de RNA viral con una diferencia significativa a partir de las 6 h. De manera particular, el knockdown
de elF3d refleja una concentracién menor de RNA viral, que logra alcanzar un 50% a las 10h en comparacién
con la condicién control, concordando con los resultados del experimento realizado previamente a las 8 hpi.
A suvez, el silenciamiento de RPL11 reduce la acumulacion de RNA viral desde las 4 hpi y solo se logra detectar
un 20% de RNA viral a las 10 hpi en comparacién con la condicién control. Efectos similares a los del
silenciamiento de RPL11 en la sintesis de RNA viral han sido observados durante el silenciamiento de las
proteinas virales VP1, VP2, VP3 y VP6 en la infeccidn por rotavirus®3, estas proteinas participan en el proceso
de replicacion del RNA viral, lo que sugiere que el silenciamiento de RPL11 podria afectar la traduccién de
proteinas celulares involucradas en este proceso.
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Figura 20. Cinética de la cantidad de RNA viral durante el silenciamiento de elF3d y RPL11. Las células MA104 fueron silenciada
durante 48h post-transfeccion de siRNA contra elF3D, RPL11 y un siRNA irrelevante. A continuacidn, se infectaron con rotavirus
cepa RRV a una MOI. El RNA total fue extraido a distintos tiempos con Trizol y cuantificado mediante RT-PCR usando el sistema
descrito en Materiales y Métodos. Las barras indican la desviacion estandar por tres ensayos independientes (n=3). Las estrellas
sobre las barras indican el grado de significancia comparado contra la condicidn irrelevante (*=p<0.05, **= p<0.01, ***= p<0.001,
**%*= p<0.0001 mediante ANOVA).

6. Elsilenciamiento de RPL11 inhibe la entrada de rotavirus a la célula huésped

Para estudiar si la reduccion en la cantidad de RNA viral al silenciar elF3d y RPL11 observada desde las
primeras 6 h podria deberse a defectos en la unidn, entrada o descapsidacion de las particulas virales,
analizamos los primeros pasos del ciclo de replicacién de rotavirus en células silenciadas contra elF3d y RPL11
mediante ensayos de infectividad.

A diferencia del ensayo de cuantificacidon de progenie viral que permite evaluar el ciclo viral desde el proceso
de unidn hasta la salida del virus, el caracterizar la infectividad en un solo ciclo de replicacidon permite estudiar
si los procesos iniciales de la infeccion (unidn, entrada, descapsidacion, transcripcion y traduccion de los mRNA
virales) se encuentran alterados. En estos ensayos, las células fueron transfectadas con los siRNAs especificos
contra elF3d y RPL11 y 48 hpt las células fueron infectadas con rotavirus RRV; a las 14 hpi las células se fijaron
y se cuantific6 el numero de células infectadas mediante un ensayo de formaciéon de focos de
inmunoperoxidasa que nos permite detectar el nimero de células infectadas (Figura 21a).

El silenciamiento de RPL11 causé una disminucién en la infectividad de un 60%, lo cual sugiere que alguno de
los primeros pasos del ciclo replicativo viral podria estar afectado por la ausencia de RPL11, lo cual se refleja
en una menor cantidad de RNA viral sintetizado como observamos en la cinética de RNA.

Por su parte, la ausencia de elF3d no afecta la infectividad de rotavirus, por lo que aun falta por esclarecer el
mecanismo a través del cual observamos una disminucién en la cantidad de RNA viral y de progenie viral al
silenciar elF3d.
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Figura 21. Infectividad de rotavirus y lipofeccién de particulas DLPs durante el silenciamiento de elF3d y RPL11 (A) Las células
MA104 se silenciaron durante 48h post-transfecciéon empleando una concentracion de 2.5mM de siRNAs contra elF3D y RPL11 asi
como un siRNA irrelevante. A continuacion, se infectan con rotavirus RRV a una MOI de 3 durante 14h, transcurrido dicho tiempo se
determind la cantidad de células infectadas mediante ensayo de formacién de focos por inmunoperoxidasa (B) La linea celular
MA104 fue silenciada con siRNAs contra elF3D y RPL11 durante 48h post-transfeccion. Posteriormente se lipofectaron con
particulas DLPs de rotavirus RRV a una concentracién de 30 pg de proteina/mL con Lipofectamina 2000 durante 1h a 379C,
transcurrido el tiempo indicado se realizan dos lavados y se incuba en MEM libre de SFB durante 14 horas. Se determiné la cantidad
de células infectadas mediante ensayo de formacion de focos por inmunoperoxidasa. Las barras indican la desviacidn estandar por
tres ensayos independientes (n=3). Las estrellas sobre las barras indican el grado de significancia comparado contra la condicion
irrelevante (*=p<0.05, **= p<0.01, ***= p<0.001, ****= p<0.0001 mediante ANOVA).

