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RESUMEN

Los astrovirus son patégenos capaces de infectar aves y mamiferos,
principalmente; los astrovirus humanos clasicos (HAstV) se han asociado a
gastroenteritis viral en nifios. Sin embargo, también se han registrado casos de
encefalitis fatal causada por astrovirus, siendo VAL el astrovirus que se presenta
con mayor frecuencia en infecciones del sistema nervioso central.

Se ha demostrado que el Sistema Ubiquitina-Proteosoma es necesario en el ciclo
replicativo del astrovirus HAstV-8, asi como en VA1. Se reportd que la cepa Yuc-8
de HAstV-8 requiere de la actividad del proteosoma en las primeras etapas del
ciclo replicativo, ademas de que también requiere de ubiquitinacion para la
produccion de progenie y proteinas virales. A la fecha, se desconoce el papel de la
ubiquitinacién en el ciclo replicativo de VAL, sin embargo se sabe que requiere del
proteosoma para su replicacion, ya que se ha reportado que la inhibicion del
proteosoma disminuye significativamente la produccion de progenie viral.

Al no existir reportes de que VA1 requiera del proceso de ubiquitinacién durante su
ciclo replicativo, se investigb el papel de la ubiquitinacion en la produccion de
progenie viral y produccién de proteinas virales, haciendo uso del inhibidor de
ubiquitinacién, Pyr-41.

En este trabajo se demostrdé que la ubiquitinacion es necesaria en las primeras
etapas del ciclo replicativo de VALl. Se demostroé que la produccién de progenie y
proteinas virales disminuyen significativamente al inhibir la ubiquitinacién con Pyr-
41, de forma dependiente a la dosis. Al comparar el efecto de Pyr-41 en diferentes
etapas de la replicacion, se observo que la produccién de progenie y de proteinas
virales es menor en las primeras horas de infeccién, principalmente cuando Pyr-41
fue afiadido durante la absorcion del virus a las células. EI mismo efecto se
observd de forma mas clara en la infectividad del virus, pues a estas horas la
infectividad disminuye casi a cero.

A pesar de que se demostro la importancia de la ubiquitinacién en la replicacion de
VALl y de que se logré identificar en qué etapa es necesaria, aun quedan muchas
interrogantes por profundizar. Es de interés conocer si la ubiquitinacion es
necesaria para la entrada del virus, si actla en una proteina celular o viral y si esta
es mandada a degradacion o no.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

La familia Astroviridae es un grupo de virus conformado por dos géneros:
Mamastrovirus, que agrupa a aquellos astrovirus capaces de infectar mamiferos, y
Avastrovirus, que incluye a todos los virus que logran infectar aves (Arias & LOpez,
2016). Sin embargo, se han identificado nuevos genomas de astrovirus en otros
animales vertebrados, como anfibios, reptiles y peces; asi como de genomas
similares a astrovirus en plantas e invertebrados (Fig. 1). Ain no se ha
determinado como se clasificaran estos virus, ya sea como miembros de la
familia Astroviridae o no (Janowski, 2021).

Entre los astrovirus que infectan al ser humano existen tres clados. El primero de
estos clados incluye a los ocho serotipos llamados clasicos (HAstV1-8); sin
embargo, en los Ultimos afios se han registrado dos nuevos clados denominados
MLB y HMO/VA (De Benedictis, 2011).

Reptile and amphibian

Avian Astroviruses astrovirus-like
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Figura 1. Relaciones filogenéticas dentro de la familia Astroviridae, basada en la secuencia de
aminoacidos del ORF2. La familia esta conformada por dos géneros: Mamastrovirus y Avastrovirus.
Este arbol se realiz6 a partir de 53 genomas de astrovirus, que incluye a las 22 especies
reconocidas por la ICTV. Los clados de astrovirus que se han detectado en enfermedades
extraintestinales estan resaltados en rojo. MAstV: mamastrovirus; AAstV: avastrovirus; HAstV:
astrovirus humano; AstV: astrovirus (Tomada de: Janowski, 2021).

A pesar de que muchas de las infecciones por astrovirus tienden a ser
asintomaticas (Johnson, et al., 2017), los astrovirus humanos clasicos (HAstV) son
patogenos gastrointestinales responsables de aproximadamente el 10% de los



casos de gastroenteritis aguda no bacteriana en nifios (Bosch, et al., 2014).
También se ha informado que los HAstV pueden causar encefalitis fatal,
principalmente en huéspedes inmunocomprometidos. Hasta la fecha, se han
notificado 13 casos de infeccién del sistema nervioso central (SNC) por HAstV,
siendo VA1 el virus que se ha encontrado con mayor frecuencia en este tipo de
infecciones (Bami, et al., 2022; Maximova et al., 2023).

1.2Genoma y estructura viral

Los astrovirus se observaron por primera vez en 1975, mediante microscopia
electronica (EM) en muestras de heces de nifios con diarrea y vomito. En estas
primeras observaciones se les asign6 el nombre de astrovirus, ya que observaron
particulas con forma de estrella (astron en griego); el andlisis ultraestructural EM
de HAstV infeccioso mostré particulas esféricas salpicadas de puas con un
diametro de ~410 A (Dryden, et al., 2012).

Las particulas maduras e inmaduras de HAstV muestran una simetria icosaédrica
T=3 con un didmetro de ~43 nm, tienen una capa denominada como core y una
capa externa compuesta por espiculas globulares (Arias & DuBois, 2017). La
maduracion de las particulas infecciosas de HAstV clasicos requiere del
procesamiento por tripsina; en su forma inmadura se observan 90 espiculas
diméricas, mientras que en el estado maduro se observan 30 espiculas (Dryden,
et al., 2012) (Fig. 2). Los viriones inmaduros estan formados por la poliproteina
VP70 y los maduros estan formados por las proteinas procesadas VP34 y VP25.
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Figura 2. Crio-microscopia electrénica (Crio-EM) y estructura cristalografica de HAstV y HEV. a)
Modelo de particulas inmaduras, obtenido a partir de Crio-EM. b) Modelo de particulas maduras,
digerido por tripsina, obtenido a partir de Crio-EM. c) Estructura de la capside del virus de hepatitis
(HEV) similar a HAstV, T = 3. d) Estructura cristalogréafica del dominio central de la capside de
HAstV. e) Estructura cristalogréfica de la espicula dimérica de HAstV. f) Estructura cristalogréafica
de la espicula dimérica del spike de astrovirus de pavo (TAstV-2) (Tomada de: Arias & DuBaois,
2017).

El genoma de astrovirus posee cuatro marcos abiertos de lectura (ORF, por sus
siglas en inglés): ORFla, ORF1lb, ORF2 y ORFX (Lulla & Firth, 2020). Las
proteinas no estructurales del virus son codificadas por ORFla y ORF1b; estas
proteinas son procesadas proteoliticamente y dan lugar a una RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp), una serina proteasa, una proteina ligada al genoma
viral (VPQ) y otras proteinas con funciones desconocidas (Fig. 3).

La expresion de la RdRp depende de un cambio en el marco de lectura
posicionado entre el ORFla y el ORF1b; este cambio de lectura da lugar a la
proteina nsplab, la cual es procesada proteoliticamente para obtener la RdRp
(Lewis & Matsui, 1995). En este sitio, el ribosoma brinca del ORFla al ORF1b,
para producir la poliproteina completa, que contiene a RdRp.
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Figura 3. Organizacion del genoma de astrovirus y la sintesis de proteinas no estructurales. A) El
RNA genomico de astrovirus es de cadena positiva y mide alrededor de 6.8 kb, posee una proteina
VPg unida covalentemente al extremo 5’ y una cola de poli A en el extremo 3'. B) Las proteinas no
estructurales de astrovirus se sintetizan a partir del ORFla y ORF1b, el precursor nspla da origen
a la proteina VPg, la proteasa, entre otras proteinas. Mientras que la polimerasa dependiente de
RNA (RdRp) es sintetizada a partir de la poliproteina nsplab, la cual es traducida gracias a la
presencia de un cambio de lectura entre el ORFla y el ORF1b (Tomada de: Arias & Lopez, 2016).

