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Resumen
Los astrovirus son una de las causas principales de gastroenteritis viral en individuos
jovenes, de la tercera edad, y en personas inmunocomprometidas. Ademas, han sido
asociados recientemente con infecciones del sistema nervioso central tanto en humanos
como en animales, siendo el astrovirus VA1l la especie mas frecuente en este tipo de
infecciones.

Los virus han evolucionado para interrumpir funciones especificas de la célula y
manipularlas para favorecer su replicacién. El sistema ubiquitina proteasoma (UPS) es la
principal via de degradacion proteica de la célula, esta involucrado en diferentes procesos
como la degradacion de proteinas, presentacién de antigenos, regulacién del ciclo celular,
apoptosis, mitofagia, respuesta inmune innata, entre otros. Debido a la importancia de este
sistema, se ha demostrado que muchos virus dependen del mismo durante una o varias
etapas del ciclo replicativo. Anteriormente se determind que este sistema es necesario
durante la replicacion del astrovirus humano serotipo 8 (HAstV-8), siendo requerido
principalmente durante la produccion de los RNA virales de polaridad positiva.

Para determinar si el proteasoma es necesario durante el ciclo replicativo del astrovirus
VA1, utilizamos las drogas inhibidoras del proteasoma, MG132 y bortezomib, por periodos
de 24 horas durante 48 horas, teniendo una disminucién del titulo viral de
aproximadamente 4 y 2 logaritmos al utilizar las dosis mas altas de MG132 y bortezomib,
respectivamente. Para conocer en qué punto del ciclo es requerido el proteasoma, se
trataron las células con ambas drogas a diferentes tiempos de infeccion, observando que la
inhibicion del proteasoma durante las primeras 12 horas del ciclo afecté en mayor grado la
replicacién viral. Por ultimo, debido a que el proteasoma es necesario durante un tiempo
temprano, la entrada podria ser uno de los eventos que requiera de un proteasoma activo.
Para explorar esto, las células se trataron con bortezomib durante y después del tiempo
putativo de entrada, observando una disminucidn del 74% en el primer caso y del 37%
cuando las células fueron tratadas después de la hora putativa de entrada.

Los resultados de este proyecto permiten concluir que el proteasoma es necesario para el
ciclo replicativo del astrovirus VA1, que el evento que requiere en mayor grado de un
proteasoma activo se encuentra dentro de las primeras horas del ciclo y que la entrada del
virus podria ser uno de estos eventos tempranos.



1. Introduccion

Los miembros de la familia Astroviridae son virus no envueltos con genoma de RNA
monocatenario de polaridad positiva, frecuentemente son detectados en muestras de
heces de vertebrados (1). Esta familia cuenta con dos géneros, los astrovirus que infectan a
las aves, contenidos dentro del género Avastrovirusy los astrovirus que infectan mamiferos,
en el género Mamastrovirus. Las infecciones por astrovirus en las aves generan diversas
patologias incluyendo enteritis, hepatitis, nefritis y gota (2,3). Las infecciones por astrovirus
en mamiferos tipicamente causan gastroenteritis y en algunos casos generan sindromes
neuroldgicos (2). Dentro de este ultimo género, se encuentran los astrovirus que infectan a
los humanos, incluyendo a los clasicos y los no cldsicos. Los astrovirus humanos clasicos han
sido clasificados en 8 serotipos diferentes (HAstV-1 a HAstV-8), este grupo define a la
especie Mamastrovirus 1 dentro del género Mamastrovirus (4). Los astrovirus humanos no
clasicos o nuevos incluyen a las especies Mamastrovirus 6, que incluye los tipos MLB1,
MLB2 y MLB3; Mamastrovirus 8 representada por VA2/HMO-A y VA4; y Mamastrovirus 9
que contiene a VA1/HMO-C y VA3/HMO-A (2). La clasificacion de las especies de astrovirus
gue infectan a los humanos vy sus diferentes serotipos se muestran en la tabla 1, mientras
gue las relaciones filogenéticas dentro de la familia Astroviridae se observan en la figura 1.

Tabla 1. Especies de astrovirus que infectan a los humanos y sus diferentes serotipos/clados.

Especies que infectan humanos dentro del | Serotipos/Clados
género Mamastrovirus

Astrovirus clasicos
Mamastrovirus 1 | HAstV 1-8

Astrovirus no clasicos
Mamastrovirus 6 (MLB) MLB1, MLB 2 y MLB3
Mamastrovirus 8 (VA2-VA4) VA2 (HMO-A) y VA4
Mamastrovirus 9 (VA1-VA3) VA1l (HMO-C) y VA3 (HMO-B)
No asignado (VA5) VA5
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Figura 1. Relaciones Filogenéticas dentro de la familia Astroviridae. Los virus de humanos estan resaltados
en rojo, los porcinos en azul oscuro, los de mink en gris, los de bovinos en café, los de ovino en azul claro, los
de murciélago en negro, los murinos en morado, los de pavo en naranja y los de pollo en verde. Las flechas
indican las cepas que han sido aisladas de tejidos neurolégicos. HastV, astrovirus humanos; FAstV, astrovirus
felino; PAstV, astrovirus porcino; CaAstV, astrovirus canino; RabAstV, astrovirus de conejo; OAstV, astrovirus
ovino; BoAstV, astrovirus bovino; MuAstV, astrovirus murino; WBAstV, astrovirus de jabali; CcAstV, astrovirus
de venado; TAstV, astrovirus de pavo; CAstV, astrovirus de pollo. Tomada de Bosch et al., 2014 (1).



1.1 Epidemiologia de los astrovirus humanos clasicos y nuevos

Desde su descubrimiento en 1975 en muestras de heces de nifios con diarrea (5), los HAstV
han sido agentes etiolégicos de gastroenteritis virales bien establecidos con una
distribucién mundial (1). Aunque se han reportado en casos de gastroenteritis en adultos
inmunocompetentes, se consideran predominantemente como una causa comun de
gastroenteritis viral en la poblacién pediatrica, después de los rotavirus y norovirus (7).
Ademads de los nifios, otros grupos vulnerables a las gastroenteritis por astrovirus son los
adultos mayores (8) y los individuos inmunocomprometidos (4).

Desde 2008, dos nuevos grupos de astrovirus altamente divergentes, llamados MLB
(Melbourne) y VA/HMO (Virginia/Human-Mink-Ovine), han sido identificados en muestras
de heces de individuos con diarrea usando secuenciacién de nueva generacion (9-14).

Los astrovirus clasicos, pero especialmente los nuevos, han sido identificados
recientemente como la causa de infecciones del sistema nervioso central (SNC), resaltando
gue estos virus pueden escapar del tracto gastrointestinal e infectar otros tejidos y érganos
(15).

1.1.1 Patogénesis y enfermedad

Los HAstV infectan principalmente al sistema digestivo, siendo los enterocitos maduros de
las vellosidades del intestino delgado el principal tipo celular infectado por los astrovirus
clasicos. Por su parte, astrovirus VA1 tiene tropismo por varios tipos celulares, como se
observé en un estudio en el que se infectaron enteroides intestinales humanos con este
virus, y se identificaron como células blanco: las células progenitoras, los enterocitos
absorbentes y probablemente las células caliciformes (16). Las células caliciformes son la
célula blanco del astrovirus murino, como se ha visto en un estudio donde se utilizé un
modelo de infeccidn in vivo (17).

Los astrovirus son una causa frecuente de gastroenteritis leve en nifios menores de cinco
afios, donde usualmente generan una enfermedad autolimitante que consiste en una
diarrea acuosa con una duracién de dos a tres dias. Se ha visto que la particula viral de los
astrovirus humano y del pavo actian como una enterotoxina e inducen la disrupcion de la
barrera epitelial intestinal, de acuerdo con modelos in vitro y animales, respectivamente
(18,19). El vomito es menos prevalente en la infeccion por astrovirus que en la infeccion por
rotavirus o norovirus, y el periodo de incubacién es un poco mas largo (2).

El vinculo causal entre los nuevos astrovirus y la gastroenteritis aguda ha sido investigado
en estudios de casos y controles, con resultados inconsistentes. Mientras que Holtz et al.
no encontraron ninguna asociacion entre MLB1 y diarrea en una cohorte de nifios en India
(20), Meyers et al. reportaron una asociacion para MLB1, pero no para MLB2, VA1, y VA2
en Kenia y Gambia, ademas de una mayor prevalencia de MLB3 en los sujetos control (21).
Por su parte, Vu et al. demostraron que en Espafa las frecuencias con que los astrovirus



MLB y VA son identificados en nifios mayores de 5 afios asintomaticos y sintomaticos son
similares (22). Por otro lado, el hecho de que los astrovirus pueden ser recuperados de las
heces de nifios asintomaticos (21,23,24) y mamiferos (25) genera la duda de si esto
simplemente refleja la excrecién prolongada de astrovirus, o si los viriones de astrovirus
pueden persistir de alguna manera en el tracto gastrointestinal, y ser parte del viroma del
intestino.

Ademads de la gastroenteritis cldsicamente vista en nifios y en adultos mayores, los HAstV
han sido asociados recientemente con encefalitis y meningitis en pacientes
inmunocomprometidos (15); particularmente el genotipo VA1/HMO-C ha sido identificado
en seis de los once casos de encefalitis que se han reportado desde el 2007 (26-30),
viéndose involucrados también el grupo MLB (31,32) y los astrovirus cldsicos (33,34). La
tabla 2 resume estos once casos de infecciéon del SNC en humanos. Sélo dos de estos casos
afectaron a personas inmunocompetentes, uno de estos fue una mujer adulta, la cual se
recupero de una infeccidon por MLB2 autolimitada, el otro caso fue una nifia de 16 meses de
edad que también se recuperd de la infeccidn del encéfalo por HAstV-1. De los otros casos,
seis fueron mortales. La carga viral en biopsias de cerebro puede ser hasta de 1.5 x 10’
moléculas de RNA por reaccién (29). En algunas ocasiones 103 veces mds alta que en el
fluido cerebroespinal, y 10° veces mas alto que en las heces (29). Estos resultados sugieren
que los analisis de muestras que provienen del fluido cerebroespinal o las heces pueden ser
insuficientes y que el analisis de especimenes profundos (biopsias de cerebro) podria ser
requerido para hacer un diagndstico.

En animales, los astrovirus también han sido asociados con infeccién del SNC, causando
encefalitis supurativa en bovinos (35), encefalitis y ganglionitis en ovinos (36), sindrome del
mink tembloroso (37), y ha sido asociado con el sindrome del tremor congénito en lechones
(38).

Adicionalmente, se ha identificado astrovirus MLB2 y VA1 en muestras de plasma e
hisopados nasofaringeos de nifios con fiebre y enfermedad respiratoria aguda de etiologia
desconocida (32,39,40).



Tabla 2. Resumen de los 11 reportes de casos de infecciones severas del sistema nervioso
central en humanos por HAstV (Tomada y modificada de Vu et al, 2017 (2)).

Tipo Afo Pais Edad del | Condicién Tipo de infeccion | Tratamiento | Desenlace | Referencia
de paciente | subyacente del
HAstV SNC/Presentacién
nuevo
Mamastrovirus 1
HAstV- | 2008 | Suiza 3 meses HSCT por | Meningoencefalitis | Ninguno Muerto (34)
4 inmunodeficiencia
combinada severa
HAstV- | 2019 | Alemania | 16 Sano Encefalitis Ninguno Vivo (33)
1 meses
Mamastrovirus 6
MLB1 2015 | Japon 4 afios CB HSCT por anemia | Encefalitis Aciclovir Vivo (32)
aplasica congénita IVIG
Enfermedad GvH Edaravona
MLB2 2014 | Suiza 21 afios Sano Meningitis aguda Ceftriaxona Vivo (32)
Aciclovir
MLB2 2014 | Suiza 37 afios HSCT por leucemia | Meningitis Ninguno Muerto (32)
mieloide aguda
Mamastrovirus 9
VA1l 2007 | Estados 15 afos Agammaglobulinemia | Dolor de cabeza, | Ninguno Muerto (26)
unidos ligada al cromosoma | pensamientos
X homicidas y
suicidas, pérdida
de memoria,
ataxia, deterioro
cognitivo
progresivo
VA1l 2013 | Reino 42 afios HSCT por leucemia | Sordera Valaciclovir Muerto (27)
Unido linfocitica crénica sensorineural Antibidticos
progresiva BS
Encefalitis Esteroides
IVIG
Ribavirina
VA1l 2014 | Francia 14 afos Agammaglobulinemia | Historia de 4 afios | IVIG Vivo (28)
ligada al cromosoma | de  discapacidad | Esteroides
X cognitiva Ribavirina
progresiva, ataxiay | PEG IFN-alfa
convulsiones 2b
VA1l 2015 | Reino 18 HSCT por hipoplasia | Encefalitis Cidofovir Muerto (29)
Unido meses de cartilago-cabello DLI-
especifico
de
Adenovirus
VA1l 2015 | Reino 8 meses HSCT por leucemia | Encefalitis DLI Muerto (41)
Unido mieloide aguda
GvH grado 1
VAl 2021 | Suecia 15 afios HCT por leucemia | Encefalitis aguda Busulfan, Vivo (30)
mieloide aguda fludarabina
y
seroterapia

CB: Sangre de corddn umbilical; HSCT: Trasplante de células troncales hematopoyéticas; GvH: Enfermedad de Graft contra
el huésped; BS: Amplio espectro; IVIG: Inmunoglobulina intravenosa; DLI: Infusién de linfocitos donados; HCT: Trasplante
alogénico de células hematopoyéticas.

1.1.2 Rutas de transmision

Los astrovirus cldsicos son transmitidos esencialmente por la via fecal-oral, como ha sido
demostrado por voluntarios humanos (42,43). Los HAstV también han demostrado ser lo
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suficientemente estables en el ambiente para llevar a cabo la transmision mediada por la
ingesta de agua potable o de mar (1,44). Pueden ser encontrados en las aguas residuales
(45) y como otros patdégenos virales, no son completamente removidos después del
tratamiento de éstas (46). Los HAstV nuevos también han sido detectados en las aguas
residuales, aunque su prevalencia es menor que la de los HAstV clasicos (47), lo cual puede
reflejar un menor numero de individuos infectados, una menor excrecién viral, o métodos
de deteccién menos sensibles. Independientemente de cual sea el caso, los HAstV nuevos
y clasicos son descargados en los ambientes de aguas marinas y potables (48,49).