Para evaluar si el proceso de entrada podria ser el paso alterado por la ausencia de RPL11 se realizaron
ensayos de lipofeccion de DLPs. Como se ha mencionado, estas particulas carecen de la capa externa formada
por las proteinas VP4 y VP7 por lo cual no son infectivas ya que no pueden llevar a cabo el proceso de unién
a la célula huésped; sin embargo, si las particulas DLPs son transfectadas dentro de la célula huésped son
capaces de llevar a cabo el ciclo replicativo completo. En estos ensayos, las células fueron silenciadas con los
siRNAs dirigidos a elF3d y RPL11 durante 48 hpt y posteriormente fueron transfectadas con DLPs purificadas
durante 1h a 379C, el numero de células infectadas en estas condiciones se determiné a las 14 h post-
lipofeccion (Figura 21b). No se encontraron diferencias significativas entre el nimero de células infectadas
por lipofeccion de DLPs durante los silenciamientos de elF3d y RPL11 en comparacion a las células control
tratadas con un siRNA irrelevante. Lo que sugiere que el silenciamiento de RPL11 debe estar afectando algun
paso en el proceso de union o de entrada de las particulas de rotavirus, ya que la transfeccion de las DLPs
dentro de células silenciadas para RPL11, saltando el paso de unién y entrada, permite llevar a cabo el ciclo
replicativo de rotavirus como ocurre en las condiciones control.
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DISCUSION

Los rotavirus, al igual que muchos otros virus, han desarrollado estrategias que le permiten establecer un
proceso infeccioso eficiente dentro de la célula huésped, involucrando multiples aspectos que abarcan entre
muchos otros desde la unién y entrada a la célula, pasando por el control de la respuesta inmune innata y el
secuestro de la maquinaria de traduccion para elaborar sus proteinas, hasta llegar a la modulacidn del trafico
vesicular para facilitar la salida de las particulas virales 31025,

Inicialmente intentamos dilucidar el papel que desempefian las subunidades “a”, “b” y “d” del factor elF3 y
las proteinas ribosomales RPL11 y RPS9 durante la infeccidn por rotavirus, toda vez que estas proteinas habian
sido identificadas previamente como relevantes en el ciclo replicativo mediante un estudio de tamizaje con
una biblioteca de siRNAs’®. La estrategia experimental se basd en el silenciamiento de estas cinco proteinas
empleando siRNAs especificos y la evaluacidn de los efectos de la ausencia de estas proteinas en las distintas
etapas del ciclo replicativo de rotavirus.

Dado que no pudimos silenciar con la metodologia propuesta al factor elF3a, no continuamos con los ensayos
relacionados con esta proteina.

En primer lugar, el silenciamiento de las proteinas elF3b, elF3d, RPL11 y RPS9 en células no infectadas mostré
distintos resultados: para el caso de las subunidad elF3b aunque su knockdown ha sido reportado con
anterioridad en algunas lineas celulares, los efectos de su ausencia no son del todo claros: se sabe que elF3b
sirve de nucleacidn al subcomplejo YLC y su silenciamiento ocasiona el desensamble del complejo elF3 en las
unidades individuales?®, por lo que se sugiere que elF3 no puede ejercer mas su funcién provocando una
reduccion en la traduccién de proteinas celulares.

