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ABSTRACT

During infection by some RNA viruses, the transport of proteins between the
nucleus and cytoplasm is affected as a result of direct damage on nucleoporins.
Consequently, cytoplasmic accumulation of nuclear proteins involved in viral
replication occurs. Nucleoporin processing may result from the action of proteases as
and / or viral proteases. When analyzing the integrity of the nucleoporins in cells
infected with feline calicivirus (FCV), the processing of some of them was identified,
particularly Nup270 or TPR is detected from 3 hpi and continues during the later
times until its degradation total between 7 and 9 hpi. The initial processing of
Nup270 coincides with the expression of the NS6/7 protease-polymerase from FCV,
suggesting that it may be responsible for its partial cleavage, which also agrees with
the presence of nuclear proteins PTB and hnRNP Al in the cytoplasm. On the other
hand, since there is caspase activation from 5 hpi to FCV, it is also possible that it is
involved in the total degradation of Nup270. Treatment of infected cells with specific
inhibitors of caspases did not affect the initial cleavage of Nup270 or the cytoplasmic
localization of PTB and hnRNP Al, but prevented the total degradation of Nup270,
which suggest that Nup270 is a NS6/7 and caspases target. Treatment of FCV-
infected cells with zinc chloride a viral proteases inhibitor, resulting in complete
inhibition of NS6/7 expression and Nup270 processing, confirming that the initial
nucleoporin process is caused by the virus and is not a consequence of the activation
in apoptosis. The viral protein LC is responsible for the activation of caspases,
however, transient transfection of LC did not induce caspase-3 activation nor the
processing of Nup270. On the other hand, transfection of NS6 or NS6/7 did induce
the processing of Nup270, disassembly of FG-nucleoporins and cytoplasmic
localization of PTB and hnRNP Al. These results in the ensemble suggest that during
FCV infection, the nucleoporins, as Nup270, are processed by NS6/7 to facilitate the
cytoplasmic localization of PTB and hnRNP Al nuclear proteins involved in viral
replication.



RESUMEN

Durante la infeccion por algunos virus de RNA, el transporte de proteinas
entre el nacleo y citoplasma es afectado como resultado del dafio sobre las
nucleoporinas. En consecuencia, se produce la acumulacién citoplasmatica de
proteinas nucleares implicadas en la replicacion viral. El procesamiento de
nucleoporinas puede resultar de la accion de proteasas tales como caspasas y/o
proteasas virales. Al analizar la integridad de las nucleoporinas en las celulas
infectadas con el calicivirus felino (FCV), se identifico el procesamiento de algunas
de ellas, particularmente el de la Nup270 se detecta a partir de las 3 hpi y continda
hasta su degradacion total entre las 7 y 9 hpi. EI procesamiento inicial de Nup270
coincide con la expresion de la proteasa-polimerasa NS6/7del FCV, lo que sugiere
que ésta podria ser responsable de su corte parcial, el cual concuerda con la presencia
de proteinas nucleares PTB y hnRNP Al en el citoplasma. Por otro lado, dado que
existe una activacion de caspasas a partir de las 5 hpi con FCV, es posible que estas
esten implicadas en la degradacién total de Nup270. El tratamiento de las células
infectadas con inhibidores de caspasas, no afect el corte inicial de Nup270 o la
localizacion citoplasmaética de PTB y hnRNP A1, pero impidi6 la degradacién total
de Nup270, lo que nos sugiere que la Nup270 es un blanco de NS6/7 y de las
caspasas. El tratamiento de las células infectadas por el FCV con ZnCl,, un inhibidor
de proteasas virales, inhibid la expresién de NS6/7 y el procesamiento de la Nup270,
confirmando que el procesamiento inicial de nucleoporina es causado por el virus y
no es consecuencia de la apoptosis. La proteina viral LC es responsable de la
activacion de caspasas, sin embargo, la transfeccion transitoria de LC no indujo la
activacion de caspasa-3 ni el procesamiento de la Nup270. Por otra parte, la
transfeccion de NS6 o NS6/7 si indujo el procesamiento de la Nup270, el
desensamble de las nucleoporinas FG y la localizacion en citoplasma de PTB y
hnRNP Al. Estos resultados en conjunto nos sugieren que durante la infeccion por
FCV, la Nup270, es procesada por la NS6/7 para facilitar la localizacion
citoplasmatica de las proteinas nucleares PTB y hnRNP Al implicadas en la

replicacion viral.



INTRODUCCION

La familia Caliciviridae se compone de cinco géneros (Lagovirus, Becovirus,
Norovirus, Sapovirus y Vesivirus) y cuatro géneros adicionales propuestos
(Bavovirus, Nacovirus, Recovirus y Valovirus) (8, 10). Los calicivirus son virus no
envueltos que poseen como genoma a un RNA de cadena sencilla y polaridad
positiva; infectan a humanos y a una gran cantidad de vertebrados causando una
variedad de enfermedades. Particularmente, los norovirus y sapovirus conocidos
como calicivirus humanos (HUCVs), representan un problema de salud publica muy
importante en todo el mundo afectando tanto a nifios como adultos. Dada la dificultad
para propagar a estos agentes en cultivos celulares, su estudio se ha visto rezagado.
Sin embargo, el calicivirus felino (FCV) y el norovirus murino (MNV), representan
dos de los mejores modelos para estudiar los aspectos de la biologia y las diferentes

estrategias que emplean para establecer una infeccidn exitosa.

Algunas esrategias que los calicivirus han desarrollado, son el procesamiento
de proteinas celulares que interfieren con su proceso de infeccion, la localizacion en
citoplasma de proteinas nucleares implicadas en la replicacion viral, y la induccion de

apoptosis para promover la salida de la progenie viral.

En el presente trabajo, se analizo la integridad de las nucleoporinas, proteinas
encargadas del transporte ndcleo-citoplasma, con la finalidad de establecer su posible
papel en la localizacién anormal de proteinas nucleares durante la infeccién por el
FCV. Los resultados encontrados muestran el procesamiento de algunas
nucleoporinas como la Nup358, Nup270, Nup214 y Nup153 durante la infeccion. Se
observd que el procesamiento temprano de la Nup270, coincidié con la localizacion
en citoplasma de PTB y hnRNP Al; también se identificé que el procesamiento de
Nup270 ocurre por accion de la proteasa viral NS6/7, y por las caspasas activadas
durante la apoptosis. Estos resultados nos sugieren que los calicivirus utilizan esta
estrategia para tener acceso a las proteinas nucleares implicadas en su ciclo

replicativo.



ANTECEDENTES GENERALES
Gastroenteritis

La gastroenteritis es una causa comun de morbilidad y mortalidad entre
personas de todas las edades en cualquier parte del mundo. Esta enfermedad consiste
en una inflamaciéon del estomago y de los intestinos causada por algunos virus,
bacterias o parasitos. Los sintomas de la gastroenteritis incluyen diarrea, dolor
abdominal, vomitos, dolor de cabeza, fiebre y escalofrios, pero la mayoria de las
personas se recupera sin tratamiento. El problema mas comdn con la gastroenteritis es
la deshidratacion, la cual se presenta si no se ingieren suficientes liquidos para
sustituir los que se pierden con los vomitos y la diarrea. La etapa de deshidratacién es
mas comun en bebés, nifios pequefios, ancianos y personas con un sistema
inmunitario débil (1). Las deshidrataciones como consecuencia de enfermedades
diarreicas, son las enfermedades mas comunes producidas por la ingesta de alimentos
contaminados con algin patégeno. La OMS estima que las diarreas son responsables
de la mitad de la carga mundial de enfermedades transmitidas por alimentos, causada
por 31 posibles riesgos dentro de los que se encuentran los norovirus. Se calcula que
de 550 000 personas que enferman de diarrea cada afio, 230 000 mueren, estimandose

220 000 nifios menores de 5 afios, de los cuales 96 000 mueren al afio (2).
Gastroenteritis virales

También conocidas como gripe de estdbmago, las cuales pueden afectar a
cualquier persona en todo el mundo. Esta enfermedad altamente contagiosa se
propaga a través del contacto cercano con personas que estan infectadas, o a través de
alimentos 0 agua contaminados. Se puede propagar facilmente en espacios cerrados,
tales como guarderias, escuelas, hogares de ancianos, y cruceros. La principal
complicacién de la gastroenteritis viral es la deshidratacion causada por la diarrea,
que puede ser muy grave en bebés y nifios pequefios (1, 2). Segun el Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica (NCBI), la gastroenteritis viral es la principal causa
de diarrea grave en adultos y nifios (NCBI, 2012). Los nifios menores de cinco afios y

los ancianos son particularmente vulnerables a la diarrea severa. Diferentes virus
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pueden causar la enfermedad, cada uno con su propia temporada alta, siendo los méas
comunes rotavirus y norovirus, estos Ultimos clasificados en la familia Caliciviridae.
Los calicivirus humanos, principalmente del género Norovirus son responsables en
gran parte de los casos esporadicos y de la mayoria de brotes virales de gastroenteritis
que ocurren en el mundo. La OMS recientemente emitié un informe exhaustivo que
estima que en la carga global de las enfermedades transmitidas por alimentos, los
norovirus se ubican como la causa nimero 1, y el nimero 4 de las muertes de origen

alimenticio (1, 2).
Calicivirus

La familia Caliciviridae esta conformada por virus pequefios (27-40 nm de
diametro) que no poseen envoltura viral y su genoma esta constituido por una
molécula de RNA (RNA monocatenario), poliadenilado, de polaridad positiva, de 7-8
kb, que infectan a una gran variedad de mamiferos incluyendo al humano (4). Esta
familia de virus estd formada por 5 géneros bien establecidos: Vesivirus, Nebovirus,
Lagovirus, Sapovirus y Norovirus (5) y cinco géneros propuestos aun no clasificados
(Atlantic salmon calicivirus, Bavovirus, Nacovirus, Recovirus, y Valovirus) (Fig. 1).
Ademas un nuevo calicivirus, “Secalivirus” que recientemente ha sido parcialmente

secuenciado (6, 7, 8, 9, 10, 11, http://www.caliciviridae.com/).

Los calicivirus son conocidos por infectar a una gran variedad de hospederos.
En animales, el sapovirus porcino y el norovirus bovino causan brotes epidémicos de
gastroenteritis en lechones y terneros, respectivamente (12), otros como la
enfermedad fatal del higado en conejos causada por el virus de la enfermedad
hemorragica del conejo (RHDV) del género Lagovirus (13), enfermedad del tracto
respiratorio superior en gatos causada por el Calicivirus felino (FCV) del género
Vesivirus (14), y la diarrea asociada con el Calicivirus porcino entérico (PEC), un
miembro del género Sapovirus, entre otros (15). Las cepas de Norovirus que infectan
a humanos (NoVHu) del genogrupo GlI genotipo 4 (Gl1.4), son responsables de la
mayoria de los brotes, incluyendo pandémicos. Mientras que los sintomas son agudos
y se resuelven a los pocos dias sin tratamiento, la infeccion por los NoVHu puede

resultar en una enfermedad inflamatoria intestinal o enterocolitis neonatal (16, 17,
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18). Ademas se ha reportado que causan

jévenes y ancianas (19, 20).

infecciones persistentes en poblaciones
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Figura 1. Relacion filogenética entre el GoCV (calicivirus del ganso) y otros calicivirus. El anlisis se baso en la

longitud total de la secuencia de aminodcidos de la proteina VP1 (11).

Los NoVHu, son el principal agente etiol6gico de gastroenteritis epidémica no

bacteriana (21, 22). El prototipo de los norovirus, el virus Norwalk, identificado en

1972, fue el primer virus descrito como causa de gastroenteritis en humanos (Fig. 2),

pero la epidemiologia y la importancia de este patdgeno en la salud humana se

desconocia, debido a la falta de métodos de cultivo y de diagndstico eficientes.

Durante el inicio de la década de los 90s otros virus semejantes fueron identificados

en especimenes fecales por microscopia electronica, y por su forma y similitud al

agente Norwalk se clasificaron como Norwalk like viruses y posteriormente fueron

clasificados como norovirus (23).

12



Figura 2. Microscopia electronica de particulas de virus Calicivirus-like en muestras fecales de humano (24).
Transmisién y Epidemiologia

Los norovirus y sapovirus son virus genéticamente y antigénicamente diversos
y comunmente son referidos como calicivirus humanos (HuUCVs) (25).
Particularmente, los NoVHu pueden causar infeccién del tracto gastrointestinal, son
altamente infecciosos y muy pocas particulas virales son necesarias para causar la
infeccion. El curso de la infeccion por norovirus es rapido, con un periodo de
incubacion de 24-48 hrs. Los sintomas comienzan después de 24 hrs de haber
ingerido al virus y generalmente la enfermedad se manifiesta con vomito y diarrea
con o sin nauseas y dolor abdominal; tipicamente la infeccién por norovirus causa
gastroenteritis aguda que se resuelve con los dias (26). El NoVHu se puede diseminar
por comer o beber agua que ha sido contaminada por pequefas cantidades de vomito
0 heces de gente infectada, también puede propagarse por contacto directo con la
persona o a través de superficies. Mariscos crudos o poco cocidos, como las ostras
también han sido una fuente de infeccion (3).

En todo el mundo, aproximadamente uno de cada cinco casos de
gastroenteritis aguda (diarrea y vomitos) es causado por norovirus. Globalmente, se
estima que el norovirus es la causa mas comun de gastroenteritis aguda, siendo el
responsable de 685 millones de casos cada afio, 200 millones de estos casos se
encuentran entre los nifios menores de 5 afios de edad. Esto lleva a una estimacion de
50 000 muertes infantiles cada afio, la mayoria de los cuales ocurren en los paises en
desarrollo. Aunque la mayoria de las muertes ocurren en los paises desarrollados, el

norovirus es un problema tanto en los paises con bajos como altos estandares de
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higiene. Cada afo se estima que el norovirus causan perdidas de hasta 60 mil
millones de ddlares, principalmente a los costos de la atencion médica (dinero
gastado para tratar las complicaciones de norovirus) y a la pérdida de productividad.
La cepa de NoVHu mas comun (Gl14) es una de las principales causas de brotes en
todo el mundo, sin embargo, nuevas cepas de norovirus emergen aproximadamente
cada 2 a 4 afios. A menudo, pero no siempre, estas nuevas cepas llevan a un aumento

de brotes en todo el mundo (2, 3).

Actualmente la Division de Enfermedades Virales de los CDC trabaja para
identificar la carga de gastroenteritis aguda causada por norovirus y prevenir brotes

de estos virus en todo el mundo (2, 3).

A pesar de su importancia como generadores de enfermedad y de la pérdida
econdémica como consecuencia de los elevados costos hospitalarios y la falta de dias
laborables generada, los norovirus no han podido ser propagados convenientemente
en cultivos celulares, por lo que se han utilizado modelos animales para el estudio de
su biologia. Tal es el caso del FCV, que puede propagarse en cultivos celulares y para
el cual existen sistemas de genética reversa, lo cual ha permitido generar mucha de la

informacion sobre la biologia molecular de esta familia de virus.
Biologia de los Calicivirus

Los calicivirus poseen un genoma de RNA lineal de cadena sencilla de 7.4-7.7
kb (7642 nucledtidos) el cual esta tipicamente organizado en tres marcos de lectura
abiertos (ORFs 1-3). EI genoma de los calicivirus carece de la estructura Cap en su
extremo 5" que es caracteristica de los RNA mensajeros eucarioticos; en su lugar,
tiene unida covalentemente a una proteina viral llamada VPg que ha sido considerada
como un cap proteinaceo debido a que es capaz de reclutar a factores del inicio de la
traduccion y promover la sintesis de proteinas tanto del RNA genémico como del
subgenomico. En seguida a esta, se encuentra la region no traducida (RNT) 5° corta
compuesta de los primeros 5 y hasta los 21 nucleotidos segun el genoma de cada
miembro de la familia, seguida de los tres ORF’s. La region 5° proximal del genoma

de norovirus codifica a todas las proteinas no estructurales en un solo ORF (ORF 1),
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mientras que la regién 3" proximal se transcribe en un mensajero sub-genémico que
codifica a las proteinas estructurales mayoritaria y minoritaria de la capside a partir
de dos ORFs separados (ORF2 y ORF3 respectivamente), seguidos de una RNT 3 de

entre 66-80 nucleotidos y una cola de poli A.

ORF1 ORF2 ORF3
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Figura 3. Organizacion gendmica de tres miembros de la familia Caliciviridae. Representacion esquematica que
muestra el arreglo del genoma y subgenoma viral, mostrandose las proteinas para las que codifica cada RNA (27,
28)

En el caso del MNV, que al igual que el NoVHu se clasifica dentro del género
Norovirus, se ha identificado la presencia de un ORF4 que codifica para una proteina
Ilamada factor de virulencia 1 (VF1), la cual se ha propuesto que participa en la
regulacion de la respuesta inmune innata (29). Asi mismo, en el FCV el ORF2
produce a una proteina inmadura que es procesada en dos péptidos: la proteina
mayoritaria de la capside VP1 y la proteina lider de la capside (LC), la cual se

encontro asociada al efecto citopatico (CPE) (30) (Fig. 3).

Analisis bioinformaticos recientes de los genomas de calicivirus han
identificado estructuras secundarias conservadas que incluyen: dos o mas estructuras

de tallo y burbuja en el extremo 57; una estructura de horquilla en el extremo 3"; una
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estructura de tallo y burbuja rio arriba de la uniéon ORF1/2 en la cadena anti-
genOémica propuesto como un componente del promotor sub-gendémico; y una
estructura de tallo y burbuja en el extremo 5 de la region codificante de la
polimerasa. Todas estas estructuras han sido determinadas como criticas para la
replicacion del MNV (31).

Proteinas virales

Los Calicivirus producen una poliproteina a partir del ORF1 que es procesada
por la proteasa viral para generar las proteinas no estructurales maduras y un nimero
de proteinas precursoras. Para el FCV el procesamiento co-traduccional de la
poliproteina produce 6 proteinas no estructurales: p5.6 (NS1), p32 (NS2), p39 (NS3),
p30 (NS4), p13 (NS5) y p76 (NS6/7), ademas de proteinas precursoras (32). Para el
MNV, el procesamiento de la poliproteina también produce 6 proteinas no
estructurales pero con dos principales diferencias: p5.6 y p32 estan fusionadas en
NS1/2, mientras que NS6/7 se procesan en NS6 (proteasa viral) y NS7 (RNA
polimerasa viral dependiente de RNA) (33). Las proteinas estructurales VP1 y VP2,
son generadas a partir de un RNA sub-genémico de aproximadamente 2.3 kb,
conformado por los ORF2 y 3 (34)

Proteinas no estructurales

NS1y NS2. Los primeros peptidos no estructurales codificados en el ORF1 del
FCV son p5.6 y p32. La proteina de 23 kDa se cree es analogo de p32 de FCV y con
similitud funcional con la proteina 2B de los picornavirus. La proteina p32 del FCV
se ha encontrado en complejos de replicacibn membranosos (35), mientras que el
anadlogo p48 de NV el cual posee un dominio hidrofébico cerca del C-terminal
Ilamado dominio trans-membrana (TM), interactta con el regulador SNARE de las
vesiculas asociadas a proteinas de membrana asociadas a la proteina A (VAP-A)
jugando un papel importante en la fusion de vesiculas mediadas por SNARE (36, 37).
El hecho de que la replicacion de los virus de RNA ocurra sobre membranas
intracelulares, hace probable que 2B se coordine con las propiedades de localizacion

de VAP-A para anclar los complejos de replicacion a membranas (37).

16



NS3 o NTPasa. La proteina p39 de la superfamilia 3 de las RNA helicasas, es
capaz de unirse al ATP in vitro (38). Esta proteina posee un dominio de unién a NTP
similar a la 2C-NTPasa de los picornavirus. Se ha observado que la proteina 2C-like
en el RHDV hidroliza nucleosidos trifosfato in vitro. En el FCV la colocalizacion de
p39 con los complejos de replicacion viral es también indicativa de un posible papel
en la replicacion (39). Recientemente se identifico que p39 del FCV suprime la

respuesta inmune innata del hospedero, evitando la activacion de IRF-3 (40).

