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Resumen 

 

 

Se ha identificado que algunas proteínas celulares participan en la 

replicación de calicivirus debido a su asociación con proteínas virales y/o los 

ARN virales. Mediante espectrometría de masas, a partir de ensayos de pull-

down, identificamos varias proteínas celulares unidas al ARN genómico del 

calicivirus felino (FCV), una de ellas se identificó como Anexina A2 (AnxA2), 

proteína andamio asociada a balsas lipídicas. AnxA2 colocaliza con la 

proteína NS6/7 del FCV y con el dsRNA en células infectadas; además, se 

encontró asociada con el ARN viral en la fracción de membrana 

correspondiente a los complejos de replicación (CR), lo que sugiere su papel 

durante la replicación del FCV. AnxA2-knockdown de las células CrFK antes 

de la infección con el FCV causó una fuerte reducción de proteínas virales no 

estructurales (NS) y en la producción del dsRNA, además de un retraso en el 

efecto citopático y una disminución significativa del rendimiento de FCV tanto 

en las fracciones asociadas como sobrenadantes. Tomados en conjunto, 

estos resultados indican que AnxA2 se requiere para una replicación 

eficiente del FCV. 
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Summary 

 

Some cellular proteins have been identified to participate in calicivirus 

replication because of its association with viral proteins and/or the viral RNAs. 

By mass spectrometry from pull-down assays, we identify several cellular 

proteins bound to the feline calicivirus (FCV) genomic RNA, one of them the 

lipid raft-associated scaffold protein Annexin (Anx) A2. AnxA2 colocalizes with 

FCV NS6/7 protein and with the dsRNA in infected cells; moreover, it was 

found associated with the viral RNA in the membrane fraction corresponding 

to the replication complexes (RCs), suggesting its role during FCV replication. 

AnxA2-knockdown from CrFK cells prior to infection with FCV caused a 

strong reduction of viral non-structural (NS) proteins and dsRNA production, a 

delay in the cytopathic effect and a significant decrease of FCV yield in both 

cell-associated and supernatant fractions. Taken together, these results 

indicate that AnxA2 is required for an efficient FCV replication.  
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Introducción 

 

La gastroenteritis infecciosa se origina por la inflamación de las mucosas del 

tracto gastrointestinal derivando en diarrea de inicio rápido, acompañada o 

no de nauseas, vomito, fiebre y dolor abdominal (1). La gastroenteritis afecta 

a todas las personas de todas las áreas geográficas del mundo; sin embargo, 

algunos factores como la edad y el agente etiológico pueden definir su curso 

clínico (2). 

 

La mayoría de los niños de los países occidentales tienen al menos un 

episodio de diarrea aguda antes de cumplir un año, por lo que la 

gastroenteritis aguda sigue siendo un motivo de consulta frecuente, tanto en 

los centros de salud como en los servicios de urgencia de los hospitales (3). 

La Organización Mundial de la Salud estima que en el 2003, 1.87 millones de 

niños menores de cinco años murieron por diarrea; muchas de estas muertes 

ocurrieron como consecuencia de la deshidratación (4). 

 

En adultos, aunque las manifestaciones de la enfermedad duran 

aproximadamente dos días, el 52% de los episodios están asociados con la 

restricción de la actividad diaria, lo cual repercute en la actividad laboral y por 

lo tanto tiene un costo económico alto (5); de hecho, la prevalencia de las 

gastroenteritis provoca una carga económica significativa para el sistema de 

salud (6). 
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 Existen más de 20 diferentes virus que han sido identificados como agentes 

etiológicos de gastroenteritis, entre los más comunes se incluyen a los 

rotavirus, norovirus, adenovirus y astrovirus (6); sin embargo, rara vez se 

identifica el agente etiológico durante un episodio de gastroenteritis aguda 

(7). Hasta hace poco, la gastroenteritis por norovirus se había considerado la 

segunda causa de hospitalización de infantes en el mundo, detrás de las 

gastroenteritis producidas por los rotavirus. Sin embargo, tras la inclusión de 

la vacuna contra las formas graves de la infección por  rotavirus dentro de los 

programas de inmunización en los años 2006 y 2007,  aunado al incremento 

del diagnóstico de norovirus en diversos países, se considera hoy en día a 

los norovirus humanos como la causa más común de los brotes de 

gastroenteritis aguda (8-10). 

 

Los norovirus constituyen uno de los cinco géneros pertenecientes a la 

familia Caliciviridae (Fig. 1), la cual incluye patógenos causantes de 

gastroenteritis en humanos y diversos signos clínicos en animales 

vertebrados (p. ej. mamíferos, aves y animales marinos), como encefalitis, 

miocarditis, ulceraciones, rinitis, fiebre, diarrea, abortos, hepatitis, neumonía 

y hemorragias (11-14).  

 

Los norovirus son virus pequeños (27 nm), icosahédricos, que no poseen 

envoltura, característica que los asemeja a otros virus entéricos humanos 

como poliovirus, coxsackievirus y echovirus, lo cual los hace resistentes al 

pH ácido del estómago y a la degradación ambiental (como cambios en el 

pH, inactivación térmica o luz solar) e inactivación química (como soluciones 

con cloro en dosis bajas y tiempos cortos) (15). 