El silenciamiento de elF3b en células HEK293 produce una reduccién en la incorporacién de metionina S de
un 75-80%, ocasionando un fendmeno conocido como proliferacion celular inhibida que consiste en un
crecimiento retrasado con morfologia celular alargada, menor nimero de células y un déficit en el
metabolismo sin presencia de muerte celular?®3®,

Al determinar los efectos del silenciamiento de la proteina elF3b en células MA104 no infectadas a la
condicién de 48 h encontramos que no existen alteraciones morfoldgicas en la célula, tampoco hay cambios
en laviabilidad celular ni en la sintesis proteica mediante incorporacién de metionina 3°S. Las diferencias entre
nuestros resultados y los citados anteriormente podria deberse a que no se logré un silenciamiento eficiente
de esta proteina en nuestros ensayos, asi como también a las distintas variables involucradas: las secuencias
en los siRNAs empleados, tiempo de silenciamiento o las diferentes lineas celulares, un efecto ya visto con
anterioridad para elF3a, donde dependiendo del tipo celular se observan distintos fenotipos?®3¢.

Por otra parte, durante los tratamientos con siRNAs de las proteinas elF3d, RPL11 y RPS9 en células MA104
no infectadas, fue posible silenciar dichas proteinas en un 60%, 90% y 80% respectivamente sin cambios en la
viabilidad celular por LDH total.

El silenciamiento de RPL11 se ha reportado produce una disminucién del 30% en la traduccidn celular®, sin
embargo nuestros resultados no muestran cambio alguno, lo cual podria explicarse nuevamente a una
diferencia entre las lineas celulares empleadas, puesto que en dicho estudio se emplean una linea celular
primaria de pulmén de humano mientras que nosotros lo realizamos en una linea inmortalizada de rifidn de
mono.

En cambio, la ausencia de RPS9 si demostrd una disminucion en la traduccién de proteina celular cercana al
50%, asi como también una alteracién de la morfologia dando lugar a células alargadas (datos no mostrados)
lo cual es similar a lo reportado previamente en células de glioma U343MGa Cl2:678.

El que el silenciamiento de RPL11 no muestre cambios en la traduccion celular y que la falta de RPS9 solo
inhiba un 50% de dicho proceso, no indica que estas proteinas no sean relevantes para la sintesis celular, sino
gue podrian estar involucradas en procesos de traduccion no candnicos especificos o a su vez sugerir que la
presencia de estas proteinas en los ribosomas no es ubicua, retomando la teoria de los ribosomas
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especializados que sugiere una diferente composicion de los ribosomas dependiente del tejido, linea celular
y etapa del desarrollo®®>%77,

A su vez, el silenciamiento de elF3d reflejé una ligera disminucién en la sintesis de proteinas celulares en
células no infectadas, aunque no suficiente para resultar en una diferencia estadisticamente significativa. El
reporte previo encontrado en la literatura muestra una importante reduccion en la traduccion celular y en la
homeostasis metabdlica durante el silenciamiento de elF3d?°; lo cual resulta interesante puesto que a
diferencia de elF3ay elF3b que son centros de nucleacidn de los subcomplejos, elF3d solamente se encuentra
débilmente asociado con elF3c y su silenciamiento no produce la disgregacion del complejo de elF3. Sin
embargo, se sugiere que laimportancia de elF3d no radica en el papel que pueda desempeiiar en la traduccién
general de la célula sino en promover la traduccidn especializada de un conjunto especifico de mRNAs que
codifica para proteinas de control del ciclo celular®2933,

El silenciamiento de las proteinas elF3d, RPL11 y RPS9 mostraron una disminucién en la progenie viral de
rotavirus aproximadamente en un 60% en cada condicidn, por lo cual decidimos determinar su efecto sobre
la sintesis proteica viral, debido a que tanto el factor elF3 como las proteinas ribosomales forman parte de la
via de inicio de la traduccién candnica y no candnica.

Los resultados encontrados fueron un tanto sorprendentes puesto que mediante las dos estrategias
experimentales empleadas no observamos variaciones en la cantidad de proteinas virales sintetizadas de novo
en la ausencia de las distintas proteinas. Aunque tanto el analisis de la autoradiografia de incorporacion de
metionina 3°S como del ensayo de western blot reflejan ligeras disminuciones en algunas proteinas virales
(VP7, VP6 y NSP4) en los silenciamientos de elF3d y RPL11, estas diferencias no son estadisticamente
significativas.