Al tercer marco de lectura se le denomina ORF2 y se encuentra en el extremo 3’
del genoma,; este codifica las proteinas estructurales, las cuales son obtenidas a
partir de un precursor conocido como VP90 (Arias & DuBois, 2017). ORFla y
ORF1b se traducen a partir del RNA gendémico (RNAg), mientras que ORF2 se
traduce a partir de un RNA subgendmico (sgRNA) que se produce durante la
infeccion por el virus (Fuentes, et al., 2012).

Las proteinas estructurales de HAstV se originan tras el procesamiento de la
poliproteina VP90, la cual es cortada para generar una proteina mas pequefia
denominada VP70, que, a su vez, se procesa proteoliticamente por tripsina para
dar origen a la forma madura, conformada por la cépside (VP34) y la espiga
(VP25) (Fig. 4).
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Figura 4. Replicacion del genoma de astrovirus y la sintesis de proteinas estructurales. A) El
genoma de astrovirus se usa como templado para sintetizar el RNA antigenémico (agRNA) de
cadena negativa, que a su vez se usa como templado para sintetizar RNA gendémico (gRNA) y
subgenomico (sgRNA). B) EI RNA subgendmico es traducido a la poliproteina VP90 que debe ser
procesada por caspasas que origina a la poliproteina VP70 de 70 kDa, que requiere de la
presencia de tripsina para madurar y obtener la forma infecciosa. Tras un proceso proteolitico se
obtienen las proteinas estructurales, es decir, la capside (VP34) y la espiga (VP27) (Tomada de:
Arias & Lépez, 2016).

En los Ultimos afios, se ha reconocido un cuarto ORF y se le ha llamado
ORFX;este ORF se sobrelapa con el ORF2 y se encuentra conservado en todos
los HAstV clasicos. Este marco codifica la proteina XP, la cual juega un papel en
el ensamblaje y/o liberacion del virus, teniendo una actividad similar a una
viroporina (Lulla & Firth, 2020).

1.3Ciclo replicativo

A pesar de que no se conoce el ciclo replicativo de astrovirus en su totalidad, hay
diferentes etapasbien caracterizadas. El ciclo de replicacion inicia con la unién del
virus al receptor de la célula, el cual es desconocido a la fecha. Sin embargo, se
ha identificado al receptor Fc neonatal (FCRn) como un posible receptor de
astrovirus, mediante la eliminacion de los genes FCGRT o B2M, que codifican
subunidades de FcRn. La ausencia de estos genes volvia a las células Caco-2
menos susceptibles a la infeccion; ademas por medio de ensayos ELISA se logro
medir la afinidad de unién de VP27 y FcRn. Aunque FcRn se une directamente a
VP27, el agotamiento de FcRn no perjudico la union de HAstV a la superficie
celular (Haga, et al., 2022). Por lo tanto, FcCRn es esencial para la infeccion de
astrovirus, pero aun no queda claro su funcién como receptor.
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Para que los astrovirus clasicos puedan infectar, deben activarse por una
protedlisis mediada por tripsina. Los astrovirus clasicos entran a la célula huésped
por endocitosis mediada por clatrina y libera su RNA gendémico al citoplasma. Se
sugiere que el virus debe llegar al endosoma tardio para liberar su genoma, ya
gue al silenciarse la expresion de Rab7, que es una GTPasa involucrada en la
maduracion de endosomas tempranos a tardios, la infectividad del virus disminuyo
un 50% (Méndez, et al., 2014).

Antibody induction /
Inhabition of complement ( d

)
(e)\ ‘\“'}* ***me

VP25VP2TNP34 :Q:

Figura 5. Ciclo de replicacion de los astrovirus clasicos. a) Sintesis del precursor de las proteinas
estructurales, a partir del RNA subgenomico (sgRNA), b) Ensamble del precursor VP90 con el
genoma viral de RNA c) Proceso proteolitico de VP90 mediado por caspasas para formar VP70 y
dar lugar a la liberacion de particulas inmaduras, d) Proceso proteolitico de VP70 mediado por
tripsina para producir particulas infecciosas de HAstV maduras conformadas por VP34, VP27 y
VP25, e) Las particulas maduras provocan la induccidon de anticuerpos, f) Unidn y endocitosis
mediada por clatrina de HAstV, g) Liberacion del genoma del virus en el endosoma tardio. (Arias &
Dubois 2017).

Una vez que el genoma se ha liberado, se usa el RNA gendomico como mRNA
para traducir las proteinas no estructurales, nsplay nsplab, a partir de los ORFla
y ORF1b. La proteina nspla genera cuatro posibles productos, del que solo se
han caracterizado a nspla/3 y nspla/4, que dan lugar a la proteasa viral y la VPg,
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respectivamente. La proteina nsplab es codificada por el ORFla y el ORF1b por
medio de un mecanismo de cambio de lectura, dando origen a la RdRp. Esta sefal
se da por una secuencia heptamérica (A6C) y una estructura de tallo-asa,
conservada en los astrovirus (Lewis & Matsui, 1995). Para que se procese co-
traduccionalmente la proteina nsplab a nspla, es probable que se requiera la
actividad de una proteasa celular en el extremo amino terminal (Mendez, et al.,
2003).

Una vez sintetizadas y procesadas las proteinas no estructurales del virus, es
posible iniciar la replicacion del genoma viral, que aunque no esta bien
caracterizada se infiere que posee caracteristicas de otros virus de ssRNA de
polaridad positiva. Para iniciar la replicacion, se usa de molde al RNA gendmico
(JRNA) para producir una copia completa de RNA antigendmico (agRNA) de
cadena negativa, que, a su vez, se usa de molde para generar dos formas de RNA
de cadena positiva. Una de las copias generadas es del genoma completo y es
idéntica al gRNA parental, una parte de estas copias de gRNA se utilizan para
sintetizar las proteinas no estructurales y otra parte se ensambla en las nuevas
particulas virales que se generan. La otra forma de RNA producida a partir de
agRNA se le denomina como RNA subgendmico (sgRNA), el cual se caracteriza
por transcribirse a partir de un promotor interno, contener solo la secuencia del
ORF2 y funcionar como mRNA para traducir las proteinas estructurales que se
usaran para el ensamblaje.

El sgRNA da lugar a una proteina precursora denominada como VP90; los
astrovirus clasicos se ensamblan en 180 copias de esta poliproteina VP90. Sin
embargo, requiere de un proceso de caspasas para cortar a la VP90 cerca del
extremo C-terminal, resultando en una proteina de 70 kDa denominada como
VP70. El procesamiento de VP90 no es necesario para el ensamblaje, pero se
requiere para la liberacion del virus al citoplasma (Bafios & Méndez, 2010;
Méndez, et al., 2004). Una vez afuera, las particulas virales reinician el ciclo en las
células no infectadas.

1.4 Caracteristicas particulares de VAl

Desde su descubrimiento, los astrovirus se han aislado principalmente del tracto
gastrointestinal; sin embargo, se han identificado astrovirus que infectan el sistema
nervioso central (Janowski, 2021). En el caso de VA1, se ha detectado de forma
independiente en el tejido cerebral de diversos casos de encefalitis humana.

El astrovirus VAL fue identificado por primera vez en muestras fecales en 2008,
tras un brote de gastroenteritis en una guarderia en Virginia, EUA. Tras un analisis
filogenético, se demostré6 que HAst-VAl era mas parecido a astrovirus que
infectan a animales, en comparacion con otras cepas de astrovirus humanos
(Finkbeiner, et al., 2009).