De manera infrecuente, los HAstV han sido implicados en grandes brotes de gastroenteritis
transmitidas por alimentos (2). Un manejo inadecuado de los alimentos conduce a la
contaminacién de productos de comida rapida que son consumidos con un pobre, o ningun,
proceso de coccion (50,51), y en las enfermedades transmitidas por alimentos causadas por
cualquier virus, las personas asintomaticas que manejan alimentos son la fuente mas
frecuente de brotes (52).

En hospitales, guarderias o centros geriatricos, los fomites tienen un papel importante en
la transmisidon mediada por vehiculos de los HAstV (53,54), los cuales pueden permanecer
secos en superficies inanimadas el tiempo suficiente y con la carga viral necesaria para
representar una amenaza importante a la salud para huéspedes vulnerables (55). Los HAstV
clasicos pueden sobrevivir por al menos dos dias a temperatura ambiente en materiales no
porosos, como inodoros, y por al menos una semana en materiales porosos, como el papel
de bafio o la ropa de cama (55).

1.1.3 Prevalencia de los Astrovirus clasicos

Los HAstV cldsicos son ubicuos pero su presencia es notablemente mayor en paises en
desarrollo. La prevalencia entre nifios con gastroenteritis, en estudios en los cuales se utiliza
RT-qPCR como método de deteccion, es de aproximadamente el 5% en paises en vias de
desarrollo (2).

Con respecto a la incidencia de diferentes serotipos, HAstV-1 es el tipo mas prevalente
alrededor del mundo, contabilizando mds del 50% de los casos en todos los reportes
recientes (2), mientras que el segundo serotipo mas frecuente depende de la localizacidon
geografica.

Con el drastico incremento en la sensibilidad de la RT-qPCR, una tasa significativamente mas
alta de casos positivos de HAstV entre nifios asintomdaticos ha sido reportada (56-58),
siendo de aproximadamente el 4%, pero alcanzando a ser superior al 20% en algunos
estudios (23).

Las infecciones conjuntas de HAstV con otros virus entéricos son reportadas
frecuentemente, y existen datos indicando una correlacidn significativa entre infecciones
conjuntas y enfermedad clinica (56). La tasa promedio de infecciones conjuntas de HAstV,
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especialmente con virus entéricos, es mayor del 30%, generando que las asociaciones con
gastroenteritis se hagan mas dificiles (2).

1.1.4 Prevalencia de los nuevos Astrovirus

Los HAstV nuevos también han sido identificados en todo el mundo, sin diferencias
significativas entre paises industrializados y en desarrollo (2). En sélo un estudio realizado
en Japodn, los astrovirus MLB han sido encontrados en una proporcién mas alta que los
astrovirus clasicos (10.6%) (59). Inesperadamente, a pesar de la baja prevalencia general,
estudios seroldgicos en los Estados Unidos han reportado una alta seropositividad para
MLB1y VA1 (HMO-C) de 86% y 65%, respectivamente (60,61).

La publicacién de varios reportes de casos de meningitis y encefalitis causados por infeccién
de los nuevos HAstV ha provocado que los investigadores examinen retrospectivamente
muestras de fluido cerebroespinal en busca de nuevos HAstV (32,62). La tasa de positivos
es baja (0.2%), sugiriendo, que la infeccion del SNC por los HAstVs es de rara ocurrencia, o
gue la poblacién analizada o el tipo de espécimen no son adecuados.

1.2 Generalidades Astrovirus

Los astrovirus son virus icosaédricos de 28 a 41 nm de diametro, no envueltos con un
genoma de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva, se encuentran clasificados dentro
de la familia Astroviridae. Se conoce que infectan a mas de 30 especies de mamiferos y 14
especies de aves (63,64), lo que permite dividir a la familia Astroviridae en dos géneros,
Mamastrovirus y Avastrovirus, que a su vez se dividen en genotipos o especies virales
basados en las diferencias genéticas dentro de la proteina de capside codificada por el ORF2
y en el rango de especies que afecta. Hasta el 2008, se conocian ocho genotipos de
astrovirus clasicos que infectan a los humanos. En 2008 y 2009 se identificaron nuevos
genotipos de HAstV, incluyendo dos clados distintos que fueron nombrados con base en el
lugar donde se identificaron por primera vez: MLB (Melbourne) y VA (Virginia) los cuales
son genéticamente mds cercanos a los astrovirus que infectan otros animales que a los
astrovirus clasicos (65).

1.3 Organizacidon gendmica

El genoma de los astrovirus es de 6.8 a 7.9 kb, tiene una regién 5" no traducible, una regién
3’ no traducible con una cola de poli-adeninas, y tres marcos de lectura abiertos (ORFs):
ORFla que codifica una poliproteina no estructural (nsPla), ORF1lb que codifica la
poliproteina no estructural 1ab, la cual contiene a la RNA polimerasa dependiente de RNA,
y ORF2 que codifica para la proteina de capside. ORFla y ORF1b son traducidos a partir del
RNA gendmico (gRNA), con la expresién de ORF1lb dependiendo de un cambio de marco
ribosomal, por lo cual una proporcién de ribosomas que traducen ORFla hacen un cambio
de -1 nucleétido para empezar a traducir ORF1b (66). EI gRNA sirve como molde para
producir RNA de polaridad negativa, el cual se conoce como RNA antigendmico (agRNA), a
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partir del cual se produce el RNA gendmico que principalmente forma a los genomas de la
progenie viral y un pequefio fragmento que contiene la secuencia del ORF2, que se conoce
como RNA subgendmico (sgRNA). El sgRNA codifica la proteina de capside y es producido
durante la replicacién viral pero no es incorporado en el virion maduro (67). Recientemente,
se demostré la existencia de un cuarto ORF, al que han llamado ORFX, el cual codifica para
una proteina transmembrana que tiene un alto porcentaje de identidad con las viroporinas,
y que se ha propuesto que le serviria al virus para salir de la célula (68). La organizacidon del
genoma de astrovirus se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Organizacion del genoma de Astrovirus. Tomada de Méndez et al, 2013 (6).
1.4 Ciclo replicativo

Casi todo el conocimiento del ciclo proviene del estudio de los astrovirus clasicos y de otros
virus con genomas similares, por lo que sdélo se puede suponer que los astrovirus nuevos
tienen un comportamiento similar. El ciclo replicativo de los astrovirus clasicos se muestra
en la figura 3.

El receptor celular para los astrovirus es desconocido, aunque la observacién de que
diferentes lineas celulares son susceptibles a la infeccién dependiendo del serotipo de
HAstV, sugiere que existe mas de un receptor para la entrada del virus (69). Por medio de
microscopia electrénica se han observado particulas de astrovirus en vesiculas recubiertas
de clatrina (70), por otro lado, la replicacién del HAstV-8 puede ser bloqueada por
inhibidores de la endocitosis mediada por clatrina (71), indicando que la entrada del virus
se lleva a cabo por esta via. El tiempo medio de la liberacién del gRNA de HAstV-8 en el
citoplasma es de alrededor de 130 minutos (71). La actividad de la proteina disulfuro-
isomerasa A4 es necesaria durante la entrada del virus, especificamente en la salida del
virus de la vesicula endocitica y la liberacién de su genoma hacia el citoplasma (72). De igual
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manera, la replicacién de los astrovirus es dependiente de la acidificacion del endosoma,
sugiriendo que el virus es endocitado y que no puede liberar su genoma hacia el citoplasma
hasta que alcance el endosoma tardio (70,71). La localizacién precisa del sitio de replicaciéon
Nno se conoce, aunque se piensa que se encuentra asociada a membranas provenientes del
reticulo endopldsmico (73). EI RNA presente en la particula viral es el gRNA, el cual funciona
como RNA mensajero (mRNA). Este lleva unida covalentemente a su extremo 5 una
proteina denominada VPg, la cual es codificada por el virus, y esta involucrada en diferentes
funciones como la replicacién del genoma, sintesis de proteinas virales y, potencialmente,
la encapsidacion del genoma (74). Las primeras proteinas traducidas después del
desnudamiento son las proteinas no estructurales nsP1a y nsP1ab que son codificadas por
el ORFla y ORF1b, respectivamente. La secuencia que se sobrepone entre el ORFla y el
ORF1b es traducida por medio de un mecanismo conocido como cambio de marco de
lectura, lo cual genera la proteina nsPlab, la cual es procesada para generar a la RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRp) (75). La RdRp usa el gRNA como molde para generar
al agRNA, el cual sirve como molde para la produccién de los dos RNAs de polaridad positiva
del virus, el gRNA y el sgRNA (6). El gRNA se traduce en poliproteinas que son procesadas
tanto por proteasas celulares como por la proteasa viral para generar al menos tres
productos finales: la polimerasa, la proteasa y la proteina VPg (6,74). La sintesis de la
proteina de cdpside codificada por el ORF2, se lleva a cabo a partir del sgRNA, el cual se
encuentra en exceso a las 12 horas posterior a la infeccion coincidiendo con los niveles mas
altos de produccién de la proteina de capside (76). La sintesis retrasada de la proteina
estructural y la transcripcidn de grandes cantidades de sgRNA, son caracteristicas comunes
entre los virus de RNA de cadena sencilla con polaridad positiva y se cree que es una
estrategia para sobreponerse a la represion de la traduccion por parte del huésped y/o
promover el empaquetamiento del genoma viral (77). Sin embargo, el mecanismo vy las
sefiales que inician la traduccion del sgRNA son desconocidos. La proteina de capside es
sintetizada como un precursor conocido como VP90, el cual es sometido a cortes sucesivos
(75). Intracelularmente, las caspasas procesan a VP90 para generar VP70; 180 copias de
esta proteina forman un viriéon inmaduro (78-80). Estudios han indicado que el corte por
caspasas es necesario para la salida de la particula viral (78,80), y es notable que el producto
de 8 kDa proveniente del extremo carboxilo de VP90, que es generado por el corte de las
caspasas estd altamente conservado entre los genotipos, sugiriendo que tiene algln papel
en la replicacién (76).

La localizacién del ensamblaje puede ser dependiente de cepa; por ejemplo, se ha visto que
HAstV-4 y HAstV-8 se agregan cerca del nucleo (73,81), mientras que el astrovirus ovino ha
sido encontrado en los lisosomas y en vacuolas autofagicas del epitelio intestinal de
corderos (82). Una vez que la particula naciente ha sido formada, la capside se auto
ensambla (83,84) y el egreso viral ocurre por un mecanismo no litico que no es acompanado
de muerte celular significativa (80). Se ha postulado que el egreso de astrovirus es similar a
las vias no liticas alternativas usadas por rotavirus y poliovirus, ocurriendo a través de
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vesiculas autofagicas (85) o a través de alguna forma de desestabilizacion de la membrana
celular (75,76). La proteina XP codificada por el ORF X se asocia con la membrana plasmatica
y podria promover la salida eficiente del virus (68). El virién inmaduro es procesado
posteriormente por proteasas extracelulares parecidas a tripsina para formar los viriones
maduros, in vitro se usa tripsina para producir este procesamiento, lo cual genera tres
productos llamados VP34, VP27, y VP25 (78-80). Este procesamiento aumenta la
infectividad viral mas de 100 veces (81). La proteina VP34 forma el nucleo de la cépside,
mientras que VP27 y VP25 forman las espiculas. Hay un estimado de 90 espiculas en el virién
inmaduro, que es reducido a 30 espiculas en una particula infecciosa (86).

La participacion precisa de las proteinas del huésped durante el proceso de replicacién no
estd bien descrita, aunque se ha propuesto que las regiones no traducibles del genoma viral
reclutan factores del huésped requeridos para una replicacion eficiente, estabilizacién del
genoma e identificacién de sitios de transcripciéon (75,87), como se ha descrito para muchos
otros virus. Otros estudios han implicado a las proteinas del huésped asociadas con el
metabolismo de fosfatidilinositol e inositol y con la sintesis de colesterol y acidos grasos, asi
como la actividad de RNA helicasa, como necesarias para una replicacion viral eficiente
(88,89).
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Figura 3. Ciclo replicativo de los Astrovirus clasicos. (a) Sintesis de la proteina de capside de 90 KDa (VP90) a
partir del RNA subgendmico; (b) Ensamblaje de las proteinas VP90 (180 copias) con el RNA gendmico para
formar la particula viral; (c) Corte mediado por caspasas del extremo carboxilo de VP90 para formar VP70 la
liberacion subsecuente de las particulas virales inmaduras; (d) Corte proteolitico extracelular de las particulas
inmaduras para formar las particulas maduras infecciosas. En cultivo celular, tripsina es utilizada para producir
las particulas maduras infecciosas; (e) Las particulas virales extracelulares inducen la produccion de
anticuerpos e inhiben la activacion del complemento; (f) Unidn y endocitosis dependiente de clatrina de las
particulas virales; (g) Liberacion del genoma viral en el endosoma tardio. La cinasa regulada por sefial
extracelular (ERK1/2) y la cinasa fosfoinositido-3 (PI3K) son activadas durante la unién o entrada del virus a la
célula. Tomada de Arias y Dubois, 2017 (76).
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1.5 Sistema Ubiquitina-proteasoma

El sistema ubiquitina-proteasoma es el principal sistema de degradacién proteica en células
eucariotas. Los papeles principales de este sistema consisten en la degradacion de proteinas
danadas o mal plegadas (90,91) y la regulacién del nivel de proteinas relacionadas al control
de la progresion del ciclo celular, trafico de proteinas, transcripcion, respuesta inmune y
transduccion de sefiales (92,93). Este sistema estd conformado por dos componentes
principales: el primero es el proteasoma, un complejo multiproteico que degrada proteinas,
y el segundo componente es la ubiquitina, molécula de marcaje que lleva al sustrato a la
degradacion proteica; la ubiquitina, ademds de su participacion en el mecanismo de
degradacion de proteinas, cumple con otras funciones (94).