Una observacion interesante surgié durante los ensayos de silenciamiento de RPL11 en células infectadas,
donde las autoradiografias mostraron una menor inhibicién de en la cantidad de proteinas celulares
sinterizadas de novo en comparacion al control de células infectadas tratadas con un siRNA irrelevante. Este
efecto resulta muy similar al reportado durante los silenciamientos de la proteina NSP3, donde no se observa
una diminucién en la sintesis de proteina viral pero si un aumento en la sintesis de proteina celular®.

Se ha descrito con anterioridad que la infeccidn por rotavirus causa una disminucion en la traduccién de
proteinas celulares debido por lo menos a tres mecanismos independientes: la interaccion de NSP3 con elF4G
para desplazar a PABP impidiendo la traduccion de mRNA poliadenilados, la relocalizacion de PABP y mRNA
celulares al nucleo y la fosforilacion de elF2 ¢ debido a la presencia de dsRNA de rotavirus con lo cual se inhibe
la formacién del complejo TC?>*%>%%4 El que la traduccion celular no se encuentre tan afectada como en
condiciones normales de infeccidon durante el silenciamiento de RPL11 resulta muy interesante y podrian
sugerirse las siguientes hipotesis:

1) Alguna proteina o RNA viral podria interaccionar con la proteina RPL11 funcionando como un
mecanismo de apagado de la traduccioén celular de modo similar a lo observado con NSP3°°,

2) RPL11 podria estar involucrada en un mecanismo de traduccion especializada de mRNAs especificos,
rotavirus quiza utiliza esta via de traduccidon para la sintesis de algunas de sus proteinas en
condiciones de inhibicién de la traduccién candnica. Un mecanismo similar ha sido reportado en la
literatura para la proteina RPL40 en la infeccion por VSV, donde el silenciamiento de RPL40 no afecta
la traduccién de la mayoria de las proteinas celulares, pero inhibe por completo la traduccidn de
proteinas virales y también de un subconjunto de proteinas celulares relacionadas con procesos de
control del ciclo celular, respuesta al stress, sefializacion celular, etc. En ese trabajo, Lee vy
colaboradores sugieren la existencia de una traduccién especializada mediada por RPL40 la cual es
empleada por el virus VSV para la sintesis de proteinas virales en condiciones de inhibicién de la
traduccion candnica cap-dependiente’37>,

3) La cantidad de particulas infecciosas de rotavirus que entran en las células silenciadas no sea lo
suficiente para inhibir la traduccidn celular.

4) La proteina RPL11 ha sido identificada como un sensor de estrés nucleolar que interactla
directamente con Hdm2 (una proteina ubiquitin ligasa E3) que se encarga de unir, ubiquitinar y enviar
a degradacion a la proteina de control de ciclo celular p53. Durante procesos de estrés, RPL11 es
transportada del nucléolo al nucleoplasma donde se une a Hdm2 impidiendo su interaccién con p53,
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de tal manera que los niveles de p53 aumentan ocasionando un paro del ciclo celular asi como
también la induccién de apoptosis®*®°. Basados en estos datos, se podria proponer que la ausencia
de RPL11 evitaria su interaccion con Hdm2 de modo que esta proteina podria continuar
ubiquitinando y enviando a degradacién a p53, los niveles de p53 no aumentarian impidiendo el paro
del ciclo celular inducido por la infeccidn de rotavirus, permitiendo de esta manera que el proceso
de traduccion celular no se interrumpa, lo cual permite observar en las autoradiografias un ligero
aumento en la sintesis de proteinas celulares aun en presencia de la infeccidn por rotavirus.

A pesar de que no encontramos diferencias en la traduccién de proteinas virales en los silenciamientos, seria
interesante evaluar este proceso mediante estrategias mas finas como el andlisis de perfiles ribosomales o
analisis de protedmica por espectrometria de masas, con el fin de clarificar si el resultado encontrado es
producto de un artefacto de los ensayos o en efecto, es un reflejo de lo que ocurre en las condiciones
evaluadas.