 

En 1929 se describen por primera vez las características clínicas de la 

enfermedad causada por los norovirus y se alude a su recurrencia durante el 

invierno (16). En 1954, se reconoció la transmisibilidad de la gastroenteritis 

por norovirus de pacientes a voluntarios saludables, pero no fue sino hasta 
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1972 cuando las partículas virales fueron descubiertas en muestras fecales 

obtenidas durante un brote de gastroenteritis en una escuela primaria de 

Norwalk, Ohio (17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1. FILOGRAMA DE LA FAMILIA CALICIVIRIDAE. Dentro de la familia Caliciviridae existen 

cinco géneros: Beco/nabovirus, Lagovirus, Vesivirus, Norovirus y Sapovirus. Tomado de 

Simmonds et al., 2008.  
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Los norovirus, así como los sapovirus que infectan a humanos, son 

conocidos como calicivirus humanos (HuCV), y ninguno de ellos se han 

podido propagar en cultivos celulares o en un modelo animal conveniente 

(18), por lo que los humanos voluntarios y pacientes infectados en brotes, 

representan claramente el modelo más adecuado para el estudio 

epidemiológico. Sin embargo, para estudiar aspectos tales como la biología 

del virus, es imprescindible el uso de otros modelos animales (19). 

 

Recientemente, Jones et al. desarrollaron un modelo de cultivo in vitro para 

el HuNov en donde se requiere la presencia de bacterias comensales 

Enterobacter cloacae que expresen antígenos de grupo histo-sanguíneo 

(HBGA; del inglés histo-blood group antigens), para estimular la infección de 

células B (20). Sin embargo, al utilizar el modelo de cerdos gnobióticos para 

probar la influencia de E. cloacae durante la infectividad del HuNov in vivo, 

se observó que las células B no eran blanco de la infección y que además, E. 

cloacae inhibía la infectividad del HuNov; sugiriendo que la presencia de esta 

enterobacteria intensifica la respuesta inmune, lo que reduce la infección viral 

(21). 

 

En el 2016, se reportó el desarrollo de un modelo de cultivo para norovirus 

humanos en enteroides de intestino de humano, sin embargo este modelo 

apenas comienza a estandarizarse en algunos laboratorios, principalmente 

por las dificultades metodológicas y el alto costo (22). 

 

Debido a la falta de un cultivo celular o un modelo animal que reproduzca 

eficientemente la infección del HuNov, se han utilizado otros miembros de la 

familia Caliciviridae como una alternativa de estudio que han permitido 

conocer más sobre la estructura, función y expresión genética viral (23). A 

este respecto, tanto el norovirus murino (MNV), como calicivirus felino (FCV), 

han sido particularmente útiles en el estudio de la biología y la patogenia de 
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este grupo de virus, dada la facilidad en su manejo y la similitud genética 

comparada con aquellos que infectan a humanos (15). 

 

 

Antecedentes generales 

 

Calicivirus Felino 

 

El FCV es un patógeno que afecta tanto a felinos salvajes como domésticos, 

que provoca ulceraciones en la cavidad oral (paladar, encía y lengua) y nasal 

(24) e infecciones agudas en el tracto respiratorio. Se tienen reportes de que 

algunas cepas son capaces de causar cojera o artritis aguda (25). Por otro 

lado, el FCV ha sido aislado de felinos que presentan infecciones sistémicas 

atribuidas a la Inflamación de los vasos sanguíneos (vasculitis) y neumonía 

necrosante severa (26).  

 

De los felinos infectados por el FCV, una proporción de los que logran 

superar los signos de la enfermedad continúan persistentemente infectados.  

Se cree que, en estos gatos, la evolución del virus ayuda a evadir la 

respuesta inmune y es probable que se conviertan en portadores a largo 

plazo, teniendo un papel crucial en la epidemiología del virus (12). 

 

Más allá de su aplicación e importancia veterinaria, el estudio de los 

mecanismos moleculares mediante los cuales el FCV induce la enfermedad 

ha permitido avanzar en el conocimiento de su biología molecular y en la 

comprensión de la traducción y replicación de su genoma. Esto ha sido 

posible gracias a que se propaga fácilmente en cultivos celulares y a que 

existen clonas infecciosas disponibles (27). Su propagación en fibroblastos 

ha permitido no sólo contar con un excelente sistema de infección, sino 

también implementar técnicas de biología molecular, como la transfección 

(para los sistemas de reversa genética) o la interferencia genética (para el 
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apagado de genes), lo cual aún resulta complicado en modelos como el del 

MNV (19). 

 

 

Biología Molecular del FCV 

 

El FCV, pertenece al género Vesivirus, y al igual que todos los miembros de 

la familia Caliciviridae, posee un genoma de RNA de cadena sencilla con 

polaridad positiva, con un tamaño de aproximadamente 7.7 Kb. Su genoma 

no posee una CAP-5’, sin embargo este se encuentra unido covalentemente 

a la proteína viral Vpg en el extremo 5’ terminal, y está poliadenilado en el 3’ 

terminal. Los vesivirus poseen tres marcos de lectura abierto (ORF, del inglés 

open reading frames) (Fig.2) (28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El ORF 1 codifica para una poliproteína que es procesada por la única 

proteasa viral (NS6/7), dando origen a las seis proteínas no estructurales 

(NS) maduras designadas como NS1 (p5.6), NS2 (p32), NS3 (p39), NS4 

(p30), NS5 (p13 o VPg) y NS6/7 (p76 ó ProPol). De estas proteínas, el papel 

de NS1 de los calicivirus es desconocido y no se ha podido predecir con 

FIGURA 2. ORGANIZACIÓN DEL GENOMA DE FCV. El RNA genómico del FCV contiene tres ORFs. 