NS4. La proteina p30 del FCV posee una hélice anfipatica, la cual tiene
propiedades de asociacion a membranas (39). Esta proteina ocupa una posicién en el
genoma de los calicivirus similar a la posicion de la proteina 3A en genomas de
picornavirus. La proteina 3A de poliovirus es importante para la localizacion en
membrana de los complejos replicativos (41, 42). De acuerdo a las propiedades
asociadas a replicacion de 3A, la p30 de FCV se localiza en complejos de membrana

con la polimerasa competente en aislados de células infectadas con FCV (35).

NS5 o VPg. La proteina p13 del FCV es una proteina de ~15 kDa que se
encuentra unida covalentemente a los RNA mensajeros gendmicos y sub-genémicos
en sus extremos 5 (43). VPg desempefia varias funciones en los ciclos replicativos
virales (43, 44, 45). En el caso de los calicivirus, la VPg recluta a la maquinaria de
traduccion mediante la interaccidn con el factor de inicio de la traduccion elF4E para
el FCV, y elF4G para el MNV, ademas de su interaccion con la subunidad ribosomal
40S. Asimismo, se ha determinado que la separacion de VVPg del genoma viral causa
una inhibicion de la sintesis de proteinas. Ambas evidencias sugieren fuertemente la
participacion de VPg en la traduccién de esta familia de virus (46, 47, 48, 49). De
igual forma, en algunas familias de virus que incluyen a la Picornaviridae,
Potyviridae y a la misma Caliciviridae, VPg actia como primer para la replicacion

del genoma viral (152).

NS6. La proteina 3C 0 NS6, es la Unica proteasa de los calicivirus. La NS6
posee una diada catalitica funcional compuesta de His30 y Cys139, similar a la
3CLP™ del virus de la hepatitis A. Esta proteasa se ha clasificado como una serin

proteasa relacionada con la proteasa 3C de los picornavirus (50). En la mayoria de los
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miembros de la familia Caliciviridae, esta puede encontrarse como un precursor
asociado con VPg, o con la polimerasa viral (NS7), aunque la forma maés
comunmente encontrada en células infectadas es como un péptido independiente. Sin
embargo, en el caso del FCV la proteina proteasa-polimerasa no es procesada y el
bipéptido mantiene las dos funciones de proteasa y de polimerasa (NS6/7) (50, 51,
52). La proteasa viral de los calicivirus es la responsable del procesamiento de la
poliproteina producida del ORF1, para dar lugar a las diferentes proteinas virales;
para el caso del FCV, la proteasa viral también es responsable del procesamiento de
la proteina precursora generada por el ORF2, para asi dar lugar a las proteinas VP1y
LC (30). NS6 es uno de los componentes virales principales para el establecimiento
de la infeccidn, entre las diferentes moléculas blanco que podria tener la proteasa de
los calicivirus durante la infeccidn, se identifico recientemente a G3BP1, una proteina
citoplasmatica importante para la formacion de los granulos de estrés citoplasmicos
(SGs). El ensamblaje de los SGs se promueve como parte de la respuesta hacia el
estrés celular, por lo que, se sugiere que el corte de la proteina G3BP1 por la proteasa
del FCV, es una estrategia que el virus utiliza para manipular las vias de respuesta a
estrés y posiblemente la respuesta antiviral innata. Sin embargo, el corte de la
proteina G3BP1 no ocurre durante la infeccion por el MNV, lo cual indica que los

calicivirus tienen distintos efectos sobre las vias de respuesta a estrés (53).

NS7 6 replicasa viral (RdRp). La NS7 es la RNA polimerasa dependiente del
RNA viral (RdRp), esta proteina se encarga de la sintesis de los RNAs gendémico y
subgendmico viral (54). Son pocos los estudios de cristalografia de las proteinas de
los virus de esta familia, sin embargo, se ha reportado que la RdRp de los norovirus
presenta elementos estructurales y cataliticos caracteristicos de las RdRp de otros
virus de RNA de polaridad positiva como los dominios de dedos, palma y pulgar

comunes para todas las polimerasas (55).

VF1. Proteina conocida como factor de virulencia 1, identificada en el genoma
del MNV. La identificacion de VF1 representa la primera caracterizacion de una
proteina de marco de lectura abierto alternativa para la familia de los calicivirus. Este

ORF4 se identifico sobrelapado con el ORF2, pero con un coddn de inicio distinto.
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Su funcién reguladora de la respuesta inmune y de la apoptosis en las células
infectadas, ha proporcionado perspectivas importantes para futuras investigaciones

sobre la biologia y la patogénesis de los norovirus (29).

LC. Recientes ensayos con el FCV, identificaron que el precursor de la
capside codificado por el ORF2 es post-traduccionalmente procesado por la propia
proteasa viral para producir dos proteinas maduras: la proteina mayoritaria de la
capside VP1, y una proteina pequefia (124 aminoacidos) llamada proteina lider de la
capside (LC), la cual se ha asociado con el efecto citopatico (CPE), y a la activacion

de caspasas (30)
Proteinas estructurales

Los viriones de norovirus estan compuestos de 90 dimeros de la proteina
mayoritaria de la capside VP1, y por una o dos copias de la proteina minoritaria
estructural VP2. Ambas proteinas son sintetizadas a partir de un RNA subgenémico
que contiene tanto el ORF2 como el ORF3 (56).

VP1. Comprende un rango de ~530-555 aminoacidos con un peso molecular
calculado de 50-60 kDa. Dos dominios conservados flanquean un dominio variable
central en el cual se localizan los determinantes antigénicos que definen la
especificidad de la cepa. Las particulas tipo virus pueden ser expresadas y purificadas
con una alta fidelidad relativa, y son la fuente de muchos datos recaudados sobre los
dominios funcionales y estructurales de VP1 y de las capsides de los norovirus. Las
particulas tipo virus se ensamblan en ausencia de VP2, aunque algunas evidencias
sugieren que VP2 juega un papel importante en la estabilidad de la particula (57, 58).
VP1 comprende dos dominios principales denominados S por dominio “shell” y P por

dominio “protruding” (59) (Fig. 4).
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P2-domain

P1-domain

Figura 4. Representacion esquematica de la estructura de la particula viral y la proteina estructural de la capside
VP1 (61).

Aproximadamente 225 aminoacidos del N-terminal constituyen el dominio S
que contiene elementos esenciales para la formacién del icosaédro. EI dominio P
comprende el resto de los aminoacidos y se divide en dos subdominios, P1 y P2. Los
dominios P interactian en contactos diméricos que incrementan la estabilidad de la
capside y de las protrusiones sobre el virion. EI dominio P2 es una insercion de 127
aminoéacidos, y dentro de éste se localiza la region hipervariable que juega un papel
importante en la union al receptor y reactividad inmune, y es el principal responsable
para las interacciones con antigenos del grupo ABO asociados con susceptibilidad a
la infeccion por norovirus (60). Ademas, se sabe que la proteina VP1 incrementa la
actividad de la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) del norovirus humano
Gl1.4 y del MNV, teniendo un papel regulador en el ciclo replicativo de los norovirus,
por el incremento en la replicacion del RNA viral, y su disminucion cuando VP1 esta
ausente (153).

VP2. Compuesta de 208-268 aminoacidos con un peso molecular calculado de
22-29 kDa, exhibe extensas secuencias variables entre las diferentes cepas (62). El
papel de la VP2 en el ciclo replicativo aln no se conoce, pero es claro que es una
proteina minoritaria estructural presente en una o dos copias por virion, descrita en
norovirus y otros calicivirus (32, 63). VP2 no es necesaria para el ensamblaje de las
particulas tipo virus, pero es esencial para la produccién de virus infecciosos, como se

determind para el caso del FCV mediante un sistema de genética reversa (64).
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Ciclo replicativo de los calicivirus

El ciclo replicativo de los calicivirus se puede dividir en siete etapas
claramente identificadas en las cuales se encuentran involucradas diferentes
moléculas de la célula huésped: 1) unidn al receptor, 2) entrada (mediada por
endocitosis o por dinamina y colesterol), 3) liberacion del genoma viral, 4)
traduccidn, 5) replicacion del genoma viral, 6) ensamblaje y 7) Salida de particulas
virales (Fig. 5).

Unidn a receptor. Los norovirus humanos reconocen antigenos de los grupos
sanguineos (del ingles histo blood group antigens 0 HBGAS) que se expresan sobre la
superficie de células epiteliales de la mucosa. Estos HBGAs son carbohidratos
neutros unidos a proteinas o lipidos sobre la superficie celular. La asociacion de los
norovirus con HBGAs ha demostrado ser fundamental para ciertas cepas de virus.
Estudios in vivo también demostraron que estos antigenos son esenciales para la
susceptibilidad del humano hacia la infeccién por norovirus (65, 66). Algunos
calicivirus animales también se unen a HBGASs incluyendo virus del género
Lagovirus y Recovirus; mientras que algunas cepas del MNV y del FCV ademas se
unen al &cido sialico de células permisivas (26). En el caso particular, del FCV, se
identificd una molécula de la superficie celular como receptor de union conocida
como molécula de uniones adherentes 1(JAM-1), un miembro de la superfamilia de
las inmunoglobulinas expresada por varias células, y que estd involucrada en la
regulacion de interacciones célula-célula en el sistema inmune y en la formacion de
uniones estrechas de la zona apical (67). En el virus Norwalk, existen otros estudios
que han puesto de manifiesto la interaccion de VP1 con una proteina de la superficie
celular de 105 kDa la cual no ha sido identificada (68).

Entrada. Para tener acceso a la célula huésped, los virus deben reconocer a su
receptor en la superficie celular y posteriormente utilizar algunos componentes
celulares para internalizarse. EI FCV entra a las células por endocitosis mediada por
clatrina de una forma dependiente del pH (73, 74). Recientemente, se ha descrito que
la entrada del MNV es independiente del pH, de clatrina y caveolina, pero

dependiente de dinamina Il y de colesterol (75, 76, 77). Sin embargo, hay reportes de
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que los virus como carga endosomal, pueden utilizar diferentes vias encociticas que
se sobrelapan con la via de endosomas tempranos o tardios (78, 79). En los
compartimentos endosomales se encuentran enzimas del huésped que incluyen
catepsinas, proteinas involucradas en la fusion de algunos virus y/o desnudamiento de
la cépside (80). Un trabajo reciente, sugiere un papel crucial de la catepsina L en la
replicacion de los calicivirus, y como un posible blanco terapéutico para la infeccion

por los calicivirus (81)

Liberacion del genoma viral. Como parte de la entrada, los virus deben liberar
su genoma viral en el citoplasma de la célula huésped para llevar a cabo su ciclo
replicativo. Este evento critico durante el ciclo de vida del virus, es generalmente
disparado por el ambiente acidico de los endosomas y/o por la unién a receptores

celulares (82).

Traduccién y replicacion del genoma viral. Los virus de RNA de polaridad
positiva como es el caso de los virus de la familia Caliciviridae, cuyo genoma tiene la
misma polaridad que la de los RNAm, tienen la capacidad de sintetizar sus proteinas
utilizando la maquinaria de traduccion de la célula huésped, para posteriormente
llevar a cabo su replicacion y el resto de su ciclo en el citoplasma de la célula. En el
caso del FCV, se conoce que existe una inhibicion de la sintesis de proteinas celulares
inducida por la infeccion, que representa una estrategia en la cual reduce la
competencia con los RNAm enddgenos para utilizar la maquinaria traduccional
celular. La proteina VPg, unida covalentemente al genoma viral, es capaz de
interaccionar con varios factores del inicio de la traduccién, y con ello promover una
traduccion exitosa. Asi mismo se conoce que la separacion de VPg del genoma viral
trae como consecuencia una inhibicion de la traduccion viral, lo cual es otra evidencia
de la participacion de esta proteina en la traduccion de los calicivirus. VPg, se
encuentra unida tanto al RNA gendmico como al subgenémico, por lo que participa
en la sintesis de las proteinas no estructurales y estructurales (83). En cuanto a la
replicacion del RNA gendmico y subgendmico, este proceso ain es poco conocido,

sin embargo, se sabe que la polimerasa viral es la encargada de la sintesis de ambos
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RNAs, y este proceso se lleva a cabo en complejos membranosos adosados al reticulo
endoplasmico en presencia de todas las proteinas no estructurales (83).
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Figura 5. Representacion esquemética del ciclo replicativo de los calicivirus.

En afos recientes ha quedado ampliamente establecido que el ciclo replicativo
de los virus requiere la interaccion entre componentes virales y varios factores de la
célula huésped (84, 85, 86). En particular, en los virus de RNA de polaridad positiva,
la interaccion de proteinas de union a acidos nucleicos de la célula huésped con
elementos de la estructura del RNA usualmente presentes en los extremos 5" y 3" del
genoma viral, estan implicados en la traduccion y replicacién viral (86). Estas
interacciones a menudo contribuyen a la especificidad de huésped, tropismo de
tejidos y patologia de las infecciones. Para los calicivirus, se ha reportado la

interaccién in vitro de varias proteinas de union a acidos nucleicos de la célula
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huésped con los extremos 5y 3" del RNA gendmico del virus Norwalk (NV), del
FCV y del MNV (87, 88, 89, 90).

Entre las proteinas identificadas se encuentran la proteina de union a poly-C
(PCBP), la proteina o autoantigeno La (La), la ribonucleoproteina heterogéneo
nuclear L (hnRNP L), la proteina de unién a poly-A (PABP) y la proteina de unién al
tracto de polipirimidinas (PTB), todas ellas capaces de unirse a la region no traducida
3" del NV. Més recientemente, se establecid que PTB se une a la RNT 5’ del FCV, e
inhibe la traduccion para dar paso a la replicacion del RNA del FCV (89). Igualmente
se ha descrito que la proteina nucleolina interactta con el genoma y la region 3° no
traducida del FCV, y participa en los procesos de traduccién (91, 92). Por otro lado,
también se identifico la interaccion de las proteinas nucleares PCBP2 y hnRNP Al
con el genoma del MNV, y su participacion en la circularizaciéon del genoma viral

para hacer la replicacion mas eficiente (90).

Ensamblaje y Salida. Finalmente, una vez que el virus ha sintetizado todas sus
proteinas tanto estructurales como no estructurales, y que ha replicado su genoma
viral, se lleva a cabo el ensamblaje de las nuevas particulas virales, las cuales
eventualmente, saldran de la célula huésped para infectar a nuevas células. Por
estudios de cristalografia de las capsides virales, se asume que la formacion de la
capside es concomitante a la encapsidacion del genoma viral, debido a que cuando
esta se ensambla, no se forman poros por donde el genoma pueda ser internalizado,

como en el caso de poliovirus.
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ANTECEDENTES DIRECTOS
Virus - Proteinas celulares

La austeridad de los genomas virales y su nimero limitado de genes, hacen a
los virus incapaces de replicarse y propagarse por si solos. Debido a esto, los virus
interactlan con muchas vias celulares para lograr su ciclo de vida. Desde su primer
contacto con la célula hospedera, hasta la salida de la progenie viral que infectara a
células vecinas, hay pasos que requieren interacciones especificas entre el virus y su
huésped. Un ejemplo muy bien estudiado, es el hecho de que los virus utilizan la
maquinaria traduccional para la sintesis de sus proteinas, ademas de que la célula
proporciona estructuras y/o factores celulares para hacer este proceso y la replicacién
de sus genomas mas eficientes. Ademas, la evasion de la respuesta inmune del
huésped requiere una gran cantidad de proteinas virales para asociarse con e inhibir
las proteinas celulares con funciones antivirales. Particularmente, en los virus de
RNA de polaridad positiva, esta dependencia no se limita a las moléculas que se
encuentran en el citoplasma, que es el lugar en donde llevan a cabo su replicacion,
sino que dependen también de moléculas que se encuentran compartamentalizadas en
diversos organelos como es el nlcleo. Distintas lineas de evidencia han demostrado
que algunas proteinas virales, como las replicasas y las proteasas tienen acceso al
nucleo de la célula huésped; asi mismo, se ha descrito que proteinas celulares con una
localizacion predominantemente nuclear son localizadas especificamente en
citoplasma tras la infeccion, como una consecuencia de la alteracion del transporte
entre el nacleo y el citoplasma (97, 98, 99, 100, 101). Esta redistribucién de proteinas
inducida por algunos virus, puede o no ser debida a un mecanismo inespecifico, en el
cual todas las proteinas que usan el transporte nucleo-citoplasma estan siendo
afectadas, o especifico en donde solo algunas de ellas son afectadas, por ejemplo,
cuando son blanco de un procesamiento de la secuencia de localizacién nuclear

inducida por proteasas virales que transitan por el nicleo (93).
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Transporte nucleo-citoplasma

Una caracteristica clave de las células eucariotas es la compartamentalizacion
de actividades; por ejemplo el recinto del genoma reside en el nucleo, en donde
ocurre la replicacion del DNA vy la biogénesis del RNA, mientras que la sintesis de
proteinas ocurre en el citoplasma. Ambas actividades se encuentran bien definidas en
todos los organismos eucariotas y estan estrechamente relacionadas, por lo que se
requiere de un sistema de transporte selectivo y regulado de proteinas y RNA entre
ambos compartimentos. Los organelos se separan del citoplasma por membranas y las
moléculas pueden moverse entre estos compartimientos a través de poros
especializados para el transporte. Particularmente, la envoltura nuclear esta
compuesta por una membrana interna y externa que impide que macromoléculas,
incluidas algunas proteinas y RNAs, se muevan libremente en el nucleo desde el
citoplasma y viceversa. Las membranas de la envoltura nuclear se unen
intermitentemente por complejos de poros nucleares (NPCs), cuya funcion es el

transporte especializado y selectivo de moléculas.

El complejo de poro nuclear (NPC), es un largo canal proteinico que atraviesa
la membrana interna y externa que comprende la envoltura nuclear (NE). Estos poros
nucleares controlan la entrada y salida de macromoléculas desde el nucleo y/o el
citoplasma. En la literatura se han descrito claramente dos modelos de transporte a
través de estos poros, el transporte pasivo, el cual permite la difusion de moléculas
pequefas incluyendo el agua, iones, metabolitos y algunas proteinas menores de 30
kDa a través el poro; y el trafico de grandes moléculas que es altamente selectivo y
depende de la interaccion con receptores intermediarios solubles moviles, que los
acomparian a traves del poro como un complejo (107, 108, 109, 110, 111). Estos
receptores reconocen generalmente péptidos sefiales sobre las moléculas cargo,
conocidas como sefial de localizacién nuclear (NLS) y secuencia de exporte nuclear
(NES). En consecuencia, las NLSs gobiernan el importe nuclear via la interaccion
con receptores de la familia de las importinas, y las NESs que permiten el exporte

nuclear a través de la interaccion con receptores relacionados a la exportina. Mas de
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20 receptores de dicho transporte nucleo-citoplasmico (NTRs), también conocidos

como karyoperinas se han identificado hasta la fecha en seres humanos (112).

Tabla 1. Factores transportados por Karioperinas en levaduras y vertebrados (125).