Para la propagacion de los astrovirus clasicos se requiere la adicion de tripsina
para la activacién del virus y que este pueda entrar a la célula huésped, contrario a
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lo que pasa en VA1 que puede propagarse sin la adicion de tripsina (Janowski, et
al., 2017). La proteina precursora de VA1 (VP86) no es procesada por tripsina, ni
por caspasas, como ocurre en los HAstV clasicos. Sin embargo, se ha demostrado
gue VP86 es procesada intercelularmente por proteasas aun desconocidas, lo cual
parece ser necesario para que el virus sea infeccioso (Aguilera-Flores, et. al,
2022).Esto podria relacionarse con la patologia y el tipo de infeccion de cada
grupo de virus, ya que se ha reportado que la tripsina se produce en mayor
cantidad en el tracto gastrointestinal (Janowski, 2021).

1.5Sistema Ubiquitina-Proteosoma (UPS, por sus siglas en inglés)

En las células eucariontes se degradan proteinas continuamente a péptidos y se
reemplazan por proteinas recién sintetizadas (Goldberg, 2003). El Sistema
Ubiquitina-Proteosoma es la principal via de degradacion de proteinas, siendo un
proceso multienzimatico que requiere de ATP. Su funcién principal es la
degradacion de proteinas mal plegadas o dafadas, sin embargo, lleva a cabo
otras funciones como 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 (Goldberg, 2007; Mitch & Goldberg, 1996).

Este sistema esta conformado por dos componentes importantes, el primero es un
complejo multiproteico denominado como proteosoma 26S, el cual es el
encargado de la degradaciéon de proteinas. El segundo componente es una
proteina pequefa llamada ubiquitina, cuya principal funcion es marcar las
proteinas y llevarlas a degradacién, a través de un proceso llamado ubiquitinacion,
el cual requiere de ATP y diversas enzimas.

Actualmente existen diversos inhibidores de esta via, siendo los mas conocidos
Bortezomib y MG132. Bortezomib se aprobdé en 2003 como tratamiento para
mieloma multiple recidivante y refractario (RRMM), este farmaco se une selectiva y
reversiblemente a la subunidad 26S del proteosoma, previniendo la degradacién
de proteinas y afectando diversas cascadas de sefalizacién (Curran & McKeage,
2009). MG132 o Carbobencil-Leu-Leu-Leu-aldehido, es el inhibidor del
proteasoma mas usado en investigacion, esto se debe a que es potente, no
costoso y reversible. Este farmaco es un aldehido peptidico que inhibe a la
subunidad 20S del proteosoma, uniéndose al sitio activo de las subunidades beta
y bloquea eficazmente la actividad proteolitica del complejo del proteasoma 26S
(Guo & Peng 2013).

1.6 Caracteristicas de la ubiquitina

La ubiquitina es una proteina de 76 aminoacidos altamente conservada, que se
une a otras proteinas a través de un enlace isopeptidico entre el residuo de glicina
carboxilo terminal de la ubiquitina y el grupo €-amino de una lisina de la proteina
diana. La ubiquitina es codificada por una familia de loci, los genes UBA52 y
RPS27a codifican una sola copia de ubiquitina fusionada con proteinas
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ribosdmicas y los genes UbB y UbC codifican poliubiquitina, formando cadenas de
3y 9 repeticiones de ubiquitina de cabeza a cola (Radici, et al., 2013).

La ubiquitina posee siete residuos de lisina (Fig. 6), los cuales se pueden
ubiquitinar para dar lugar a cadenas de poli-ubiquitinas; también se pueden
generar cadenas de ubiquitina 'lineales’ unidas a Metionina iniciadora (Metl),
cuando la ubiquitina se une al extremo N-terminal de una segunda ubiquitina.
Estudios protedbmicos muestran que todos los tipos de enlace son posibles en las
células Komander, 2009; Swatek, & Komander, 2016).

(C-terminus - point of linkage)

Lys27 (9%)
(ubiquitin fusion
degradation)

~e-—— Lys48 (29%)
proteasomal degradation

Lys29 (3%)
(lysosomal degradation,
kinase modification)

Met1 - linear chains (ND)
signalling

' <«—— Lys63 (17%)
signalling, trafficking,

Lys33 (3%)
DNA damage response

(kinase modification)

Lys6 (11%)
(DNA repair)

\ Lys11 (28%)
ERAD, cell cycle regulation

Figura 6. Estructura de la ubiquitina y sus residuos de lisina. La estructura de la ubiquitina se
identifica de color verde, donde se observan los siete residuos de lisina (esferas azules) que
permiten la unién a una proteina diana. En cada residuo se indica entre paréntesis la abundancia
relativa del enlace particular en S. cerevisiae (Komander, 2009).

En un estudio protedmico cuantitativo, se analizé todo el contenido de ubiquitina
en levadura, logrando determinar la abundancia relativa de cada tipo de enlace
ubiquitina-ubiquitina (Xu, et al., 2009). Se encontré que el enlace mas abundante
es con la Lys 48, representando el 29% de todos los enlaces, seguido por los
enlaces en la Lys 11(Fig. 6). El tipo de union en la cadena de ubiquitina establece
la funcion de esta en la célula. Las cadenas unidas a Lys 48 tienen la funcion de
dirigir las proteinas a degradacion via proteosoma, mientras que las que se unen a
Lys 63 no poseen funciones degradativas, sino de sefalizacion. El resto, que
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podria considerar “atipicas”, poseen diferentes funciones como reparacion de
DNA, regulacion de ciclo celular y modificaciones en la activacion de quinasas.

La homeostasis de ubiquitina se mantiene gracias al reciclaje de cadenas de
ubiquitina por enzimas desubiquitinadoras (DUB) y a la sintesis de novo (Radici, et
al., 2013). A pesar de ser una proteina importante y abundante, no se produce en
exceso debido a un sistema de reciclaje

1.7 Ubiquitinacion

La ubiquitinacion es una modificacién post-traduccional, cuyo principal objetivo es
marcar proteinas para su degradacion. Sin embargo, la ubiquitinacion también
participa en otros procesos de regulacion como: el trafico de proteinas, la
regulacion del ciclo celular, la reparacién del DNA, la apoptosis y la transduccion
de sefales (Radici, et al., 2013). Este proceso requiere una activacion inicial del
grupo carboxilo terminal de la ubiquitina; dicha activacion se da gracias a la
enzima activadora E1 y una molécula de ATP. Este paso resulta en la formacion
de un intermediario ubiquitina-AMP y el producto final es la ubiquitina unida a E1
por un enlace tioéster. Posteriormente, la ubiquitina es transferida a una enzima
conjugadora o E2 y se produce una cierta selectividad por los sustratos, pero la
selectividad definitiva proviene de las enzimas ligasa o E3 (Mitch, & Goldberg,
1996). Estas enzimas reconocen uno 0 un conjunto de sustratos y catalizan la
transferencia de la ubiquitina de E2 al sustrato, formando un enlace isopeptidico

(Fig. 7).

Las enzimas E3 son las mas heterogéneas en la via de la ubiquitinacién; estas
enzimas se clasifican en tres tipos, segun la presencia de dominios caracteristicos
y del mecanismo de transferencia de ubiquitina al sustrato. El tipo de E3 mas
abundantes son las RING E3s, las cuales se caracterizan por poseer un dominio
de unién a zinc llamado RING o un dominio U-box, que es parecido a RING pero
carece de zinc. Estos dominios son los responsables de unirse a la ubiquitina
conjugada en E2 y estimular la transferencia. Las RING E3s median la
transferencia directa de la ubiquitina al sustrato, funcionando como un andamio
gue orienta a la ubiquitina de E2 a su respectivo sustrato.