Debido a la ausencia de cambios en la cantidad proteinas virales sintetizadas de novo, decidimos evaluar la
concentracion del RNA viral durante los silenciamientos de las proteinas elF3d, RPLL1 y RPS9. En los ensayos
de elF3d y RPL11 encontramos una disminucidn importante en la cantidad de RNA viral, este fendmeno podria
tener diversas causas: producto de una inhibicién de la sintesis de RNA viral, como consecuencia de un
aumento en el decaimiento y degradacion de RNA o debido a una entrada menor de particulas de rotavirus a
la célula que podria reflejarse en una menor cantidad de RNA sintetizado. Considerando lo anterior, decidimos
realizar una cinética de la cantidad de RNA viral durante la infeccién por rotavirus en células silenciadas con
el fin de visualizar en que momento de la infeccion comienza la disminucion en la concentracion del RNA viral.

Resulta importante recordar que, después la entrada de rotavirus a la célula huésped tiene lugar el proceso
de desnudamiento de la particula que consiste en la pérdida de capa externa formada por las proteinas VP7 y
VP4 liberando al citoplasma las DLPs. Las DLPs son transcripcionalmente activas produciendo mRNA viral que
sale al citoplasma, este proceso se considera como la primera ronda de sintesis de RNA viral. El mRNA viral en
el citoplasma presenta dos funciones importantes: primero es empleado en la traduccion de proteinas virales
para dar lugar a las estructuras llamadas viroplasmas donde desempefia la segunda funcion sirviendo como
templado para la replicacion del genoma, este proceso es conocido como una segunda ronda de sintesis de
RNA viral®.

El silenciamiento de elF3d ocasiona una disminucion en la cantidad de RNA viral a partir de las 6h, lo cual
podria significar que la segunda ronda de sintesis de RNA que se lleva a cabo en los viroplasmas se encuentre
alterada. Los motivos de dicha disminucién podrian deberse a que el silenciamiento de elF3d conlleva a la
reduccion de la traduccidn de alguna proteina celular que podria participar en la transcripcién de los mRNAs
virales. Existe un reporte previo que soporta dicha hipdtesis: la inhibicién de la interaccion entre elF3d y DAPS5,
inhibe la traduccion cap dependiente de elF3d y afecta la traduccidn de los factores de transcripcion como
ETS1, Fli-1, cJun, etc. relacionados con diferenciacidn, proliferacién celular, apoptosis, etc'®®. La evaluacion
de una alteracion en dicho proceso es una perspectiva relevante al presente trabajo.

En el caso de la proteina RPL11, su silenciamiento ocasiona una reduccién en la cantidad de RNA viral en
todos los tiempos de la cinética, en comparacién a las condiciones control e incluso al ensayo de elF3d. A
diferencia de lo ocurrido con elF3d, durante el silenciamiento de RPL11 la cantidad de RNA viral se encuentra
afectada desde las 4 h y no aumenta en ningun tiempo, lo cual sugiere que no es solo la segunda ronda de
transcripcion la que podria encontrarse alterada sino también existir un efecto desde la primera ronda de
sintesis de RNA viral, algo similar a lo previamente observado durante el silenciamiento de las proteinas virales
VP1, VP2, VP3 y VP6 con una cinética semejante, donde en ningin momento se lleva a cabo una replicacion
eficiente del RNA viral®,

No es posible descartar en ninguno de estos silenciamientos el papel que puedan representar los mecanismos
de procesamiento y decaimiento de RNA, por lo que serian interesante realizar estudios enfocados a
determinar la vida media de los mRNAs virales con el fin de obtener conclusiones a este respecto.
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Una observacidn que resulta interesante es que en ambos silenciamientos, a pesar de la reduccion de la
cantidad de RNA en los distintos tiempos de la cinética evaluada esto no se refleja en una disminucion de la
sintesis de proteinas virales tal y como podemos observar en las figuras 14, 15 y 16. Este fenotipo ha sido
observado con anterioridad en la infeccidn por rotavirus durante los silenciamientos de las proteinas VP1 (RNA
polimerasa dependiente de RNA viral), VP3 (metiltransferasa) y VP4 (proteina de reconocimiento y unién a la
célula huésped) donde su ausencia ocasiona una disminucién en la concentracion de RNA viral hasta en un
90% comparada con una condicidn control infectada reflejandose en una reducciéon de la progenie viral, pero
no se observa ninguna alteracién en la traduccién de proteinas virales®3. Estos resultados podrian sugerir que
la infeccidn por rotavirus solo necesita una pequeiia cantidad de RNA para saturar la maquinaria de traduccién
celular y permitir la sintesis efectiva de las distintas proteinas virales.