5 cerevisiae Vertebrate

Karyop herins Karmpherins Bcamp les of Cargosl: (v} —vertehrate, {sc) — 5. ceravisias

Eap95 [mpartin-Bl Imparts via sc-Kapsdv-impaortin-a adaptor proteins
with ¢M L5 Imports via v-53nurportin the UsnBNPs;
with no adaptor, imports v-cargo SREBP-2, HIV Rev,
HIDV TAT, cy<lin B

Eap L4 Transportin or [mports sc-cargo — Mab2, Hip l; vcargo — PY-NLS

Transportin 2 proteins, mBMA-binding proteins, histones, ribosomal

proteins

Foap 108, S:am 1 [mportin & [mparts sccargo — Lhpl, ribosomal proteins v-cargo —
SRP 1, Smad

Foap 09 Csel CAS Impaorts sc-cargo — Eapsd/Srpl: v-carmgo — impartin as

Fap 11/ Mtrli Transportin SR1 or 5E2 [mparts sc-cargn — Npl3, tRNAs) v<argo — 5B proteins,
HuR

Eapll4 [mportin @ [mports sc-cargn — TER histones, Mapl, Soa¥; v-cargo —
histones, ribosormal proteins

Fap L 19 Mmds [mportin 7 [mparts sc<argo — Hogl, Crzl, Dst 1, ribosonal proteins,
histones; v-cargo — Smad, ERE, GR, ribasanal
proteins

Eap 1240 HsRanBPLL [mparts sc-cargo — Bpfl

Eap 121/ Psel [mportin 5,-"[m|:q:-|'tin Imports sc-cargo — Yeal, Spol2, Steld, Yapl, Phod,

B3/RanBP5 histones, ribosormal proteins; v-cargo — histones,

ribosorral proteins

Fap 123/ Pdré - [mparts sc-cargo — Toal and Taa2, TEILA

Eapl23 [mpartin 4 [mparts sc-cargo — SR proteins, histones, ribosomal
proteins; v-cargo - Transition Protein 2, histones,
ribosomal protein 53a

Fap 127/ Los L Exportin-t Exports tRMAs

Fap 142 / Man 5 Exportin 5 sc-cargo — imports eplication protein A exports Phod,
Crzl, Cdhl; v-cargo - exports pre-riRMNA

[mpartin 13 v-cargny — imparts UBCS, Y14; exports e[FLA

Crml /Xpal CHEM 1/ Expaortin 1 Exports proteins with lencine-rich NES, 805 ribasomal
subunits [via MNMD3 adaptor], 405 ribasomal
subunits

Sefales de localizacion y exporte nuclear (NLS y NES)

Las macromoléculas que van a ser transportadas, también conocidas como
moléculas cargo, poseen una NLS o NES que les provee la capacidad de entrar o
salir del ndcleo respectivamente. La primera NLS identificada y referida como NLS
clasica, corresponde a motivos peptidicos cortos que median el importe nuclear de
proteinas por union a sus receptores conocidos como importinas. Las NLS se
clasifican en dos categorias: una secuencia simple de 3-5 residuos de aminoacidos
basicos (monopartita: PKKKRKYV), y una sefial bipartita que consiste de un dipéptido

basico rio arriba de una secuencia simple basica. Otros tipos de NLS son identificadas
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en proteinas hnRNP, ribosomales y U snRNPs. Las secuencias NES ricas en leucinas
se han identificado en una gran variedad de proteinas celulares y virales. Estas
sefiales de transporte son reconocidas por receptores de importe y exporte de la
familia de la karioperina B (Kap B) (importinas/exportinas), los cuales se mueven

entre el ndcleo y el citoplasma (Tabla 1) (113).

Sefiales afines han sido identificadas para algunos de estos receptores, en
particular los tipos de NLS clasica son para importinas o/f (114, 115), NLS/M9 y
otras sefiales para transportina (115, 116), y NES para el receptor CRM1 (117).
Debido a la capacidad del poro nuclear y receptores asociados para mover los
substratos dentro del nucleo o citoplasma en contra de un gradiente, y debido a la
dependencia de la hidrolisis del nucle6tido trifosfato, el mecanismo ha sido llamado

transporte nucleo-citoplasmico activo.

Import cycle Export cycle
Cargo containing NLS “
N e
e o L
P @)

RanGDP RanGDP

Cytoplasm

Nucleus Y\

¢ —aRe Exportin; ?

Cargo containing NES

Figura 6. Diagrama que muestra el mecanismo de importe y exporte nuclear y la sefializacion RanGTP (97).

La interaccion de la NLS o NES de las proteinas cargo con sus receptores
afines es regulado por una GTPasa pequefia, Ran. El transporte mediado por receptor
esta dirigido por un gradiente espacial de RanGTP, el cual es alto en el ndcleo y bajo
en el citoplasma (118). Este gradiente se establece por la localizacion del factor
intercambiador de guanosina RanGEF, RCC1, en el ndcleo, y la proteina activadora
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de GTPasa RanGAP sobre la cara citopldsmica del poro nuclear. Para el importe
nuclear se forma en el citoplasma un complejo receptor-cargo, que es transportado
por la RanGTP dentro del ndcleo. La pareja receptor-RanGTP después regresa al
citoplasma, donde el GTP es hidrolizado y el receptor queda libre para otra ronda de
importe. Inversamente, para el exporte nuclear, un complejo trimérico se forma en el
nacleo, y pasa a traves del poro nuclear rompiéndose al llegar al citoplasma cuando el
GTP es hidrolizado. El receptor de exporte vuelve a entrar al nicleo vacio de carga.
Ya que ambos tipos de receptores son esenciales para el exporte de RanGTP, un
receptor distinto es requerido para mantener el nivel nuclear de Ran. NTF2 se une a
RanGDP vy lo libera por el intercambio a GTP (115, 119). En estos ciclos de
transporte, el gradiente de RanGTP es fundamentalmente responsable para el
transporte direccional a través del poro, y la hidrolisis de GTP se encuentra
estrechamente acoplada a la traslocacion (Fig. 6). El principal receptor de importe,
importina B1 (Kap 1), normalmente opera como un heterodimero con una molécula
adaptadora, importina o (Kap o). Las isoformas de o después reconocen diferentes
NLS, incrementando la versatilidad del receptor 1 (115, 121). En el ntcleo solo
importina [ interactuia directamente con RanGTP. La uniéon de GTP libera el
complejo a-NLS; o después se une a diferentes receptores, CAS es un exportador
para a (Tablal). Por lo tanto en los ciclos de transporte, normalmente se requieren
dos moléculas de RanGTP para el importe de una sola proteina cargo por la importina
B1, aunque ciertos substratos pueden unirse directamente a B1 sin un adaptador a
través de su NLS y pasar con facilidad a través del complejo del poro nuclear (115,
122) (Fig. 6).

Complejo de poro nuclear (NPC)

Los poros nucleares estdn formados por una estructura conocida como el
complejo del poro nuclear (NPC). EI NPC de los vertebrados, posee una masa
molecular total de 125 mDa y esta constituido por aproximadamente 100 proteinas
conocidas como nucleoporinas (Nups) (Tabla 2), aungue algunas evidencias sugieren

que esta composicion puede variar entre tipos celulares y tejidos.
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Tabla 2. Nucleoporinas homologas en levaduras y vertebrados (125).

Subestructura del NPC Componentes en levadura Componentes en vertebrados
Subcomplejo Nup84 (Nup84, Complejo Nup107-160 (Nup160,
Anillo externo
Nup85, Nup120, Nup133, Nup133, Nup107, Nup96, Nup75,
Nup145C, Sec13, Sehl) Sehl, Sec13, Aladin, Nup43, Nup37)
Subcomplejo Nup170 (Nup170, Subcomplejo Nup155 (Nup155,
Anillo interno
Nup157, Nup188, Nup192, Nup205, Nup188, Nup35)
Nup59, Nup53)
Nups FG citoplasmicas y de Nup159, Nup42 Nup358, Nup214, Nipl
filamentos
Anillo luminal Ndcl, Pom152, Pom34 Gp210, Ndc1, Pom121
Nups FG simétricas Nsp1, Nup57, Nup49, Nup62, Nup58/45, Nup54, Nup98
Nup145N, Nup116, Nup100
Nups de enlace o unién Nup82, Nic96 Nup88, Nup93
Nups FG nucleoplasmicas y
de filamentos Nupl, Nup60, Mlp1, Mip2 Nup153, TPR

Los poros nucleares tienen una estructura simétrica con filamentos sobre
ambos lados, y en el lado localizado hacia el nucleoplasma forma una estructura en
forma de canasta (123) (Fig. 7). EI NPC media el transporte bidireccional entre el
citoplasma y el nucleo, proporcionando canales acuosos que permiten el paso de
pequefias y grandes moléculas. EI didmetro del canal del NPC a través del cual el
transporte activo ocurre puede abrirse a un maximo de 25 nm, mientras que el canal
de difusion a través del cual el transporte de iones y moléculas pequefias ocurre es de
9 nm. Estudios de cinética han demostrado que 1000 translocaciones por segundo
ocurren por cada NPC. El mantenimiento de su alta selectividad y al mismo tiempo
permitir un rapido desplazamiento, hacen del NPC una eficiente nanomaquina

quimica (124).
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Figura 7. Representacion esquematica de la localizacién de nucleoporinas dentro del complejo del poro nuclear
(128).

Por microscopia electronica, los NPCs aparecen como estructuras cilindricas
en el plano de la envoltura nuclear. Cada NPC consiste de tres anillos: citoplasmico,
nuclear y un anillo central posicionado entre el anillo citoplasmico y el anillo nuclear.
El anillo citoplasmico esta decorado por ocho filamentos y la formacion de una
canasta unida a un anillo nuclear (115) (Fig. 8). Se han encontraron diferentes
nucleoporinas en los filamentos citoplasmicos, en el anillo nuclear vy
comparativamente algunas pocas en el anillo central, dentro de las que destacan la
Nup358 y Nup214 en los filamentos citoplasmicos, un complejo de nucleoporinas,
p62/58/54/45 que es localizado en la regidn central, y a través de esté ocurre el
transporte nucleo-citoplasmico. En la region nuclear se localizan las nucleoporinas
Nup98 y Nupl153 que tienen péptidos repetidos, siendo esta Ultima nucleoporina,
Nup153 una de las principales durante el transporte nucleo-citoplasmico debido a su
habilidad para moverse a través del NPC, debido a la presencia de su dominio M9
que le confiere esta capacidad (Fig. 8).
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Figura 8. Microscopia electrénica de barrido (A), y de transmision (B) del NPC, y una representacion
esquematica de sus componentes (B) (126, 127).

Analisis bioquimicos y funcionales han demostrado que las Kap f
(karyoperinas B: primer receptor nuclear identificado) se encuentran unidas a las
nucleoporinas, mostrando que Kap B1 y Kap f2 median las vias de importe nuclear
convergiendo con Nupl53. El sitio de union Nupl53/ Kap B es un dominio de
movimiento M9 presente en Nup153, y que es reconocido por el receptor de NLS,
Kap a (proteina adaptadora de Kap 1) (115). Aunque son numerosas las moléculas
que participan durante el transporte ndcleo-citoplasmico, como lo son las
nucleoporinas, la alteracion en una de estas proteinas podria provocar un bloqueo
parcial o total en la dinamica de este complejo transporte, particularmente en
aquellas proteinas con una importante participacion como lo son la Nup270 y
Nup153, que son esenciales para este transporte al interaccionar con los receptores de

la familia de las importinas y exportinas (115, 127).

Alteraciones en el transporte nucleo-citoplasmico

La regulacion de la maquinaria de transporte provee una forma simple para
coordinar el control del transporte de multiples moléculas cargo. Para que las células
respondan a diferentes estimulos y sefiales ambientales, tales como infecciones por
algunos patdgenos, pueden ocurrir cambios transcripcionales y post-transcripcionales

dentro del ndcleo para iniciar la respuesta celular apropiada. La regulacion de las
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respuestas inmunes innatas a patdégenos ocurre a maultiples niveles, incluyendo al
nivel de tréfico nucleo-citoplasmico, por lo que la exportacion nuclear de mMRNAs
que codifican proteinas de defensa celular es critica para una respuesta del huésped a

la invasion de patogenos.

Muchos virus usurpan o alteran las funciones nucleares para beneficiar su
replicacion y transmisibilidad. Ademas, los virus han revelado la identidad de varias
proteinas celulares importantes para el trafico ndcleo-citoplasmico, incluidas los
factores de exportacion nuclear CRM1 (también conocido como exportina 1, XPO1)
y NXF1 (factor de exportacion nuclear 1, también conocido como TAP, Proteina
asociada a TIP), que se descubrieron durante estudios de exportacion de RNA viral
(129, 130, 131). Estos dos receptores nucleares de exportacion son manipulados por
muchos virus de DNA y RNA para promover el exporte del RNA viral y/o inhibir el
trafico de mRNA del huésped. También se sabe que multiples virus, incluyendo
algunos que se replican exclusivamente en el citoplasma, restringen la exportacion de
mMRNA del huésped al citoplasma usando diferentes mecanismos y provocando una
restriccion clave para inhibir la expresion de genes del huésped. Si bien la inhibicién
del exporte nuclear es crucial para promover una infeccion viral exitosa, la inhibicion
del importe nuclear parece ser también importante, debido a que, a través de esta
inhibicion se pueden bloquear las sefiales de la respuesta inmune desde el citoplasma
hacia el nucleo que generalmente son activadas durante una infeccion viral. Aunque
aun no es bien comprendido, la inhibicion del importe nuclear también puede traer
como consecuencia la acumulacién de proteinas nucleares en el citoplasma,
especificamente proteinas de union a RNA que son importantes para la biogénesis de
los mismos, y que algunas de ellas han sido descritas como componentes necesarios

para la traduccién y replicacion de algunos virus (Tabla 3) (132-134).
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Tabla 3. Proteinas residentes del nicleo involucradas en la traduccion de los picornavirus (97).

Nuclear-resident protein

Picornavirus
IRES type

Effect

References

Polypyrimidine tract-binding
protein 1 (PTBP1)

| I

Promotes translation through
stabilization of IRES structure

Jang and Wimmer, 1990; Luz and Beck, 1991; Chang et al., 1993; Hellen et al.,
1993; Kaminski et al., 1995; Kolupaeva et al., 1996; Niepmann, 1996; Pestova
et al., 1996; Hunt and Jackson, 1999; Gosert et al., 2000a; Song et al., 2005;
Kafasla et al., 2009, 2010; Verma et al., 2010; Kafasla et al., 2011

Lupus La protein (La) I, 0,0 Stimulates translation from Meerovitch et al., 1989, 1993; Craig et al., 1997; Kim and Jang, 1999; Ray and
Type land Type Il IRESS; Das, 2002; Costa-Mattiol et al., 2004; Cordes et al., 2008
suppresses translation from
Type Il IRES structures
Paly(rC)-binding protein 2 N Stimulates translation from Blyn et al., 1995, 1996; Gamarnik and Andino, 1997; Parsley et al., 1997; Graff
(PCBP2) Typeland Type Il IRESs but et al,, 1998; Zell et al., 2008a,b; Sean et al., 2009; Sweeney et al., 2014

does not bind Type Il RES
element

Serine/arginine-rich splicing Acts synergistically with Bedard et al., 2007; Fitzgerald and Semler, 2011
factor 3 (SRSF3 or SRp20) PCBP? to increase efficiancy

of poliovirus translation
Proliferation-associated protein I Necessary for FMDV Pilipenko et al., 2000; Monie et al., 2007
2G4 (PA2G4 or EBP1) translation but not required

for TMEV or EMCV

translation
Nucleolin | Stimulates translation Waggoner and Sarnow, 1998; lzumi et al., 2001
Heterogeneous nuclear | Interacts with EV71 IRES, Lin et al., 2009b

ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1)

depletion results in reduced
reporter gene translation

Far upstream element-binding
protein 1 (FBP1)

Interacts with FV71 IRES

Huang et al., 2011

KH domain-containing,
RNA-binding, signal
transduction-associated protein
1 (3am68)

Promotes FMDV translation

Lawrence et al., 2012

Double-stranded RNA binding
protein 76 (DRBP76)

Heterodimerizes with nuclear
factor of activated T-cells, 45
KDa (NF45) and inhibits HRY
2 translation

Merril et al., 2006; Merrill and Gromeier, 2006

Far-upstream element-binding
protein 2 (FBP?)

Inhibits EV71 IRES-driven
translation

Linetal., 2009a; Chenetal., 2013

AU-rich binding factor 1 (AUF

Binds IRES element and

Cathcart et al., 2013; Wong et al., 2013; Linet al, 2014

or hnRNP DO) inhibits translation
(Gem-associated protein 5 I Likely inhibits FMDV Pifeira et al., 2013
(Gemink) translation through

compefitive inhibition of

PTBP1 hinding

34



Alteraciones del transporte nucleo citoplasmico durante la infeccion con

picornaviurs

El genoma de los virus de la familia Picornaviridae, es un RNA de sentido
positivo competente para la traduccion inmediata de sus proteinas una vez alcanzando
el citoplasma. Este es promovido por la presencia de una region de union interna al
ribosoma o IRES, (por sus siglas en inglés: Internal Ribosome Entry Site) que
interacciona con factores candnicos y no candnicos para promover el inicio de la
sintesis de proteinas de manera independiente de cap (96). Los IRES de tipo | y tipo
Il han sido los mas ampliamente estudiados en picornavirus, y en consecuencia, se ha
demostrado que se asocian con un gran nimero de componentes nucleares en
comparacion con otros tipos IRES. Entre los diferentes componentes nucleares
reportados que interactlan y promueven la traduccion viral dependiente de IRES y
que aparentemente también promueven la replicacion del virus, se encuentran las
proteinas PTBP1 (proteina 1 de unién al tracto de polipirimidinas o hnRNP 1), La (el
autoantigeno La), Sam68, PCBP2 (proteina 2 de unién a poli C), SRSF3 (factor
splicing 3 rico en serinas/argininas) y PA2G4 (proteina 2G4 asociada a proliferaciéon)
(Tabla 3). Para ello, algunas de ellas son notablemente localizadas en el citoplasma
durante la infeccidn, lo cual sugeria una alteracion en su transporte hacia el nucleo,

que trae como consecuencia su acumulacion en el citoplasma (97, 98, 99, 100, 101).

Entre los picornavirus que se sabe que interfieren con el trafico ndcleo-
citoplasmico, se encuentran el poliovirus (PV), el rinovirus humano (HRV), el virus
de la encefalomielitis murina de Theiler (TMEV) y el virus de la encefalomiocarditis
(EMCV), a través de la degradacién o fosforilacion de las nucleoporinas. Durante la
infeccion por PV o HRV, se induce una severa degradacion de las nucleoporinas,
particularmente de las Nup358, Nup214, Nup153, Nup98 y Nup62, lo cual ocasiona
una fuerte alteracion del transporte nucleo-citoplasma y como consecuencia, la
acumulacién anormal y masiva de proteinas nucleares en el citoplasma (102, 103,
104, 105, 106). Inicialmente se propuso que la manera en la que podria ocurrir esta
degradacion de nucleoporinas durante la infeccion, era debido a la accion de caspasas

activadas como consecuencia de la induccion de apoptosis durante la infeccion, ya
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gue se conocia que la redistribucion de proteinas implicadas en el transporte nuclear
como la proteina nuclear Ran, los factores de union a nucleoporinas como los
receptores citoplasmicos importina o y , asi como el procesamiento de algunas
nucleoporinas como la Nupl53, eran resultado del establecimiento de la muerte
celular por apoptosis. Sin embargo, se determind que las células deficientes de
caspasa-9 y -3, no mostraban diferencias en la permeabilidad del NPC en
comparacion con las células que expresan niveles normales de caspasas, cuando
ambas son infectadas con poliovirus, sugiriendo que el incremento en la
permeabilidad del NPC, y el procesamiento de las nucleoporinas durante la infeccion
por poliovirus, era independiente de la accién de las caspasas (138). Posteriormente,
se identifico que las dos proteasas virales son las responsables de la degradacion de
las nucleoporinas en la infeccion por picornavirus. La proteasa 2A, siendo
responsable de la degradacion de las Nup98, Nup62 y Nup153 (106), mientras que la
proteasa 3C degrada a las Nup358, Nup214 y a la mencionada Nup153 (Fig. 9) (102,
104, 105, 135).
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Figura 9. Representacion esquematica de la alteracion del NPC por enterovirus. (A) Se muestran las regiones del
NPC y la localizacién de las 5 nucleoporinas blanco, y (B) su procesamiento por las proteasas virales (97).

Ademas del procesamiento de nucleoporinas en la infeccion por enterovirus,

se han descrito otros mecanismos que algunos virus emplean para alterar a las

36



nucleoporinas, incluso dentro de la misma familia picornaviridae, como ocurre con el
EMCV y el TMEV (Tabla 4).

Tabla 4. Nucleoporinas alteradas por algunos virus (139).