Las HECT E3s y las RBR E3 son otro tipo de E3 ligasas, que catalizan la
transferencia de ubiquitina a través de dos reacciones. En la primera, la ubiquitina
se transfiere a una cisteina catalitica de E3 y después pasa al sustrato, estos dos
tipos de E3 ligasas se diferencian por presentar diferentes dominio cataliticos. Las
HECT E3s presentan un dominio HECT en C-terminal de la proteina, se
caracterizan por tener una estructura bilobular, donde la l6bulo N-terminal
interactia con E2 conjugado y el I6bulo C-terminal posee la cisteina catalitica.
Mientras que las RBR E3 poseen dos dominios RING (RING1 y RING2) separados
por un dominio intermedio RING (IBR), RING1 recluta a E2 conjugado con
ubiquitina y RING2 posee la cisteina que cataliza la transferencia (Morreale, &
Walden, 2016).
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Una vez ubiquitinada la proteina diana, ésta se puede ir a degradacién via
proteosoma, puede perder el enlace con ubiquitina o puede regular mas funciones
previamente descritas. Cuando la ubiquitina cumple su funcion, puede ser
reciclada e iniciar un nuevo proceso de ubiquitinacion (Fig. 7).

El proceso de ubiquitinacion es dinamico y es reversible mediante la accion de
enzimas conocidas como desubiquitinasas (DUB), las cuales rompen el enlace
isopeptidico entre los residuos de lisina de la proteina diana y la glicina C-terminal
de la ubiquitina (D’Arcy, et al., 2015). Las DUBs se clasifican en seis clases:
proteasas especificas de ubiquitina (USP), hidrolasas carboxi-terminales de
ubiquitina (UCH), proteasas de tumor ovérico (OTU), proteasas de dominio
proteico de la enfermedad de Machado-Joseph, JAMM/MPN asociado al
dominiometalopeptidasas (JAMM) y proteina inducida por proteina quimiotactica
de monocitos (MCPIP). Todas ellas son cisteina proteasas a excepcion de las
JAMM, que pertenecen a la clase catalitica de las metaloproteasas (Fraile, et al.,
2012)
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Figura 7. Esquema de la ubiquitinacion mediada por el sistema ubiquitina-proteosoma. a)
Activacion de la enzima E1 dependiente de ATP, formacion de enlace tioéster entre la ubiquitina y
E1, b) Conjugacion de la ubiquitina, transferencia de E1 a E2, ¢) Transferencia de la ubiquitina al
sustrato, formacion del enlace isopéptidico de la ubiquitina a la proteina diana, (d)
Desubiquitinacion mediada por las enzimas desubiquitinadoras (DUB), e) Poliubiquitinacion,
formacién de una cadena de poliubiquitina, f) Degradacion de la proteina diana via proteosoma, g)
reciclaje de ubiquitina (Tomada de: Song, Y., et al, 2021).

1.8Inhibidor de la ubiquitinacion
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El acido 4[4-(5-nitro-furan-2-ilmetileno)-3,5-dioxo-pirazolidin-1-il] etil éster benzoico
(PYR-41) es el primer compuesto permeable que inhibe la ubiquitinacion, el cual
inactiva la enzima activadora E1, impidiendo la formacion del enlace tioéster de la
E1 con la ubiquitina. La estructura de Pyr-41 sugiere que podria reaccionar con el
sitio activo de cisteina de E1 (Yang, et al. 2007). Ademas de bloquear la
ubiquitinacién, PYR-41 aumenta la SUMOilacién en células que poseen E1
sensible a la temperatura. También atenta la activacion del factor nuclear kB
mediada por citoquinas, debido a la inhibicion de la ubiquitinacion de (Lys-63) de
TRAF6, lo cual es esencial para la activacion de la quinasa IkB (Yang, et al. 2007).
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2. ANTECEDENTES

Los virus requieren de la maquinaria de la célula huésped para su replicacion,
maduracion o liberaciébn del virus, entre otras cosas. Diversos virus han
desarrollado la capacidad de utilizar o manipular la via ubiquitina-proteosoma del
huésped a su favor. Por ejemplo, se ha sugerido que este sistema es necesario
para que los virus puedan evitar la vigilancia inmunitaria del huésped, para la
maduracion viral y la liberacion de la progenie viral, para la replicacion viral
eficiente y para la reactivacion del virus desde la latencia (Gao & Luo, 2006).

Se ha demostrado que el SistemaUbiquitina-Proteosoma es necesario para la
replicacion de astrovirus clasicos, especificamente en la cepa Yuc8 del astrovirus
humano HAstV-8. Se demostré que al usar inhibidores del proteosoma como
MG132, lactacistina y PSI se reducia la progenie viral de Yuc8, siendo MG132 el
inhibidor mas eficiente. Con este mismo inhibidor, se demostré que el sistema es
necesario en los pasos tempranos de la replicacion de Yuc8, debido a que el
farmaco inhibié el rendimiento de la progenie viral en mas de 1 logaritmo cuando
se afadi6 al final del periodo de adsorcion o a las 4 h posteriores a la adsorcidon
(hpa). En este mismo reporte, se concluyd que la inhibicion del proteosoma
también afecta la produccion de proteinas virales, ya que la acumulacion tanto de
la capside como de la proteasa disminuy6 en un 80 y un 60 % (Casorla-Pérez, et
al.,, 2018). Todos estos datos sugieren que la actividad del proteosoma es
necesaria en el ciclo replicativo de astrovirus clasico.

El tratamiento con MG132 reduce la sintesis de proteinas virales de Yuc8, esto
podria deberse a una reduccion del RNA viral. Mediante gRT-PCR se observé que
la produccién de sgRNA disminuyé en las primeras 12 horas de infeccidn,
mientras que la sintesis de agRNA disminuyd después de 24 horas de infeccién
(Casorla-Pérez, et al., 2018). Por lo tanto, la actividad de proteosoma se requiere
para la acumulacién eficiente de sgRNA, que conduce a la sintesis de agRNA, sin
acumulacion de la cadena positiva no es posible la sintesis de la cadena negativa.

Al inhibir la ubiquitinacion en la infeccion de Yuc8, ya sea silenciando el gen ubc o
agregando Pyr-41 que inhibe la enzima E1, se observé una reduccién de la
progenie y las proteinas virales. En el caso de Pyr-41, la progenie se redujo con
respuesta a la dosis y la sintesis de la proteina de la capside y la proteasa viral se
redujeron en aproximadamente un 80%. El silenciamiento de ubc mostré una
reduccion de mas del 95%, similar a las células tratadas con MG132 o Pyr-41, asi
como una reduccion significativa de las proteinas virales (Casorla-Pérez, et al.,
2018). Estos ensayos, nos sugieren que la replicacion de Yuc8 también requiere
de ubiquitinacion, pero no se descarta la posibilidad de que la ubiquitinacion
independiente del proteosoma sea necesaria para la replicacion del virus.
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No existen reportes donde se afirme que la ubiquitinacion es necesaria para la
replicacion de VA1l. Sin embargo, al tratar con inhibidores del proteosoma a
células infectadas con VAL, se observo una disminucion de 2 y 4 logaritmos en la
progenie viral y una reduccion en la produccién de las proteinas virales, siendo los
pasos tempranos de la infeccion los mas afectados y se sugiere que el
proteosoma es necesario en las primeras 12 horas (Jiménez, 2021).
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3. JUSTIFICACION

La infeccion por astrovirus es una de las principales causas de gastroenteritis en
humanos y animales, y en los Ultimos afios se ha asociado con encefalitis fatal en
humanos, principalmente por el astrovirus VAL.

El papel de la via ubiquitina-proteosoma se ha reportado en el ciclo de replicacion
de astrovirus clasico, pero se desconoce el efecto de la inhibicion de la
ubiquitinacién en la replicacion del astrovirus neurotropico VAL.