Otra posible explicacion del efecto observado en la cantidad de RNA viral durante el silenciamiento de elF3d
y RPL11 es que el nivel de entrada de virus a la célula se encuentre reducido. Para responder a esta pregunta
se evalud la infectividad de rotavirus en células silenciadas para elF3d y RPL11, donde los resultados muestran
una clara reduccién en la infectividad en la ausencia de RPL11 mientras que permanece sin cambios en el
experimento de elF3d.

Estos resultados implican que alguno de los primeros pasos de la infeccién de rotavirus como el proceso de
unién al receptor, entrada o descapsidacidn de la particula viral se encuentran afectados por el silenciamiento
de la proteina RPL11. Para estudiar si la disminucién de la infectividad del virus causada por la ausencia de
RPL11 es debida a que la entrada del virus esta inhibida, realizamos ensayos de lipofeccién de DLPs. Estas
particulas no son infectivas debido a que no pueden unirse y entrar a la célula, pero al ser transfectadas
directamente al citoplasma (omitiendo el proceso de unidn y entrada) tienen la capacidad de llevar a cabo el
ciclo replicativo de rotavirus. El resultado de estos ensayos mostré que la infectividad de las DLPs
transfectadas no fue afectada en las células en las que se silencié RPL11, sugiriendo que es el proceso de
unién, entrada o descapsidacion de rotavirus es el paso que se encuentra alterado durante la ausencia de
RPL11, ya sea porque esta proteina interacciona directamente con alguna proteina involucrada en la entrada
viral, o mas probablemente porque RPL11 participa en la traduccién de alguna o algunas proteinas que
participan en los primeros eventos de la infeccidn.

Con base a los resultados obtenidos y su andlisis en conjunto, se sugiere que el silenciamiento de la proteina
RPL11 podria ocasionar una traduccién reducida de algunas proteinas de membrana que sirven como
receptores, co-receptores, proteinas involucradas en el proceso de endocitosis o desnudamiento de la
particula viral. El knockdown de diversas proteinas relacionadas con el proceso de traduccién ha demostrado
alterar la sintesis de proteinas de membrana, como por ejemplo durante el silenciamiento de elF3d donde se
observa una reduccién en la traduccién de las integrinas ITGV, ITGal, ITGa3 y ITGa5%3, el knockdown de la
proteina ribosomal RPS27 que conlleva a la disminucidn en los niveles proteicos de la integrina B4%>%5, asi
mismo el silenciamiento de distintas proteinas ribosomales afecta la traduccién de proteinas relacionadas al
trafico vesicular, citoesqueleto, endocitosis, sefializacién, etc® 77,

En conclusion, durante el presente estudio determinamos que la ausencia de las proteinas elF3d, RPLL1 y
RPS9 son importantes en el ciclo de replicacion de rotavirus mediante diversos mecanismos: La proteina elF3d
tiene su efecto mds significativo en la disminucion de los niveles de RNA viral durante la infeccion donde su
ausencia podria relacionarse con el decaimiento de los mensajeros virales?® o estar implicado en la segunda
ronda de sintesis de RNA viral debido a la traduccién reducida de factores requeridos para la sintesis del RNA
viral'®3338; el mecanismo auin estd por ser descubierto.

Para la proteina RPS9 su importancia en la replicacidn de rotavirus permanece siendo una incégnita, si bien
observamos una disminucién en la progenie viral producida no encontramos diferencia en la sintesis de
proteinas virales y el aumento en la cantidad de RNA viral debe ser estudiado mds a profundidad.