1.5.1 Ubiquitinacion

La ubiquitinacién de proteinas es una modificacion postraduccional involucrada en varias
funciones celulares; una de ellas es direccionar proteinas marcadas con ubiquitina para su
degradacion en el proteasoma. Dependiendo de la naturaleza de la ubiquitinacién, esta
modificacién puede generar otros aspectos de la funcidn proteica, independientemente de
la degradacién de proteinas, tales como interacciones proteina-proteina (95), sefializaciéon
para la reparacion del DNA, activacidn de factores de transcripcién(96), entre otras.

La ubiquitina es una proteina de 76 aminoacidos altamente conservada que se une
covalentemente a proteinas blanco mediante una reaccién de tres pasos, conocida como
ubiquitinacion. Durante la ubiquitinacion, la ubiquitina se une covalentemente a la proteina
blanco por un enlace isopeptidico entre la glicina del extremo carboxilo terminal de la
ubiquitina y, usualmente, el grupo e-amino de la lisina en la proteina blanco. Enlaces
isopeptidicos similares son formados entre el carboxilo terminal de la ubiquitina con el
grupo €-amino de la lisina de otra molécula de ubiquitina para formar cadenas de
poliubiquitinas (97). En algunas proteinas la poli-ubiquitinacién puede ocurrir en el residuo
amino terminal (98). El residuo de lisina en el que la poli-ubiquitinaciéon sucede es
importante. Por ejemplo, la formacién de cadenas de poli-ubiquitina por unién en el residuo
de lisina 48 y lisina 29 de la ubiquitina puede actuar como una seiial para la degradacién
mediada por proteasoma, mientras que la ubiquitinacidn en otros residuos de lisina, como
en la lisina 63 puede actuar como seial para la reparacién del DNA y para la activacion de
factores de transcripcidon (96). Por otro lado, la mono-ubiquitinacidon de proteinas tiene
otras funciones como la endocitosis, regulacién de histonas y gemacion de virus, entre otras
(99).

La ubiquitinacidn es llevada a cabo por una serie de reacciones enzimaticas catalizadas por
la enzima activadora (E1), la enzima conjugadora (E2), y la ubiquitina ligasa (E3). Primero, la
ubiquitina es activada por E1 en presencia de ATP, resultando en la formaciéon de un
intermediario ubiquitina-AMP, obteniendo como producto final la ubiquitina unida a la E1
por medio de un enlace tioéster. La ubiquitina unida a la E1 es reconocida por multiples E2,
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a la cual la ubiquitina es transferida por medio de otro enlace tioéster. Las enzimas E2 se
asocian con las enzimas E3 en una manera especifica, aunque cada E2 puede unirse a mas
de una E3. De esta manera, las enzimas E3 son las responsables de la seleccién vy
especificidad del blanco final. El sistema de ubiquitinacidn tiene una estructura jerarquica,
en humanos se han reportado dos enzimas E1 (la cual activa la ubiquitina para las reacciones
de conjugacidn), alrededor de 30 enzimas E2 que interactian con una o varias E3 y un
numero cada vez mayor de enzimas E3, contando actualmente con casi 600, la cual tiene
uno o varios substratos blanco y, por lo tanto, es la que confiere la especificidad al sustrato
(100). Las E3 ligasas estan agrupadas en tres clases de acuerdo a sus dominios Unicos, que
incluye a las E3 ligasas de la clase RING (Really Interesting New Gene), HECT (Homologous
to E6AP C-Terminus) y RBR (RING between RING) (101).

Las ligasas E3 de la clase RING catalizan la transferencia de la ubiquitina directamente de la
enzima conjugadora E2 a la proteina blanco, mientras que las ligasas de las clases HECT y
RBR3 transfieren la ubiquitina de la E2 a ellas mismas y después la transfieren a la proteina
blanco (102).

1.5.2 Desubiquitinasas

El proceso de ubiquitinacion es reversible mediante un proceso denominado
“desubiquitinacion” el cual es realizado por enzimas deubiquitinizadoras (DUB) (103). Estas
enzimas tienen una funcidon importante en la regulacién del sistema ubiquitina proteasoma,
incluyendo la correcciéon de los conjugados ubiquitina-proteina (104).

Alrededor de 100 DUBs han sido identificadas en el humano, y son clasificadas en 7 familias
(105) y categorizadas en dos clases: las cisteina proteasas y las metaloproteasas
dependientes de zinc (106). La clase cisteina proteasas incluye: las hidrolasas carboxi-
terminal de ubiquitina (UCH), las proteasas especificas de ubiquitina (USP), las proteasas de
la enfermedad Machado Joseph (MJD), la proteasa de tumor ovdrico (OTU), la peptidasa 1
de ubiquitina que contiene dedo de zinc (ZUP1), y la nueva familia de DUBs que contiene
un motivo de interaccion con ubiquitina (MINDY). La otra clase de DUBs, comprende a las
metaloproteasas dependientes de zinc, la cual hasta el momento contiene Unicamente a la
metaloenzima JAB1/MPN/Mov34 (JAMM) (105).

1.5.3 Proteasoma

La unién de al menos cuatro cadenas de ubiquitina unidas por sus lisinas 48 marca a las
proteinas como sustrato para el proteasoma 26S, un complejo citosélico de degradacién
proteica. Este complejo consiste en un nucleo catalitico (conocido como proteasoma 20S),
unido a una o dos particulas activadoras (denominadas proteasoma 19S). El proteasoma
20S es un complejo proteolitico con forma de barril, el cual esta tapado en uno o ambos
extremos por complejos reguladores 19S, los cuales reconocen a las proteinas marcadas
con ubiquitina, las despliegan y las translocan hacia el complejo 20S donde son degradadas
a oligopéptidos. También se conocen otros activadores del proteasoma aparte de la
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particula reguladora 19S, también conocida como PA700, entre los que se encuentran PA28,
y PA200/BIm10; ademas de los proteasomas compuestos por 2 particulas reguladoras
idénticas, los proteasomas hibridos con diferentes activadores en los extremos de la
particula nucleo también han sido observados (107). La particula reguladora 19S puede ser
dividida en dos largos subcomplejos, llamados la base y la tapa (108). El papel principal de
la tapa es reconocer la ubiquitina y coordinar la desubiquitinacién del sustrato, mientras
gue la base lleva a cabo el desdoblamiento y la translocacion de los sustratos polipeptidicos
hacia la cdmara catalitica. La base incluye un anillo heterohexamérico de ATPasas AAA
(subunidades Rpt) que son responsables de estas ultimas actividades (109).

1.5.3.1 Particula nucleo

Como se muestra en la figura 2A, la particula nucleo del proteasoma constitutivo estd
compuesta de dos anillos con siete subunidades a y dos anillos con siete subunidades B. Los
anillos estan apilados uno encima de otro para formar un cilindro hueco con los anillos B en
el centro siendo flanqueados por un anillo a en cada extremo. Tres subunidades B en cada
anillo contienen un sitio proteolitico, en el cual un residuo de treonina en el amino terminal
de cada subunidad provee el nucledfilo catalitico que ataca los enlaces peptidicos en el
sustrato. Los sitios miran hacia una gran cavidad interna y son accesibles Unicamente a
través de poros en los pequefios extremos del cilindro formado por los anillos a (110).

Los proteasomas eucariotas exhiben tres actividades principales de peptidasa: actividad
parecida a la quimotripsina (corte después de aminoacidos hidrofébicos), actividad
parecida a la tripsina (corte después de aminoacidos basicos) y actividad parecida a caspasa
(corte después de aminoacidos acidos) (110).

En las células de mamiferos, se han descrito variantes de la particula nucleo en las cuales
las subunidades activas del proteasoma 20S han sido reemplazadas por paralogos
inducibles o especificos de tejido. El inmunoproteasoma es la variante mejor estudiada
(111). Este tiene tres sustituciones de subunidades B; B1i, B2i y B5i que reemplazan a B1,
B2 y PB5, respectivamente. Estas subunidades alternativas son 60% idénticas a las
subunidades que reemplazan. El inmunoproteasoma altera la poblacién de péptidos
generados para la presentacién del antigeno por el MHC | (111). La mayoria de los
inmunoproteasomas llevan las tres subunidades Bi en cada anillo B, aunque algunos son
ensamblados como proteasomas mixtos, los cuales contienen tanto las subunidades B
constitutivas como las Bi (112). Esto implica cierta flexibilidad en la adicién de subunidades
durante el ensamblaje del proteasoma, mejorando con esto la diversidad de péptidos para
la presentacién de antigenos.

El proteasoma especifico del timo es otra isoforma alternativa de la particula nucleo, el cual
es ensamblado exclusivamente con subunidades B1i, B2i y B5t en posiciones esperadas en
el anillo B aun en presencia de B5i (111). El timoproteasoma tiene un papel esencial en la
seleccion positiva de las células T CD8* (113).
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Ademads de los proteasomas con subunidades B sustituidas, existen particulas nicleo que
contienen subunidades o alternativas. Dentro de estos se encuentran los
espermatoproteasomas, que contienen una subunidad a4 alternativa Ilamada a4s, la cual
es sintetizada exclusivamente en las células germinales del macho después de su
diferenciacién en espermatocitos (114), y los proteasomas especificos de los testiculos, que
contienen una subunidad a6 alternativa (a6T), el cual es esencial para la fertilidad en
Drosophila (115).

1.5.3.2 Activadores del proteasoma

Para ser degradadas, las proteinas plegadas son reconocidas por los activadores del
proteasoma (PA), desplegadas, y translocadas en el nucleo proteolitico. A la fecha, tres tipos
de PA han sido identificados: PA700 (también llamado el complejo 19S), PA200, y los
complejos PA28 (116). PA700 se une al proteasoma 20S en una manera dependiente de ATP
formando al proteasoma 268, el cual tiene un papel principal en el control de la homeostasis
celular ya que degrada proteinas que estdn marcadas por ubiquitina, asi como algunas
proteinas no ubiquitinadas(116). PA700 estd conformada por una tapa y una base
compuestas por un total de 19 subunidades. La base contiene nueve subunidades: un anillo
de seis subunidades con actividad de ATPasa (Rptl-Rpt6) que forma el canal de
translocacion del sustrato en su centro, dos largas subunidades (Rpn1y Rpn2) que forman
las plataformas de interaccion para las proteinas asociadas con el proteasoma que
reconocen o modifican a los sustratos y el receptor de ubiquitina Rpn13 (117-119). La tapa
actlia como un andamiaje que abraza un lado de la base y estd compuesta de 9 subunidades,
8 de estas tiene un papel estructural, mientras que la subunidad Rpnll es una
deubiquitinasa dependiente de zinc perteneciente a la familia JAMM/MPN (120). El
proteasoma contiene adicionalmente una o dos deubiquitinasas asociadas establemente,
Ubp6 y Uch37 (120). El receptor de ubiquitina adicional, Rpn10, no es considerado parte de
la base o de la tapa per se, si no que sirve como puente para unir ambos subcomplejos en
el activador del proteasoma ensamblado (121).

A diferencia de PA700, PA200 y PA28 no requieren de ATP para unirse al proteasoma 2085,
los complejos resultantes apuntan a la degradacion de proteinas independiente de
ubiquitina, a menos que sean parte de una forma hibrida del proteasoma que contenga a
PA700 en el otro extremo (122,123). En eucariotas superiores existen tres isoformas de
PA28 (también conocido como 11S): PA28a, B, y v (124). Aunque, se ha reportado
generalmente que los activadores 11S estimulan la hidrélisis de sustratos peptidicos pero
no de proteinas, PA28y ha sido implicado en la degradacién de algunas proteinas nativas
mal plegadas (125). Por su parte, varios estudios han implicado a PA28af en la produccidn
de ligandos del MHC de clase | (126). Se ha propuesto que este activador puede funcionar
en el contexto de proteasomas hibridos, en los cuales se unen al extremo del proteasoma
opuesto donde se encuentra la particula activadora 19S, y localizan la capacidad de
degradacion del complejo activador 19S a un ambiente celular especifico (124). Al igual que
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los activadores 11S, BIm10/PA200 (Saccharomyces cerevisiae/humano) se cree que
estimulan la hidrélisis de péptidos pero no de proteinas (127). Se piensa que por su
arquitectura cerrada BIm10/PA200 no funciona en la degradacion de proteinas y que mas
bien sirven como adaptadores que funcionan en el contexto de proteasomas hibridos (127).

La estructura de los diferentes tipos de proteasoma 20S con sus particulas reguladoras se
ilustra en la figura 4.
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Figura 4. Estructura y funcion del proteasoma. (A) Estructuras y representaciones graficas del proteasoma
20S, resaltando las diferentes combinaciones de subunidades B que se encuentran en proteasomas de tejidos
especificos. (B) Estructura del proteasoma 26S en complejo con Ubp6. Una seccion transversal del proteasoma
20S revela el carboxilo terminal de la ATPasa Rpt5 (naranja obscuro) posicionado en la hendidura entre
subunidades a (asterisco blanco). Los sitios proteoliticos estan marcados con estrellas amarillas. (C)
Proteasomas 20S (azul y gris) en complejo con particulas reguladoras: PA28, 19S, y el homdlogo de BIm10 en
humanos PA200. Las ATPasas de la particula 19S estan en naranja obscuro, mientras que las subunidades no
ATPasas se muestran en naranja claro. (Tomado de Thibaudeau et al, 2019 (128)).
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1.5.4 Inhibidores del proteasoma

Los primeros inhibidores del proteasoma fueron simples péptido-aldehidos hidrofdbicos
(analogos de inhibidores de serina-proteasas) disefiados para imitar los sustratos preferidos
del sitio parecido a la quimotripsina del proteasoma (B5) e inhibirlo (129). MG132
(Carbobencil-Leu-Leu-Leu-aldehido), es el inhibidor del proteasoma mas utilizado en la
investigacion cientifica debido a que es potente, no costoso y rapidamente reversible (129).
Dado el papel indispensable del proteasoma en la via del NF-kB, los inhibidores del
proteasoma mostraron potencial terapéutico para el tratamiento de algunas enfermedades
(129).