Nucleoporin  Enterovirus Cardiovirus Adenovirus HIV-1
Nup62 Proteolysis (Gustin and Hyperphosphorylation Displacement from Displacement from NPC
Samow, 2001; 2002) (Porter and Palmenberg, NPC (Strunze et al., Abundance decreased’
2009) 2011) (Monette et al,, 2009;
2011)
Nup98 Proteolysis (Park et al,, Hyperphosphorylition Unknown Abundance
2008) {Ricour et al,, 2009) increased’(Monette
et al, 2011)
Nup153 Proteolysis (Gustin and Hyperphosphorylition No effect (Strunze et al,  Abundance decreased
Samow, 2001; 2002) (Porter and Palmenberg,  2011) (Monette et al, 2011)
2009)
Nup214 Proteolysis(Ghildyal et al,,  Hyperphosphoryltion Displacement from NPC  Abundance unchanged
2009) (Porter and Palmenberg,  (Strunze et al,, 2011) (Monette et al, 2011)
2009)
Nup358 Proteolysis (Ghildyal et al, No effect (Porter and Displacement from NPC ~ Abundance unchanged

2009)

Palmenberg, 2009)

(Strunze et al., 2011)

(Monette et al, 2011)

Proteinas nucleares que interaccionan con los genomas de los Calicivirus

La participacion de proteinas celulares en la traduccion y replicacion de los
calicivirus, al igual que lo que ocurre durante la infeccion con otros virus, comienza a
describirse. En trabajos realizados en nuestro laboratorio, se determind que las
proteinas nucleares PTB, La, hnRNP L, hnRNP A1, PCBP2 y nucleolina, interactian
con elementos presentes en las regiones 5" y 3’ del RNA gendmico del virus
Norwalk, el MNV y el FCV (87, 88, 89, 90, 91, 92). Asimismo, el grupo de
Goodfellow y cols, demostré que la proteina PTB, funciona como un regulador
negativo de la traduccion de las proteinas virales, y como promotor para la sintesis de
RNA del FCV, lo cual es favorecido por la localizacién de esta proteina en el
citoplasma de las células infectadas. Sin embargo, el mecanismo a través del cual esta
proteina se encuentra en mayor cantidad en el citoplasma de las células infectadas aun
es desconocido (89). Por otro lado, se observé que las proteinas PCBP2 y hnRNP Al,
se localizan en el citoplasma de las células infectadas con el MNV, y se propuso que
ambas proteinas participan en la circularizacion del genoma viral, promoviendo una

eficiente replicacion viral (90).

En los ensayos realizados durante mi trabajo de tesis de maestria titulado

“Estudio del transporte nucleo-citopldsmico durante la infeccion por calicivirus”,
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identificamos que durante la infeccion por el FCV y el MNV, las proteinas nucleares
hnRNP A1, Sam68 y nucleolina, de localizacién nuclear, se dispersan en el
citoplasma de las células infectadas, lo cual sugeria que como en el caso de la
infeccion por picornavirus, el transporte nucleo-citoplasma de estas tres proteinas
nucleares, estaba alterado durante la infeccidn por los calicivirus. Para saber la razén
de esta localizacién inusual de proteinas nucleares, se analiz6 la integridad de las
nucleoporinas con un anticuerpo que detecta una region conservada denominada
FXFG, y se encontrdé que, durante la infeccion por el FCV y el MNV ocurria la
pérdida y/o procesamiento de algunas nucleoporinas, lo cual coincidia en el mismo
tiempo de infeccion con la localizacion citoplasmica de hnRNP Al, Sam68 y

nucleolina.

Aunque algunas de las nucleoporinas no pudieron ser identificadas con
anticuerpos especificos, encontramos una coincidencia entre las que se procesan en la
infeccion por los calicivirus, y las reportadas que se degradan durante la infeccién por
los picornavirus, por accion de sus proteasas virales 2A y 3C. Por tal motivo, y
debido a la gran similitud que presentan la proteasa 3C de los picornavirus y la
proteasa NS6 de los calicivirus (142, 142), es posible que las nucleoporinas estén
siendo procesadas por la proteasa viral NS6 durante la infeccion, y de esta forma
estén alterando el transporte nicleo-citoplasma. Sin embargo, como se menciond
anteriormente, también se sabe que durante la apoptosis, los componentes mdviles del
sistema de transporte, los receptores de transporte, los miembros del ciclo de las
RanGTPasas y las nucleoporinas del NPC, se pueden alteran por accién de las
caspasas activadas (136). Dado que durante la infeccion por los calicivirus la
apoptosis intrinseca 0 mitocondrial, es activada como una estrategia del virus para
promover la salida de la progenie viral (140), es posible que el procesamiento de las
nucleoporinas también pueda ser una consecuencia de la actividad de las caspasas

activadas durante la infeccion por los calicivirus.
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JUSTIFICACION

Durante la infeccion por los calicivirus, se ha detectado la presencia de
proteinas nucleares en el citoplasma celular que participan en su ciclo replicativo,
como lo son las proteinas PTB y hnRNP Al. La localizacion inusual de estas
proteinas, podria ser una consecuencia de la alteracion del transporte nucleo-
citoplasmico, particularmente debido al procesamiento especifico de algunas
nucleoporinas del complejo del poro nuclear. El identificar a las nucleoporinas que
estan siendo alteradas y el mecanismo por el cual se estan procesando, permitird

conocer algunas de las estrategias que emplean los calicivirus para su replicacion.

HIPOTESIS

La infeccion con el FCV altera la integridad de las nucleoporinas como una

estrategia para tener acceso a proteinas nucleares implicadas en su replicacion.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar la integridad y el mecanismo por el cual se altera la funcién de las

nucleoporinas durante la infeccion por el calicivirus felino.

Objetivos especificos

1. Analizar la integridad de las nucleoporinas a tiempos tempranos, intermedios
y tardios de la infeccion por el FCV.

2. Determinar las probables moléculas responsables del procesamiento de las
nucleoporinas durante la infeccion.

3. Analizar el papel de la proteina LC del FCV en la induccidn de la apoptosis y
el procesamiento de las nucleoporinas.

4. Analizar el papel de la proteasa viral NS6/7 en el procesamiento de las

nucleoporinas.

40



MATERIALES Y METODOS
Células y virus

La cepa F9 de calicivirus felino se propagé en células de rifion felino
Crandell-Rees (CrFK) obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC)
(Rockville, MD). Se cultivaron las células CrFK a 37°C con CO, al 5% en medio de
mantenimiento que contenia el medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM) con la
adicion de penicilina (5000 U), estreptomicina (5 g/ml), aminoacidos no esenciales
(0.1 mM), Glutamina (2 mM) y se suplementd con suero fetal bovino al 5% (SFB).
Las células HEK293T obtenidas de la ATCC, utilizadas para los ensayos de
transfeccién, se cultivaron en medio DMEM con 10% de SFB, penicilina (100

pg/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y anfotericina B (250 ng/ml).
Efecto citopatico y ensayo de plaqueo

El efecto citopatico (CPE) se monitoreo a los tiempos de infeccidn indicados
mediante la evaluacion de la morfologia celular utilizando un microscopio de campo
claro. Los titulos del virus en los sobrenadantes recogidos de las células infectadas
y/o tratadas con los diferentes inhibidores de proteasas, se determinaron mediante un

ensayo en placa (143).
Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados para los ensayos de Western blot (WB) e
inmunofluorescencia (IF), fueron: anti-hnRNP | 0 PTB (SC-16547), anti-hnRNP Al
(SC-32301), anti-TPR 0 Nup270 para WB (SC-271317), y para IF (SC-67116), anti-
nucleoporina p62 o Nup62 (SC-25523), anti-Nup98 (SC-74578), anti-proteinas del
complejo del poro nuclear o0 Mab414 (ab24609 Abcam), anti-Nupl53 (ab96462
Abcam), anti-Caspasa-3 (9662S cell signaling), anti-PARP (9542 cell signaling), los
anticuerpos para las proteinas virales anti-NS6/7 y anti-NS3 fueron amablemente
donados por lan Goodfellow de la Universidad de Cambridge, UK, y el anti-actina
fue amablemente donado por Manuel Hernandez, del Cinvestav, Mexico.
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Western blot

Monocapas confluentes de céulas CrFK, se infectaron o no (mock), con el
FCV cepa F9 a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 5. Las celulas se lisaron y se
recolectaron a los diferentes tiempos post-infeccion (1, 3, 5, 7 y 9 hpi), utilizando el
buffer de muestra Laemmli, y posteriormente se hirvieron durante 10 minutos. Los
lisados celulares se sometieron a una electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE) y transferidos a una membrana de nitrocelulosa (Millipore). La membrana se
bloqued con leche al 5% en TBS-Tween (TBS-T) durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se incubo con el anticuerpo primario indicado (anti-Nup270, -Nup153, -
Nup98, -Nup62, -Caspasa-3, -PARP, -actina, -NS6/7 y/o -NS3), durante toda la
noche a 4°C. Para el andlisis con el Mab414, los extractos se separaron utilizando un
gel de gradiente que va del 5-15%, para poder visualizar las diferentes proteinas que
reconoce el anticuerpo. Se realizaron 3 lavados con TBS-T por 10 minutos cada uno.
La membrana se incub6 con el anticuerpo secundario apropiado anti-raton, anti-
conejo o anti-cabra (Santa Cruz Biotechnology), diluyéndose en TBS-T con leche al
5% por 2 horas, a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con TBS-T por 10
minutos cada uno. Las proteinas se detectaron utilizando el kit de

qguimioluminiscencia Super-signal West-Femto, Pierce.
Inmunofluorescencia - Microscopia confocal

Las células CrFK se crecieron sobre cubre objetos, y se infectaron o no
(mock) con el FCV a una MOI de 5, a los diferentes tiempos post-infeccién (1, 3, 5, 7
y 9 hpi). Las células se trataron con buffer de citoesqueleto (CB) (MES 10 mM, NaCl
150 mM, EGTA 5 mM, MgCl, 5 mM, y glucosa 5 mM) durante 5 minutos. Las
células se fijaron y permeabilizaron con una solucién de para-formaldehido al 4% que
contiene Triton X-100 0.2% (PFA-T) durante 5 minutos a temperatura ambiente, se
lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos, y se trataron nuevamente con una solucion
de PFA al 4% durante 20 minutos. Las células se lavaron 3 veces con PBS por 5
minutos, y enseguida se trataron con una solucion blogueadora de gelatina (G8150-
100G, Sigma) al 0.5% en PBS, durante 40 minutos a temperatura ambiente. Las

células se lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos, y se incubaron con el respectivo
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anticuerpo primario (anti-Nup270, -Nup153, -Mab414, -hnRNP Al, -PTB, -NS3 y -
NS6/7), durante toda la noche a 4°C. Las células se lavaron 3 veces con PBS por 5
minutos, y se incubaron con el apropiado anticuerpo secundario conjugado a un
Alexa 488 o Alexa 594 (Santa Cruz Biotechnology) durante 1 hora a temperatura
ambiente y a 37°C para los correspondientes a VP1, NS3 y NS6/7. Las células se
lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos, y el nucleo de las células fue tefido
utilizando DAPI (1pg/ml) durante 90 segundos (Fisher Scientific). Finalmente, las
células se lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos, y las laminillas se montaron sobre
portaobjetos utilizando vectashield (Sigma) y se almacenaron a 4°C hasta su uso. Las
imagenes de las células fluorescentes se capturaron usando el microscopio confocal
de escaneo-laser ZEISS LM700 (CLSM).

Ensayos de inhibicion

Las células CrFK se infectaron o no (mock) con el FCV a una MOI de 5, en
presencia 0 ausencia de los diferentes inhibidores de proteasas (Z-VAD-fmk, Ac-
DEVD-CHO, ZnCl,, E64, Aprotinina, Pefabloc y Leupeptina), y se analizaron por
western blot y/o Inmunofluorescencia. Las células CrFK se trataron con el inhibidor
Z-VAD-fmk (Promega #G7232) a una concentracion de 500uM durante 4 horas antes
de ser infectadas (pre-tratamiento), después el medio con el inhibidor se retir6 de las
células, y enseguida se infectaron siguiendo la misma metodologia descrita
anteriormente. Para los tratamientos con Ac-DEVD-CHO (200 upM) (Promega
#G5961), y el set de inhibidores E64 (140 uM), Aprotinin (1.5 uM) y Leupeptin (50
uM) (Protease Inhibitors Set, Roche, Cat. No. 1206893), las células CrFK se
infectaron previamente y a partir del tiempo 0 de infeccion se trataron con las
diferentes concentraciones de cada inhibidor. Las células para inmunofluorescencia, y
los extractos celulares para western blot, se recolectaron a los diferentes tiempos post-

infeccion (1, 3, 5, 7 'y 9 hpi) para su analisis.
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PCR - Amplificacion y clonacion de la proteina LC

Se analiz6 la secuencia del genoma completo del FCV (GenBank. M86379.1),
se localizd la region correspondiente al ORF2, y dentro de esta se identificd la
secuencia de la proteina LC previamente reportada (30). A partir de la secuencia
nucleotidica de LC, se disefiaron un par de oligonucledtidos para expresion en
procariotas, con los sitios de restriccion para las enzimas BamHI (GGATCC) y
EcoRl (GAATCC); y otro par para la expresion en eucariotas con los sitios de
restriccion para las enzimas Hindlll (AAGCTT) y BamHI (GGATCC).

RV - GAATCCATCCTCGAGTCGAATTAGAGG

Procariota
FW - GGATCCCCTGCTCAACCTGCGCTAACGTG
RV - AAGCTTATCCTCGAGTCGAATTAGAGG

Eucariota

FW — GGATCCATGTGCTCAACCTGCGCTAACGTG

La secuencia de la proteina LC se amplifico por la técnica de PCR, el
amplicon de 372 pares de bases (124 aminoacidos) obtenido con los dos pares de
oligonucleo6tidos, se clond en el vector de transito pJET1.2/blunt (Thermo Scientific,
K1231). Se liber6 el inserto correspondiente a la secuencia de LC realizando un
ensayo de restriccion con las enzimas correspondientes. El inserto correspondiente se
clond en el vector de expresion eucariota pcDNA 3.1 (-), y en el vector de expresion
procariota pGEX-5X-1; ambas construcciones se secuenciaron. La construccion LC-
pcDNA 3.1 (-) fue utilizada para realizar los ensayos de transfeccion en células CrFK.
La construccion LC-pGEX-5X-1 se utilizd para la inmunizacién de ratones y la

produccion del anticuerpo contra la proteina LC del FCV.
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Induccidn de la proteina LC y produccién del anticuerpo anti-LC

Bacterias BL21 se transformaron con el plasmido LC-pGEX-5X-1. Se realiz0
la induccidn de la proteina utilizando una concentracion de IPTG (isopropil-p-D-1-
tiogalactopirandsido) de 0.1 mM. La induccién de la proteina se realizé cada hora
durante 4 h y una de 12 h a 37°C en agitacion suave. La expresion de la proteina se
analiz6 mediante SDS-PAGE Yy tincion del gel con azul de coomassie. Para obtener la
proteina recombinante de la fraccion soluble, el volumen total del cultivo inducido se
centrifugd a 5 000 rpm durante 30 minutos. La pastilla resultante se lavo con el buffer
STE (Tris HCI 10 mM pH8, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM), y se centrifug6 a 8 000
rpm por 5 minutos a 4°C. La pastilla se resuspendio en el buffer de lisis de STE y
lisozima (100 mg/ml), y se colocd en hielo durante 15 minutos. Se adicion6 un
concentracion final de 5 mM de DTT, 15 mM de PMSF y 1.5% (w/v) de Sarkosyl.
Las bacterias se sonicaron 30 segundos en hielo (3 veces), y se centrifugaron a 13 000
rpm por 10 minutos a 4°C. EIl sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se le
agregd Triton X-100 al 3%, mientras que la pastilla se resuspendi6 en PBS-Triton X-
100. La proteina contenida en la fraccion de sobrenadante, se interaccion6 con perlas
de Glutation-Agarosa (Sigma, G4510) durante toda la noche a 4°C en constante
movimiento. Se centrifugaron a 5 000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se
almacend a -80°C, mientras que las perlas se lavaron con PBS-Triton X-100 (3
veces). El sobrenadante se elimind y las perlas se resuspendieron en 500 ul del buffer
de elucioén (Tris HCI pH8 50 mM, glutation reducida 15 mM), se centrifugo a 3 000
rpm 5 minutos, y el sobrenadante resultante es la proteina eluida (este paso se repitio
las veces que fueron necesarias para obtener el volumen suficiente de proteina). Se

cuantificaron las eluciones.

La elucion de la proteina LC fusionada a GST obtenida a partir del plasmido
pGEX-5X-1, se utilizo para inmunizar dos ratones BALBC con una concentracion de
150 pg para cada ratdn. Se realizaron 3 inmunizaciones (en un periodo de 3 semanas),
y se realizd el sangrado directamente del corazén. La sangre fue tratada de acuerdo al

protocolo establecido para la obtencion del suero inmune.
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Transfeccion de las proteinas virales LC y NS6/7

El plasmido LC-pcDNA 3.1 (-) se transfectd en células CrFK a diferentes
concentraciones (1, 5, 6, 8 y 10 ug), utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen,
11668-019) siguiendo el protocolo del fabricante. Las células a 12, 24 y 48 horas
post-transfeccidn fueron recolectadas para obtener extractos totales, y analizarse por

western blot.

El plasmido pmCherry C1 vacio, y las construcciones pmCherry C1-NS6 y
pmCherry C1-NS6/7 fueron amablemente donados por Edward Emmott e lan
Goodfellow de la Universidad de Cambridge, UK. Los plasmidos se transfectaron en
células HEK293T cultivadas sobre cubre objetos previamente tratados con poli-L
lisina. Se transfectaron 2 pg de cada plasmido, siguiendo la misma metodologia de
lipofectamina 2000. Las células después de 16 y 24 horas post-transfeccion, se

analizaron por inmunofluorescencia usando microscopia confocal (CLSM).
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RESULTADOS
La infeccion con el FCV provoca el procesamiento de algunas nucleoporinas

La localizacion citoplasmica de proteinas nucleares como una consecuencia
de la infeccion por los calicivirus, aunque ha sido pobremente descrita, parece ser un
importante evento durante la replicacion viral, como ocurre con algunos virus de
RNA. En la infeccion por los picornavirus, ocurre una alteracion del trafico nucleo-
citoplasma debido a la accién de las proteasas virales, que trae como consecuencia la
presencia de proteinas nucleares en el citoplasma implicadas en la regulacion de la
traduccion y replicacién viral (99, 103). En la infeccion por los calicivirus, se ha
reportado la localizacion en citoplasma de las proteinas nucleares PTB y hnRNP Al
(89, 90). Ademas, se sugiri6 una modificacién especifica del trafico nucleo-
citoplasma que altera la localizacion de PTB, sin embargo, no hay evidencia
experimental de que esto ocurra. Debido a que las nucleoporinas del NPC son
responsables del transporte nucleo-citoplasmico, se analizo su integridad durante la

infeccion por el FCV.