El primero codifica para una poliproteína que da lugar a las proteínas no estructurales. Los 

ORF 2 y 3 codifican para proteínas estructurales de la cápside (VP1 y VP2, respectivamente). 

Tomado de Royall & Locker, 2016.  
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base en su secuencia proteica debido a que no muestra homología con 

ninguna secuencia motivo funcional establecida  (29). Por otro lado, se ha 

sugerido que NS2 (p32) podría funcionar en la formación del centro (Core) de 

los complejos de replicación (RC), anclando algunos de los otros 

componentes en sus respectivos lugares (30). Por su parte, la NS3 (p39) 

posee motivos de unión a nucleótidos trifosfatos que le podrían conferir 

actividad NTPasa (31-32). Asimismo, recientemente se demostró que p39 es 

capaz de suprimir la producción de IFN-β mediante la inhibición de la 

activación del IRF-3 (33). Por lo que respecta a la NS4 (p30) se sabe que, al 

igual que p32 y p39, es una proteína integral de membrana y que tras su 

expresión, esta se localiza en el retículo endoplásmico (RE). Además, tras la 

expresión de p39 o p30 se ha observado la reorganización y el trastorno de 

la homeostasis del RE (34). 

 

La NS5 (p13), también conocida como VPg, es una proteína que se 

encuentra unida covalentemente al extremo 5’ del RNA genómico y 

subgenómico. Esta proteína, actúa como un cap proteinaceo y promueve el 

inicio de la traducción del genoma viral a través de su interacción directa con 

factores del inicio de la traducción eucariota (eIFs) (35). 

 

La proteína NS6/7 (p76), que abarca los dominios de proteasa-polimerasa, 

se encuentra como un polipéptido bifuncional que no se procesa durante la 

infección y es la responsable de: 1) mediar el procesamiento de la 

poliproteína compuesta por las proteínas NS y del precursor de la proteína 

de la cápside (36-37) y 2) sintetizar los RNAs virales mediante su función de 

RNA polimerasa dependiente de RNA. 

 

Aunque el RNA genómico contiene a los tres marcos de lectura abiertos, que 

codifican todas la proteínas virales, únicamente las proteínas no 

estructurales se traducen a partir de este, mientras que las proteínas 
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estructurales se traducen a partir de un RNA subgenómico, el cual contiene a 

los ORFs 2 y 3.  

 

El ORF 2 codifica para un precursor de 73 kDa que es procesado 

rápidamente por la proteasa viral, dando como resultado la proteína 

estructural de la cápside VP1 de 62 kDa y una proteína de 125 aminoácidos 

presente en el N-terminal, conocida como proteína líder de la cápside (LC) 

(38-40). Esta última, se ha asociado con el efecto citópatico producido por el 

FCV, identificando dos dominios, uno en el N-terminal asociado al redondeo 

y muerte de la célula; y otro en el C-terminal asociado a la propagación viral 

(41). 

 

Por último, el ORF 3 codifica para la proteína estructural minoritaria de la 

cápside VP2, y aunque está presente en una o dos copias por virión, es 

esencial para la maduración y producción de viriones infectivos (12, 42). 

 

 

Ciclo replicativo 

 

Unión y entrada  

 

El primer evento en la infección viral involucra la interacción del virus con el o 

los receptores de la superficie celular (Fig. 3). Se considera que los 

receptores virales son primordiales en la replicación viral, el tropismo por 

algún tejido y la patogénesis. La interacción entre un virus y su receptor está 

determinada por factores como la temperatura, pH y la presencia de cationes 

divalentes. La unión del FCV a células CrFK es independiente de la 

temperatura. Aunque, se ha observado que existe una mayor unión por parte 

del FCV a una temperatura de 4 °C que a 37 °C y que este se une en mayor 

proporción a las células en suspensión que a las células en monocapa; esto 
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probablemente debido a la mayor cantidad de receptores disponibles en la 

superficie celular para interaccionan con las proteínas virales (43). 

 

En el 2006, Makino et al. demostraron que al transfectar la molécula fJAM-1 

(Junctional Adhesion Molecule 1) de felino a células no permisivas a la 

infección por el FCV, las volvía susceptibles a la infección. De igual modo, 

demostraron que la inhibición mediante el uso de anticuerpos específicos 

anti-fJAM-1 resultaba en la inhibición de la replicación viral en la célula, 

proporcionando evidencias de que la presencia de fJAM-1 determina la 

especificidad del FCV, al funcionar como receptor (44). fJAM-1 se distribuye 

ampliamente en diferentes tejidos de felino, localizándose en las uniones 

intercelulares de células epiteliales y endoteliales. Se ha observado que tras 

la infección por el FCV, fJAM-1 se redistribuye hacia el citosol de células 

epiteliales infectadas (45).  Además, se ha descrito que existe un 

componente adicional para la unión del FCV; mediante la remoción del ácido 

siálico con neuraminidasa se observó una marcada reducción en la unión 

viral y la infectividad, demostrando que este monosacarido es un 

componente crucial durante la infección por el FCV (46). 