En el caso de la proteina RPL11, su principal efecto ocurre en las etapas tempranas de la infeccién donde
niveles reducidos de RPL11 afectan los primeros pasos del ciclo viral causando una unidon/entrada o
descapsidacién reducida que se refleja en la disminucién de la cantidad de RNA viral, pero sin alterar la
cantidad de proteina viral sintetizada y permitiendo un aumento en la traduccidon de proteinas celulares.
Aunado a la entrada deficiente de particulas virales, el silenciamiento de RPL11 podria involucrar otros

57



procesos en el ciclo de rotavirus, por ejemplo, se ha descrito que el silenciamiento de algunas proteinas
ribosomales afectan la traduccién de proteinas relacionadas con el procesamiento y sintesis de RNA por lo
que lo observado en la cinética de concentracion de RNA viral podria deberse al efecto sinérgico de
mecanismos de entrada y sintesis de RNA (Figura 22)>%77.
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Figura 22. Modelo del efecto del silenciamiento de las proteinas elF3d, RPL11 y RPS9 durante el ciclo replicativo de rotavirus.
(A) En la figura se observa el trénsito de las particulas de rotavirus, en los recuadros se marca el nombre del paso y las flechas de
blogueo de color rojo representan los posibles pasos que se ven afectados durante el silenciamiento. (B) Resumen del efecto de
los silenciamientos de elF3d, RPL11y RPS9 en los diferentes pasos del ciclo replicativo de rotavirus y sintesis de proteinas celulares.
(Inciso (A) elaborado mediante software Biorender)
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Los resultados encontrados, no hacen mas que evidenciar la creciente necesidad de evaluar y dilucidar el
proceso de traduccidén de las proteinas virales, asi como los eventos que ocurren con la traduccién celular en
el contexto de la infeccidn por rotavirus considerando los mecanismos alternativos de inicio de la traduccion
no candnica, sin olvidar que los distintos procesos celulares (como sefializacidn, respuesta al estrés, control
del ciclo celular o transcripcion) no ocurren como mecanismos independientes sino con una red altamente
interconectada.
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CONCLUSIONES

e La produccion de progenie viral durante la infeccidn de rotavirus se encuentra disminuida en células
silenciadas contra las proteinas elF3d, RPL11 y RPS9.

e El silenciamiento de las proteinas elF3b, elF3d y RPL11 no tiene un efecto en la traduccion celular
general, mientras que en el caso de RPS9 su knock-down produce una disminucién de la mitad de la
traduccidn celular.

e Latraduccion de las proteinas virales no presenta cambios en las células tratadas con siRNAs para las
proteinas, elF3b, elF3d, RPL11 y RPS9.

e Laausenciade la proteina RPL11 durante la infeccidn por rotavirus ocasiona un aumento en la sintesis
de proteinas celulares (recuperacion de la traduccion celular).

e El silenciamiento de las proteinas elF3d y RPL11 produce una reduccién en la cantidad de RNA viral
desde las 6h postinfeccidn, mientras que la ausencia de la proteina RPS9 ocasiona un aumento en el

RNA viral a las 8h postinfeccién.

e El proceso de unidn/entrada a la célula huésped se encuentra disminuido durante el silenciamiento
de la proteina RPL11, no asi en el caso de elF3d y RPS9.
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PERSPECTIVAS

e Determinar la localizacidn celular de la proteina elF3d durante la infeccidn por rotavirus.

e  Evaluar la cinética de transcripcion de RNA viral durante la infeccidn por RRV en células silenciadas
en la proteina RPS9.

e  Estudiar la distribucion de mRNAs virales en perfiles polisomales de células silenciadas contra las
proteinas elF3d, RPL11 y RPS9.

e Determinar el estado de los viroplasmas formados por rotavirus en células silenciadas contra elF3d,
RPL11y RPS9.

e  Estudiar el proceso de union de particulas de rotavirus en células silenciadas contra RPL11 mediante
ensayos de binding.

e Analizar mediante estudios de proteomica que proteinas de membrana se afectaron durante el
silenciamiento de RPL11.
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