Conocer el papel de la ubiquitinacién en la replicacion viral de VA1 nos brindara
una idea del mecanismo de secuestro que usa el virus durante la infeccion y usar
esto a favor en el disefio de futuros tratamientos terapéuticos.

4. HIPOTESIS

La ubiquitinacion es necesaria en la replicacion del astrovirus VA1

5. OBJETIVOS
* Objetivo General

Determinar si la ubiquitinacion es necesaria en el ciclo de replicacion del astrovirus
neurotrépico, VAL.

* Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la inhibicién de la ubiquitinacién en la produccion de progenie
y proteinas virales.

Determinar si la ubiquitinacion esta involucrada en un evento temprano o tardio de
la infeccidn viral.

Investigar el efecto de la inhibicion de la ubiquitinacion en la infectividad del
astrovirus VAL.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Células, virus y reactivos

Las células C2Bbel son clonas de una linea celular derivada de cancer de colon
humano Caco-2, las cuales se obtuvieron a través de una compra en American
Type Culture Collection y se propagaron en un medio Dulbecco’s modified Eagle’s
medium-High glucose (DMEM-HG) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. Cat.
D7777-10X1L), suplementado con aminoacidos no esenciales (Gibco Life
Technologies, Carlsbad, CA Cat. 1140) y 10% de suero fetal bovino (Cansera,
Ontario, Canadd), conservando una atmosfera de 10% de CO:2 y una temperatura
constante de 37°C. El medio MEM (Minimum Essential Medium) fue usado para
realizar lavados y fue comprado a Invitrogen (Cat. 31985070). El astrovirus VA1
fue donado por el laboratorio del Departamento de Patologia e Inmunologia de la
Escuela de Medicina de la Universidad de Washington en Saint Louis, Missouri,
por el Dr. David Wang.

El anticuerpo monoclonal anti-tubulina (clonaTU-01) fue comprado a Invitrogen
(Cat. 138000), el anticuerpo secundario acoplado a Alexa-647 fue comprado a
invitrogen (Cat. A21245). Previamente, se produjeron anticuerpos contra VAL en el
laboratorio, como es el anticuerpo monoclonal 2A2, hecho en raton y dirigido
contra la particula viral completa de VA1l (Janowski, et al., 2021), asi como el
anticuerpo anti-proteasa dirigido a la proteasa viral (Jiménez, 2021) y el anticuerpo
DuBois contra una proteina recombinante producida en bacteria equivalente a
core de VALl (Aguilera-Flores, et. al, 2022), estos ultimos hechos en conejo. Por
altimo, el inhibidor de la ubiquitinaciéon Pyr4l (Cat. 662105) se adquirié de
Calbiochem.

6.2 Infeccion y tratamiento con Pyr-41

Se sembraron células en placas de 96 pozos en un volumen de 150 uyl de medio
DMEM-HG. Una vez que llegaron a confluencia se infectaron con VA1 en una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 10, en un volumen de 50 ul durante una hora a
37°C. Posteriormente se retird el virus no unido a las células con tres lavados con
100 pl de medio MEM. Las células se incubaron a 37°C por 24 horas con 150 ul
de medio DMEM-HG suplementado con aminoacidos no esenciales. Para el
tratamiento con Pyr-41, se agregd Pyr-41 a una concentracion determinada
(50uM, 100uM, 150uM, 200uM) y para el control se agregd DMSO a las mismas
concentraciones. Para determinar en qué etapa actla la ubiquitinacion, se agrego
100 uM de Pyr-41 en diferentes tiempos.

Pasadas las 24 horas de incubacion, se procesaron las células para determinar la
progenie viral, la produccion de proteinas virales y la viabilidad celular.
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6.3 Determinacion de la progenie viral

Se lisaron las células con tres ciclos de congelamiento/descongelamiento.
Posteriormente, se determind el titulo viral del virus presente en el lisado,
titulandolo mediante ensayos de focos infecciosos por inmunoperoxidasa. En este
ensayo se sembraron células en placas de 96 pozos y se infectaron con 50 ul virus
proveniente del lisado en diluciones seriadas, empezando con una dilucion 1:10 y
haciendo diluciones dobles seriadas. Las células se incubaron por una hora a
37°C, se lavaron tres veces con 100 yl de medio MEM y se volvieron a incubar por
24 h a 37°C con 150 uyl de medio DMEM suplementado con aminoacidos no
esenciales.

Para fijar la monocapa de células se retir6 el medio y se agrego6 a cada pozo 100
pl de formaldehido al 2% diluido en PBS 1X, se dej6 reposar por 20 minutos y se
realizaron tres lavados con 100 pyl de PBS 1X. Para permeabilizar las células y
permitir la entrada de anticuerpos, se agregaron 100 pl de triton al 0.2%, en cada
pozo durante 15 minutos y se procedio a lavar tres veces con PBS 1X. Las células
se incubaron con 50 pl del anticuerpo primario MAb2A2 (el cual es un anticuerpo
monoclonal generado en nuestro laboratorio) diluido1:1000 en PBS 1X durante 1
hora a 37 °C. Pasado este tiempo, se realizaron tres lavados con PBS 1X y se
incubaron las células con 50 pl de proteina A conjugada con peroxidasa
diluida1l:3000 en PBS 1X, durante 1 hora a 37°C. Para terminar, se realizaron tres
lavados con PBS 1X'y se agregaron 50 ul del sustrato de la peroxidasa, 3-amino-
9etil-carbazole (Sigma Chemicals) como se ha descrito previamente y se incubé a
temperatura ambiente durante unos minutos hasta que las células se tifieron de
rojo. Las células se lavaron con agua y se dejaron secando para el posterior
conteo de focos.

Para obtener el titulo del lisado viral, se tomd la dilucién donde contaron de 150 a

300 focos o células tefiidas y se uso la siguiente férmula:

(A x A1) + (B x B1)
2

Titulo viral = ( X 5.5 x 20)

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

6.4 Determinacion de la produccién de proteinas virales

La produccion y el procesamiento de proteinas virales se determind por Western
blot; se lisaron las células previamente infectadas en placas de 96 pozos. Para
llevar a cabo esta lisis, se afiadié 50 pl de buffer de Laemmli 1X (Tris-Cl 50 mMpH
6.8, SDS 2%, azul de bromofenol 0.1%, glicerol 10% y B-mercaptoetanol 1%) por
pozo, se recolectd el buffer en microtubosy 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
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en buffer de transferencia (CAPS 10 mM, pH 11). Posteriormente, se bloquearon
las membranas con PBS 1X con 0.1% de Tween-20 y 5% de leche descremada
(Carnation) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se desecho la leche y se lavo
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 4°C. Se hicieron tres lavados, cada uno
de 10 minutos con PBS-Tween-20 al 0.1% y se incubaron las membranas con los
anticuerpos secundarios acoplados a Alexa 647, diluido 1:1000 en PBS1X-0.1%
Tween-20 durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron 3
lavados de 10 minutos cada uno con PBS1X-0.1% Tween-20 y se detecto la sefial
en un escaner Typhoon™ FLA 9500 (GE Healthcare).

La sefial de cada banda fue capturada a través del programa Thyphoon™ FLA
9500 y se cuantificd la produccion de proteinas con el programa ImageQuant TL
1D v8.1. Para determinar la produccion de proteinas virales se capturaron los
datos obtenidos en ImageQuant TL1D v8.1 de cada carril de la membrana, el dato
obtenido por cada banda se dividié entre el dato obtenido del control de carga, en
el caso de las proteinas no estructurales se us6 como control de carga una banda
inespecifica que se detecta con el anti-proteasa, mientras que para las proteinas
estructurales se hizo uso de anti-tubulina para detectar una banda de tubulina
como control de carga.