 

Tras la unión viral, se lleva a cabo la internalización. En este punto se ha 

demostrado, mediante la inhibición de distintas rutas de entrada con 

diferentes fármacos, que la internalización del FCV en células CrFK ocurre 

por endocitosis mediada por clatrina (47); y que la desencapsidación del 

genoma, y su subsecuente acceso al citoplasma, se da por la acidificación de 

los endosomas en presencia de un pH bajo (47-48).  

 

 

Traducción y replicación viral  

 

El genoma de los virus de RNA de polaridad positiva son la base para tres de 

los principales procesos durante la replicación; funcionan como RNAm para 
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la síntesis de las proteínas virales; actúan como molde para la replicación 

genómica; además, son integrados como el genoma viral en el interior de la 

cápside durante el ensamble viral (49). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mientras que para la traducción en eucariontes, los RNAm comúnmente 

poseen una estructura cap; en todos los miembros de la familia Caliciviridae, 

tanto el RNA genómico como el subgenómico se encuentra unido a la 

proteína VPg (50). La liberación del genoma viral en el citoplasma induce la 

inhibición de la síntesis de proteínas propias de la célula (51). Este 

FIGURA 3. CICLO REPLICATIVO DEL FCV. El virus se une a la molécula JAM-1 (presente en las 

uniones estrechas) para posteriormente ser endocitado vía clatrina. Se libera el RNA para dar 

lugar a la traducción de la poliproteína en el citoplasma y posteriormente a la replicación del 

genoma y subgenoma viral.  El genoma viral se encapsida de manera concomitante a la 

formación de las cápside. La salida del virus se da por un proceso apoptótico vía mitocondrial 

(Abrantes et al., 2012). 
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mecanismo puede permitir al virus desviar la maquinaria de traducción 

celular de una traducción dependiente de cap a una traducción del RNA viral 

dependiente de VPg (12). 

 

Los calicivirus usan una novedosa estrategia para el inicio de la traducción 

que involucra la interacción de factores de iniciación con la VPg. Se ha 

demostrado que la remoción del factor de inicio de la traducción eIF4E, 

disminuye notablemente la síntesis de proteínas virales (52), lo que indica 

que este factor es esencial para la traducción del FCV. De igual modo, la 

interacción eIF4G-eIF4E es esencial para una traducción viral eficiente. Se 

sabe que en la traducción dependiente de cap, el eIF4G actúa como puente 

entre el eIF4E y el complejo de unión al cap, facilitando el ensamble del 

complejo de inicio de la traducción dependiente de cap. Se considera que 

durante la infección por el FCV, el eIF4G es cortado y el producto de corte 

permanece unido al eIF4E, impidiendo su interacción con el eIF3 al retener el 

sitio de unión y por ende inhibiendo la traducción dependiente de cap (51). 

 

Además de los factores canónicos de la traducción, muchos virus de RNA 

utilizan otras proteínas celulares para regular su traducción.  Estas proteínas 

suelen interaccionar con los extremos del RNA genómico viral, o inclusive en 

sitios codificantes. En este sentido, se ha demostrado que la proteína celular 

nucleolina, forma parte del complejo ribonucleoproteico (RNP) formado con el 

RNA genómico del FCV (53). En nuestro grupo de trabajo, se demostró que 

nucleolina interacciona directamente con las regiones no traducidas (UTR; 

del inglés untranslated regions)  5’ y 3’ del RNA genómico del FCV, 

regulando positivamente la traducción in vitro (54). 

 

Por otro lado, se ha descrito que durante la traducción del FCV, la proteína 

de unión de tractos de polipirimidinas o PTB actúa regulando negativamente 

dicho proceso (55). Se propone que durante las etapas iniciales de la 

infección, el RNA viral se traduce en ausencia de la PTB; una vez que los 
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niveles de las proteínas virales aumentan en concentración, aumenta la 

concentración citoplásmica de la PTB debido a la alteración en el trasporte 

nucleocitoplásmico (Mora Heredia, datos en preparación). Ya en el 

citoplasma, la PTB interacciona con la región terminal 5’ del genoma y 

subgenoma viral, impidiendo la traducción y permitiendo el inicio de la 

replicación del RNA viral (55). 

 

La replicación del RNA viral ocurre en el citoplasma de las células infectadas, 

específicamente en la superficie de pequeñas vesículas membranosas 

conocidas como complejos de replicación, CR (56). La formación de estos 

CR ocurre mediante interacciones complejas proteína-proteína, en las que 

participan tanto proteínas virales, como proteínas de la célula hospedera 

(52).  

 

Durante la infección de células CrFK (Crandell‐Rees feline kidney) y  FEmb 

(feline embryo) por el FCV, se ha observado la formación de vesículas unidas 

a membrana en el citoplasma, en donde se pueden identificar partículas 

virales asociadas a estas áreas de proliferación membranal, sugiriendo que 

estos son los sitios de replicación viral (57-58). El aislamiento de estas 

estructuras y su subsecuente interacción con ribonucleotidos y sales de 

magnesio, en un sistema regenerador de ATP, mostró su capacidad para 

sintetizar RNA viral in vitro. Tras demostrar su actividad enzimática, estas 

estructuras aisladas de células infectadas son reconocidas como los CR del 

FCV (59).  