Se ha hipotetizado que una inhibicién reversible y parcial del proteasoma deberia ser
beneficiosa para matar células neoplasicas, debido a que éstas carecen de varios de los
mecanismos de control que protegen a las células normales de la apoptosis (93). Los
aldehidos inhibidores del proteasoma, como MG132, han tenido un potencial terapéutico
limitado debido a sus efectos indirectos (inhibicion de catepsina B y calpainas) y a su pobre
estabilidad metabdlica (130). Con MG132 como componente principal se sintetizd el acido
bordnico dipeptidico PS-341 (Pyz-Phe-boroleu), un inhibidor reversible mas lento del sitio
activo B5 (con algo de actividad hacia el sitio activo B2). PS-341 demostrd ser un inhibidor
del proteasoma potente y selectivo, con actividad terapéutica en modelos preclinicos de
enfermedades inflamatorias y canceres humanos (131-133). PS-341 se utilizd en ensayos
clinicos de fase |, en los cuales, de manera notable, un paciente con mieloma multiple (MM)
mostro una respuesta completa al tratamiento con PS-341 (133). En aquel tiempo, los
pacientes con MM tenian un pobre prondstico debido a la falta de opciones de tratamientos
efectivos, haciendo de la completa respuesta a PS-341 un avance clinico espectacular (129).
PS-341 progresé a los ensayos clinicos de fase Il para MM y leucemia linfoide crénica.
Debido al notable éxito de PS-341 en los ensayos de fase Il, la Food and Drug Administration
(FDA) aprobd en 2003 a PS-341 (después renombrado como bortezomib y conocido
comercialmente como Velcade) como tratamiento para el mieloma multiple recidivante y
refractario (RRMM) (129).

A pesar de su éxito clinico en el tratamiento de enfermedades hematoldgicas, la terapia con
bortezomib se asocia con una alta tasa de resistencia (primaria o secundaria) y una toxicidad
que limita la dosis, lo cual requiere de la reduccion o descontinuacion de la droga (134). Los
avances en la quimica de los inhibidores del proteasoma y un mejor entendimiento de su
mecanismo catalitico Unico, ha conducido al desarrollo de inhibidores del proteasoma de
segunda generacion con farmacocinéticas mejoradas comparadas con el bortezomib (135).

1.5.4.1 Clases quimicas de los inhibidores del proteasoma

La mayoria de los inhibidores del proteasoma son péptidos pequenos disefiados para
encajar en el sitio de unidn al sustrato en el sitio catalitico. La actividad de los inhibidores
del proteasoma depende de su extremo carboxilo terminal, el cual reacciona con la treonina
nucleofilica de los sitios activos para formar aductos covalentes reversibles o irreversibles
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(136). Aunque el proteasoma tiene tres tipos de sitios cataliticos, no se requiere la inhibicién
de todos para afectar significativamente la degradacion proteica (137). La inhibicion
especifica de B1 o B2 no tiene un efecto significativo sobre la degradacion general de
proteinas; sin embargo, la inhibicidon de B5 resulta en una disminucidn significativa de la
degradacion proteica (137). Debido a esto, la mayoria de los inhibidores del proteasoma
van dirigidos contra el sitio 5, aunque algunas veces tengan menor actividad en contra de
las subunidades 1y B2 (137).

1. Péptido-aldehidos: los péptido-aldehidos (MG132) fueron los primeros inhibidores
del proteasoma en ser sintetizados, ademas de ser inhibidores bien conocidos de
serina y cisteina proteasas (138). MG132 es un inhibidor permeable y reversible.
Debido a que MG132 tiene cinéticas de union lentas y de disociacién rapidas (136),
los efectos de la inhibicién del proteasoma por MG132 en cultivo celular son
rdpidamente reversibles al cambiar el medio por uno libre de inhibidor. Sin
embargo, su uso tiene varias limitaciones. En primer lugar, en el medio del cultivo
celular es rapidamente oxidado a un acido inactivo (136), por lo que para
experimentos largos en cultivo celular, el medio conteniendo MG132 debe ser
remplazado diariamente. En segundo lugar, como con otros aldehidos peptidicos,
MG132 también inhibe (aunque con una afinidad mucho mas baja) calpainas y
catepsinas (136); por lo tanto, es necesario realizar controles de los experimentos
para confirmar que los efectos observados son debidos a la inhibicién del
proteasoma. La participacidon del proteasoma puede verificarse usando un inhibidor
mas selectivo (epoxomicin, boronatos o lactacystin). Ademas, inhibidores que
especificamente bloquean otras proteasas, pero no el proteasoma pueden ser
usados para confirmar que los efectos observados no son debidos a la inhibicion
indirecta de otra proteasa.

2. Boronatos peptidicos: los boronatos peptidicos son inhibidores del proteasoma
significativamente mds potentes comparados con los péptido-aldehidos. Al igual
que los péptido-aldehidos, forman un aducto con la treonina del sitio activo pero su
tasa de disociacién es mucho mas lenta, haciendo a los boronatos practicamente
irreversibles sobre escalas de tiempo de unas horas(136). Ademads, los boronatos no
son oxidados en formas inactivas como en MG132, haciéndolos mas estables in vivo
(136). El boronato no puede reaccionar con las cisteinas de sitios activos, por lo que
tienen menos blancos ademas del proteasoma (136).

3. Epoxomicina y Epoxicetonas: la epoxomicina es otro inhibidor del proteasoma
derivado naturalmente, ya que es un metabolito de la fermentacién de los
actinomicetos. La epoxomicina es extremadamente especifica para el proteasoma,
sin tener efecto inhibitorio en otras proteasas como calpaina, tripsina,
quimotripsina, papaina o catepsina (139). La epoxomicina reacciona
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covalentemente tanto con el hidroxilo de la treonina N-terminal, cataliticamente
activo, como con el grupo amino libre (140). A diferencia de otros inhibidores del
proteasoma que sélo forman un enlace con el hidroxilo de la treonina, la formacién
del doble enlace covalente del grupo epoxicetona limita la reactividad de
epoxomicin hacia las proteasas que tengan una treonina nucleofilica N-terminal sin
inhibir otra proteasa celular (141). El inhibidor epoxicetona mejor caracterizado es
carfilzomib, un inhibidor aprobado por la FDA, de segunda generacién, para el
tratamiento de mieloma multiple recidivante y refractario.

4. Llactacistina y B-lactona: Lactacistina, un metabolito de Streptomyces, es un
inhibidor del proteasoma no peptidico. Por si solo no inhibe al proteasoma, pero a
pH neutro lactacystin espontaneamente se convierte a clasto-lactacystin-pB-lactona,
el cual reacciona con el proteasoma. La B-lactona reacciona con la treonina del sitio
activo del proteasoma, resultando en la apertura del anillo B-lactona y la acilacién
del hidroxilo de la treonina catalitica del proteasoma (141). Lactacystin es mas
especifico que MG132, con un Unico sustrato indirecto (catepsina A). Aunque
lactacistina es considerado un inhibidor irreversible, su aducto es lentamente
hidrolizado (vida media de aproximadamente 20 horas) (142).

5. Vinyl sulfonas: las vinyl sulfonas peptidicas son una clase de inhibidores irreversibles
del proteasoma. También inhiben cisteina proteasas (catepsinas) (143).
Interesantemente, las vinyl sulfonas son inhibidores selectivos mas potentes del
sitio parecido a tripsina comparado con las epoxicetonas con una secuencia
peptidica idéntica (144), una caracteristica explotada en el desarrollo de inhibidores
del proteasoma especificos para p2.

1.6 Sistema Ubiquitina-Proteasoma en infecciones virales

Los virus pueden codificar proteinas con actividades parecidas a la ubiquitina ligasa, a las
DUB, o modificar la funcién del SUP, de tal manera que se beneficie su replicacion. El SUP
juega un rol dual en la patogénesis viral, ya que afecta o favorece la replicacién viral
(100,145). ElI SUP puede mejorar la funcién de proteinas virales por medio de
modificaciones postraduccionales a través de la ubiquitina o de proteinas parecidas a la
ubiquitina. También puede facilitar la infeccién viral mediante la regulacion tanto de las
proteinas virales como de las proteinas celulares. Por otra parte, la degradacién de
proteinas virales mediada por el SUP puede constituir un proceso de defensa del huésped
contra las infecciones virales. Debido a esto ultimo, los virus han desarrollado mecanismos
sofisticados para contrarrestar esta respuesta inmune antiviral (146).
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1.6.1 Degradacion de proteinas celulares por el SUP durante la infeccion viral

Algunas proteinas celulares pueden funcionar como factores de restriccion para limitar la
infeccion viral al inhibir directamente la replicacion del virus o al controlar el estado de las
células infectadas, en particular para determinar si se induce apoptosis en la célula o si se
actua durante la progresion del ciclo celular. En el caso de virus que dependen del ciclo
celular, el SUP es utilizado para controlar el nivel de proteinas que regulan la progresion del
ciclo, caracteristica observada frecuentemente en infecciones de virus con genoma de DNA
(147). Por otro lado, se ha reportado que la proteina supresora de tumores p53 bloquea la
replicacion viral al suprimir la activacidon de genes virales y/o promoviendo la apoptosis de
la célula huésped (148). Para contrarrestar esto, los virus pueden reclutar las ligasas E3
celulares para marcar proteinas antivirales para su degradacion. Las proteinas E6 y E7 del
papilomavirus humano (HPV) y la proteina E1B55k/E4orf6 de adenovirus, inducen el
ensamblaje de un complejo E3 ligasa que contiene la proteina viral y la E3 celular para
catalizar la ubiquitinacion de p53 y la subsecuente degradaciéon del mismo por el
proteasoma (149,150). Ademads de la conjugaciéon de ubiquitina, la expresion de p53
también puede estar regulada en los niveles de desubiquitinacién y actividad del
proteasoma. Por ejemplo, se ha reportado que el antigeno nuclear 1 del virus de Epstein-
Barr interactua con la proteasa 7 especifica de ubiquitina (USP7, una DUB celular) para
mejorar la degradacion de p53, presumiblemente a través de inhibir la actividad de USP7 y
por lo tanto previniendo la desubiquitinacién de p53 (151).

Las interacciones entre los virus y el SUP son complejas; una de las caracteristicas mas
comunes es el uso de este sistema para controlar el nivel de factores antivirales y para
regular la senalizacion antiviral innata. Una estrategia comun de evasion de la respuesta
inmune por parte de los virus, es tomar como blanco los adaptadores inmunes y las
moléculas de sefializaciéon (moléculas involucradas en la respuesta de IFN | y la presentacién
de antigeno por MHC de clase |) para su degradacién por el proteasoma (152—-154).
Alternativamente los virus pueden inhibir la sefializacién antiviral al prevenir la destruccidon
de inhibidores de factores de transcripcion relacionados a la respuesta inmune (como IkBa,
un inhibidor del NFkB) (152). Una manera en que los virus reducen la sefalizacién de la
respuesta inmune innata es mediante la inhibicién de la ubiquitinacion del gen inducible
del acido retinoico (RIG-I). RIG-I estd compuesto de dos dominios N-terminal de
reclutamiento y activacion de caspasas (CARDs), un dominio central caja DExD/H
helicasa/ATPasa, y un dominio carboxilo terminal regulador (CTD/RD). Bajo condiciones
normales, RIG-I estd en una conformacion cerrada e inactiva. Durante el reconocimiento
del RNA viral, la exposicién de los CARDs conduce a la formacién de cadenas de ubiquitina
unidas a través de la lisina 63 en el residuo de lisina 172 de RIG-I, llevado a cabo por TRIM25
(155). La ubiquitinacion de los CARDs permite que RIG-I se una a MAVS vy sefialice rio abajo
para permitir la fosforilacién de IRF3 y la produccién de IFN | (156). Riplet, otra ubiquitin
ligasa E3, también promueve la habilidad de RIG-I para transducir sefiales y producir
interferén, mediante la formacidn de cadenas de ubiquitina ligadas a través de la lisina 63
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en los residuos de lisina 849 y 851 en el CTD de RIG-I (157). La inhibicién de la respuesta
inmune innata se logra por medio de la interaccién de proteinas virales con las ligasas E3,
TRIM25 y Riplet (158), y mediante la accidon de desubiquitinasas como la desubiquitinasa
ORF64 codificada por el virus del sarcoma de Kaposi, la cual corta las cadenas de ubiquitina
en la lisina 63 dentro de los dominios CARDs, lo que bloquea la interaccién entre RIG-| y
MAVS, y disminuye la sefializacién de RIG-I (159). De igual manera, la proteina NSP1 de
rotavirus estimula la degradacién por proteasoma del factor de transcripcién IRF3 y de la
proteina de union al sustrato B-TrCP, lo que inhibe la produccién de IFN (160). Mientras que
la sefializacion del IFN de tipo | puede ser bloqueada por la degradacién proteasomal de
STAT2 estimulada por la proteina NS5 del virus de dengue (161).

El silenciamiento de RNA es un importante mecanismo de defensa del huésped contra
infecciones virales en plantas. Para combatir esta inmunidad antiviral, varios virus de
plantas codifican proteinas para dirigir componentes clave del silenciamiento de RNA hacia
su degradaciéon proteasomal, como la proteina ARGONAUTA1, la cual une RNAs pequefios
con mRNAs blanco para degradarlos o inhibir su traduccion (162).

La reduccioén de la presentacion antigénica mediante la regulacidon negativa de las moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad de clase | (MHC 1) ha llegado a ser un
mecanismo comun usado por los virus para evadir la vigilancia inmune. Los virus han
desarrollado diferentes estrategias para escapar de las respuestas inmunes del huésped por
medio de la inhibicion de la presentacion de antigenos por moléculas del MHC I. Un ejemplo
de esto son las proteinas US2 y US11, codificadas por el citomegalovirus humano, las cuales
inducen la dislocacion del MHC de clase | desde el reticulo endoplasmico hacia el
citoplasma, donde las moléculas del MHC son poliubiquitinizadas y rapidamente
degradadas por el proteasoma (163).