Para calcular el porcentaje de proteinas sintetizadas durante la inhibicion con
respecto al control, se dividi6 la cantidad de proteina viral obtenida en el
tratamiento de Pyr-41 entre la cantidad de proteina viral obtenida con el control de
DMSO y se multiplicé por 100.

6.5 Determinacion de la viabilidad celular

Para determinar si las células son viables a diferentes concentraciones de Pyr.41,
se realiz6 un ensayo de liberacion de LDH. Para iniciar, se recuper6 el medio de
células previamente infectadas en placas dilutoras y éstas se lisaron afiadiendo 50
pI de la solucion de lisis (numero de catalogo L2152; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
diluida 1:10 en DMEM sin suero, y se incub6 por 1 hora a 37 °C. Pasado este
tiempo, se colectaron los lisados en placas dilutoras. Para realizar el ensayo, se
tomaron 50 pl de cada sobrenadante y 50 pl de las células lisadas previamente
diluidas 1:5 en medio DMEM sin suero y anadieron 50 yl de medio DMEM sin
suero a tres pozos que servirian de blanco. A cada muestra y a los blancos se le
adicionaron 50 pl del mix del ensayo de LDH, la cual se compone de volumenes
iguales de la solucién sustrato (numero de catalogo L2402; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), la solucion colorante (numero de catalogo L2277; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) y de la preparacién 1X del cofactor. Se dejaron incubar a temperatura
ambiente de 20 a 30 minutos en ausencia de luz y se detuvo la reaccién
agregando un volumen de 1/10 de HCI 1N a cada pozo. Posteriormente se midio
la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 490 nm, para eliminar
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el fondo se mide la absorbancia a 690 nm y se le resta al valor obtenido en la
lectura a 490 nm.

Para calcular el porcentaje de LDH total se utilizo la siguiente férmula:
LDH;,;q; = (LDH del lisado %X 5) + LDH en sobrenadante

Y para calcular el LDH liberado al medio, se hizo uso de la férmula:
LDH,;,e = (LDH en sobrenadante /LDH total) (100)

6.6 Determinacioén de la infectividad

Para determinar la infectividad, se infectaron células C2Bbel a una MOI de 0.02
en una placa de 96 pozos y se adicion6 Pyr-41 a diferentes tiempos de la
infeccion. Después de 24 horas de incubacién, se fijaron y permeabilizaron las
células con 100 pl de formaldehido y tritdn, respectivamente. Posteriormente se
incubaron con 50 pl del anticuerpo primario mAb2A2 diluido1:1000 en PBS 1X
durante 1 hora a 37 °C. Pasado este tiempo, se realizaron tres lavados con PBS
1X y se incubaron las células con 50 ul de proteina A conjugada con peroxidasa
diluidal:3000 en PBS 1X, durante 1 hora a 37°C.

Para calcular el % de infectividad con respecto al control, se realiz6 una relacién
donde el control era igual a 100%.

6.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en este trabajo se graficaron con el programa GraphPad
Prism, graficando la media aritmética y desviacion estandar (SD) de cada
experimento. Para decidir si hay diferencias estadisticas entre un tratamiento y el
control se tom6 como base un P-value menor a 0.05, con una prueba Mann-
Whitney.
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7. RESULTADOS
La ubiquitinacion es necesaria para la replicacion de VAl

Los astrovirus clasicos requieren del Sistema Ubiquitina-Proteosoma en el ciclo
replicativo. Al inhibir la ubiquitinacién por diferentes estrategias se ha observado
una reduccion de la progenie viral en Yuc-8 (Casorla-Pérez, et al., 2018).

Para determinar si la ubiquitinacion también es necesaria en la replicacion de VAL,
se infectaron células C2Bbel con VAl y se incubaron con diferentes
concentraciones de Pyr-41, un inhibidor de la enzima activadora E1;
posteriormente se analizo la produccion de progenie viral por medio de un ensayo
de inmunoperoxidasa. Como se observa en la Figura 8A, la produccion de
progenie viral se redujo en respuesta a la dosis del farmaco, sin presentar una
toxicidad para las células en las concentraciones de 100 uM y 150 uM (Fig. 8B),
donde la liberacion de LDH no fue significativamente mayor que el tratamiento
control con DMSO.

Cuando se trataron a las células infectadas a una concentracion de 50 uM de Pyr-
41 no se observo un cambio significativo en la produccion de progenie viral con
respecto al control de DMSO. A una concentracion de 100 uM de Pyr-41, la
produccion de progenie viral disminuyé cerca de medio logaritmo con respecto al
control y un logaritmo a una concentracion de 200 uM (Fig. 8A), la disminucion de
la progenie fue dependiente a la dosis.
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Figura 8. La inhibicidn de la ubiquitinacion reduce la produccion de progenie y sintesis de
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produccion de proteasa de VAL. E) Produccion de las proteinas estructurales de VA1 F) Analisis
cuantitativo de dos experimentos de la produccion del core de VAL.

Para determinar si Pyr-41 también afecta en la produccién de proteinas virales de
VA1, se infectaron células C2Bbel con VAl y se incubaron con diferentes
concentraciones de Pyr-41, posterior a las 24 horas de infeccion, se recogieron las
células con buffer de Leammli y se analizaron las muestras por medio de un
Western blot.

Al inhibir la ubiquitinacion en la infeccion por el astrovirus VA1, se observo una
disminucién en la expresion de las proteinas no estructurales (Fig. 8C-D) y en las
proteinas estructurales (Fig. 8E-F), la produccion de ambas proteinas disminuye
conforme aumenta la dosis de Pyr-41. Esto nos sugiere que la ubiquitinacion es
necesaria para la expresion de las proteinas virales de VAL,

En la figura 8C se observa que la expresion de la proteina precursora de la
proteasa se reduce cuando las células son tratadas con 50 uM de Pyr-41. La
expresion del precursor y la proteasa se ve afectada por igual cuando se trata a
las células con 100 uyM de Pyr-41, y la expresion de esta es nula después de
agregar una dosis mayor de 150 uM.

La expresion de la proteina precursora VP90 no se ve afectada con una dosis de
50 uM, pero si las proteinas maduras. Esta disminucién de la expresion de las
proteinas estructurales va aumentando conforme a la dosis, pero la expresion no
es nula a la dosis mas alta de 200 uM (Fig. 8E-F). Lo anterior sugiere que la
ubiquitinacion se requiere para la expresién de la proteina estructural, pero no
para el procesamiento.

Para los siguientes experimentos, se seleccion6 una dosis constante, la cual debia
causar efecto en la produccién de proteinas y progenie virales sin causar un dafo
en las células. Para ello, se repitieron los experimentos anteriores en una sola
concentracion, la cual fue 100 uM. En la repeticion de estos experimentos se
observd que la inhibicion de ubiquitinacién disminuia seis veces la produccion de
progenie viral (Fig. 9A), pero la liberacion de LDH aumenté con respecto al control
en estas repeticiones, representando una toxicidad significativa en las células (Fig.
9B).
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Posteriormente se analizé la sintesis de proteinas virales en células infectadas
que fueron tratadas con 100 uyM de Pyr-41. Para ello, se repitio el analisis de
Western blot, donde se observdé que la proteina precursora de la proteasa
disminuye 29.26% con respecto el control, mientras que la proteasa madura
disminuye 23.12% (Fig. 9C-D). Con respecto a las proteinas estructurales, el
precursor VP90 disminuye 38.63% en presencia de Pyr-4, mientras que la
produccion del core disminuyo6 11.01% con respecto al control (Fig. 9E-F).