Monocapas de células CrFK se infectaron o no (mock) con el FCV a una MOI
de 5, y los lisados celulares obtenidos a 1, 3, 5, y 7 horas post-infeccion (hpi) se
sometieron a un SDS-PAGE usando un gel de gradiente (5-15%). Se analiz6 la
integridad de las nucleoporinas por western blot utilizando el anticuerpo Mab414 que
reconoce el dominio conservado FXFG presente en la Nup358, Nup270, Nup214,
Nup153, Nup98 y Nup62. En las células no infectadas (mock), se detectaron 6 bandas
en los pesos moleculares correspondientes a las diferentes nucleoporinas antes
mencionadas (Fig. 10A). Un patron similar fue observado en las células infectadas
por 1 hora, sin embargo, a las 3, 5y 7 hpi se observd el procesamiento y pérdida
progresiva de las bandas correspondientes a las Nup358, Nup270, Nup214 y Nup153,
lo cual coincidid con la presencia de la proteina viral NS6/7 desde las 3 hpi (Fig.
10A). Por otro lado, las bandas correspondientes a la Nup62 y Nup98 parecen no ser
afectadas durante la infeccion por el FCV. Se utilizd actina como control de carga
(Fig. 10A).
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Figura 10. Procesamiento de nucleoporinas durante la infeccion por el FCV. (A) Células CrFK se infectaron
con el FCV (MOl de 5) o no (mock), y se lisaron usando el buffer de Laembli a los tiempos que se muestran (1, 3,
5y 7 hpi). Los lisados celulares se sometieron a SDS-PAGE en un gel de gradiente del 5-15%, y se analizaron por
western blot utilizando los anticuerpos anti-nucleoporinas, anti-NS6/7 y anti-actina como control de carga. (B)
Células CrFK se cultivaron sobre cubre objetos y se infectaron con el FCV (MOI de 5) o no (mock) a1,3,5y7
hpi, se fijaron y permeabilizaron, y se tifieron con los anticuerpos dirigidos contra las nucleoprinas-FG (Mab414,
verde) y la proteasa-polimerasa NS6/7 (rojo). Los nucleos de las células se tifieron con DAPI (azul). Las imagenes

fueron capturadas usando el CLSM (ver materiales y metodos)

Para confirmar este resultado, monocapas de células CrFK se cultivaron en
sobre cubreobjetos, y se infectaron o no (mock) con el FCV a una MOI de 5, se
analizaron a 1, 3, 5y 7 hpi con la técnica de inmunofluorescencia indirecta, para la
deteccion de nucleoporinas usando el anticuerpo Mab414 (verde) que reconoce a las
6 diferentes nucleoporinas. Se identifico la localizacion perinuclear caracteristica de
estas proteinas en las células no infectadas (mock), asi como en las infectadas durante
1 h (Fig. 10B), mientras que en las células a partir de las 3 hpi se encontré una
alteracion y reduccion significativa en el marcaje de las nucleoporinas, el cual fue
mas evidente a las 5 y 7 hpi (Fig. 10B). El anticuerpo contra la proteasa-polimerasa
viral NS6/7 (rojo) se utilizo para demostrar la infeccion viral, confirmando la

alteracion de algunas nucleoporinas durante la infeccion con el FCV (Fig. 10B).
Nup270 y Nup153 se procesan a diferentes tiempos en la infeccion con el FCV

Para confirmar la identidad de las nucleoporinas, se seleccionaron las
Nup270, Nup153, Nup98 y Nup62 para su deteccidn con anticuerpos especificos para
cada una de ellas. Se realizd un ensayo de western blot utilizando extractos totales de
celulas mock e infectadas con el FCV a una MOI de 5 durante 1, 3, 5y 7 hpi. La
Nup270 se detectd como una banda principal de aproximadamente 270 kDa, ademas
de algunas bandas de menor peso molecular, mientras que la Nup153 se detecté como
una Unica banda de 153 kDa, ambas proteinas tanto en células mock como en las
infectadas durante 1 h (Fig. 11A). La alteracion en la integridad de ambas
nucleoporinas se corrobord durante la infeccion con el FCV; particularmente la
Nup270 se proceso desde las 3 hpi resultando en la deteccidon de una nueva banda de

menor peso molecular (250-260 kDa aproximadamente) posiblemente producto de su
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procesamiento, y se observé la pérdida progresiva y total de ambas bandasalas5y 7
hpi (Fig. 11A).
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Figura 11. Procesamiento y deslocalizacion de la Nup270 y Nup153 en la infeccién con el FCV. (A) Analisis
de western blot de células CrFK no infectadas (mock) e infectadas con el FCV (MOI de 5) a los tiempos
indicados, se realizé usando los anticuerpos especificos contra la Nup270, Nup153, Nup98 y Nup62, ademas del
anti-NS6/7 y anti-actina como control. (B) Inmunofluorescencia de células CrFK no infectadas (mock) o
infectadas con el FCV (MOI de 5) a 5 h. Los paneles de la primera columna izquierda muestran a la Nup270
(panel superior, rojo) y Nup153 (panel inferior, verde), seguidos por los paneles de que muestran a la proteina
VP1 (panel superior, verde) y NS3 (panel inferior, rojo), las tres Gltimas columnas muestran la tincién del nucleo
con DAPI, y la mezcla de los anteriores mas las imagenes de campo claro (Merge, Merge+DIC). Las imagenes de

células individuales fueron capturadas usando el CLSM (ver materiales y métodos).

Sin embargo, la pérdida de la Nup153 se observé a partir de las 5 hpi, siendo
mas evidente a las 7 hpi (Fig. 11A). El procesamiento inicial de la Nup270 y la
pérdida de la Nup153 observadas a las 3 y 5 hpi respectivamente, correlacionaron con
la actividad de la proteasa-polimerasa viral NS6/7 representada por la deteccion de la
proteina viral NS3 desde las 3 hpi (Fig. 11A). Por otra parte, la Nup98 y Nup62
permanecieron sin ningdn cambio hasta las 7 hpi, sugiriéndonos que estas dos
nucleoporinas no se afectaron durante la infeccion con el FCV (Fig. 11A). Para
corroborar estos resultados, la Nup270 y Nup153 se analizaron a después de 5 hpi
por microscopia confocal. En las células mock, la Nup270 (rojo) y la Nup153 (verde)
fueron observadas predominantemente en el ndcleo y de manera discreta en el
citoplasma (Fig. 11B). Sin embargo, en las células infectadas por 5 h, se observo una
aparente disminucion de la Nup270 y Nupl153 en el nucleo, pero un incremento
significativo en la localizacion citoplasmica de ambas (Fig. 11B), probablemente
como consecuencia de su procesamiento, desensamble del NPC y degradacion. Los
cambios en la localizacion de ambas nucleoporinas a las 5 hpi, coincidieron con la
presencia de las proteinas virales VP1 (verde) y NS3 (rojo) (Fig. 11), y confirmaron
la actividad de la proteasa viral NS6/7. Los anticuerpos para la Nup98 y Nup62 no
fueron capaces de detectarlas por inmunofluorescencia. Con estos primeros
resultados, demostramos que durante la infeccion con el FCV ocurre el
procesamiento de algunas nucleoporinas del complejo del poro nuclear (NPC), lo que

nos sugirio una alteracion en el transporte nucleo-citoplasma.
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PTB y hnRNP Al se localizan en el citoplasma de células infectadas con el FCV

Para determinar si el procesamiento de las nucleoporinas durante la infeccion
con el FCV tenia alguna correlacion con cambios en la localizacion de proteinas
nucleares, se analizd la localizacion subcelular de las proteinas PTB y hnRNP Al por

inmunofluorescencia indirecta (Fig. 12).
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Figura 12. Localizacion subcelular de PTB y hnRNP Al en la infeccion con el FCV. Anilisis de
inmunofluorescencia de células CrFK no infectadas (mock) e infectadas con el FCV (MOI 5) a 3 y 5 h, tefiidas
con los anticuerpos contra PTB (verde) (A), hnRNP Al (verde) (B), y la proteina viral NS3 (rojo) (A,B). Las
imagenes de células individuales fueron capturadas usando el CLSM (ver materiales y métodos).

Como era de esperarse, PTB (verde) se detectd en el nacleo de células no
infectadas (mock), sin embargo, a partir de 3 hpi ademas de su localizacién nuclear,
PTB también se observo discretamente en el citoplasma, lo cual fue més evidente a
las 5 hpi (Fig. 12A). Un comportamiento muy similar se observo con la localizacion
subcelular de hnRNP A1, esta proteina se detecto en el nucleo de las células mock,
pero a 3 hpi se observd distribuida discretamente en el citoplasma de células
infectadas, y mayormente a las 5 hpi (Fig. 12B). El anti-FCV NS3 (rojo) se utilizd
para mostrar la infeccion con el FCV (Fig. 12A y 12B). Aunque el nivel de
localizacion en citoplasma parecidé ser mayor en PTB que en hnRNP A1, la presencia
de la proteina viral NS3 desde las 3 hpi nos sugirié que la localizacion subcelular de

ambas proteinas nucleares estaba siendo afectada por la infeccion con el FCV.

El procesamiento de las nucleoporinas tales como la Nup270 y Nup153, y la
localizacion anormal de las proteinas nucleares ocurren a los mismos tiempos de
infeccion, sugiriéndonos que el FCV induce el procesamiento de las nucleoporinas y
como consecuencia tiene acceso a las proteinas nucleares PTB y hnRNP Al

implicadas en su ciclo replicativo.

Las nucleoporinas son proteoliticamente procesadas durante la infeccion con el
FCV

Las nucleoporinas del complejo del poro nuclear (NPC) y el transporte
ndcleo-citoplasmatico son blancos comunes en las infecciones virales, en éstas, se
afectan algunos de los componentes clave de esta maquinaria lo cual ocasionalmente
ocurre a través de la accion de las propias proteasas virales, como consecuencia se
inhibe la sefializacion de la respuesta inmune del huésped y se facilita la replicacion
viral (144). Particularmente durante la infeccion por PV y HRV, la degradacion
proteolitica de nucleoporinas como la Nup62, Nup98 y Nup153 ocurre por accion de
la proteasa viral 2A (106), y la degradacién de la Nup358, Nup214 y Nup153 por la
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proteasa viral 3C (102, 104, 105, 135). Sin embargo, en un contexto no infeccioso
pero de apoptosis inducida por algin compuesto como staurosporina, etopésido o
actinimocina D, la Nup358, Nup270, Nup214 y Nup153 también son blancos de la
actividad de las caspasas (136). Debido a que los calicivirus codifican para una
proteasa similar a la 3C de PV (NS6/7 en el FCV), y a que las caspasas son activadas
como consecuencia de una replicacion activa en la apoptosis inducida por la
infeccion, es posible que la degradacion de las nucleoporinas tales como la Nup270y
Nup153, se produzca como resultado de la actividad proteolitica de alguna de estas

proteasas.

Para determinar cuales de estas proteasas estaban involucradas en la
degradacion de las nucleoporinas, primero se utilizo el inhibidor de pan-caspasas Z-
VAD-fmk, un componente permeable a las células que se une irreversiblemente al
sitio catalitico de las todas caspasas y de esta manera inhibe la apoptosis. Extractos
celulares totales de células mock o infectadas con el FCV a una MOI de 5, en
presencia o ausencia del Z-VAD-fmk, se recolectaron a los diferentes tiempos post-
infeccion (1, 3, 5y 7 hpi), y su efecto en la integridad de las nucleoporinas se
determind por un ensayo de western blot utilizando el anticuerpo Mab414 (Fig. 13).
En las células infectadas tratadas con el Z-VAD-fmk (500 uM), se observé un retraso
en el procesamiento de las nucleoporinas desde las 3 y hasta las 7 hpi, en
comparacion con el patron observado en las células infectadas no tratadas (Fig. 13A).
Sin embargo, las bandas que corresponden a los pesos moleculares de la Nup358,
Nup270 y Nupl53, se pudieron ver procesadas desde las 5 hpi aunque sin ser
degradadas por completo. Para corroborar este resultado, los mismos extractos
celulares se analizaron utilizando los anticuerpos especificos para la Nup270 y
Nup153. En las células infectadas y tratadas con el Z-VAD-fmk, se observé
nuevamente el procesamiento inicial de la Nup270 a las 3 hpi, pero no se observé su
total degradacion a las 5y 7 hpi como ocurrio en las células infectadas no tratadas
(Fig. 13B). Por otro lado, el procesamiento de la Nup153 se inhibio en las células
infectadas y tratadas con el Z-VAD-fmk (Fig. 13B). De manera interesante, el

procesamiento de la Nup270 a partir de las 5y 7 hpi en las células tratadas con Z-
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VAD-fmk, coincidé con la presencia de la proteina viral NS3 utilizada como un

indicador de la actividad de NS6/7 (Fig. 13B).
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Figura 13. El tratamiento con Z-VAD-fmk inhibe a la caspasa 3, pero afecta a la proteina viral. Andlisis de

western blot de células infectadas o no (mock) con el FCV (MOI 5) en presencia o ausencia del inhibidor de pan-

caspasas Z-VAD-fmk utilizando el Mab414 (A) y los anticuerpos especificos para las nucleoporinas individuales

Nup270, Nup153 y Nup62, y para la forma procesada y no procesada de caspasa-3 (B). Como control de infeccion

y control de carga se utilizaron anti-NS3 y anti-actina respectivamente (A, B).

55

hpi



Para comprobar el efecto del inhibidor Z-VAD-fmk, se detecto la presencia de
la caspasa-3 utilizando un anticuerpo que reconoce el precursor de caspasa-3
(procaspasa-3, 35 kDa) y las formas procesadas o activas de esta caspasa (17 y 19
kDa). En las células infectadas, se identifico la forma activa de la caspasa-3 (17 kDa)
a partir de las 5 hpi, mientras que en las células infectadas y tratadas con el Z-VAD-
fmk apenas comienza a detectarse a las 7 hpi (Fig. 13B). Con estos resultados
pudimos comprobar el efecto inhibitorio de este compuesto, sin embargo, la actividad
de la proteasa NS6 observada por el procesamiento de la proteina viral NS3 que se
detecto desde las 3 hpi en las células no tratadas, se detectd hasta las 5 hpi en las
células infectadas tratadas con el Z-VAD-fmk, lo cual nos sugirié también un efecto
del inhibidor Z-VAD-fmk sobre la proteasa viral (Fig. 13B).

El procesamiento inicial de la Nup270 que se identifico en células infectadas a
partir de las 3 hpi, correlaciona con la actividad de la proteasa viral y no de la
caspasa-3 activa; pero a 5y 7 hpi cuando el procesamiento de la Nup 270 es mas
drastico, ambas proteasas estdn presentes (Fig. 13B). Es por ello que, el efecto
inhibitorio del tratamiento con el Z-VAD-fmk sobre la proteina viral, aunque parcial,
impidié elucidar el papel de ambas proteasas en el procesamiento de las

nucleoporinas.

Nup270 es procesada inicialmente por la proteasa viral, pero su degradacion total

depende de la caspasa-3

Debido a que el inhibidor Z-VAD-fmk ademas de inhibir a las caspasas
también puede inhibir otras cistein proteasas como las proteasas virales de los
picornavirus (145), es posible que también tenga un efecto inhibitorio sobre la
proteasa de los calicivirus. Para evitar el probable efecto inhibitorio del Z-VAD-fmk,
las células CrFK fueron tratadas durante 4 horas con el Z-VAD-fmk (500 uM) antes
de ser infectadas (pre-tratamiento), con la finalidad de inhibir la activacion de las
procaspasas pero no de la proteasa viral. Después del tratamiento, las células se
infectaron con el FCV a una MOI de 5, los extractos celulares totales se recolectaron
a diferentes tiempos de infeccion (1, 3, 5, 7 y 9 hpi), y la integridad de la Nup270 fue

analizada por ensayos de western blot (Fig. 14). En las células infectadas pre-tratadas
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con Z-VAD-fmk, la Nup270 se procesé a partir de 3 hpi observandose el producto de
procesamiento inicial que habia sido previamente identificado en las células
infectadas (Fig. 14), sin embargo el posterior procesamiento de la nucleoporina no se
observo, ni aun a las 9 hpi (Fig. 14) similar a lo que se observo en la Figura 13B. La
forma activa de la caspasa-3 fue detectada Unicamente a las 9 hpi en las células
infectadas y pre-tratadas en comparacion a las no tratadas donde se detectd desde las
5 hpi (Fig. 14), corroborando asi el efecto del pre-tratamiento con el inhibidor sobre
las caspasas pero no sobre la actividad de la proteasa viral (Fig. 14). De esta manera
podemos sugerir que el procesamiento inicial de la Nup270, que ocurre a partir de las
3 hpi, es debido a la accién de la proteasa viral y que en ausencia de caspasa-3 este
primer procesamiento se mantiene sin modificaciones posteriores durante toda la
infeccion, sugiriéndonos asi la participacion de la caspasa-3 en la degradacion total de
la Nup270.

Para corroborar el papel de la caspasa-3 en el procesamiento de la Nup270
durante la infecciéon por FCV, las células fueron tratadas con Ac-DEVD-CHO, un
inhibidor especifico de la actividad de caspasas efectoras. EI Ac-DEVD-CHO es un
ligando de alta afinidad hacia los centros activos de caspasas 3 y 7, dando lugar a la
inhibicidn de su actividad pero sin inhibir el procesamiento de las procaspasas-3 y -7
que dan lugar a sus formas activas, ademas de que no tiene efecto sobre la actividad
de proteasas virales. Siguiendo la misma metodologia para la obtencion de los
extractos totales sin y con el tratamiento del inhibidor Ac-DEVD-CHO durante la
infeccion, se realiz6 un ensayo de western blot para analizar la integridad de la
Nup270 (Fig. 14). El procesamiento inicial de la Nup270 en células infectadas
tratadas con Ac-DEVD-CHO (200 uM) fue semejante al obtenido con el inhibidor de
pan-caspasas Z-VAD-fmk, en donde se observé un primer procesamiento de ésta
nucleoporina a las 3 hpi. Asimismo, no se observd ningln cambio en el
procesamiento de la Nup270 durante el progreso de la infeccion, a diferencia de lo
observado en las células infectadas no tratadas (Fig. 14). Como se esperaba, en el
tratamiento con Ac-DEVD-CHO la forma procesada de la caspasa-3 fue detectada

desde las 5 hpi, debido a que esta es activada por el procesamiento de la caspasa 9,
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sin embargo su inactividad se comprobo con la integridad de PARP, una proteina

blanco de la actividad de la caspasa-3 (Fig. 14).

Z-VAD-fmk 500 uM

Ac-DEVD-CHO 250 pM

Mock 1 3 5 7 9 1 3 5 7 9 1 3 5 7 9
. — - . — —— ag— - —
[ N P — - ey @ culd D | enr - - -
— —— - e
o e W — e —— - — —— -
= - ™
-— e e D D e e e G > ov |G o> o oo o>

Figura 14. Nup270 es procesada por la proteasa viral y por la caspasa-3. Andlisis de western blot de células
no infectadas (mock) e infectadas con el FCV a los tiempos indicados, en presencia o ausencia del pre-tratamiento
o tratamiento con el inhibidor Z-VAD-fmk y Ac-DEVD-CHO respectivamente, se analizaron utilizando los
anticuerpos especificos en contra de la Nup270, NS6/7, caspasa-3, PARP y actina como control de carga.

En la infeccion con el FCV vy el pre-tratamiento o tratamiento de Z-VAD-fmk
y Ac-DEVD-CHO respectivamente (Fig. 14), se observo la inhibicion del
procesamiento de la proteina PARP (180 kDa), en comparacién a la infeccion sin
ningln tratamiento en la que se detect6 el procesamiento de esta proteina a partir de
las 5 hpi (Fig. 14). Ademas, se demostro que en este tratamiento no hay inhibicién en
la actividad de la proteasa viral NS6/7, lo cual se pudo comprobar por la presencia de
la proteina viral NS3 (Fig. 14). La ausencia de actividad de la caspasa-3 y la
presencia de NS6/7 en el tratamiento con Ac-DEVD-CHO, confirman que el
procesamiento inicial de la Nup270 observado desde las 3 y hasta las 9 hpi, cuando
las actividad de las caspasas esta inhibida, es muy probablemente producido por la
NS6/7, mientras que la caspasa-3 esta implicada en el procesamiento de Nup270 en

los Gltimos tiempos de la infeccién por FCV.

Para identificar posibles sitios de corte de la NS6/7 y de la caspasa-3 en la

Nup270, se realiz6 un analisis in silico utilizando los servidores PROSPER (para
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identificar sitios de corte de diferentes proteasas celulares) y NetPicoRNA 1.0 (para
identificar sitios de corte para proteasas de picornavirus), este Gltimo debido a la
similitud entre la proteasa viral NS6/7 del FCV vy la proteasa 3C de los picornavirus
(141, 142). Los resultados obtenidos utilizando ambos servidores sugirieron un sitio
potencial Unico de corte para NS6/7 en la region cercana al C-terminal de la
secuencia aminoacidica de la Nup270 (Fig. 15A), especificamente en los aminoacidos
2268-2275 (AESEGISS) donde la posicion P1 es ocupada por una glutamina (E) y la
posicién P1” por una glicina (G), que son los aminoacidos reconocidos y cortados de
manera preferencial por las proteasas de los calicivirus (146). Este corte genera dos
productos de aproximadamente 10 y 260 kDa (Fig. 15B), este ultimo coincidiendo
con el producto observado por western blot a partir de las 3 hpi, y el mismo que se
observo durante toda la infeccidon en presencia de los inhibidores de caspasas (Fig.
14). Por otra parte, la Nup270 también tiene un sitio Unico de corte para la caspasa-3
en la posicion 1530-1533 (DLQD) (Fig. 15A), este sitio presenta los aminoacidos
estrictamente requeridos con un residuo de asparagina (D) en las posiciones P1y P4,
un aminoéacido hidrofébico (L) en P2 y uno hidrofilico (P) en P3 (147). Si este corte
por la caspasa-3 ocurre, se generan dos fragmentos de aproximadamente 170 y 100
kDa (Fig. 15B).