 

Asociadas a los CR que se producen tras la infección por el FCV, han sido 

aisladas e identificadas proteínas precursoras de las NS, como la p30-VPg y, 

proteínas NS maduras, tales como la proteasa polimerasa NS6/7, p32, p30 y 

p39. Además se ha detectado la presencia de las proteínas estructurales 

VP1 y VP2 (34, 59). 
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La participación de proteínas celulares y virales permite que el RNA 

genómico sea utilizado como molde para la síntesis de RNAs de cadena 

negativa, los cuales sirven como intermediario para la síntesis de RNAs de 

cadena positiva. Estos últimos podrán formar parte del genoma de la 

siguiente generación de virus o iniciarán nuevamente otro ciclo de traducción 

y replicación. Este RNA de cadena positiva también constituye el molde para 

la síntesis del RNA subgenómico, a partir del cual se sintetizan las proteínas 

estructurales (11). 

 

 

Morfogénesis y Salida viral 

 

La presencia de proteínas estructurales en los CR se debe a que es en estos 

sitios en donde se sinterizan los RNAs subgenómicos que les dan origen, 

junto con el RNA genómico de la progenie viral. La proteína VP1, es 

procesada y tiene la capacidad de autoensamblarse, por lo que la 

encapsidación del genoma viral es concomitante a la formación de la 

cápside.  Una vez encapsidado el genoma, las partículas virales pueden salir 

de la célula hospedera. 

 

Los efectos que tiene el FCV sobre las células son fulminantes y entre las 6 y 

8 h después de la infección de cultivos celulares, estas se encuentran 

destruidas en su totalidad. Se ha identificado a la proteína LC, mediante la 

mutación y supresión inducida de residuos de cisteína, como responsable del 

fenotipo redondeado y el efecto citopático observado tras la infección por el 

FCV (41). 

 

Este efecto citopático, visible tras la infección por el FCV, acontece a la par 

de cambios moleculares característicos de la apoptosis intrínseca, tales 

como la traslocación de la fosfatidilserina hacia la cara externa de la 

membrana celular, la condensación de la cromatina y la fragmentación del 
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DNA. Además, se ha observado el incremento en la actividad de las capasas 

3, 8 y 9, tras la salida de citocromo C de la mitrocondria (60-61). 

Conjuntamente, se ha señalado la participación de las caspasas 2 y 6 en el 

procesamiento de la proteína de la cápside, generando un fragmento de 40 

kDa del cual no se sabe su posible papel durante la infección (62). Esta 

apoptosis inducida por la infección, es la que permite la liberación y 

diseminación de las partículas virales en el hospedero. 

 

Resulta evidente que la interacción entre los virus y las células que infectan 

se encuentra finamente regulada, desde la unión y entrada de las partículas 

infecciosas, hasta la salida de la progenie viral. En este proceso, la 

participación de las proteínas de la célula hospedara es indispensable. Es 

por ello que en nuestro laboratorio consideramos que es de suma 

importancia identificar qué factores celulares participan en la replicación de 

este patógeno. El identificar moléculas importantes en la replicación viral, 

permitirá generar información que pueda utilizarse para el control de la 

infección. 

 

 

Antecedentes particulares  

 

Entre las estrategias utilizadas en el laboratorio para determinar cuáles 

proteínas celulares participan en la replicación del FCV, está la identificación 

de proteínas de asociadas al RNA viral y de expresión diferencial en 

extractos celulares infectados con el FCV, mediante geles de doble 

dimensión. Una de las manchas proteicas que presentó cambios en la 

intensidad de expresión y migración, se identificó por espectrometría de 

masas como anexina A2 (AnxA2) (Garrido G., tesis de maestría). Esta 

proteína ha sido aislada por múltiples investigadores que le han asignado 

variedad de nombres como p34, p36, p39, calpactina I de cadena pesada, 
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proteína I, cromobindina 8, lipocortina II y proteína IV anticoagulante 

placentaria (63). 

 

 

La familia de las proteínas anexinas 

 

Las anexinas son una familia de proteínas que se unen a fosfolípidos 

cargados negativamente en membranas biológicas de una forma 

dependiente de Ca2+ (64). Casi todas las anexinas son substratos de PKCs 

tanto in vitro como in vivo, a excepción de Anexina V (65). 

 

Los pesos moleculares de las anexinas oscilan entre los 30,000 y los 72,000 

Daltones. Todas las anexinas poseen características estructurales comunes, 

entre las que destacan un domino “core” conservado o COOH-terminal de 

cuatro repetidos, ocho en el caso de AnxA6, el cual contiene los sitios de 

unión a Ca2+ y a fosfolípidos. Hacia el extremo N-terminal, poseen un 

segmento corto el cual es un sitio de modificación post-traduccional que es 

único para cada anexina, y que les confiere distintas propiedades y 

distribución intracelular (66). La expresión de diferentes miembros de la 

familia varía de acuerdo con el contexto celular (67). 