Mientras que en la mayoria de los casos la degradacién de factores celulares por el SUP es
necesaria para una replicacion viral efectiva, en otros puede resultar perjudicial para el
virus, como en el caso del virus del dpice rizado de la remolacha, en el cual la proteina viral
C2 atenua la degradacion de la decarboxilasa S-Adenosin-Metionina 1 (SAMDC1), la cual
cataliza la conversion de S-Adenosin-metionina (SAM) a S-Adenosin-metionina
decarboxilada (dcSAM). Debido a que SAM es el mayor donador de metilos en los procesos
de metilacidn, incluyendo la metilacidon del DNA, y a que dcSAM es considerado un inhibidor
competitivo de SAM, la atenuacion de la degradacién de SAMDC1 resulta en altas
concentraciones de dcSAM con una alta inhibicion de la metilacion del DNA viral (164).

1.6.2 Degradacion de proteinas virales por el SUP

Los virus usan el SUP para mantener algunas proteinas virales en bajas cantidades, en su
mayoria las no estructurales, como la RNA polimerasa dependiente de RNA que llega a ser
antiviral cuando se encuentra en cantidades altas debido a que interfiere con el
empaquetamiento viral (165). Otro ejemplo de degradacién de proteinas virales no
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estructurales es la proteina E7 del virus del papiloma, la cual es ubiquitinada y degradada a
través de dos vias independientes. Una involucra al supresor inducible por IFN y de la
citocina de sefializacién-1 (SOCS1), un miembro de la via de sefalizacién de STAT,
ocurriendo esta degradacién en el citoplasma (166). La otra requiere del complejo SCF E3,
el cual induce la ubiquitinacién de E7 con la asistencia de la enzima E2 UbcH7 y la
subsecuente degradacion en el nucleo(167).

Algunas proteinas estructurales también son degradadas por el SUP. Por ejemplo, la
proteina de capside del virus del Oeste del Nilo, al igual que la del circovirus porcino de tipo
2, son ubiquitinadas por la proteina 1 del dedo anular Makorin (MKRN1), una E3 ligasa
celular, y degradada por el proteasoma (168,169). También se ha visto que la proteina
nucleo del virus de la hepatitis C es degradada via proteasoma de manera dependiente de
la ubiquitina a través de E6AP (una E3 ligasa), y de una manera independiente de ubiquitina
mediada por la particula activadora del proteasoma PA28y (170).

Varias proteinas de virus de plantas también son degradadas por el SUP. Un ejemplo es la
proteina de movimiento del virus del mosaico del tabaco, la cual es poliubiquitinizada y
degradada por el proteasoma (171). Mientras que la replicacién del virus rugoso del tomate
es inhibida por la degradacion de la proteina de replicacién p92, lo que es promovido por
Su union a la proteina Rsp5p celular, un miembro de la familia de E3 ligasas Nedd4 (172).
Asi, la degradacion de algunas proteinas virales puede ser un mecanismo de defensa
antiviral del huésped.
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2. Antecedentes

El astrovirus VA1 se identificé en 2009 en un brote de diarrea en nifios en Virginia (9). Este
virus, ademads de generar enfermedad gastrointestinal se ha reportado como el agente
causal de encefalitis en pacientes inmunocomprometidos, donde ha generado la muerte en
4 de 6 casos en los que se detectd (26—-28,30,41,62). A diferencia de los demas astrovirus,
el VA1 estd relacionado filogenéticamente con astrovirus que generan neuropatias en
bovinos, ovinos, porcinos y mink, estando ubicados dentro del mismo clado (173). Ademas
de su tropismo por el sistema nervioso, se ha encontrado VA1 en una muestra nasofaringea
de un nifio con enfermedad respiratoria (174), lo que sugiere una via de infeccion
extraintestinal.

Actualmente no se cuenta con mucha informacién sobre el ciclo replicativo de VA1 debido
a que no se habia cultivado en una linea celular, lo que se logré en 2017 (175). Esto da paso
a la realizacién de estudios para elucidar la biologia del virus y los mecanismos para causar
enfermedad.

A diferencia de los astrovirus clasicos, VA1 no necesita ser procesado con un tratamiento
de tripsina exdgena para que pueda infectar células en cultivo, no afecta las uniones
celulares y tiene un ciclo replicativo mas lento (176). Como ejemplo de esto ultimo, al
comparar VA1 con el astrovirus clasico HAstV-1 mediante la realizaciéon de una cinética de
replicacién en la cual se analizé la formacién del RNA de doble cadena (dsRNA), que es un
indicativo de la replicacion del virus, y la produccion de la capside, se obtuvieron niveles
detectables de ambos a las 6 horas después de la infeccion (hpi) en células infectadas con
el HAstV-1, en contraste el dsRNA se observé hasta las 12 hpi, y la cdpside hasta las 18 hpi
en células infectadas con VA1 (176).

Para evaluar la cinética de infeccién de VA1 se han medido las copias de RNA virales en
diferentes lineas celulares, en las cuales se observé que las copias de RNA aumentaron de
10 a 100 veces en las primeras 24 horas, incrementando otras 10 veces a las 96 horas(175).
Por otra parte, en un trabajo realizado previamente en nuestro laboratorio se evalué la
produccién de proteinas estructurales y de progenie viral hasta las 72 hpi (177), en estos
experimentos se observé que el periodo en el que no hay produccidn de particulas virales
tendria una duracion de aproximadamente 12 horas, y que el periodo en el que se
comienzan a producir particulas virales iria desde este tiempo hasta las 48 horas, momento
en el cual la produccion de particulas alcanza la meseta (fig. 5 A). Mientras que las proteinas
estructurales del virus se identificaron a partir de las 18 horas y alcanzaron su maximo nivel
de expresién a las 48 horas (fig. 5 B), estas observaciones en conjunto indican que el ciclo
replicativo del astrovirus VA1 tiene una duracién aproximada de 48 horas.
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Figura 5. Evaluacion de la progenie y de las proteinas estructurales de astrovirus VA1 durante 72 horas. (A)
Células Caco-2 se infectaron a una MOI de 3 y el titulo fue determinado por medio de un ensayo de focos
infecciosos con muestras tomadas alas 0, 6,12, 18, 24, 36, 48 y 72 horas post infeccion (hpi). (B) Las proteinas
estructurales fueron evaluadas por medio de un western blot con muestras tomadas a las mismas hpi.
(Tomado de Aguilera, C. 2020 (177)).

Previamente, se reportd la reduccion de la progenie de la cepa Yuc8 del astrovirus humano
HAstV-8 al inhibir la ubiquitinacion y el proteasoma (178), ya que al utilizar los inhibidores
del proteasoma MG132, lactacistina y PSI, los cuales tienen diferentes mecanismos de
accion, se redujo la progenie viral sugiriendo que la actividad proteolitica del proteasoma
es necesaria para la replicacion de HAstV. Al utilizar la droga inhibidora de la ubiquitinacion
Pyr-41 y siRNA para ubiquitina también se observé una disminucién de la produccién de
progenie viral, lo que sugiere que la degradacién de proteinas mediada por ubiquitinacion
es importante para el virus; sin embargo, no se descarta que la ubiquitina puede tener un
papel en la replicacién del virus, independientemente de la degradacion proteica.

Con los resultados obtenidos en ese trabajo se sugirié que la actividad proteolitica del
proteasoma seria requerida para la produccién eficiente de los RNA virales de cadena
positiva durante la replicacién del HAstV-8. Esto se explicaria si el proteasoma fuera
responsable de la degradacién de un factor celular que afecte la generacién de gRNA y
sgRNA mediante la inhibicién del complejo de la RdRp. Una alternativa a este mecanismo
seria que el proteasoma degradara un factor celular que sea responsable de afectar la
estabilidad y no la produccidn de los RNAs de cadena positiva (por ejemplo, una RNAsa),
por lo que seria posible que el agRNA presente sélo en los centros de replicacién viral
asociados con membranas, estuviera protegido de las RNAsas celulares, pero los RNAs
positivos presentes en el citoplasma estuvieran disponibles para la degradacién por estas
RNAsas.

Por otro lado no se descartd que el proteasoma sea necesario para la degradacién de
factores de la respuesta inmune innata que restrinjan la replicacién de este virus, o para la
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degradacion o procesamiento de proteinas que modulan la produccién de los RNAs de
polaridad positiva directa o indirectamente (178).
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3. Justificacion

Las enfermedades diarreicas son la segunda causa de muerte en nifios; cada afio ocurren
alrededor de 1.7 billones de casos de gastroenteritis aguda y 525 000 muertes en nifos
menores de cinco afios (179). La mayoria de los casos en ninos estdn asociados con
infecciones virales causadas por rotavirus, calicivirus, enterovirus, sapovirus, astrovirus y
adenovirus entéricos (180). Estudios epidemioldgicos alrededor del mundo han colocado a
los astrovirus como una de las principales causas a nivel mundial de gastroenteritis de
etiologia viral, teniendo una prevalencia de, aproximadamente, el 5% para los astrovirus
clasicos (2), y de alrededor del 1.5% para los astrovirus novedosos (15). Ademas de generar
gastroenteritis, los astrovirus se han relacionado recientemente con infecciones del sistema
nervioso central en humanos (26-28,31-34,41,62), siendo VA1 el agente etiolégico mas
frecuente, con 6 de los 11 casos identificados hasta ahora. A pesar de haber pocos casos de
encefalitis diagnosticadas con astrovirus, el nUmero podria ser mayor, ya que la etiologia de
un 60% de los casos de encefalitis agudas permanece no diagnosticada (181).

Se ha reportado que el sistema ubiquitina proteasoma es necesario para la replicacién de
otros virus de RNA de polaridad positiva (182,183). Recientemente, se demostré que este
sistema es necesario para la replicacién del astrovirus clasico HAstV-8 (178). Por lo anterior,
estudiar este sistema a lo largo del ciclo replicativo del astrovirus VA1 seria importante para
empezar a comprender la manera en la que el virus interactda con la célula, ademas de
caracterizar de mejor manera las etapas del ciclo y ver en qué punto toma control del
sistema ubiquitina proteasoma para su beneficio. Ademas de la informacion que se puede
obtener sobre el ciclo replicativo, algunas drogas que se usan para inhibir al proteasoma
podrian servir como herramienta terapéutica para tratar las afecciones causadas por este
virus, teniendo como candidata a la droga bortezomib, la cual ha sido aprobada para su uso
en humanos por la Agencia de Medicamentos y Alimentacion (FDA por sus siglas en inglés)
en los Estados Unidos.
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4. Hipoétesis
El proteasoma es requerido durante el ciclo replicativo del astrovirus humano VA1.
5. Objetivo General

Determinar si el proteasoma es necesario en el ciclo de replicacién del astrovirus humano
no clasico, VAL.

5.1 Objetivos especificos

1. Determinar si la actividad del proteasoma se requiere para la produccion de
progenie y proteinas virales.

2. Establecer el o los eventos del ciclo replicativo en los que esté involucrado el
proteasoma.
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6. Material y métodos
6.1 Células, virus y reactivos

Las células C2Bbel son una clona de CaCo2, las cuales presentan una mayor homogeneidad
morfolégica y una localizacion apical en las vellosidades. Estas células forman una
monocapa polarizada con un borde de cepillo apical morfolégicamente comparable al del
colon humano. Debido a estas caracteristicas se eligieron estas células para realizar
nuestros experimentos. Las células C2Bbel se obtuvieron de la American Type Culture
Collection (ATCC) y se propagaron en una atmédsfera con COzal 10% a 37 °C en medio de
Eagle modificado por Dulbecco avanzado (Advanced DMEM) (numero de catdlogo
12491023; Gibco Life Technologies) suplementado con aminoacidos no esenciales y 5% de
suero fetal bovino. El astrovirus VA1 fue donado por el laboratorio del doctor David Wang
del Departamento de Patologia e Inmunologia de la Escuela de Medicina de la Universidad
de Washington en Saint Louis. Los inhibidores del proteasoma MG132 (Cat. 474790), y
bortezomib, también conocido como Velcade (Cat. 217785), fueron comprados a
Calbiochem y Santa Cruz Biotechnology, respectivamente.

6.2 Anticuerpos

El anticuerpo policlonal anti-ratén (hecho en cabra y conjugado a peroxidasa de rabano) se
obtuvo de Perkin EImer Life Sciences (Boston, MA). El anticuerpo monoclonal anti-tubulina
(clona TU-01) de Invitrogen (Cat. 138000). Los anticuerpos secundarios acoplados a alexa-
647 y 488 fueron de Molecular Probes (Cat. A32733 y Cat. A11094). El anticuerpo
monoclonal 2A2, hecho en ratdn y dirigido contra la particula viral completa, asi como los
anticuerpos policlonales hechos en conejo contra la proteasa viral (anti-proteasa) vy, las
proteinas estructurales del virus (C45), y los hechos en ratén contra la particula viral, se
produjeron en nuestro laboratorio.

6.3 Ensayos de infeccidn con los inhibidores del proteasoma

Células C2Bbel se crecieron hasta llegar a la confluencia en placas de 96 pozos en un
volumen de 150 pl. Posteriormente se lavaron una vez con 100 pl de medio MEM (Minimum
Essential Medium) (Invitrogen) y se infectaron con VA1 a diferentes MOI (Multiplicidad de
infeccidn) segun se indique, en un volumen de 50 ul por 1 hora a 37 °C. Después de este
tiempo se hicieron dos lavados con 100 ul de MEM y se agregé 150 ul de medio D-MEM
suplementado con aminoacidos no esenciales 1X. Cuando fue necesario se agregaron las
drogas a las concentraciones y tiempos indicados. Las células se colectaron a los tiempos
indicados y se lisaron mediante tres ciclos de congelamiento y descongelamiento.
Posteriormente, se calculd el titulo viral mediante un ensayo de focos infecciosos por
inmunoperoxidasa, como se indica a continuacion.
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6.4 Determinacion del titulo de virus infeccioso

Células C2Bbel confluentes se crecieron en placas de 96 pozos, se lavaron una vez y se
incubaron con 50 pl de diluciones dobles seriadas de cada lisado de células infectadas
(desde 1:20 y hasta 1:40960) durante una hora a 37 °C en 10% de CO,. Posteriormente, se
lavaron e incubaron durante 48 horas con 150 pl de medio D-MEM suplementado con
aminoacidos no esenciales. Transcurrido este tiempo, se retird el medio y cada pozo se lavd
con 100 ul de buffer de fosfatos 1X (PBS 1X), después se incubaron con 100 ul de
formaldehido al 2%, diluido en PBS 1X, durante 20 minutos. Las células se lavaron tres veces
con 100 pl de PBS 1X y se incubaron con 100 pl de tritén al 0.2% durante 15 minutos. Las
células se lavaron 3 veces con 100 pl de PBS 1X y se incubaron con 50 pl del anticuerpo
primario mAb2A2 (el cual es un anticuerpo monoclonal generado en nuestro laboratorio)
diluido 1:1000 en PBS 1X durante 2 horas a 37 °C. Después de este tiempo las células se
lavaron 3 veces con 100 ul de PBS 1X y se incubaron con 50 ul de proteina A conjugada con
peroxidasa diluida 1:3000 en PBS 1X, durante 1 hora a 37°C. Al finalizar se realizaron 3
lavados con PBS 1X , se agregaron 50 pl del sustrato de la peroxidasa, 3-amino-9etil-
carbazole (Sigma Chemicals) como se ha descrito previamente (78), y se incubd a
temperatura ambiente durante unos minutos hasta que se formé un precipitado de color
marron. Las células se lavaron con agua y se dejaron secando para el conteo de focos. Se
tomo la dilucidn en la que se contaron de 200 a 300 focos (células tefidas) y se obtuvieron
las unidades formadoras de foco usando la férmula:

Titulo viral = ((A x A1) + (B x B1) /2) x 5.5 x 20 Unidades formadoras de foco por mililitro
(uff/ml).