Dado que durante la infeccion con el FCV la proteasa viral NS6/7 es detectada
desde las 3hpi y la caspasa-3 a 5 hpi , el analisis in silico sugiere que la caspasa-3
ademas de cortar a la Nup270, también estaria cortando al producto de 260 kDa
previamente generado por el corte de la NS6/7, mientras que la NS6/7 podria cortar el
producto de 100 kDa generado por la caspasa-3, generando, ademas de los productos
ya mencionados, un producto extra de aproximadamente 90 kDa (Fig. 15B). Con
estos hallazgos se apoya la idea de que el corte inicial de la Nup270 que fue
observado a 3 hpi, ocurre por la actividad de la NS6/7, seguida por la actividad de la
caspasa-3 a partir de las 5 hpi, lo cual provoca la degradacion total de la Nup270 que
fue mas evidente a las 7 y 9 hpi (Fig. 14).
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Figura 15. Analisis in silico de los cortes de la NS6/7 y caspasa-3 sobre la Nup270. (A) Comparacién de las
secuencias Y regiones de interés en el C-terminal de la Nup270 de humano, ratén y gato. (B) Modelo que ilustra
los sitios de corte y productos de procesamiento de la Nup270, generados por la proteasa viral NS6/7 (i), caspasa-
3 (ii) y ambas a la vez (iii).

Para demostrar de forma clara el procesamiento de la Nup270 por la NS6/7 y
caspasa-3, se disefid un modelo que representa los sitios de corte y los posibles
productos de procesamiento de la Nup270 que tedricamente y de manera in silico se
calcularon (ver la Figura 15B). Tomando en cuenta todos los resultados anteriores,
podemos sugerir que la degradacion de Nup270 se induce durante la infeccidn por
FCV y no es una consecuencia de la activacion de caspasas durante la induccion de

apoptosis.
El ZnCl; inhibe a la proteasa viral NS6/7

Se ha reportado que la NS6/7 de los calicivirus es una cistein proteasa que
adopta un plegamiento tipo quimiotripsina y tiene una actividad similar a la proteasa
3C de los picornavirus; asi mismo se ha sugerido que la actividad de ambas proteasas
virales podria ser bloqueada por inhibidores de tipo cistein, serin, aspartato y
metaloproteasas; por otro lado, se sabe que el ZnCl, puede facilmente inhibir la
actividad de estas dos proteasas virales (146, 148, 149, 150). Para comprobar el papel
de la proteasa del FCV en el procesamiento de la Nup270, las células CrFK fueron
infectadas o no (mock) con el FCV a una MOI de 5 en presencia o0 ausencia de
inhibidores de cisteina (E64 y Leupeptin) y serina proteasas (Aprotinin), y los
extractos obtenidos a 3 y 5 hpi infeccion, se analizaron por western blot para observar
la integridad de la Nup270 y NS6/7 (Fig. 16A). En las células infectadas y tratadas
con E64 (140 uM) o Leupeptin (50 uM), se observd el procesamiento inicial de la
Nup270 hasta las 5 hpi, a diferencia de las células infectadas sin tratamiento donde se
observo nuevamente a partir de las 3 hpi (Fig. 16A). Por otro lado, en el tratamiento
con Aprotinin (1.5 pM), el procesamiento inicial de la Nup270 fue detectado muy
pobremente a las 3 hpi pero fue mas evidente a las 5 hpi similar al tratamiento con el
E64 y Leupeptin (Fig. 16A).
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La falta de procesamiento de la Nup270 con los inhibidores a las 3 hpi,
coincide con una pobre cantidad de la proteasa viral NS6/7, mucho menor que la
observada a este mismo tiempo en las células infectadas sin tratar (Fig 16 panel
superior). Por otro lado, a 5 hpi en presencia de los inhibidores, la expresion de la
proteasa NS6/7 sigue siendo pobre, e inclusive menor a la observada a las 3hpi en
ausencia de inhibidores, lo cual correlaciona con un incipiente procesamiento de la
Nup270. Dado que la actividad de NS6/7 correlaciona directamente con la cantidad
de proteina liberada de la poliproteina, podemos deducir que la reduccion de la
cantidad de NS6/7 se debe a una inhibicion parcial de su actividad (Fig. 16A).
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Figura 16. El procesamiento de la Nup270 durante la infeccion, es inhibido por el ZnCl,. (A) Analisis por
western blot de la Nup270 y la NS6/7 en células CrFK no infectadas (mock) e infectadas con el FCV (MOl de 5) a
3y 5 h, en presencia o ausencia de los inhibidores de proteasas E64 (140 uM), Leupeptin (50 uM) y Aprotinin
(1.5 puM). (B) Células CrFK no infectadas (mock) e infectadas con el FCV (MOI de 5) en presencia o ausencia del
tratamiento con el ZnCl, addicionado a diferentes tiempos post-infeccion, se analizaron por western blot para

detectar a la Nup270, NS6/7, NS3, caspasa-3 y actina como control de carga.
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Aunque estos experimentos sugieren que Nup270 es un blanco de
procesamiento de la proteasa viral, seria recomendable inhibir totalmente su
expresion para poder concluir su papel en el procesamiento de esta nucleoporina.
Como otra estrategia para inhibir la actividad de la proteasa viral NS6/7, las células
CrFK fueron infectadas o no (mock) con el FCV a una MOI de 5 en presencia o
ausencia de ZnCl; (25 mM), un potente inhibidor de proteasas virales (146, 149). El
ensayo consistid en afiadir el ZnCl, a diferentes tiempos de la infeccion (0, 1, 3,5y 7
hpi), y colectar los extractos celulares hasta las 9 hpi. La integridad de la Nup270 y la
NS6/7 se analizé por western blot (Fig. 16B). Los resultados mostraron que cuando
se afiadio el tratamiento a las 0 y 1 hpi, no se detectd el procesamiento de la Nup270,
lo cual coincidié con la ausencia de la NS6/7 y de la caspasa-3 activa a pesar de que
los extractos se recogieron hasta las 9 hpi (Fig. 16B). Sin embargo, cuando el ZnCl,
se afiadio a las 3 hpi, se observo cierta actividad de la NS6/7 que correlaciond con el
procesamiento inicial de la Nup270. La presencia de NS3 indico que la NS6/7 estaba
activa antes de la adicion de ZnCl,, y responsable del procesamiento inicial de la
Nup270 (Fig. 16B). Aunque la infeccidn se llevo a cabo hasta 9 horas, no se observo
ningun procesamiento adicional de la Nup270 lo cual nos sugirio la inactivacion de la
NS6/7 por el ZnCl,, ademas de la consecuente inhibicion en el desarrollo de la
infeccion y por lo tanto de la falta de induccion de la apoptosis y como consecuencia
de la caspasa-3 (Fig. 16B). Cuando las células fueron tratadas con el ZnCl,alas5y 7
hpi, y analizadas hasta las 9 hpi, la cantidad de NS6/7 y el procesamiento de la
Nup270 fue semejante al de las células infectadas no tratadas a los mismos tiempos
de infeccién (5 y 7 hpi respectivamente) (Fig. 16B). Estos resultados nos confirmaron
que el procesamiento inicial de la Nup270 se lleva a cabo por la NS6/7, mientras que
el procesamiento adicional por la caspasa-3 ocurre como parte del proceso de

apoptosis inducido por la infeccion.
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La inhibicion de caspasas no evita la localizacion citopldsmica de PTB y hnRNP
Al durante la infeccion con el FCV

Para determinar si la ruptura de las nucleoporinas correlacionaba con la
retencion de proteinas nucleares en el citoplasma, se analizé por microscopia
confocal la localizacion subcelular de las proteinas nucleares PTB y hnRNP Al en
celulas infectadas con el FCV a una MOI de 5, en presencia de Z-VAD-fmk o Ac-
DEVD-CHO lo cuales, como se menciond anteriormente, previenen la actividad de
las caspasas, pero no de la proteasa viral NS6/7. Los resultados mostraron que, en las
células tratadas con cualquiera de los dos inhibidores, una proporcién de las proteinas
PTB y hnRNP Al (verde) se retienen en el citoplasma a las 5 hpi, de manera similar a
lo observado en células infectadas sin tratamiento, y en contraste con la localizacion
predominantemente nuclear de ambas proteinas en las células mock (Fig. 17A y
17B). Asimismo, los niveles de la proteina viral NS3 (rojo) se detectaron en
proporciones semejantes en las células infectadas con y sin tratamiento con ambos
inhibidores (Fig. 17A y 17B), corroborando asi que la actividad de la proteasa viral
NS6/7 no fue afectada, y apoyando la propuesta de que la proteasa viral NS6/7, pero
no las caspasas estan implicadas en la localizacion citoplasmica de PTB y hnRNP Al

durante la infeccién con el FCV.

La localizacion citoplasmatica de PTB y hnRNP Al durante la infeccidon con
el FCV a las 5 hpi, coincide con el tiempo en el que se observa la pérdida de
nucleoporinas detectadas con el anticuerpo Mab414 (Fig. 10). Por lo tanto, se analiz6
por microscopia confocal la integridad de las nucleoporinas en células infectadas con
el FCV a una MOI de 5 en presencia de los inhibidores de caspasas Z-VAD-fmk y
Ac-DEVD-CHO. A diferencia de lo observado en las células no infectadas, en donde
se detecta la integridad de las nucleoporinas como una tipica marca perinuclear, a las
5hpi tanto en presencia como en ausencia de los inhibidores, dicha marca se reduce
significativamente, indicando su posible degradacién en ambas condiciones. Cuando
los ensayos se realizaron para la deteccion de la Nup270, el patron de distribucion de
esta nucleoporina en las células no infectadas se detect6 como una marca uniforme en

el nacleo y ligeramente en citoplasma, a pesar de que este marcaje difirio con el
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patron observado previamente con el Mab414, coincide con algunos otros reportes

que sefialan la localizacion predominantemente nuclear de la Nup270 (154).
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Figura 17. Z-VAD-fmk y Ac-DEVD-CHO no evitan la localizacion citoplasmica de PTB y hnRNP Al.
Células CrFK no infectadas (mock) e infectadas con el FCV (MOI de 5) a 5 h, en presencia o ausencia de los
inhibidores de caspasas, y analizadas por microscopia confocal. El patrén de localizacion se muestra con la tincion
de los anticuerpos especificos dirigidos contra PTB (verde), hnRNP Al (verde), nucleoporinas-FG (verde) y
Nup270 (rojo). Células individuales infectadas con el FCV y marcados con cada uno de los anticuerpos antes
mencionados, se muestran en los cuatro paneles (A, B, C y D). La infeccién por el FCV se muestra con la tincion
de las proteinas virales NS3 (rojo) y VP1 (verde), los nucleos tefiidos con DAPI (azul) y la mezcla de los

diferentes canales, mas el campo claro (Merge y Merge + DIC).
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Como ya se sabia, la Nup270 (rojo) se observo principalmente localizada en el
nacleo y ligeramente distribuida en el citoplasma de las células no infectadas (mock).
A las 5 hpi, se observé una reduccién de Nup270 en el nucleo y un aumento muy
significativo en el citoplasma (Fig. 17D). En presencia de los inhibidores Z-VAD-
fmk y Ac-DEVD-CHO, se observo también una reduccion de la tincion de Nup270
en el ndcleo y un aumento en el citoplasma a 5 hpi (Fig. 17D), sin embargo, estos
cambios en la Nup270 en ambas condiciones de inhibicion, fueron menos
significativos comparados con la infeccion sin tratamiento, posiblemente debido a
que a 5 hpi la Nup270 no se procesa totalmente como en las células infectadas, como
se mostrd en la Figura 5. El gran incremento en la localizacién citoplasmica de la
Nup270, fue posiblemente como consecuencia de los diferentes fragmentos
generados durante la degradacion de esta nucleoporina a las 5 hpi, y los cuales

coinciden con los productos detectados en los ensayos de western blot (Figura 13).

Tanto la reduccién de nucleoporinas detectadas con el Mab414, como los
cambios en la distribucion subcelular de Nup270, coincidieron con la presencia de las
proteinas virales NS3 (rojo) y VPl (verde) (Fig. 17C y 17D), confirmando la
actividad de la proteasa viral en presencia de los inhibidores de caspasas, Yy

reforzando su posible papel en el procesamiento de las nucleoporinas.

El efecto citopatico y la salida de particulas virales, no se afecta por la inhibicién

de las caspasas

Para evaluar las consecuencias de la inhibicién de la NS6/7 y de las caspasas
en el desarrollo del efecto citopatico (CPE) causado por la infeccion con el FCV,
células CrFK no infectadas (mock) e infectadas con el FCV a una MOI de 5, tratadas
0 no tratadas con los inhibidores Z-VAD-fmk, Ac-DEVD-CHO y ZnCl,, fueron
analizadas por microscopia de campo claro. En las imagenes obtenidas, no se observo
inhibicidn o retraso en el efecto citopatico en las células infectadas y tratadas con los
inhibidores de caspasas, en comparacion a las células infectadas sin tratamiento (Fig.
18A).
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Figura 18. El CPE vy la salida de virus no se afectan en la ausencia de caspasas. (A) Monocapas de células
CrFK no infectadas (mock) e infectadas con el FCV (MOI de 5), tratadas con el Z-VAD-fmk, Ac-DEVD-CHO o
ZnCl,, fueron monitoreadas, y a los tiempos indicados de infeccion las imagenes se capturaron utilizando un
microscopio de campo claro. (B) Se muestra el grafico del nimero de particulas virales obtenidas por 3 ensayos de
plaqueo independientes de células CrFK infectadas con el FCV (MOI de 5) en ausencia o presencia del pre-
tratamiento o tratamiento con Z-VAD-fmk y Ac-DEVD-CHO respectivamente,
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Sin embargo, si se observé claramente una inhibicion y retraso en las células
tratadas con ZnCl, desde las 0 y 1 hpi, aunque cuando el ZnCl, se afiadié a las 3, 5 0
7 hpi, el efecto protector no fue evidente, debido a que a estos tiempos la infeccion ya
ha progresado y por lo tanto hay un desarrollo del CPE (Fig. 18A). Estos resultados
nos sugirieron que la inhibicion de las caspasas durante la infeccién por el FCV, no

tuvo ningan impacto en el efecto citopatico.

Para evaluar el efecto de la inhibicion de las caspasas en la produccién de
particulas virales, se recolectaron los sobrenadantes de las células infectadas a 5h con
y sin el tratamiento con los inhibidores de caspasas, y la cantidad de virus presente se
cuantifico mediante un ensayo de plaqueo (Fig. 18B). Los titulos virales obtenidos
fueron de 8.5 x 107, 1.1 x 10° y 8.1 x 10 a partir de las células infectadas no tratadas
y tratadas con el Z-VAD-fmk o con el Ac-DEVD-CHO respectivamente (Fig. 18B).
Estos resultados concuerdan con reportes anteriores que sugieren que el efecto
citopatico y la liberacion de particulas virales ademas de estar relacionados con la
apoptosis, también involucran la actividad de la proteasa viral NS6/7, asi como de
otras proteinas celulares (Belmokhtar et al., 2001, Broker et al., 2005, Johansson et
al., 2003, Leist y Jaattela, 2001, Minarowska et al., 2007, Rintahaka et al., 2011). En
nuestras manos, no se pudieron obtener los resultados correspondientes a los ensayos
de inmunofluorescencia y plaqueo de las células infectadas tratadas con ZnCl,, esto
posiblemente porque el ZnCl, podria estar afectando a las monocapas celulares
ocasionando que no fueran viables para estos ensayos, como ya se ha reportado
(Virology blog, 2009).

En resumen, hemos encontrado que las nucleoporinas Nup358, Nup270,
Nup214 y Nupl53, son procesadas durante la infeccion con el FCV. El
procesamiento de las proteinas se trato de explicar en un modelo que se muestra en la
figura 19. EI FCV una vez que esta dentro de la célula huésped, sintetiza sus proteinas
virales entre ellas, a la proteasa viral NS6/7, esta proteasa se auto-procesa y como
proteina madura y activa, también procesa a la propia poliproteina para dar lugar al
resto de las proteinas virales no estructurales. De manera concomitante, la NS6/7

también se localiza en diferentes regiones subcelulares en donde participa en el
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establecimiento de la infeccion. Particularmente, NS6/7 se localiza en la region
perinuclear en donde se encuentran los complejos del poro nuclear (NPCs) y corta a
algunas nucleoporinas como la Nup270, trayendo como consecuencia la alteracion
del transporte ndcleo-citoplasma y la consecuente localizacion citoplasmica de
proteinas nucleares como PTB y hnRNP Al. Por otra parte, el procesamiento del
resto de las proteinas virales también incluye a la proteina lider de la capside (LC) del
FCV, la cual es escindida del precursor de la proteina VP1, y se ha asociado con el
efecto citopatico e incluso con la activacion de caspasas. Estas caspasas activadas
probablemente pueden llegar al NPC y participar en el procesamiento total de la
Nup270.

Los resultados anteriores nos permiten sugerir que el procesamiento de las
nucleoporinas ocurre como consecuencia de la actividad de la proteina no estructural
NS6/7 durante tiempos tempranos de la infeccion, lo cual pudiera estar relacionado
con la induccion de la apoptosis y no es una consecuencia de la misma. Esto
concuerda con el hallazgo de que las proteinas no estructurales, son responsables de
la activacion de la apoptosis durante la infeccion con el MNV (151). Por otro lado,
antecedentes de otros laboratorios han asociado a la proteina LC del FCV como
responsable del efecto citopatico y la han asociado con la induccion de la apoptosis
(30). Es por ello que nos resultdé de gran importancia evaluar el papel que
desempefian por si solas las proteinas virales NS6/7 y LC en el procesamiento de las

nucleoporinas.
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Figura 19. Modelo del procesamiento de la Nup270 y Nup153 en la infeccién por el FCV. Se muestra una

representacion esquematica de como ocurre el procesamiento en conjunto de las nucleoporinas por la accién de la

NS6/7 y por caspasas durante la infeccién con el FCV.