 

Las anexinas están implicadas en el tráfico intracelular membranal, como la 

endocitosis; además, interactúan con proteínas del citoesqueleto, por lo cual 

podrían estar involucradas en la organización de este. Otras posibles 

funciones incluyen la proliferación y el crecimiento celular; participación en 

canales iónicos; receptor de superficie celular para la tenascina C y virus; 

regulación de la replicación del DNA; inhibición de la inflamación y 

coagulación de la sangre; regulación de la interacción de la matriz celular; y 

la adhesión célula-célula (66). La habilidad de algunas anexinas de mediar la 

agregación de vesículas dependientes de calcio in vitro sugiere que estas 

proteínas participan también en la endocitosis (67). 
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AnxA2 

 

La AnxA2 endógena existe como monómero soluble, con un peso molecular 

de 36 kDa, o formando un complejo heterotetramérico, comúnmente citada 

como A2t o p90; formado por un dímero de AnxA2 y otro de su ligando 

específico, la proteína S100A10, también llamada p11 (64). También se ha 

descrito la formación de un heterodímero compuesto por una subunidad 

simple de AnxA2 unida a una subunidad de 3-fosfoglicerato cinasa (68). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AnxA2 posee un dominio N-terminal, el cual comprende los 32 primeros 

residuos de aminoácidos de la proteína, en donde se encuentran los sitios de 

fosforilación regulatorios tanto para proteína cinasa C (Ser-11 y Ser-25) como 

para la PP60c-src (Tyr23). Además de estos sitios de fosforilación, el dominio 

amino terminal contiene los residuos hidrofóbicos de interacción con 

S100A10 (Val-3, Ile-6, Leu-7 y Leu-10) y un sito de exporte nuclear (NES). 

Por otra parte, el dominio “core” o COOH-terminal está compuesto por los 

FIGURA 4. ESTRUCTURA DE ANXA2. AnxA2 está compuesta por dos dominios (amino terminal 

y carboxilo terminal). El dominio amino terminal posee los sitios para las modificaciones 

post-traduccionales (acetilación y fosforilación); además de un sitio de exporte nuclear (NES) 

y el sito de unión a S100A10 (p11). Al otro extremo, el domino carboxilo terminal incluye 

repetidos de 70 a.a. y contiene los sitios de unión a heparina, Ca
2+

, fosfolipidos, RNA y F-

actina. Tomado de Bharadwaj
 
et al., 2013. 
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residuos remanentes, en donde se identifican cuatro repetidos conservados 

de 70 a.a. cada uno. En este domino se localizan los sitios de unión a Ca2+, 

fosfolípidos, f-actina y heparina (Fig. 4) (69-71).  

 

La distribución subcelular de AnxA2 está regulada por los niveles 

intracelulares de p11. Una alta concentración de p11 resulta en un 

incremento de AnxA2 heterotetramérica, la cual puede ser direccionada a la 

membrana plasmática lista para ser fosforilada y translocada. Por otro lado, 

al existir un exceso de p11, esta puede ser ubiquitinada y ser redireccionada 

al proteosoma y eliminada; disminuyendo así la concentración del ligando de 

AnxA2 para la formación del heterotetramero y determinando su presencia 

en la superficie celular (72).  

 

 

AnxA2 y su unión a membranas 

 

Como monómero, se ha propuesto que AnxA2 puede participar en la unión 

entre membranas mediante dos mecanismos, uno mediado por Ca2+ y otro 

mediado por H+ (Fig. 5). En el mecanismo clásico mediado por Ca2+, a un pH 

neutro, dos moléculas de AnxA2 interaccionan a través de sus dominios N-

terminal, sin que dichos dominios tengan contacto directo con la superficie de 

la membrana, permitiendo que los asociación con la membrana se lleve a 

cabo a través del COOH-terminal. En el segundo mecanismo, mediado por 

H+, sólo participa una sola molécula de AnxA2, la cual interacciona por su 

dominio N-terminal con una membrana y por el dominio COOH-terminal con 

una segunda membrana (73). 

 

Por su parte, A2t muestra una mayor flexibilidad al interaccionar con 

membranas (Fig. 6). Se ha observado una conformación “estrecha” que se 

presenta en ausencia de Ca2+, en la que la p11 se encuentra cercana a la 
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membrana y cuya estabilidad posiblemente se deba a la interacción del 

domino N-terminal de la AnxA2 con la bicapa lipídica.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otro lado, en presencia de Ca2+, A2t puede adquirir una conformación 

“abierta”, en donde la p11 se encuentra alejada de la membrana y la 

interacción con la bicapa lipídica se lleva a cabo a través de la región COOH-

terminal de la AnxA2 formando octameros o estar en su forma clásica 

“cerrada” organizada como un heterotetrámero (74). 

 

Es sabido que A2t induce la formación de dominios extensos ricos en 

PI(4,5)P2, colesterol y glicoesfingolípidos; y de igual modo se encuentra 

enriquecida en los sitios de interconexión entre membranas (75). La unión de 

la A2t a membranas aniónicas se produce por interacciones electrostáticas 

no especificas dependientes de Ca2+, seguida por una difusión lateral de A2t 

sobre la superficie membranal para unirse específicamente a fosfatidilinosito 

(4,5) bifosfatos, PI(4,5)P2. A medida que las moléculas de A2t se agregan 

lateralmente en la superficie de la membrana, las moléculas de PI(4,5)P2 

unidas a A2t forman parches, lo que se ve favorecido por la presencia de 

colesterol en la membrana (76). 