Donde A y B representan los focos que se cuentan en cada dilucion y Al y B1 los factores
de dilucién de donde se contaron los focos.

6.5 Western Blot

Las células crecidas en placas de 96 pozos, infectadas o no con VA1 y tratadas con los
inhibidores del proteasoma por diferentes tiempos se lisaron con 50 pl de buffer de
Laemmli 1X (Tris-Cl 50 mM pH 6.8, SDS 2%, azul de bromofenol 0.1%, glicerol 10% y B-
mercaptoetanol 1%) por pozo y se hirvieron durante 5 minutos para desnaturalizar las
proteinas.

Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes con SDS (SDS-PAGE)
al 12.5% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Millipore, Bedford, MA) durante
1 hora a 130 mA en buffer de transferencia (CAPS 10 mM, pH 11). Posteriormente, las
membranas se bloquearon con PBS 1X con 0.1% de Tween-20 y 5% de leche descremada
(Carnation) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se desechd la leche y se lavé el exceso
con PBS 1X con 0.1 % de Tween-20, después se incubaron las membranas con el anticuerpo
primario correspondiente diluido 1:1000 en PBS-Tween-20 al 0.1% durante toda la noche a
4 °C. Se hicieron 3 lavados, cada uno de 10 minutos con PBS-Tween-20 al 0.1% y se
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incubaron durante una hora con el anticuerpo secundario anti-ratén o anti-conejo
acoplados a Alexa 647 a una dilucién 1:10000 en PBS-Tween-20 al 0.1%. Posteriormente las
proteinas se detectaron en el equipo de escéner laser, Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare).
Como control de carga, se incubaron las membranas con un anticuerpo anti-tubulina (TU-
02:s5c-8035; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) durante toda la noche a 4 °C, al término
se hicieron 3 lavados de 10 minutos con PBS-Tween-20 al 0.1% y se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-raton acoplado a Alexa 647 diluido 1:3000 por 1 hora. Las
proteinas se observaron al final de este lapso en el escéner laser.

6.6 Medicion de la viabilidad celular

Se retiraron los sobrenadantes de las células infectadas con VA1l y tratadas con los
inhibidores del proteasoma, y se colocaron en placas de 96 pozos vacias; a cada pozo con
células sin sobrenadante se le afiadieron 50 pl de la solucién de lisis (niumero de catalogo
L2152; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) diluida 1:10 en DMEM sin suero, y se incubd por 1 hora
a 37 °C, después se colectaron los lisados y se colocaron en diferentes pozos de la placa
donde se pusieron los sobrenadantes. Las muestras se almacenaron a -70 °C. Para realizar
el ensayo de LDH, las muestras se descongelaron y se tomé 50 pul de cada sobrenadante y
50 pl de las células lisadas previamente diluidas 1:5 en medio DMEM sin suero. A cada
muestra y a un control de medio DMEM se le adicionaron 50 pl de la mezcla del ensayo de
LDH, la cual se prepard con volumenes iguales de la solucidon sustrato (nimero de catalogo
L2402; Sigma-Aldrich, St. Louis, MQ), la solucién colorante (niUmero de catalogo L2277,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y de la preparacion 1X del cofactor. Las muestras se incubaron
con la mezcla del ensayo de LDH a temperatura ambiente por 20 a 30 minutos cubiertas de
la luz. La reaccidn se detuvo agregando un volumen de 1/10 de HCI 0.1 N a cada pozo y se
midid la absorbancia de cada muestra en el espectrofotémetro a una longitud de onda de
490 nm.

Para calcular el porcentaje de LDH total en el medio, a cada valor se le resto la lectura a 690
nm de su fondo, posteriormente se utilizé la formula:

(LDH en el sobrenadante/ X) (100).
Donde X es la cantidad de LDH total y se obtuvo con la férmula:

(LDH en el lisado celular) (5) + LDH en el sobrenadante.

6.7 Inmunofluorescencia

Se crecieron células C2Bbel hasta llegar a la confluencia en cubreobjetos colocados en los
pozos de una placa de 48 pozos. Una vez confluentes, las células se infectaron con
astrovirus VA1 a una MOl de 1, con o sin los inhibidores del proteasoma. A las 24 horas
después de la infeccidn, en cada pozo, las células se fijaron con 250 pl de
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paraformaldehido al 2%, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
hicieron 3 lavados, cada uno con 250 ul de PBS-NH4Cl 50 mM. Después, las células se
permeabilizaron durante 15 minutos a temperatura ambiente con 250 pl de tritén diluido
al 0.2% en PBS- NH4Cl 50 mM con albdmina sérica bovina (BSA) al 1%. Se hicieron 3
lavados con 250 pl de PBS-NH4Cl 50 mM, y se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente con 100 pl del anticuerpo 2A2 diluido 1:1000 en PBS-NH4ClI 50 mM con BSA al
1%. Al finalizar, se hicieron 3 lavados con PBS-NH4Cl 50 mM vy se incubd durante 5
minutos, este paso se repitid otras 2 veces. Después, se agregaron 100 ul del anticuerpo
secundario, anti-ratdn acoplado a Alexa 488, diluido 1:1000 en PBS-NH4Cl 50 mM con BSA
al 1%, y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Al término de la incubacion se
lavé 3 veces con PBS-NH4Cl 50 mM, y después del ultimo lavado se afiadieron 250 pl de
DAPI 1X durante 15 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, se lavd 3 veces
incubando por 5 minutos después del ultimo lavado, repitiendo esto 2 veces mas. Los
cubreobjetos se sacaron con cuidado de los pozos y se montaron en un portaobjetos con 3
ul del medio de montaje CitiFluor AF1 (Electron Microscopy Sciences). Posteriormente, se
capturaron imagenes de los campos de las células infectadas tratadas con las diferentes
condiciones, y se utilizé el programa Imagel para cuantificar.

6.8 Analisis estadistico de los datos

Para realizar los analisis estadisticos de los ensayos se utilizé la prueba U de Mann-Whitney
para comparar 2 grupos con el programa GraphPad Prism 8. Los asteriscos mostrados en las
graficas representan los diferentes grados de significancia estadistica: *=p<0.05, **=p<0.01,
***=p<0.01y ****=p<0.001.
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7.Resultados

7.1 Los inhibidores del proteasoma reducen la produccidn de progenie viral y la expresion
de la proteina de cdpside de manera dependiente de la dosis

Para determinar el efecto que tiene inhibir el proteasoma sobre el ciclo replicativo de
astrovirus VA1, a células C2Bbel infectadas a una MOI de 1 se les afladieron los inhibidores
del proteasoma MG132 y bortezomib a concentraciones de 0.1, 0.3 y 1 uM durante 48
horas. Después de este tiempo, las células se colectaron y se evalud el titulo viral mediante
un ensayo de formacién de focos (Fig. 6A). Se observé una disminucién del titulo
dependiente de la dosis con ambas drogas en comparacidn con el control, siendo el titulo
2.9 y 1.78 logaritmos mas bajo en la dosis mas alta (1uM) de MG132 y bortezomib,
respectivamente. Para obtener mas informacion sobre la etapa del ciclo replicativo viral
afectada por la inhibicién del proteasoma, se evalud el efecto de las drogas en la expresion
de las proteinas estructurales del virus mediante western blot utilizando un anticuerpo
policlonal a-VA1 (hecho contra la particula viral completa), el cual reconoce una banda
precursora de las proteinas de la capside de alrededor de 89 KDa y una banda producto del
procesamiento intracelular del precursor con un peso que se encuentra alrededor de los 34
kDa, y que corresponderia al core de la capside. La deteccién del precursor de 89 kDa se
observé con ambas drogas en todas las concentraciones probadas; sin embargo,
detectamos una disminucién evidente de su procesamiento (Fig. 6B). Al utilizar las drogas
por 48 horas, la viabilidad de las células fue afectada, ya que al medir la LDH del medio (Fig.
6C) hubo diferencias significativas en casi todas las dosis de MG132 y bortezomib con
respecto al control.

Estos resultados indicarian que la disminucién en la expresion de las proteinas estructurales
cuando se inhibe el proteasoma durante 48 horas contribuiria a la reduccion del titulo viral,
aunque también podria deberse a que utilizar las drogas por este tiempo resulta ser toxico
para las células, y que una disminucion en la cantidad de células viables significa tener un
titulo viral menor.
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Figura 6. Efecto de los inhibidores del proteasoma sobre la produccion de progenie y proteinas estructurales
de VAL. Células C2Bbel fueron infectadas con astrovirus VA1 a una MOI de 1. Al finalizar el periodo de
adsorcion, las células se lavaron y se agregd el medio de cultivo con o sin DMSO como control, ademas del
medio con las drogas inhibidoras del proteasoma, MG132 o bortezomib a concentracionesde 1, 0.3 y 0.1 uM
por 48. A) Titulo viral total (de virus asociados a las células y al sobrenadante) se determind por ensayo de
focos infecciosos por inmunoperoxidasa. Los datos representan las medias aritméticas expresadas como
unidades formadoras de foco (ffu) por mililitro, las barras de error representan las desviaciones estandar de
los resultados de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. B) Deteccidn del precursor de la
proteina de cdpside y de la proteina madura mediante western blot. C) Ensayo de citotoxicidad medida
mediante la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa. Los datos son expresados como el porcentaje de
LDH en el sobrenadante con respecto a la LDH total (LDH del sobrenadante mas LDH de las células) y
representan las medias aritméticas +/- las desviaciones estandar de las medias de los resultados de 2
experimentos independientes realizados por duplicado. **=p<0.01; *=p<0.05.

7.2 La inhibicion del proteasoma durante las primeras 24 horas del ciclo viral reduce la
replicacion del virus

Debido a que el tratamiento con las drogas durante 48 horas resulté ser toxico para las
células, el tratamiento con MG132 y bortezomib se redujo a 24 horas después de la
infeccidn (hpi), tiempo en el que se cosecharon las células. Alternativamente, las drogas se
agregaron a las 24 hpi y se mantuvieron hasta las 48 hpi, el disefio del experimento se
muestra en la figura 7. Cuando se utilizaron las drogas durante las primeras 24 horas del
ciclo, el titulo viral total disminuyd de manera dosis dependiente comparado con el control
(Fig. 8 A), siendo esta disminucién de 3.99 y de 2.18 logaritmos en la dosis mas alta de
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MG132 y bortezomib, respectivamente. En el caso de la produccion de proteinas
estructurales, también se observé una disminucién dependiente de la dosis tanto de la
proteina precursora como de las procesadas (Fig. 8 E y F). Cuando las drogas se utilizaron
de 24 a 48 hpi, el titulo disminuyd 0.69 y 0.39 logaritmos en la dosis mas alta de MG132 y
bortezomib, respectivamente, comparado con el control (Fig. 8 C). Con relacién a la
produccidon de proteinas estructurales, encontramos que en presencia de las drogas el
procesamiento de la capside se redujo al usar las dosis mas altas de ambas drogas (Fig. 8 G
y H). Utilizar las drogas por 24 hrs no disminuyd la viabilidad celular en la mayoria de las
dosis, Unicamente hubo un incremento significativo de la cantidad de LDH en el medio con
respecto al total al utilizar la dosis de 0.3 uM de MG132 en el ensayo de 0-24 horas (Fig. 8
B).

0 hpi 24 hpi 48 hpi
*
® veis ®
Bortezomib *

*
cosecha:

* Proteinas

estructurales
* Progenie

= Viabilidad celular

Figura 7. Esquema del experimento de infeccién utilizando las drogas por intervalos de 24 horas. Células
C2Bbel se infectaron con VA1 a una MOI de 1, la adicidn de las drogas a diferentes concentraciones, indicada
con un punto azul, se realizé inmediatamente después del periodo de adsorcion y a las 24 horas después del
periodo de adsorcidn, cosechando las células a las 24 y 48 hpi, respectivamente, como se indica por la punta
de flecha. Posteriormente, se evalud lo que sucedia con las proteinas virales, progenie viral y viabilidad celular
en estas muestras (*).
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Figura 8. Los inhibidores del proteasoma reducen la replicacion viral. Células C2Bbe1 sin infectar (mock) o
infectadas con astrovirus VA1 a una MOI de 1 en presencia de DMSO o de las drogas MG132 y bortezomib en
concentraciones de 1, 0.3 y 0.1 uM. A) y C) Titulo viral. Los datos representan las medias aritméticas
expresados como unidades formadoras de foco (ffu) por mililitro, las barras de error representan las
desviaciones estandar de 2 (A) y 3 (C) experimentos independientes realizados por duplicado. B) y D)
Citotoxicidad utilizando las drogas por 24 horas. Los datos son expresados como el porcentaje de LDH en el
sobrenadante con respecto a la LDH total (LDH del sobrenadante mas LDH de las células) y representan las
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medias aritméticas, las barras de error representan las desviaciones estandar de los resultados de 2 (B) y 3 (D)
experimentos independientes realizados por duplicado. *=p<0.05. E)y G) Imagenes de Western blot de las
proteinas estructurales del virus de los experimentos en los que se utilizaron las drogas por diferentes tiempos
de tratamiento durante el ciclo. F) y H) Cuantificaciones de las muestras tratadas con los inhibidores del
proteasoma por los tiempos indicados. Las barras de error representan las desviaciones estandar de los
resultados de 2 experimentos independientes.