Clonacion de la proteina viral LC del FCV

Para analizar el papel de la proteina LC en el desarrollo del efecto citopatico,
activacion de caspasas y procesamiento de nucleoporinas, la secuencia del gen de la
proteina LC de 372 nucledtidos (124 aminoacidos), se amplifico a partir del RNA de
las células CrFK infectadas con el FCV cepa F9 a una MOI 5 durante 5 h mediante
RT-PCR, utilizando los dos pares de oligonucle6tidos mencionados en la seccion de
materiales y métodos (Fig. 20A y 20D). ElI amplicon obtenido, fue purificado
utilizando el kit QIAquick® Gel Extraction (QIAGEN, #28704), y clonado en el
vector de transito pJET1.2/blunt (Fig. 20B y 20E). El inserto se libero del vector de
transito con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI para su clonacion en el vector
pGEX-5X-1 para expresion en procariotas, y con BamHI y Hindlll para la clonacién

en el pcDNA3.1 (-) para su expresion en eucariotas (Fig. 20C y 20F).
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Figura 20. Clonacion de LC. Amplificacion de la secuencia de la proteina viral LC del FCV a partir del RNA de

células infectadas para expresion en procariotas (panel A, carril 2; carril 1 muestra el marcador), y en eucariotas

(panel D, carril 2). Amplificacion de LC procariota y eucariota en el vector de transito, se seleccionaron 3

diferentes clonas (panel B y E, carriles 3-5; carril 1 muestra el marcador, carril 2 muestra el control positivo de LC

amplificada a partir del RNA de células infectadas). Amplificacion de LC procariota y eucariota del vector pGEX-

5X-1 (panel C, carriles 3y 4) y pcDNA3.1 (-) (panel F, carriles 2-5) respectivamente.
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A CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Secuencia ATGTGCTCAACCTGCGCTAACGTGCT TAAATATTATEGATTGGOACCCCCATTTCAAATTO 6@
FE ATGTGCTCAACCTGCGCTAACGTGCT TAAATATTATGATTGGOACCCCCATTTCAAATTO 6@
RE ATGTGCTCAACCTGCGCTAAMCGTGC T TAAATATTATGATTGEGACCCCCATTTCAAATTG &8
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Secuencia GTAATCAACCCCAACANCTTCCTCTCTETTGGCTTTTGTAGTAACCCTTTAATGTGTTGE 128
FE GTAATCAACCCCAACAACTTCCTCOCTETTGGCTTTTGTAGTAACCCTTTAATGTGTTGE 128
RE GTAATCAACCCCAACAACTTCCTCOCTATTGGCTTTTGTAGTAACCCTTTAATGTGTTGE 1268
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secuencia TACCCAGAACTCCTTCCGGAATTTGOA-CTGTTTGEEATTGCGATCGGTCACCACTTGAA 170
FE TACCCAGAACTCCTTCCOOAATTTOOAACTGT TTGEOAT TEGCGATCGOTCACCACTTOAA 188
RE TACCCAGAACTCCTTCCGGAATTTGOAAC TGTTTGEEAT TGCGATCGGTCACCACTTGASA 186
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Secuencia ATTTACCTAGAATCAATACTTGGTGATGATGAATGEGCATCCACTTTTGACGCTGTTGAC 239
FE ATTTACCTAGAATCAATACTTGGTGATGATGAATGGGCATCCACTTTTGACGCTGTTGAC 248
RE ATTTACCTAGAATCAATACTTGGTGATGATGAATGGGCATCCACTTTTGACGCTGTTGAC 248

e e L T T o e S Y

Secuencia CCAGTCGTTCCCCCAATGCACTGEGGTGC TGCTGGAAAAA -TTTTCCAGCCACACCCCGE 298
FE CCAGTCETTCCCCCAATEGCACTGEGETGC TEGCTGGAARAAATTTTCCASCCACACCCCGE 308
RE CCAGTCETTCCCCCAATEGCACTGEGETGC TEGCTGGAARAAATTTTCCASGCCACACCCCGE 308
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Secuencia TGTTCTCATGCACCATCTCATTGGTAAGSTTGCTGCAGGT TGGGACCCCGATCTGCCTCT 358
FE TETTCTCATGCACCATCTCATTGGTAAGOTTGCTGCAGOT TGGGACCCCGATCTGCCTCT 368
RE TETTCTCATGCACCATCTCATTGGTAAGE T-GCTGCAGE---- - - - - - -~ ————-- - - - —-— 338

o T T R e

Secuencia AATTCGACTCGAGG 372
FE AATTCGACTCGAGG 374
RE  mmmmemmmmeee -

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Secuencia ATGTGCTCAACCTG- -~ CGLTAAMG - — —— —— - - TGCTTAL-AT--ATT-—
RP ATGTGCTCAACCTG - - - CGCTAACG - ——— —— - -TGCTTAA-AT--ATT-—
FP ATGTGCTC&ECCAGAAACGCTGGTGAAAGThAAAAGATGCTGAAG&TC&GTTGGGTGCAC 123
avieinpsinpegol ronir
Secuencia GATTGEG- ~ACCCCCA- - —— - - - TTTCAA-ATTGGTAATCAACCCC - - AACAACTTCCTC 84
RP GATTGGEG- ~ACCCCCA- - —— - - -TTTCAA-ATTGGTAATCAACCCC - - AACAACTTCCTC B4
FP GAﬁTGGGTTAc&TCG&AcTGGATTCTCAACAGCGGTAA——G&TCCTTGAAEAGTTTTCGC 118
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Secuencia TCTETTGEC -~ TTTTGTAGTAAC - SCCTTTAATGTGTTGCTA- - - -COCAGAACTCC 133
RP CCTGETTGEC--TTTTGTAGTGAC - - - - —~CCTTTAATGTGTTGC TA- - - -CCCAGAACTCC 133
FP COCGEAAGAMCGETTTTCCAATGATGAGCACTTTTAMAGTTCTGCTATGTGCGCGGTATTA- 177
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Secuencia TTOCGEAATT TGEA-CTET T TEGEAT TEOGA- TCGETCACCACTTGARATT - -TACCTAG 189
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FP ~TCCG- -~ TGT TEACGCGEGECAMGA - - GCAM TCGETCGCCGCATACACTTATTTCTCAG 231
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Secuencia AATCAATACTTGGTGA- - ~TEATGAATGGGCATCCACTTTTGACG- --CTG 234
RP AATCAATACTTGGETGA- - ~TGATGAATGGGCATCCACTTTTGACG- --CTG 235
FP QATGﬁCTTGTTGGAGTACCTCA&CCAGTTChCAGﬁAAAGCATCTT&EG&TGGCATGAEAG 291
kr = & EwEE = P - P
Secuencia TT-———- GACCCAGTOGTTCCCCCAATG - CACTEGGETGC TGC TEEAAAAATTTTCCAGE 288
RE | GACCCAGTOGT TCCCCOAATG - CACTEEGGETGC TGC TEGGAAAAATTTTCCAGL 285
FP TTAALGAGAAT TATGCATGCTTGCAATAACATTGAGATG - - - - TATATAAACTGECC-GC 346
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secuencia CACACCCCGETGTTCTCATGCACC- ATCTCATTGG- - TAAGGT TGCTECAGETTGGOEACC 345
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Figura 21. Alineamientos de LC. Los resultados de las secuencias de LC clonadas para expresion en eucariotas
(A) y procariotas (B), se alineo con la secuencia de LC del FCV cepa F9 (Secuencia) disponible en las bases de
datos. FE, RE, FP, y RP corresponden a la secuencia de los primers forward (F) y reversa (R) de eucariota (E) y
procariota (P).
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Para asegurar la clonacion en la posicion correcta del inserto de LC en los
plasmidos, se utilizaron un par de oligonucledtidos, uno que se pegd al inserto y otro
al plasmido. Para la amplificacion de ambos insertos de LC en el vector de transito, se
utilizé el oligonucleotido forward de LC y el reversa que se pega al plasmido
pJET1.2/blunt, y se obtuvo un amplicon de aproximadamente 467 pb (372 pb de LC y
95 pb del vector) (Fig. 20A y 20B). Para la amplificacién de LC en el vector pGEX-
5X-1 se utilizo el forward de LC y el reversa M13 primer y se obtuvo un amplicon
1770 pb (372 pb de LC y 1398 pb del plasmido) (Fig. 20A). La amplificacion de LC
del pcDNAS3.1 (-), se realiz6 usando el reversa de LC y el primer universal forward
T7, y se obtuvo un amplicén de 467 pb (372 pb de LC y 95 pb del vector) (Fig. 20B).
El gen de la proteina LC en los plasmidos pGEX-5X-1 y pcDNAS3.1 (-), se secuencio
para corroborar su identidad en las bases de datos y comprobar que no tuvieran
alguna mutacion (Fig. 21). En el analisis de las secuencias se identifico un cambio de
serina por prolina (TCT por CCT) en la posicion 85 en ambas secuencias, lo que nos
sugirié un posible cambio de aminoacidos que esta presente en la secuencia de LC en
la cepa del FCV F9 de nuestro laboratorio (Fig. 21). En la secuencia de LC para
expresion en procariotas, identificamos un cambio de asparagina por acido aspartico
(AAC por GAC) en la posicién 103 que por la naturaleza de dichos aminoécidos
quiza no afecten a la propia secuencia (Fig. 21B). Una vez corroborada la secuencia
de ambos plasmidos, estos se utilizaron para llevar a cabo los ensayos de transfeccion
para su expresion en cultivos celulares de CRFK y para la obtencién de la proteina

recombinante para su inmunizacion en ratones y produccién de anticuerpos.
Obtencion de la proteina recombinante LC en bacterias.

La proteina LC se indujo a partir de la transformacion de bacterias BL21 con
el plasmido LC-pGEX-5X-1. La proteina recombinante se identifico a partir de 1 h de
induccidn, la presencia de una proteina de aproximadamente 40 kDa que corresponde
al peso esperado para la proteina LC (14 kDa) fusionada a la proteina GST (26 kDa)
presente en el propio plasmido. La induccion de esta proteina fue mayor conforme el
paso del tiempo (Fig. 22A). Una vez comprobada la induccion de la proteina, se

extrajo de la fraccidn soluble a partir de un cultivo mayor de 3 h de induccion (Fig.
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22B). La proteina LC-GST (45 kDa) fue purificada y eluida de la fraccion soluble
utilizando perlas de glutation-agarosa (Fig. 22C) y se analiz6 en un ensayo de western
blot utilizando un anticuerpo contra GST para comprobar la identidad de la banda de
40 kDa (LC-GST) (Fig. 22D). La proteina LC-GST purificada se cuantifico y se
utiliz6 para la inmunizacion de ratones como se menciond en la seccion de materiales

y métodos.
La proteina LC provoca un efecto citopatico similar al de la infeccion por el FCV

Para evaluar el papel de la proteina LC del FCV en la activacion de caspasas y
el procesamiento de la Nup270, el plasmido LC-pcDNA3.1 (-) se transfecté con
lipofectamina 2000 en células CrFK. Las células se transfectaron con 5y 10 ug del
plasmido por 48 h y se analizaron por microscopia de campo claro en donde se
observo un efecto citopatico similar al producido por la infeccion con el FCV (Fig.

23A), coincidiendo con lo reportado previamente (30).

Las células transfectadas con el plasmido vacio y con el LC-pcDNA3.1 (-), se
recolectaron para obtener extractos celulares totales y se analizaron por western blot
para determinar la activacion de caspasa-3 Yy la integridad de la Nup270 y se compar0
con las células infectadas con el FCV (Fig. 24). El anticuerpo anti-LC previamente
producido, detecté una banda de aproximadamente 14 kDa en los extractos
correspondientes a 3 y 5 hpi, que no fue detectada en las células mock, con lo que

confirmamaos el reconocimiento de la proteina LC (14 kDa) (Fig. 24A).

En las células transfectadas con 5, 6, 8 y 10 g del LC-pcDNAS3.1 (-) después
de 48 horas post-transfeccion (hpt), se detecté una banda de 14 kDa (Fig. 24B y 24C),
similar a la detectada en las células infectadas; mientras que en las células mock y
celulas transfectadas con el plasmido vacio no se reconocié ninguna banda (Fig. 24B
y 24C). Para probar el efecto de la presencia de la proteina LC en la activacion de las
caspasas, se utilizo el anticuerpo que reconoce a la pro-caspasa 3 y caspasa-3. En las
células transfectadas con LC a las concentraciones de 5y 10 ug, se detecto la pro-
caspasa 3 pero no la forma activa de caspasa-3, en comparacion a las células

infectadas después de 5 h con el FCV donde ambas formas fueron detectadas (Fig.
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24B), lo que nos indicaba que la caspasa-3 no fue activada por la presencia de la
proteina LC. También se analiz6 la integridad de la Nup270 en las células
transfectadas con 6, 8 y 10 pg de la proteina LC después de 48 hpt (Fig. 24C). No se
observo ningln corte o degradacion de la Nup270 en las células transfectadas con LC
a las diferentes concentraciones (Fig. 24C). La ausencia de la caspasa-3 activa en
células transfectadas con LC coincidié con la ausencia de corte en la Nup270, lo que
nos sugirié que por lo menos en nuestro sistema, la proteina LC del FCV cepa F9, no
induce la activacion de caspasas ni el procesamiento de la Nup270, a pesar de que las
celulas transfectadas con esta proteina mostraron un efecto citopatico similar al de la

propia infeccion.
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Figura 22. Induccién y purificacion de la proteina LC. (A) Induccion de la proteina de fusion LC-GST (45
kDa) a diferentes tiempos. (B) Obtencién de LC-GST en fraccion soluble de bacterias BL21 inducidas por 3 h. (C)
Purificacién de LC-GST a partir de la fraccion soluble. (D) Western blot de la elucién de LC-GST utilizando un
anticuerpo contra GST. E1-E4 muestran algunas de las eluciones de la proteina LC-GST.
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pcDNA3.1(-) LC-pcDNA3.1(-)
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Figura 23. Efecto citopatico de células transfectadas con LC. (A) Morfologia de células CrFK transfectadas
con 10 pg del plasmido vacio, 5y 10 pg de la clonacion de LC-pcDNA3.1(-), analizadas después de 48 horas (48
hpt). (B) Morfologia de células no infectadas e infectadas a 3 y 5 hpi con el FCV a una MOI de 5.
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Figura 24. Efecto de la proteina LC sobre la Nup270 y caspasa-3. (A) Western blot de células no infectadas

(mock) e infectadas a 3 y 5 h con el FCV, que muestra el reconocimiento de la proteina LC con el anticuerpo

previamente producido. (B) Western blot de células CrFK transfectadas con 5y 10 pg de la proteina LC evaluado

a 24 y 48 hpt, que muestra la presencia de LC, pro-caspasa 3 y caspasa-3. (C) Western blot de células

transfectadas con 6, 8, y 10 pg de la proteina LC evaluadas a 48 hpt, que muestra la integridad de la Nup270 y la

presencia de LC. Todas las transfecciones con el plasmido vacio fuero usando 10 pg del plasmido.
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La proteasa NS6/7 del FCV corta a la Nup270

Los resultados anteriores sugieren que la expresion de la proteina LC no tiene
un efecto en la induccion del procesamiento de las nucleoporinas. Por otro lado, para
determinar la actividad de la proteasa del FCV sobre las nucleoporinas, se utilizaron
los plasmidos pmCherryC1-NS6 y pmCherryC1-NS6/7 que contienen las secuencias
de la proteasa y proteasa-polimerasa del FCV respectivamente, y donados
amablemente por Edward Emmott e lan Goodfellow (University of Cambridge, UK).
Ambos plasmidos y el control, pmCherryC1 (plasmido vacio), se utilizaron en
ensayos de transfeccion en células HEK293T, que han sido ampliamente utilizadas
para la transfeccion con alta eficiencia de DNA plasmidico debido a que contienen el
antigeno T del SV40 que incrementa la produccion de algunos vectores virales

usando métodos de transfeccion transitoria.

Las células HEK293T se cultivaron sobre cubre objetos tratados previamente
con poli-L lisina, y se transfrectaron usando 2 pg de los plasmidos pmCherrC1
(plasmido vacio), pmCherryC1-NS6 y pmCherryC1-NS6/7, usando lipofectamina
2000 siguiendo la metodologia del fabricante. Las células se analizaron después de 24
horas post-transfeccion por microscopia de epifluorescencia. A simple vista, no se
observo un cambio evidente en la morfologia de las células transfectadas con las
proteasas en comparacion con las del plasmido vacio (Fig. 25). Aunque se observo
una muy buena expresion de la proteina mCherry (rojo) en las células transfectadas
con el plasmido vacio, en las células transfectadas con los plasmidos que contienen a
la proteasa y proteasa-polimerasa (NS6 y NS6/7), el nivel de expresion de la proteina

mCherry fue menor (Fig. 25).

Las células HEK293T cultivadas sobre cubre objetos y transfectadas a 16 y 24
horas, se recolectaron siguiendo la misma metodologia anteriormente descrita para el
ensayo de inmunofluorescencia. Para evaluar la integridad y localizacion de las
nucleoporinas-FG (Mab414), Nup270, PTB y hnRNP A1, los correspondientes

anticuerpos se acoplaron a un anticuerpo secundario Alexa 488 (verde).
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pmCherryC1 - NS6 pmCherryC1

pmCherryC1 - NS6/7

Figura 25. Transfeccion de la proteasa NS6 o NS6/7 del FCV. Microscopia de epifluorescencia que muestra la
expresion de la proteina fluorescente Cherry (rojo) en las células transfectadas con 2 pg del plasmido vacio
(pmCherryC1), y de las clonaciones pmCherryC1-NS6 o pmCherryC1-NS6/7, después de 24 horas de
trasnfecccion.

En las células HEK293T transfectadas con el mCherry C1 (plasmido vacio)
por 16 y 24 h, la proteina mCherry (rojo) se observé localizada principalmente en el
nlcleo; esta localizacion se observo en todos los ensayos mostrados (Fig. 26 A y B;
Fig. 27A y B; Fig. 28 A y B, paneles superiores). Por otro lado, las nucleoporinas-
FG, detectadas con el anticuerpo Mab414 (verde), muestran una localizacién
perinuclear que se observa como un arillo alrededor del nucleo, (Fig. 26A y B). En
las células transfectadas a las 16 y 24 h con el mCherry C1-NS6 o -NS6/7, ambas
proteasas (rojo) se observaron tanto en el nicleo como citoplasma (Fig. 26A y B). Es
importante hacer notar que en las células que muestran una menor intensidad de la
marca, esta se observa tanto en el nucleo como en el citoplasma, mientras que en las
que se observa una mayor intensidad, se localiza predominantemente en el citoplasma
(Fig. 26 Ay B, paneles central e inferior), de manera semejante a la localizacién de la
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proteasa-polimerasa NS6/7 durante la infeccion por el FCV (Fig. 10B). En las células
transfectadas a las 16 y 24 h con mCherry C1-NS6 o -NS6/7, en donde la
distribucion de estas proteasas se observa en el citoplasma y ndcleo, el patron
perinuclear de las nucleoporinas-FG (verde) se detectd discontinuo, y una proporcion
de la marca se observa en el citoplasma, sugiriendo que estas proteinas estan alteradas
(Fig. 26A). Sin embargo, cuando la distribucion de la proteasa mCherry-NS6 o -
NS6/7 se observo mas intensa y Unicamente en el citoplasma, el patron perinuclear de
las nucleoporinas-FG se pierde y el marcaje en el citoplasma se incrementa (Fig. 26 A
y B), lo que nos sugirié el procesamiento de las nucleoporinas-FG por accion de la
NS6/7 del FCV.

Para determinar si el procesamiento de las nucleoporinas-FG por la accion de
la NS6/7 del FCV, incluyé a la Nup270, células HEK293T se transfectaron con los
plasmidos descritos anteriormente por 16 y 24 h (Fig. 27 A y B). Nuevamente, la
proteina mCherry (rojo) se localiz6 principalmente en el nucleo, lo cual correlaciono
con la tincion de Nup270 (verde) en region perinuclear y nucleoplasma (Fig. 27 Ay
B, panel superior). Sin embargo, en las células que expresaron a mCherry-C1-NS6 o -
NS6/7 (rojo) a 16 o 24 hpt, se observé la localizacion de la proteina en el nucleo y
citoplasma, lo cual coincidié con el patron perinuclear discontinuo de la Nup270
(verde), la pérdida de su marcaje en nucleoplasma, y su dispersién en el citoplasma
(Fig. 27 A 'y B), lo cual corrobora junto con los ensayos de Western Blot (Fig. 14;
Fig. 16 B) que la Nup270 es cortada por la proteasa NS6/7 del FCV.
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16 hpt
Mab414 mCherry DAPI Merge Merge + DIC

o

mCherry C1

mCherry C1-NS6/7 mCherry C1-NS6

24 hpt
Mab414 mCherry DAPI Merge Merge + DIC

mCherry C1

mCherry C1-NS6/7 mCherry C1-NS6

Figura 26. Procesamiento de nucleoporinas-FG por la NS6 y NS6/7 del FCV. Microscopia confocal de células
HEK?293T transfectadas y analizadas a 16 (panel A) y 24 (panel B) horas post-transfeccion, con los plasmidos
mCherry C1 (filas superior), mCherry C1-NS6 (filas de en medio) y mCherry C1-NS6/7 (filas inferior).
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16 hpt
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Nup270 mCherry DAPI Merge Merge + DIC
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mCherry C1

mCherry C1-NS6/7 mCherry C1-NS6

Figura 27. Procesamiento de Nup270 por la NS6 y NS6/7 del FCV. Microscopia confocal de células HEK293T
transfectadas y analizadas a 16 (panel A) y 24 (panel B) horas post-transfeccion, con los plasmidos mCherry C1
(filas superior), mCherry C1-NS6 (filas de en medio) y mCherry C1-NS6/7 (filas inferior).
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Para confirmar el posible papel de la NS6/7 del FCV en la localizacion
citoplasmica de las proteinas nucleares PTB, hnRNP Al y DDXS5, se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia en las células HEK293T transfectadas con el
mCherry C1, mCherryC1-NS6 o -NS6/7 por 16 h. En estos ensayos se observo la
tipica localizacion nuclear de la proteina mCherry (rojo) y de las proteinas PTB,
hnRNP Al y DDX5 (verde) (Fig. 28 A, B y C). Sin embargo, en las células
transfectadas con el mCherry C1-NS6 o -NS6/7, particularmente en aquellas en
donde su localizacion se observa Unicamente citoplasmica; se observo la presencia de
las proteinas PTB, hnRNP Al y DDX5 (verde) en el citoplasma celular (Fig. 28 A, B
y C), en una proporciéon mucho mayor a la observada cuando las células son
infectadas por el FCV. Estos resultados indican que existe una correlacion entre la
ruptura de las nucleoporinas y la localizacién de las proteinas nucleares PTB, hnRNP

Aly DDXS5 en el citoplasma.