 

FIGURA 5. MODELOS DE LOS PUENTES DE 

ANXA2. Zibouche y colaboradores, proponen 

dos modelos sobre la forma en que AnxA2 

monomérica participa como puente en la 

unión de membranas. A) Modo de 

organización clásica, dependiente de Ca2+; 

y B) la dependiente de protones. Tomado de 

Zibouche et al., 2008. 
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Se ha observado un incremento de hasta tres veces de la cantidad de AnxA2 

presente en la parte externa de la membrana celular tras la inducción del 

estrés al modificar la temperatura, esta traslocación es independiente de la 

vía clásica (RE-Golgi) y no involucra la síntesis de proteína de novo. De igual 

modo, la exposición de células de retina de ratón 661W a concentraciones 

elevadas de glutamato induce el incremento del Ca2+ intracelular, 

promoviendo la traslocación de la AnxA2 a la superficie celular (77). El 

traslado de AnxA2 hacia la superficie celular está ligado a su fosforilación en 

la Tyr23 y a la presencia de p11 (78). Aunque también se ha sugerido que la 

interacción del A2t con componentes fosfolipídicos de la membrana 

promueve un cambio conformacional que promueve la accesibilidad a la 

Tyr23 y que permiten su fosforilación por la PP60c-src (79). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se ha observado un incremento de hasta tres veces de la cantidad de AnxA2 

presente en la parte externa de la membrana celular tras la inducción del 

FIGURA 6. MODELOS DEL ARREGLO MOLECULAR DE A2T. A) Sin calcio y con un pH ácido leve; 

B) en presencia de calcio, A2t puede adquirir una conformación "abierta" en la superficie 

de las membranas (izquierda), la subunidad S100A10 sobresale y está expuesta lejos de 

la bicapa de fosfolípidos. Al formar puentes de membrana, la proteína podría mantener la 

conformación "abierta" y formar octámeros (B, medio) u organizarse en la conformación 

clásica "cerrada" (B derecha) y permanecer en forma tetramérica. Tomado de Illien et al., 

2010. 
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estrés al modificar la temperatura, esta traslocación es independiente de la 

vía clásica (RE-Golgi) y no involucra la síntesis de proteína de novo. De igual 

modo, la exposición de células de retina de ratón 661W a concentraciones 

elevadas de glutamato induce el incremento del Ca2+ intracelular, 

promoviendo la traslocación de la AnxA2 a la superficie celular (77). El 

traslado de AnxA2 hacia la superficie celular está ligado a su fosforilación en 

la Tyr23 y a la presencia de p11 (78). Aunque también se ha sugerido que la 

interacción del A2t con componentes fosfolipídicos de la membrana 

promueve un cambio conformacional que promueve la accesibilidad a la 

Tyr23 y que permiten su fosforilación por la PP60c-src (79). 

 

La importancia de la presencia de AnxA2 en la superficie celular radica en 

que esta sirve como receptor para la proteína de matriz extracelular 

tenascina C (80); y que dada la interacción entre ambas proteínas, se 

promueven principalmente tres respuestas celulares, como son la perdida de 

las adhesiones focales, incremento en la migración celular e incremento en la 

división celular (81). 

 

Además, se sabe que A2t puede interaccionar de modo específico con el 

activador tisular del plasminógeno (tPA) y su sustrato Lys-plaminógeno (Lys-

PLG) (82), facilitando la conversión de plasminógeno a plasmina (83); siendo 

la Cys9 presente en el dominio N-terminal de la AnxA2 esencial para la 

interacción tPA-AnxA2 (84).  

 

Por otro lado, se considera que AnxA2 participa en la endocitos mediada por 

clatrina. Las cubiertas endocíticas de clatrina, que tienen su origen en la 

membrana plasmática, contienen adaptadores AP2 que comprenden cuatro 

subunidades de adaptina (α, β2, µ2 y σ2); AnxA2, al igual que AnxA1 y A6, 

posee el motivo Yxxφ  (Y-Tyr23, X-residuo variable, φ-residuo hidrofóbico 

pesado) que se considera promueve la interacción con la subunidad µ2 del 

complejo de ensamble AP2 (85). 
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La evidencia de la participación del A2t en la endocitosis se obtuvo al 

disminuir la expresión de p11 y de AnxA2 mediante el uso de RNAdcs 

interferentes, lo que provocó la acumulación de endosomas reciclados en la 

región perinuclear que contenían transferrina (Tf), concluyendo que el 

complejo AnxA2/p11 participa en el posicionamiento intracelular de los 

endosmas reciclados (86). Sin embargo, estudios más recientes contradicen 

este hecho, al aseverar que la p11 no participa en el transporte endosomal 

junto con la AnxA2, ya que al purificar los endosomas tempranos, la primera 

no ha sido detectada e incluso al silenciar la expresión de la p11 la 

asociación de AnxA2 a los endosomas no se ve mermada (87). 