VAl requiere de ubiquitinacién en una etapa temprana de la infeccion

Tanto en los astrovirus clasicos, como en VAL, se tienen reportes de la
importancia del proteosoma en las etapas temprana del ciclo replicativo del virus.
La inhibicion de la actividad del proteosoma con farmacos como MG132,
disminuye la produccion de progenie viral cuando la droga se administra en las
primeras horas post-infeccion (hpi) (Casorla-Pérez, et al., 2018; Jiménez, 2021).

Para determinar si la ubiquitinacion participa en un evento temprano o tardio de la
replicacion viral de VA1, se infectaron células C2Bbel con VA1l a una MOI de 10.
En este disefio experimental se adiciond Pyr-41 a diferentes horas de infeccién
(Fig.10A), en una concentracion de 100 uM, iniciando con un pre-tratamiento,
donde se agregé la droga una hora previa a la infeccion.

La progenie viral de VA1 disminuyd un logaritmo respecto al control, cuando se
pretrataron a la células una hora antes de la infeccion, pero el efecto de la droga
fue mayor cuando se adiciond nuevamente después de la hora de absorcion
(Fig.10B). Se observé una mayor disminucién de la progenie viral cuando se
adicioné Pyr-41 durante y después de la hora de absorcién, disminuyendo 2.6
logaritmos con respecto el control.

La inhibicibn de la ubiquitinacion no afecté en la produccion de progenie viral
cuando se adicion6 Pyr-41 a las 3 hpi, ni en tiempos posteriores, demostrando que
la ubiquitinacién es necesaria en las etapas tempranas de la infeccion de VAL.

Para determinar el papel de la ubiquitinacion en la produccion de proteinas, se
infectaron células C2Bbel con VAl a una MOI de 10, se incubaron con Pyr-41 a
100 uyM a diferentes horas de infeccion. Pasadas las 24 horas de infeccion, se
recogieron las células con buffer de Laemmli y se analizaron las muestras por
medio de un Western blot.

La sintesis de proteinas virales disminuy0 ante la adicion de Pyr-41 en las
primeras horas de infeccion, lo que concuerda con la produccion de progenie viral.
En la figura 10C se observa que la expresion de la proteina precursora de la
proteasa se ve afectada con el pretratamiento con Pyr-41 y su expresion es casi
nula cuando se inhibe la ubiquitinacién durante la absorcion del virus. Este efecto
de reduccion también se observa en la expresion de proteasa madura, pero en
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menor escala. La produccion de proteasa ya no se ve afectada cuando Pyr-41 se
adiciona a las 3 hpi.

La produccién de proteinas estructurales se ven afectadas indistintamente. Con el
pretratamiento de Pyr-41 se ve una disminucion en la expresion del precursor
VP90 y de las proteinas estructurales maduras, y cuando se afiade Pyr-41
después de la infeccion, la expresion de estas proteinas es menor. Como en los
experimentos anteriores, Pyr-41 pierde efecto cuando es afiadido después de las
3 hpi (Fig.10D).
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Pyr-41 afecta la infectividad de VA1l

La disminucion de progenie viral y la produccién de proteinas virales ante el
tratamiento de Pyr-41 nos demuestra que la ubiquitinacién es necesaria en el ciclo
viral de VALl. Con esta informacion no podemos determinar si la ubiquitinacion
ocurre a nivel de entrada o en un evento posterior a la entrada, ya que esta
disminucién seria igual si el virus no entrara, si no se tradujeran sus proteinas o Si
no se transcibe o replica el genoma. Por ello, se realizé un ensayo de infectividad,
donde es posible descartar si la ubiquitinacion esta involucrada en la entrada o no,
ya que nos muestra la cantidad de virus que estd entrando aunque este produzca
una menor cantidad de proteinas.

Para investigar el efecto de la inhibicion de ubiquitinacion en la infectividad de
VAL, se infectaron células C3Bbel a una MOI de 0.02 y se trataron con Pyr-41 a
las mismas horas, pasadas las 24 horas de incubaciéni se realiz6 un ensayo de
inmunoperoxidasa y se calculo el porcentaje de infectividad respecto al control.

El pretratamiento con Pyr-41 disminuyo la infectividad de VA1 al 24.66% respecto
al control; al adicionar nuevamente la droga, la infectividad disminuyo al 11.15%.
La infectividad de VA1 disminuy6 hasta el 5.08% al adicionar Pyr-41 durante la
absorciéon de virus, mientras que al agregar la droga después de la absorcién la
infectividad disminuy6 al 66.18%. Las horas posteriores a la infeccion no tuvieron
un efecto mayor en la infectividad, ya que todas representan mas del 90% de
infectividad (Fig.10E).

Pyr-41 afecta la infectividad de VA1 en etapas muy tempranas, pero después de la
primera hora de infeccion no muestra un efecto. Esto nos indica que la
ubiquitinacién es esencial para la infectividad de VA1 en las primeras etapas de
infeccion.
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8. DISCUSION

En este trabajo se demostré6 que la inhibicion de ubiquitinacion resulta en la
disminucion de la produccion de progenie viral y la sintesis de proteinas virales del
astrovirus neurotropico VAL. En estudios previos, se observd que la cepa Yuc-8
del HAstV-1 requiere de ubiquitinacion en su ciclo replicativo, probablemente para
la degradacion de proteinas via el sistema ubiquitina-proteosoma. Sin embargo,
estos hallazgos no pueden descartar el papel de la ubiquitinacion independiente a
la degradacion en el ciclo viral de HAstV-8 (Casorla-Pérez, et al., 2018).

Los mismo ocurre en el caso de VAL, con los resultados reportados hasta el
momento no se puede determinar si la replicacion de VA1l requiere de una
degradacion mediada por el proteosoma dependiente de la ubiquitinacion, ya que
se sabe que la inhibicion del proteosoma afecta la produccion de progenie y la
expresion de proteinas virales, pero esto es un evento independiente de inhibir la
ubiquitinacién.

Para iniciar la infeccion, el virus debe reconocer un receptor celular localizado en
la superficie de la membrana. Astrovirus entra a las células por endocitosis
mediada por clatrina y llega hasta endosomas tardios. El virus debe llegar al
citoplasma, donde libera su genoma para producir nuevas particulas virales.
Desde que el virus se internaliza a las células hasta que se libera el genoma viral
pasan cerca de 130 minutos en los virus clasicos (Méndez, et al., 2014), pero este
tiempo de descapsidacion aun no esta registrado para VALl. Se sugiere que VAl
posee una curva de crecimiento similar a los astrovirus clasicos, sin embargo, esta
retrasada en las etapas tempranas de infeccidén (Aguilera-Flores, 2020).

La fase de eclipse de HAstV-8 tiene una duracion de 7 horas (Bafios & Méndez,
2010), mientras que VA1 muestra un retraso de 5 horas (Aguilera, 2020). Se le
denomina fase de eclipse al periodo previo al ensamble viral, es decir, desde la
internalizacion hasta la aparicion de particulas intracelulares infectivas. Entonces,
a VAL le toma 12 horas para producir particulas infecciosas desde que entra a las
células, pero se desconoce en qué paso ocurre este retraso.

En este trabajo también se demostré que VAL requiere de ubiquitina en etapas
tempranas de la infeccion, cuando se inhibe la ubiquitinacion a las 3 hpi no se
observa un efecto significativo en la produccion de progenie viral, mientras que la
infectividad no se ve afectada cuando se inhibe la ubiquitinacion a la 1 hpi o
después de esta. Este efecto en etapas tan tempranas de la infeccién nos indica
que la ubiquitinacion es esencial en un paso muy temprano, como podria ser la
entrada de VAl a la célula, ya sea la internalizacion del virus a la célula o la
pérdida de la capside.
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Sin embargo, no se puede concluir que la ubiquitinacién es necesaria para la
entrada, Es posible que algun proceso posterior a la entrada como es la traduccién
del RNA viral, la formacion del complejo de replicacion para la sintesis del agRNA
o el inicio de la transcripcion se afecten de forma irreversible al inicio del ciclo.