A

16 hpt
PTB mCherry DAPI Merge Merge + DIC

mCherry C1

mCherry C1-NS6/7 mCherry C1-NS6
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B 16 hpt
hnRNP Al mCherry DAPI Merge Merge + DIC

mCherry C1

mCherry C1-NS6/7 mCherry C1-NS6

DDX5 mCherry DAPI Merge Merge + DIC

mCherry C1

mCherry C1-NS6/7 mCherry C1-NS6

Figura 28. Localizacion citoplasmica de proteinas nucleares en células que expresan a la NS6 y NS6/7 del
FCV. Microscopia confocal de células HEK293T transfectadas y analizadas a 16 horas post-transfeccion (paneles
A, By C), con los plasmidos mCherry C1 (filas superior), mCherry C1-NS6 (filas de en medio) y mCherry C1-
NS6/7 (filas inferior), que muestran la localizacion subcelular de las proteinas nucleares PTB (panel A), hnRNP
Al(panel B) y DDXS5 (panel C) .
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DISCUSION

La activacion de la respuesta inmune y el establecimiento de una respuesta
antiviral celular, dependen en gran medida de la sefalizacion a través del complejo
del poro nuclear (NPC). Algunos virus han desarrollado estrategias para alterar esta
importante via celular, con lo cual se inhibe el transporte de proteinas celulares
responsables de inducir la respuesta inmune innata, y de este modo asegurar la
progresion de la infeccion. La interrupcion de este transporte nucleo-citoplasmico
podria surgir como consecuencia de la actividad de proteinas virales que interactian
y/o alteran los diferentes componentes de esta maquinaria (139). Por ejemplo, en la
infeccion por enterovirus ocurre la inhibicion del transporte mediado por receptores a
través del NPC que se produce por el procesamiento proteolitico de un subconjunto
de nucleoporinas (105, 134). Estas alteraciones en el NPC traen como consecuencia
la localizacion citoplasmatica de proteinas nucleares tales como PTB, La y Sam68
que interacttan con el RNA picornaviral y sus proteinas, aparentemente promoviendo
la replicacion viral (98, 101). En este trabajo mostramos que la infeccién por FCV
produce el procesamiento de algunas nucleoporinas tales como la Nup358, Nup270,
Nup214 y Nupl53, pero no de las Nup98 y Nup62. Ademas, se observo una
correlacion entre el corte de las nucleoporinas y la localizacion citoplasmatica de las
proteinas nucleares PTB y hnRNP Al a partir de 3 hpi. La implicacion del
procesamiento de nucleoporinas en la accesibilidad de las proteinas nucleares en el
citoplasma para la replicacion viral, podria explicar la acumulacién de PTB en el
citoplasma de las células infectadas con FCV y de PCBP2 y hnRNP Al en la
infeccion con el MNV; todas ellas implicadas en alguna etapa del ciclo replicativo de
estos virus. Alternativamente, la presencia de proteinas nucleares en el citoplasma de
células infectadas con FCV podria ser una consecuencia de la condicion de estrés
generada durante la infeccion, teniendo en consideracion que particularmente PTB y
hnRNP Al pueden acumularse en los granulos de estrés (SG) generados en estas
condiciones (155, 156). A pesar de que la infeccion por FCV afecta al ensamblaje de
los SGs por el corte de la proteina G3BP1 inducido por NS6/7, la via de respuesta al

estrés es activada como se observa por el aumento de la fosforilacion del factor de
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iniciacion eucariota elF2a (53), posiblemente permitiendo asi la acumulacion de

MRNAs y proteinas en el citoplasma sin que sean almacenados en estos SGs.

Durante la infeccion con el FCV, las nucleoporinas con pesos de 358, 270 y
214 son procesadas desde tiempos tempranos, como se detectd por western blot con
el anticuerpo Mab414. Particularmente la identificacion del procesamiento inicial de
Nup270 con un anticuerpo especifico a 3 hpi, coincidio con la presencia de actividad
de la NS6/7, sugiriéndonos que la proteasa viral estaba siendo responsable de este
corte, lo cual se ve reforzando por los andlisis in silico que mostraron que la proteasa
viral NS6/7 corta a la Nup270 en un sitio de su regién C-terminal, y genera dos
productos de aproximadamente 260 y 10 kDa. Aunque el procesamiento de
nucleoporinas también ha sido reportado como consecuencia de la actividad de
caspasas, es poco probable que estas sean responsables de este procesamiento inicial,
debido a que estas aparecen hasta 5hpi, después de que el procesamiento inicial de la
Nup270 ha ocurrido, ademas debido a que las células tratadas con los inhibidores de
pan-caspasas (Z-VAD-fmk) o de caspasa-3 (Ac-DEVD-CHO) no evitaron este primer
procesamiento. Sin embargo, en tiempos posteriores de la infeccion, la Nup270 se
procesa mas drasticamente y este procesamiento posterior si se evita en presencia de
los inhibidores de caspasas. Por lo tanto, parece que las caspasas no participan en el
procesamiento temprano de Nup270, sin embargo, Si en su procesamiento posterior y
total. En el caso del procesamiento de pro-caspasa 3 y la deteccion de caspasa-3
durante el tratamiento Ac-DEVD-CHO, quizé sea una consecuencia de la actividad
de las caspasas iniciadoras que no se inhibe durante este tratamiento, a diferencia del
Z-VAD-fmk. Sin embargo, la actividad de la caspasa 3 en estas condiciones todavia

esta por determinarse.

La familia Picornaviridae es una de las muchas familias de virus que
interrumpen el trafico ndcleo-citoplasma de células para promover la replicacién viral
(97). Durante la infeccion por estos virus, se produce una degradacion severa de
nucleoporinas, particularmente de Nup358, Nup214 Nup153, Nup98 y Nup62, lo que
resulta en la fuerte alteracion del transporte nacleo-citoplasma y la ubicacion anormal

y masiva de proteinas nucleares en el citoplasma (102, 103, 104, 135,157). Por su
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parte, nuestros resultados muestran que Nup358, Nup270, Nup214 y Nup153, pero no
Nup98 y Nup62 se procesan durante la infeccion por el FCV y correlacionan con una
discreta acumulaciéon de PTB y hnRNP Al en el citoplasma de las células infectadas.
En la infeccion por picornavirus, las dos proteasas virales codificadas, son
responsables del corte de las nucleoporinas: la proteasa 2A, que es responsable del
corte de Nup98, Nup62 y Nup153 (157), y la proteasa 3C, de las Nup358, Nup214
asi como la Nup153 (102, 103, 104, 105). La degradacion de Nup358, Nup214 y
Nup153 observada durante la infeccion por FCV, coincide con las nucleoporinas
degradadas por la accion de la proteasa picornaviral 3C, lo cual podria estar
relacionado con la gran homologia entre las proteasas NS6 y 3C de calicivirus y
picornavirus respectivamente (141, 142). Asimismo, el hecho de que el FCV no tenga
una proteasa homdloga a 2A de picornavirus, puede explicar la falta de
procesamiento de Nup62 y Nup98 en la infeccién por FCV. La correlaciéon del
procesamiento de Nup270 con la presencia de actividad de NS6/7 del FCV a 3 hpi
cuando no hay actividad de caspasas, indica que el procesamiento inicial de Nup270
es llevado a cabo por la proteasa viral. Sin embargo, hasta la fecha no existen reportes
sobre el procesamiento de la Nup270 por alguna proteasa viral, por lo que el corte de
esta nucleoporina durante la infeccion por el FCV seria el primer hallazgo que
involucra el corte de la Nup270. La Nup270, ha demostrado ser el blanco de accion
de proteinas virales en otros sistemas virales, que no involucran su procesamiento.
Por ejemplo, durante la infeccidn por el reovirus aviar, la proteina viral p17 funciona
como un supresor de Nup270, dando lugar a la activacion y acumulacién nuclear de
p53, p21 y PTEN, y produciendo una inactivacion de las vias de sefalizacion
P13K/AKT/mTOR y ERK, lo cual resulta benéfico para la replicacion del virus
(158).

La Nup270 estd implicada en el exporte de varias proteinas nucleares,
particularmente p53. La ausencia de Nup270 causa la acumulacion p53 y p21 en el
nucleo y afecta la funcion de CRML1, también conocida como exportinal, implicada
en el exporte de grandes macromoléculas incluyendo RNA y proteinas a través de la
membrana nuclear hacia el citoplasma (159, 160). El deterioro de la ruta de exporte

nuclear por CRM1 debido a la ausencia de Nup270, también reduce la proliferacion
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celular e induce profundas alteraciones celulares (161). En respuesta a diversos tipos
de estrés celular como las infecciones virales, los niveles de p53 se elevan por encima
de los niveles basales y se acumula en el nicleo, donde p53 funciona como un
activador transcripcional de una serie de genes, particularmente los que promueven
procesos celulares como la apoptosis, autofagia o senescencia. Debido a esto, ademas
de su posible papel en la acumulacion de PTB y hnRNP Al en el citoplasma durante
la infeccién por el FCV, el procesamiento inicial de Nup270 producido por la
actividad de la NS6/7, también podria estar implicado en el desencadenamiento de la
apoptosis a traves de la acumulacion y activacion de p53 en el ndcleo. A este
respecto, algunos resultados preliminares realizados en el laboratorio sugieren que
p53 si se acumula en el nidcleo de células infectadas con el FCV (datos no
presentados), y explicaria el hecho del porque primero detectamos el procesamiento
inicial de Nup270, y después la activacion de caspasa-3 durante la infeccion por el
FCV. Estos hallazgos indican que el procesamiento de las Nups a través de la
actividad de NS6/7 podrian ser la causa y no la consecuencia de la aparicién de la
apoptosis y por lo tanto, este procesamiento podria ser uno de los primeros

detonadores de su activacion.

La transfeccion de células HEK293T con la NS6 y NS6/7 del FCV, nos
permite confirmar la actividad de esta proteasa sobre las nucleoporinas-FG y
particularmente con la Nup270; asimismo se corroboré que como consecuencia de su
actividad, existe un cambio en la localizacion citoplasmica de las proteinas nucleares
PTB, hnRNP Al y DDX5, particularmente cuando la expresion de la NS6 o NS6/7 es
predominantemente citoplasmica, similar a como se observa durante la infeccién por
el FCV. Un hallazgo interesante es que a pesar de que no existen antecedentes que
indigquen la localizacion en nucleo de la NS6/7 del FCV, nosotros encontramos
diferentes fenotipos que muestran su localizacion nuclear y/o citoplasmatica en las
células transfectadas con NS6 y NS6/7, lo cual nos sugiere la posibilidad de la
presencia de una sefial de importe y exporte nuclear presente en la NS6/7 del FCV,
que le permitiria acceder al ndcleo y en algin momento salir y localizarse en el
citoplasma. Esta posible entrada y salida de la NS6/7 en el ndcleo, pareci6 coincidir

con el procesamiento gradual de las nucleoporinas-FG y Nup270, y con la
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localizacion citoplasmica de PTB, hnRNP Al y DDXS5, es decir, cuando la NS6 o
NS6/7 se localiza en nucleo y citoplasma, se observo el procesamiento de las
nucleoporinas-FG y Nup270 como previamente se describid, pero no se detectd la
presencia de PTB, hnRNP Al o DDXS5 en el citoplasma; mientras que, cuando la NS6
0 NS6/7 se observo predominantemente en citoplasma, tanto las nucleoporinas-FG y
Nup270 asi como las proteinas PTB, hnRNP Al y DDXS5, se encontraron dispersas
totalmente en citoplasma. Estos hallazgos nos podrian sugerir por lo menos dos
diferentes etapas en la alteracion del transporte nucleo-citoplasmico por la proteasa
NS6/7 del FCV. La primera, en la que ocurre el procesamiento inicial de las
nucleoporinas por la NS6/7 que llega hasta nucleo, y en la que dicho procesamiento
no es suficiente para provocar la localizacion citoplasmica de las proteinas nucleares;
y la segunda en la que el procesamiento de las nucleoporinas es mas drastico y que
lleva el desensamble de los poros nucleares, y a la acumulacién de proteinas
nucleares en citoplasma como una posible consecuencia de la inhibicion del
transporte nucleo-citoplasmico. Sin embargo, seria necesario realizar otros ensayos
para confirmar que nuestras observaciones en células transfectadas también ocurren

en las infectadas.

Por otro lado, la localizacion citoplasmica de PTB, hnRNP Al y DDX5 en las
células que expresan a la NS6 o0 NS6/7, asi como la dispersién en el citoplasma del
marcaje de las nucleoporinas-FG y de la Nup270, pareciera ser un fenotipo mas
drastico en comparacion a lo que se observa durante la infeccion con el FCV. Una
posible explicacion podria radicar en el tipo de linea celular y por lo tanto en las
posibles diferencias en la composicion de los complejos del poro nuclear y las
diferentes nucleoporinas presentes en cada uno de los tipos celulares. Asimismo,
otros componentes del transporte ndcleo-citoplasma podrian estar afectados
diferencialmente en cada tipo celular; mientras que PTB y DDX5 poseen una NLS
bipartita y son transportados por la via clasica de importe nuclear que involucra a la
importina a y , la hnRNP Al posee una NLS tipo M9 que le permite ser importada
por una via no clasica que involucra a la transportina 1. Esto nos estaria demostrando
que dos diferentes vias de importe nuclear estan siendo afectadas por la NS6/7 y que

ambas vias son afectadas en diferente magnitud, en los dos tipos celulares. Otra
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posibilidad podria ser el contexto en el que se realiz6 cada ensayo, es decir, mientras
que durante la infeccion la proteasa-polimerasa NS6/7 tiene que llevar a cabo al
mismo tiempo su funcion de proteasa y actuar activamente en el procesamiento de la
poliproteina, ademas de actuar como polimerasa y cumplir con la importante funcion
de la sintesis de los distintos RNAs virales, en el contexto de células transfectadas,
NS6 y NS6/7 evidentemente no participan en el procesamiento de la poliproteina y
probablemente tampoco en la sintesis de acidos nucleicos, lo que podria resultar en

un efecto mucho mas drastico sobre sus proteinas blanco celulares.

Las caspasas activadas durante la apoptosis son responsables del corte
selectivo de una serie de proteinas celulares clave implicadas en el mantenimiento de
la integridad estructural y funcional de la célula. Entre éstas, las proteinas del NPC
como la Nup93, Nup96, Nupl53, Nup214, Nup270, Nup358 y POM121 son
procesadas por caspasas, mientras que otras como la Nup98 y Nup62 no lo son (136).
Esto coincide con nuestros resultados sobre el procesamiento de Nup270 por la
caspasa-3 a partir de las 5 hpi y lo encontrado por analisis in silico, y coincide con la
falta de procesamiento de la Nup62 y Nup98 durante la infeccion.

La apoptosis en la infeccion por calicivirus se ha asociado con la liberacién de
la progenie viral. Sin embargo, los resultados obtenidos con los dos inhibidores de
caspasas (Z-VAD-fmk y Ac-DEVD-CHO) muestran que el efecto citopatico, la
sintesis de proteinas virales y la liberacion de la progenie viral no fueron afectados en
la infeccidén con el FCV. En este contexto, se ha reportado que la muerte celular
puede ocurrir de manera programada en ausencia e independiente de la activacion de
caspasas (162). Por lo que se han propuesto modelos alternativos de muerte celular
programada (PCD), incluyendo la autofagia, paraptosis, catastrofe mitotica y la PCD
tipo apoptosis. A este respecto, la presencia de inhibidores de caspasas en la infeccion
por MNV en macréfagos, puede proceder a través de una via distinta de muerte
celular répida tipo necrosis y reduccion de la produccion viral (163), contrario a lo
que presentamos en este trabajo. También se sabe que la apoptosis opera a través de
vias tanto dependientes como independientes de caspasas, dependiendo de la

maquinaria enzimatica de la célula. Esto Gltimo se ha ejemplificado en la induccion
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de muerte en células L1210/S por el tratamiento con staurosporina, donde ambas vias
normalmente coexisten (164). En este contexto de inhibicion de caspasas, factores de
muerte tales como catepsinas, calpainas y otras proteasas, desarrollan una muerte
celular independiente de caspasas como consecuencia del defecto general en la
activacion de estas mismas (162, 164, 165, 166, 167, 168). Por lo tanto, es posible
que durante la infeccion por FCV, los inhibidores de caspasas pudieran desencadenar
una muerte celular independiente de caspasas que permita el progreso de la infeccion.
Para analizar esto, ensayos de co-tratamiento con inhibidores de caspasas junto con
inhibidores de otras proteasas celulares como catepsinas o calpainas durante la
infeccion con el FCV, nos podrian sugerir el tipo de muerte celular que se

desencadena en ausencia de caspasas.

En conjunto estos resultados indican que el procesamiento de las
nucleoporinas en la infeccion con FCV, interrumpe el transporte nucleo-citoplasmico
lo que resulta en una acumulacién discreta de proteinas nucleares que se sabe que
participan en la replicacion viral. Ademaés, el procesamiento temprano de Nup270
podria estar implicado en el desencadenamiento de la apoptosis mediante la

activacion de p53.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Las nucleoporinas Nup358, Nup270, Nup214 y Nupl53, son procesadas
durante la infeccion con el FCV.

El procesamiento inicial de la Nup270 durante la infeccion por el FCV ocurre
por la accién de la proteasa viral NS6/7, a través de un unico sitio de corte en
su extremo C-terminal, y posteriormente se degrada por la actividad de la
caspasa-3.

El corte de la Nup270 por la proteasa NS6 y la proteasa-polimerasa NS6/7 se
corrobor6 mediante ensayos de transfeccion analizados por microscopia
confocal.

El procesamiento de la Nup270 coincide con la localizacion en el citoplasma
de las proteinas nucleares PTB y hnRNP Al tanto en células infectadas con el
FCV como transfectadas con la proteasa NS6 y la proteasa polimerasa NS6/7.
En la infeccion con FCV, la inhibicion de la actividad de caspasas no
interfiere con el procesamiento inicial de la Nup270 y tampoco afecta la
localizacion citoplasmica de PTB o hnRNP Al, el efecto citopatico causado
por la infeccion, o la salida de virus de la célula.

En ausencia de caspasas durante la infeccidn, la NS6/7 activa es responsable
del corte de la Nup270, y esta involucrada de la localizacion en el citoplasma
de PTB y hnRNP AL, el efecto citopatico y la salida de virus.
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PERSPECTIVAS

1)

2)

3)

4)

Debido a la funcion de la Nup270 en el control del exporte y degradacion de
p53 y su papel de esta en las decisiones de sobrevivencia o muerte celular, se
podria analizar la posibilidad del procesamiento de la Nup270 como un
mecanismo que utiliza el FCV para inducir la apoptosis.

Determinar el papel que juega el procesamiento de otras nucleoporinas como
la Nup358 y Nup214, en la alteraciéon del transporte de proteinas hacia el
nucleo y viceversa.

Analizar si otras proteinas nucleares también se localizan en citoplasma
durante la infeccion con el FCV lo que llevaria a pensar en la inhibicion por
completo del importe nuclear o solo es un evento especifico que involucra a
PTBy hnRNP Al.

Analizar la localizacion de mRNAs celulares durante la infeccion con el FCV,
su correlacion con el procesamiento de nucleoporinas y la alteracién en el
exporte nuclear, como un mecanismo que el FCV utiliza para inhibir el

exporte nuclear de mMRNAs y la sintesis de proteinas celulares.
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