7.3 Inhibir el proteasoma con MG132 y bortezomib durante la infeccion reduce la
produccion de proteinas no estructurales.

Para determinar el efecto de la inhibicion del proteasoma sobre la expresion de las
proteinas no estructurales y para caracterizar el efecto que tienen las drogas durante las
primeras 24 horas del ciclo replicativo viral, células C2Bbel se infectaron con astrovirus VA
1 a una MOI de 10, después del periodo de adsorcion se agregaron diferentes dosis de las
drogas MG132 y bortezomib, las cuales se mantuvieron hasta las 24 horas, tiempo en el que
se determiné la produccion viral. Cuando se utilizd MG132 se observé una disminucién del
titulo viral dependiente de la dosis, a partir de 33 nM, con una disminucion del titulo de
0.88 logaritmos con respecto al control; la dosis en la que se observé la maxima reduccion
del titulo viral fue de 1 uM, con una disminucién de 4.39 logaritmos con respecto al control
(Fig. 9A). Para bortezomib también se observé una disminucién del titulo viral de manera
dosis dependiente, aunque ésta fue mucho menor comparada con la observada cuando se
utilizé MG132, teniendo una disminucién de 1.36 logaritmos con respecto al control para la
dosis mas baja (0.1 uM) y de 1.884 logaritmos para la dosis mas alta (0.3 uM) (Fig. 9F). Para
evaluar el efecto de las drogas sobre la expresion de las proteinas estructurales se utilizo el
anticuerpo policlonal C45 en lugar del a-VA1, debido a que contdbamos con poca cantidad
de este Ultimo y a que C45 reconoce a varios productos del procesamiento del precursor.
C45 fue generado contra una proteina recombinante que corresponde al core de la capside
y detecta a la proteina precursora de 89 kDa y a dos bandas de 36 y 34 kDa,
aproximadamente, que corresponderian al precore y al core. Para la deteccién de las
proteinas no estructurales, se utilizé un anticuerpo contra la proteasa viral que reconoce
una banda precursora de alrededor de 79 kDa y una banda procesada de aproximadamente
25.5 kDa. Al evaluar el efecto de MG132 sobre las proteinas estructurales, se observé una
marcada disminucién en el precursor a partir de la dosis de 0.1 uM, mientras que para el
corey precore la disminucidn se observé a partir de la dosis mds baja del farmaco (Fig. 9By
Q).

Cuando se utilizé bortezomib, al igual que en MG132, se observd una disminucion
dependiente de la dosis en el core y precore a partir de 3 nM, mientras que la disminucién
en el precursor no fue tan evidente como cuando se utiliz6 MG132 (Fig. 9G y H).

Al evaluar la expresion de la proteasa viral, tanto para MG132 como para bortezomib, el
precursor parece estar ligeramente reducido, mientras que el procesamiento de la proteasa
disminuyé de manera dosis-dependiente en ambos casos (Figs. 9D, E, | y J).
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Figura 9. Efecto de MG132 y bortezomib sobre la produccion de particulas de VA1 y de las proteinas
estructurales y no estructurales. Células C2Bbel fueron infectadas con astrovirus VA1 a una MOI de 10. Al
terminar el periodo de adsorcion las células fueron lavadas y se agregaron las drogas a concentraciones de 11
nM, 33 nM, 0.1 uM, 0.3 uM y 1 uM en el caso de MG132, y de 1 nM, 3 nM, 11 nM, 33 nM, 0.1 uM y 0.3 uM
para bortezomib. Las drogas se mantuvieron durante 24 horas y después de este tiempo las células fueron
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cosechadas. Ay F) Titulo viral calculado mediante un ensayo de focos infecciosos por inmunoperoxidasa. Los
datos representan las medias aritméticas expresadas como unidades formadoras de foco (ffu) por mililitro,
las barras de error representan las desviaciones estandar de los resultados de 3 experimentos independientes
realizados por duplicado. **=p<0.01, *=p<0.05. Imagenes de los western blots en los que se utilizaron el suero
C45, que reconoce las proteinas estructurales del virus (By G) y el suero anti-proteasa (D e ). Cuantificaciones
de las proteinas, donde el control (DMSO) se tomd como el 100% y la banda inespecifica que reconoce el
suero anti-proteasa se utilizé como control de carga (C, E, H y J). Las barras de error representan las
desviaciones estandar de los resultados de 2 experimentos independientes.

7.4 La expresion de proteinas virales se observa a partir de las 12 horas y requiere de un
proteasoma activo para su expresion y procesamiento

Para caracterizar lo que sucede a lo largo del ciclo viral y en qué tiempo del ciclo es necesario
el proteasoma, los farmacos MG132 y bortezomib se utilizaron por intervalos de 12 horas
durante todo el ciclo, se cosecharon las células después de cada intervalo y se evalué lo que
sucedia con la progenie viral y las proteinas estructurales; el disefio del experimento se
muestra en la figura 10.

Cuando se inhibio el proteasoma durante las primeras 12 horas del ciclo con MG132, hubo
una disminucion del titulo viral de 1.36 logaritmos con respecto al control, y de 0.96
logaritmos cuando se usd bortezomib. Durante este periodo el titulo viral en el control ain
es bajo, siendo de 1.26 x 10* ffu/ml. Cuando se utilizé bortezomib de 12 a 24 horas se
observé una disminucion del titulo viral de 0.76 logaritmos con respecto al control, mientras
gque MG132 no tuvo ningun efecto. En este punto el titulo viral se acerca a su maximo (2.2
x 107 ffu/ml), comparado con lo que sucede a las 36 y 48 horas donde practicamente ya no
hay diferencias. Cuando ambas drogas se utilizaron en los intervalos que comprenden de
las 24 a las 36 horas y de 36 a 48 horas, no hubo efecto sobre el titulo viral (Figura 11 A).
Con relacion a la expresién de las proteinas estructurales, durante las primeras 12 horas del
ciclo se detecta poca produccion de proteina precursora en el control, la cual se redujo
significativamente en presencia de ambas drogas; en este punto no se detectaron los
productos del procesamiento. A las 24 horas hubo un incremento notable en la expresidn
de la proteina precursora en las condiciones control, la cual no fue afectada por ninguna de
las drogas cuando se utilizaron de 12 a 24 horas, en este tiempo se observd la expresion del
core y el precore, y una reduccion en la expresién de ambos cuando se utilizé bortezomib,
mientras que cuando se utilizdé MG132 sélo disminuyd la expresion del core. Al utilizar las
drogas de 24 a 36 horas y de 36 a 48 horas no hubo una disminucién en la expresién de las
proteinas con respecto al control (figura 11 B y C). Estos resultados nos indican que el
proteasoma probablemente tenga un papel durante las primeras 12 horas del ciclo
replicativo.

42



0 hpi 12 hpi 24 hpi 36 hpi 48 hpi

MG132:
0.3 M

Bortezomib:
0.1 M

*

. cosecha:

% * Proteinas
.—. estructurales
& * Progenie
® .

Figura 10. Esquema de la cinética de infeccién utilizando las drogas por intervalos de 12 horas durante 48
horas. Células C2Bbel fueron infectadas con VA1 a una MOI de 10, MG132 y bortezomib se
afiadieron a concentraciones de 0.3 uM y 0.1 uM, respectivamente, durante intervalos de 12 horas
(indicado por un punto azul). Al término de cada intervalo (punta de flecha) se cosecharon las células
y se evalud lo que sucedia con la progenie viral y las proteinas estructurales (asterisco).

A

10° . MG 03 M
10°
107
108 0= DMSO
108

= Bortezomib 0.1uM

ffu/mil

10°

10?
012 12-24 24-38 36-48

o
(@]

36-48 24-36 12-24 0-12
Mock MW DMEM DMSO Bort MG DMSO Bort MG DMSO Bort MG DMSO  Bort MG ° Proteinas estructurales
n = i S 450 W Precursor
s _m_ - Precursor g BB Precore
-
. 3 1 Core
55 — A . —— — — %100-
. woEESERECC S g
aa ‘ Precore
“ -_—-—EEgssss - core 8 s0-
£
% £
c
o
l],,(},{'ly B b ﬁ o
- , ¢ R AR R
\t? \1‘ o& ¢0 ,bo@v@r: aoé;o\‘péb
' & ¥
&° 0° ooé- eoz"

Figura 11. El proteasoma es necesario durante las primeras 24 horas del ciclo viral. Células C2Bbel fueron
infectadas con astrovirus VA1 a una MOI de 10 y tratadas con DMSO (vehiculo), MG132 o bortezomib en
concentraciones de 0.3 uM y 0.1 uM, respectivamente para cada droga, por intervalos de 12 horas, al término
de cada intervalo se cosecharon las células. A) Titulo viral. Los datos representan las medias aritméticas
expresadas como unidades formadoras de foco (ffu) por mililitro, las barras de error representan las
desviaciones estandar de los resultados de 1 experimento realizado por duplicado. B) Imagen del western blot
utilizando el anticuerpo anti-C45. C) cuantificacion de las proteinas en el western blot, donde el control
(DMSO) corresponde al 100%.
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7.5 Las primeras 12 horas del ciclo replicativo de VA1 requieren de un proteasoma
funcional

Debido a que se observd que el ciclo viral se afecta al inhibir el proteasoma durante las
primeras 24 horas y para elucidar de mejor manera lo que sucede durante este tiempoy en
qué parte es necesaria esta maquinaria de degradacién proteica, se realizd una cinética en
la que se utilizaron las drogas por intervalos de 6 horas y las células se cosecharon a las 24
horas para evaluar la produccién de la progenie viral, las proteinas estructurales y la
proteasa viral. El disefo de esta cinética se muestra en la figura 12. La presencia de ambas
drogas en los periodos de 0 a 6 y de 6 a 12 horas de infeccidn, resultd en una disminucion
de la produccidn viral; En presencia de bortezomib la reduccién fue de 1.1y 0.88 logaritmos
en el primer y segundo intervalos. En presencia de MG132 la disminucién fue de 1.53 y 0.98
logaritmos en el primer y segundo intervalos (figura 13 A). Al analizar la produccién de las
proteinas estructurales se observé que cuando se usaron las drogas en los intervalos que
vandelas0alas 6 horasy de las 6 a las 12 horas, se reduce la expresidn del precursor y de
los productos de su procesamiento (figura 13 B y C). En esta cinética se observé que la
expresion y el procesamiento de la proteasa disminuyeron cuando se inhibid el proteasoma
en el intervalo que comprende de las 0 a las 6 horas del ciclo (figura 13 Dy E).

0 hpi & hpi 12 hpi 18 hpi 24 hpi

. MG132:
0.3 uM
Bortezomib:

0.1 uM

\V * * cosecha:
* Proteinas
\V, . |
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las drogas .—> * Proteasa
v * Progenie
*
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Figura 12. Esquema de la cinética de infeccién utilizando las drogas por intervalos de 6 horas durante 24
horas. Células C2Bbel fueron infectadas con VA1 a una MOI de 10, MG132 y bortezomib se afiadieron a
concentraciones de 0.3 pM y 0.1 uM, respectivamente, durante intervalos de 6 horas (indicado por un punto
azul). Al término de cada intervalo, representado por la punta de flecha azul, las drogas fueron reemplazadas
(Flecha curva) por medio fresco y la cosecha se realizé a las 24 horas (asterisco), donde se evalué la progenie
viral, las proteinas estructurales y la proteasa viral.
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Figura 13. La importancia del proteasoma es mayor durante las primeras 12 horas del ciclo. Células C2Bbel
fueron infectadas con astrovirus VA1 a una MOI de 10. MG132 y bortezomib se afiadieron por periodos de 6
horas en concentraciones de 0.3 uM y 0.1 uM, respectivamente, y se cosecharon a las 24 horas. A) Titulo viral.
Los datos representan las medias aritméticas expresados como unidades formadoras de foco (ffu) por mililitro,
las barras de error representan las desviaciones estandar de los resultados de 3 experimentos independientes
realizados por duplicado. B) y D) Imagenes de los western blots utilizando el anticuerpo anti-C45 (B) o el
anticuerpo anti-proteasa (D). C) y E) cuantificaciones de las proteinas en el western blot, donde el control
(DMSO) corresponde al 100%. Las barras de error representan las desviaciones estandar de los resultados de
2 experimentos independientes.