Para determinar si la ubiquitinacion esta involucrada en la entrada de VA1, es
necesario realizar una transfeccion de RNA viral en células C2Bbel y adicionar
Pyr-41 a las mismas horas de infeccion utilizadas (Fig 10%). Si la ubiquitinacion
esta involucrada en un proceso de entrada del virus, la inhibicion por Pyr-41 no
tendra efecto en la produccion de virus ni en la infectividad, ya que con la
transfeccion se saltaria la entrada y la ausencia de ubiquitinacion seria irrelevante.

Si la ubiquitinacién se requiere para la entrada de VAL, una posibilidad es que
alguna de las proteinas de la capside requiera ser ubiquitinada como parte del
proceso de entrada. Para determinar si la ubiquitinacién esta ocurriendo en las
proteinas de la capside de VAL, se debera analizar durante la entrada del virus
esta posibilidad. Para esto, se podria transfectar un plasmido que exprese
ubiquitina marcada con una etiqueta como HA, posteriormente infectar con el virus
y observar si existe ubiquitinacion por medio de una inmunoprecipitacion. De ser
este el caso al inmunoprecipitar al virus sera posible detectar en el Western blot la
presencia de ubiquitina (utilizando como anticuerpo de deteccién uno contra la
etiqueta). Al querer profundizar qué tipo de ubiquitinacion podria estar ocurriendo,
se podria transfectar un pldsmido que exprese ubiquitina que contenga
Unicamente la lisina 48 (ubiquitin K48 only) o la lisina K63 (ubiquitin K63 only), que
corresponden a la degradacion y sefializacion, respectivamente.

Los virus se caracterizan por secuestrar la maquinaria celular del huésped para la
produccion de nuevas particulas virales. Por ello, multiples virus utilizan el proceso
de ubiquitinacion para su propio beneficio, la cual puede estar involucrada en las
diferentes etapas de la infeccion.

La ubiquitinacion puede estar involucrada en las primeras etapas de la infeccion
como la internalizacion a la células y el desnudamiento del virus (Fig. 11). Algunos
virus utilizan la ubiquitinacion para regular la entrada por endocitosis, un claro
ejemplo es el virus del dengue (Gu H., & Jan Fada, 2020).

El virus del dengue (DENV) usa al receptor de fosfatidilserina (TIM-1) como
receptor, el cual da lugar a la entrada del virus por medio de endocitosis. Para que
DENV se internalice a las células se une a TIM-1 y juntos se internalizan por
medio de endocitosis mediada por clatrina, para que esto ocurra es necesaria la
ubiquitinacién de dos residuos de lisina en el dominio citoplasmatico de TIM-1
(Dejarnac, et al., 2018).

En la descapsidacion o el desnudamiento, que se refiere a la liberacion del
genoma de la capside, la ubiquitinacion juega un papel, puesto que se ha
asociado a la degradacion dependiente del proteosoma, con el objetivo de eliminar
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total o parcialmente la capside para que el material genético sea liberado (Gu H.,
& Jan Fada, 2020).

La ubiquitinacién posee un papel importante en la entrada del virus de la Influenza
tipo A (IAV), especificamente en el desnudamiento del virus (Fig. 11). Se ha
demostrado que la ligasa de ubiquitina E3 (ITCH) promueve la liberacién de IAV a
través de la ubiquitinacion de la proteina de matriz del virus (M1). Posterior a la
fusion, los restos de ubiquitina anclados a M1 son expuestos al citoplasma vy
atraen a la enzima citoplasmatica HDACSG, la cual se une a la c4pside, que se ha
descompuesto en dimeros M1 durante el transito endocitico. Esta unién permite
que se desensamble la cépside por la fuerza de corte de los motores del
citoesqueleto, liberando M1 hacia el citosol (Banerjee, et al., 2014).
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Figura 11. Papel de la ubiquitinacion en la entrada de virus. La ubiquitinacion del receptor
promueve la entrada de virus a través de endocitosis. Una vez dentro, los virus pueden emplear
endosomas, autofagosomas o proteasomas para procesar el virion y liberar el genoma viral, los
cuales son dependientes de ubiquitina. (Gu, H., & Jan Fada, 2020).
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IAV usa esta estrategia cerca del centro organizador de microtibulos (MTOC), ya
qgue induce una red estable de microtubulos que promueva el transporte de las
ribonucleoproteinas virales (VRNP) al nucleo, donde se llevara a cabo el ciclo
replicativo del virus, ya que IAV es un virus de ssRNA que requiere llevar su
material genético al nucleo.

En el caso de VA1, este no requiere transportar su material genético al nucleo, al
ser un virus de ssRNA se puede replicar en el citoplasma. Por lo tanto, pareceria
menos probable compartir la estrategia de descapsidacion del virus de la
influenza, pero con los datos mostrados en este trabajo podemos hipotetizar que
VA1 requiere de ubiquitinacion para endocitarse a las células, con un mecanismo
parecido al del virus del dengue.

Pyr-41 no es el unico inhibidor de la ubiquitinacion reportado por lo que seria
importante utilizar otros inhibidores como TAK-243 (Hyer, et al., 2018) o JS-K
(Kitagaki, et al., 2009) o el silenciamiento de los genes de ubiquitina por medio de
siRNA. Ya que Pyr-41 no es un inhibidor muy especifico, se ha registrado que es
capaz de también inhibir desubiquitinasas y esto podria causar un sesgo en los
resultados (Kapuria, et al., 2011), ya que como se puede ver en las figuras 8B y
9B, Pyr-41 puede causar un efecto citotéxico en concentraciones bajas.

En caso de que la replicacién de VAL no se vea afectada por otros farmacos o por
el silenciamiento de ubc, se podria considerar que el virus requiere de
desubiquitinasas durante su ciclo replicativo, ya que existen registros de virus que
usan esta via como el virus de la pseudorrabia (PrV) (Béttcher, et al, 2008).

El PrV es un herpesvirus neuroinvasivo que posee una proteasa especifica de
ubiquitina que se encuentra contenida en la proteina tegumentaria (pUL36). Esta
proteasa de ubiquitina pierde la actividad desubiquitinante al mutar una cisteina
del sitio activo de pUL36. Al perder esta capacidad de desubiquitinacién hay una
disminucion de la replicacion viral de PrV, ademés de impedir la neuroinvasion en
ratones (Bottcher, et al, 2008). Esto podria ser replicable en VA1 al ser un virus
neurotropico, pero no se ha registrado una proteina viral de VAl con esta
capacidad de desubiquitinar. Por lo tanto, se deberia explorar el uso de drogas
que inhiban la desubiquitinacion .

El astrovirus neurotrépico VA-1 requiere de ubiquitinacion durante su ciclo
replicativo, aunque aun no queda claro en que etapa el ciclo actia y que funcién
tiene. Sin embargo, lo previamente expuesto en este trabajo ayudara a la
busqueda de farmacos antivirales que contrarresten la infeccion, ya que el virus es
incapaz de replicarse en ausencia de ubiquitinacién.
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9. CONCLUSIONES

1. La inhibicion de la ubiquitinacién reduce la producciéon de progenie viral y la
expresion de proteinas virales.

2. Lainhibicién de la ubiquitinacién afecta principalmente una etapa temprana
del ciclo replicativo

3. Lainhibicion de la ubiquitinacion afecta la infectividad en etapas tempranas,
pero no en etapas tardias de la infeccién.
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10.PERSPECTIVAS

Determinar si el efecto de la inhibicion de la ubiquitinacion afecta la entrada del
virus, por transfeccion de RNA viral.

Determinar el efecto del silenciamiento de ubiquitinacién en el ciclo replicativo del
virus, por medio de transfeccion de siRNA.
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