7.6 La inhibicidn del proteasoma reduce la infectividad del VA1

La entrada del VA1 a la célula comprende los eventos del ciclo viral que anteceden a la
primera ronda de traduccién de las proteinas no estructurales. Como observamos que el
proteasoma es necesario principalmente durante las primeras 12 horas del ciclo, alguno de
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los eventos que comprenden la entrada podria estar siendo afectado por su inhibicidn. Para
explorar esta suposicion, células infectadas con VA1l se trataron con bortezomib de 3
maneras diferentes, como se muestra en la figura 14. Brevemente, las células fueron o no
tratadas con bortezomib 1 hora antes de la infeccién, durante el periodo de adsorcién y
hasta las 6 6 24 horas después de la infeccion, o bien se agregd bortezomib 6 horas después
del periodo de adsorcion. En todos los casos, después del periodo de adsorcién se agregd
el anticuerpo 2A2 para neutralizar al virus e impedir que siguiera entrando a la célula. Las
células se fijaron a las 24 horas y el porcentaje de células infectadas de determind mediante
una inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo 2A2 que reconoce a la particula viral
completa. En presencia de bortezomib desde -1 hasta las 24 horas después de la infeccién
hubo una disminucidon del 80.38% del porcentaje de células infectadas con respecto al
control (figura 15, primera columna), mientras que cuando se retird el bortezomib a las 6
hpi, se tuvo una reduccion del 74.26% (figura 15, segunda columna). Por su parte, cuando
se inhibid el proteasoma a partir de las 6 hpi la reduccion fue del 37% (figura 15, tercera
columna), sugiriendo que el proteasoma es necesario para la entrada efectiva del virus a la

célula.
1 -2hrs  -1hrs 0hrs 24 hpi
con bortezomib
0.1 uM
Retiro de
v bortezomib 2 -2hrs  -1hrs Ohrs 6 hpi 24 hpi
® v

-2 hrs -1 hrs 0hrs 6 hpi 24 hpi

Figura 14. Esquema de los 3 tratamientos con bortezomib. Células C2Bbe1l fueron infectadas con astrovirus
VA1 a una MOl de 1. En el tratamiento (1) Las células fueron tratadas con 0.1 uM de bortezomib 1 hora antes
de la infeccion (-2 hrs), durante el periodo de adsorcién (-1 hrs) y hasta las 24 hpi. En (2), las células fueron
tratadas 1 hora antes de la infeccidn, durante el periodo de adsorcion y hasta las 6 hpi, momento en el que se
retird la droga (flecha curva). En (3), bortezomib se agregd a partir de las 6 hpi y hasta las 24 hpi. En todos los
casos el anticuerpo 2A2 se agregd después del periodo de adsorcién a la concentracién de 1:1000, mientras
que las células fueron fijadas a las 24 hpi.
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Figura 15. La inhibicion del proteasoma durante las primeras 6 horas del ciclo viral afecta la infectividad del
virus. Las células fueron tratadas con bortezomib e infectadas con VA1 a una MOI de 1 como se indica en la
figura 14. A las 24 horas las células se fijaron y se realizé una inmunofluorescencia en la cual se utilizo el
anticuerpo 2A2 (verde) para visualizar al virus y DAPI (azul) para observar el nucleo de las células. Las células
infectadas y no infectadas fueron contadas con el programa ImageJ. Los resultados estan expresados como el
porcentaje de células infectadas del total de células que fueron tratadas con bortezomib, comparadas con el
porcentaje de células infectadas del total de células tratadas con DMSO (que representa el 100%), y son las
medias aritméticas con las desviaciones estandar de los resultados de 3 experimentos independientes
realizados por duplicado.
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8. Discusion

El proteasoma es parte del principal sistema de degradacion proteica en la célula, el sistema
ubiquitina-proteasoma. Este es requerido por muchos virus para favorecer su replicacion.
En el caso de otros virus con genoma de RNA de polaridad positiva, como en los coronavirus,
inhibir el proteasoma afecta la entrada, la sintesis de RNA y la subsecuente expresion
proteica del virus (184); por su parte, para el virus de la hepatitis E el proteasoma es
necesario durante la transcripcion y traduccién del RNA viral (185). Para saber el papel que
tiene el proteasoma en el ciclo replicativo del astrovirus VA1 se utilizaron las drogas MG132
y bortezomib durante todo el ciclo (48 horas). Al inhibir el proteasoma por este periodo de
tiempo observamos una reduccion en la progenie y proteinas estructurales del virus, lo que
denota la importancia del proteasoma en el ciclo replicativo de VA1, aunque este resultado
podria deberse a que el uso de las drogas por este periodo de tiempo resultd ser tdxico
para las células (figura 6C). Efectos negativos sobre la viabilidad celular de lineas BHK21,
Helay Vero-E6, se han observado en otros estudios al utilizar bortezomib y MG132, en dosis
gue van desde 1 uM, por periodos de tiempo de 24 y 48 horas (186,187). En este estudio
utilizar ambas drogas por 48 horas en concentraciones de 0.1, 0.3y 1 uM resulté ser téxico
para la linea celular C2Bbel. Debido a esto, las células fueron tratadas por periodos de
tiempo de 24 horas, lo que no afect6 significativamente la viabilidad celular (figuras 8 Cy
F). Inhibir el proteasoma durante las primeras 24 horas del ciclo afecté en mayor medida la
generacion de progenie viral y la expresion de proteinas estructurales, en comparacion con
lo observado cuando el proteasoma se inhibié de 24 a 48 horas después de la infeccion
(figura 8). Esto podria deberse a que a las 24 horas después de la infeccion el desarrollo del
ciclo viral ya no depende tanto del proteasoma, por lo que su inhibicidon después de este
tiempo lo afecta muy levemente.

Ademas de la produccidon de progenie viral y la expresién de la proteina de capside, la
expresion de la proteasa viral también resultdé reducida cuando se utilizaron las drogas
MG132 y bortezomib, en una manera dependiente de la dosis, durante las primeras 24
horas del ciclo (figuras 9 D e I). Aunque utilizar ambas drogas generd un efecto negativo
para el virus, este fue mas evidente al utilizar MG132, ya que la disminucidn en el titulo viral
fue de un poco mds de 2 logaritmos con respecto a la generada por bortezomib, sumado a
que la expresion del precursor de la cdpside disminuyé mas al utilizar MG132. Esta
diferencia podria deberse al hecho de que a dosis altas MG132 podria estar afectando otras
proteasas, ya que también inhibe con menor afinidad calpainas y catepsinas (136),
proteasas que podrian ser necesarias para la replicacidn del virus y por lo tanto su inhibicion
estaria contribuyendo a los efectos observados. Otro factor a tomar en cuenta es que
MG132 inhibe los tres tipos de actividades proteoliticas del proteosoma, mientras que
bortezomib Unicamente inhibe las actividades de proteasa parecidas a la caspasa y a la
quimotripsina (188).
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En este primer parte del ciclo, las 12 horas iniciales requieren en mayor grado de un
proteasoma funcional (figuras 11 y 13). Un efecto similar se ha observado en el ciclo
replicativo del astrovirus humano cldsico 8, en el que inhibir el proteasoma después del
periodo de adsorcién o a las 4 horas después de éste, se genera una disminucién en la
produccidn de progenie de mas de un logaritmo con respecto al control (178).

Debido a que el proteasoma es necesario durante un tiempo temprano del ciclo replicativo
de astrovirus VA1, pensamos que probablemente la entrada del virus a la célula seria una
de las etapas que requieren del proteasoma para llevarse a cabo. El proceso de entrada viral
es una serie de eventos complejos que pueden ser definidos como todos los procesos que
culminan en la liberacién del genoma viral al citoplasma para ser replicado. Algunos de los
eventos incluidos en la entrada del virus incluyen la unién al receptor, la penetracion de la
membrana celular, el trafico intracelular, asi como la decapsidacion. Para evaluar si el
proteasoma es necesario durante la entrada y dado que la entrada de astrovirus VA1 no ha
sido caracterizada, elegimos un tiempo putativo de entrada basandonos en evidencia previa
con otros virus, el cual fue de 6 horas. Lo primero que tomamos en cuenta para escoger
este tiempo fue que en la infeccién de VA1, la aparicidon del RNA de doble cadena (el cual
es un indicativo de la replicacion) se detecta a partir de las 12 hpi, mientras que la capside
se observa hasta las 18 hpi (176). Por otro lado, la proteasa, la cual se expresa desde la
primera ronda de traduccidn, se observo a partir de las 12 hpi en una cinética de expresion
de esta proteina viral realizada en nuestro laboratorio. Por ultimo, sabemos que el ciclo
replicativo de VA1 tiene una mayor duracién comparado con el ciclo de los astrovirus
clasicos, en los cuales existen mas datos sobre la caracterizacion de la entrada del virus.
Para esto se sabe que en HAstV-8 el tiempo medio de entrada es de 130 minutos (71). Con
estos datos pensamos que el tiempo de entrada deberia ser mayor a 2 horas y menor a 12
horas, por lo que 6 horas nos parecié un tiempo Optimo para evaluar el papel del
proteasoma en la entrada de VAL. En este trabajo determinamos que el proteasoma es
necesario para la infectividad del virus, ya que al inhibirlo durante las primeras 6 horas
observamos una disminucién en el porcentaje de células infectadas de 74.26% con respecto
al control, mientras su inhibicion después de este tiempo generd Unicamente una reduccion
del 37% (figura 15). Aunque se observé una menor reduccion en el porcentaje de células
infectadas cuando se inhibid el proteasoma después del tiempo putativo de entrada, la
disminucién observada podria ser un indicativo de que el proceso de entrada dura mas de
6 horas o que el proteasoma afecta un evento posterior a la entrada como, por ejemplo, la
traduccidn. Para comprobar que el proteasoma es requerido durante la entrada del virus
podria llevarse a cabo un experimento como el realizado por Aguilar et al. (72), en el cual el
RNA gendmico purificado seria transfectado en células permisivas tratadas con los
inhibidores del proteasoma, de tal manera que si el proteasoma es necesario Unicamente
durante la entrada, no habria diferencias en la infeccion entre las células tratadas y las no
tratadas.
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Otros virus con genoma de RNA también requieren del proteasoma durante su entrada.
Algunos lo requieren para mediar su liberacion de la via endocitica. Un ejemplo de esto es
el virus de la hepatitis murina, en el cual se ha visto que en presencia de MG132 su RNA
gendmico co-sedimenta con Rab5 (un marcador de endosomas tempranos), y con
marcadores lisosomales, lo que sugeriria que en ausencia de actividad proteasomal, el ciclo
replicativo es abortado y el virus es dirigido hacia los lisosomas para su degradacion (189).
De manera similar, MG132 vy lactacistina bloquean la entrada del virus de la encefalitis
japonesa, en el cual inhibir el proteasoma genera que las particulas virales co-localicen con
lisosomas (190). La actividad del proteasoma también es importante durante la entrada del
virus de la influenza A, ya que en presencia de MG132, el virus es arrestado en la vecindad
de endosomas tardios (191). El proteasoma también estd involucrado en la decapsidacién
o liberacién del genoma de varios virus. La degradacidn de la capside del virus del dengue
es retrasada cuando se utiliza MG132 lo que fue visualizado por medio de western blot de
las proteinas de capside (192). Sin embargo, la liberacién del RNA del virién no se afecta por
la inhibicion del proteasoma. La inhibicion de la ubiquitinacion también retrasa la
degradacion de la capside y afecta la liberacidn del RNA. Esto sugiere que la degradacién de
la capside es dependiente de la ubiquitinacién y del proteasoma, pero que la liberacién del
RNA solamente requiere de la ubiquitinacién (193).

La disminucidén en la infectividad al tratar con bortezomib después del tiempo putativo de
entrada podria deberse a que el proteasoma es necesario durante otro evento del ciclo.
Otros virus con genoma de RNA, como los virus de la hepatitis Ay Cy el virus del mosaico
amarillo del nabo (182,194,195), utilizan la degradacién mediada por proteasoma para
disminuir los niveles de la RdRp, lo que podria deberse a que bajas cantidades de la RdRp
sean requeridas para regular el cambio entre la sintesis de la cadena negativa y la cadena
positiva del RNA viral durante la replicacidon (194). También es posible que mantener una
baja concentracién de RdRp sea una estrategia del virus para preservar la integridad de su
genoma, o que mantener una cantidad baja de proteinas virales le permita al virus escapar
de la vigilancia del sistema inmune del huésped (194). Para evaluar si la RdRp del
astrovirus VA1 necesita ser degradada por el proteasoma durante el ciclo, podria llevarse
a cabo un experimento de pulso y caza de la RdRp utilizando los inhibidores del
proteasoma, para esto un anticuerpo que reconozca la RdRp del virus y dé una buena
sefal por western blot necesita ser generado.

Las proteasas codificadas por los virus son requeridas para la replicacién viral exitosa
mediante el corte de los precursores de las poliproteinas y la supresién de la transcripcién
y traduccion de las proteinas del huésped (196,197). Existe la posibilidad de que los
efectos observados en este trabajo sean debidos a que MG132 también inhibe a la
proteasa de VAL. Esto se apoya en el hecho de que MG132 tiene actividad contra varios
blancos no especificos (136), ademas de que la proteasa de VA1 es una serina proteasa y
el proteasoma una treonina proteasa por lo que comparten varias caracteristicas como el
nucleéfilo del sitio activo y una base general, que son regularmente los blancos de los
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inhibidores irreversibles (198). Por ultimo, saquinavir, un inhibidor de la proteasa del virus
de la inmunodeficiencia humana-1, también inhibe al proteasoma (199). Esto podria ser
evaluado mediante un estudio in vitro de la actividad de la proteasa en presencia de
MG132.

La inhibicidn del proteasoma resulta en la acumulacién de proteinas ubiquitinadas, lo que
disminuye la disponibilidad de ubiquitina libre, por lo que los resultados observados en
este trabajo podrian deberse en parte a la falta de ubiquitinacién. Drogas que inhiban la
reaccion de ubiquitinacion, como Pyrd1, o siRNAs que disminuyan la expresion de la
ubiquitina podrian ser utilizados para evaluar si la ubiquitinaciéon es necesaria durante el
ciclo replicativo de VA1.

En este trabajo determinamos que el proteosoma es necesario principalmente durante
una etapa temprana del ciclo replicativo de VA1, por lo que los inhibidores del
proteosoma serian una alternativa para el tratamiento de los signos ocasionados por la
infeccion del sistema nervioso central del astrovirus VA1, teniendo en cuenta que
bortezomib ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento de otras enfermedades y que
el desarrollo de inhibidores del proteosoma de nueva generacion que superen las
limitaciones de bortezomib se esta llevando a cabo.
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9. Conclusiones

1.
2.

El proteasoma participa en el ciclo replicativo de VA1.
El proteasoma es requerido principalmente durante las primeras 12 horas del ciclo
replicativo de VAL.

10. Perspectivas

X/
X4

L)

7/
X4

L)

7/
X4

L)

>

Determinar si la entrada requiere de la actividad del proteasoma mediante la
purificaciéon y transfecciéon en células permisivas del RNA gendmico de VA1 en
presencia de los inhibidores del proteasoma.

Caracterizar el tiempo de entrada del astrovirus VA1 a la célula.

Investigar en qué fase de la entrada estd involucrado el proteasoma.

Evaluar si algiin otro evento del ciclo posterior a la entrada requiere del proteasoma
para llevarse a cabo.

Demostrar si la ubiquitinaciéon estd involucrada en los efectos observados por la
inhibicion de la degradacién proteasomal.
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