 

La unión de AnxA2 a las membranas endosomales está finamente regulada 

por la presencia de iones de Ca2+. Sin embargo, AnxA2 no necesita la 

presencia de Ca2+ para poder unirse a endosomas tempranos; se ha 

observado que cuando se mutan los sitios de unión a Ca2+, presentes en el 

COOH-terminal de la AnxA2, esta continúa uniéndose a membranas 

endosomales, debido a que posee un sitio de interacción membranal en la 

región N-terminal, que le permite interaccionar con membranas de una forma 

independiente de  Ca2+ (88). 

 

AnxA2 presenta un dominio de unión a F-actina, que comprende los 9 

últimos amino ácidos (LLYLCGGDD) de la región COOH-terminal. La 

ubicación de este sitio de interacción resulta estratégica si se considera a la 

AnxA2 como vinculo entre membranas y citoesqueleto (89). Esta interacción 

está regulada por la concentración de Ca2+ presente en la célula y confiere 

un papel esencial a la AnxA2 en mantener la plasticidad de la dinámica que 

existe entre la membrana celular y el citoesqueleto de actina (90-91).  

 

AnxA2 ha sido aislada junto con la glicoproteína CD44; la cual está 

involucrada en interacciones célula-célula, adhesión celular y migración; 
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dentro de microdominios lipídicos resistentes a detergentes conocidos como 

balsas lipídicas, los cuales interaccionan con el citoesqueleto de actina. Se 

ha observado que AnxA2 promueve tanto el rearreglo del citoesqueleto de 

actina como el agrupamiento de CD44  hacia las balsas lipídicas; además, se 

sabe que la interacción AnxA2-CD44 es dependiente de colesterol (92). Por 

otro lado, se ha descrito que la asociación de la AnxA2 hacia las balsas 

lipídicas  depende de que  el sitio de unión a p11 y los sitios de unión a Ca2+ 

estén intactos (93). 

 

 

AnxA2 es una ribonucleoproteína 

 

En la búsqueda de proteínas que se asocian a AnxA2 mediante columnas de 

afinidad, se reveló la presencia de varias proteínas que se asocian a RNA.  

El estudio de estos complejos permitió establecer que AnxA2 es una proteína 

de unión a RNA que forma complejos ribonucleoproteicos (mRNP). Además, 

de identificar al RNAm del oncogene c-myc como componente de estos 

complejos, su participación dentro de ellos está dada por su interacción 

directa con AnxA2 (68). Posteriormente, se identifico que la interacción de 

AnxA2 con el RNAm de c-myc ocurre a través de la región 3’UTR, lo cual se 

corroboró mediante el uso de anticuerpos en ensayos de retardamiento, lo 

que provocó un retraso en la migración del complejo; además, al mutar en el 

RNAm de c-myc, el motivo de unión a AnxA2, se redujo la formación de dicho 

complejo. Se ha sugerido que la regulación en trans de AnxA2 sobre el 

3’UTR del RNAm de c-myc afecta su localización perinuclear y su asociación 

con el citoesqueleto, lo cual también es dependiente de su estado de 

fosforilación (94). 

 

Por otro lado, mediante ensayos de inmunoprecipitación y RT-PCR, se 

identificó que además del RNAm de c-myc, AnxA2 interacciona con su propio 

RNAm. Tras el uso de diferentes formas truncadas del RNAm de AnxA2, se 
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identificaron dos regiones de unión independientes, uno en la 3’UTR y otro 

posiblemente en la 5’UTR. Dentro de la 3’UTR se identificó una secuencia de 

100 nucleótidos la cual cuenta con un motivo putativo de unión de cinco 

nucleótidos, 5’-AA(C/G)(A/U)G, que se repite en dos ocasiones a lo largo de 

esta secuencia. Dada la interacción con la 3’UTR  y su posible interacción 

con la 5’UTR, nuevamente se sugiere que AnxA2 esté participando en la 

localización de RNAm específicos, así como en la represión de la traducción 

durante el transporte de los mismos (95). Así mismo, al mutar tres residuos 

presentes en el domino IV de la región COOH-terminal de AnxA2, se 

determinó que el sitio de unión a RNAm se localiza en el domino IV e 

involucra en las hélices C y D. Además, está interacción es específica y 

dependiente de Ca2+ (96). 

 

Por otra parte,  se ha establecido que AnxA2, junto con el Factor de 

Empalme Asociado a PTB (PSF), interacciona con el Sitio Interno de Entrada 

al Ribosoma (IRES) del RNAm de p53 in vitro y ex vivo. Se sugiere que estas 

proteínas participan por separado, bajo diferentes condiciones fisiológicas y 

de estrés, en la traducción de este gen supresor tumoral (97). 

 

 

AnxA2 y su participación en la replicación viral 

 

AnxA2 y entrada viral  

 

Se ha descrito la participación de la proteína AnxA2 durante diferentes pasos 

del proceso de infección de distintos virus. Entre los primeros reportes que 

asocian a la AnxA2 en las primeras etapas del ciclo replicativo viral, está el 

que indica que los viriones del citomegalovirus humano (HCMV) es capaz de 

unirse a esta proteína. En ensayos de adsorción por afinidad, se 

interaccionaron viriones de HCMV purificados con lisados de células 

endoteliales HUVEC radio marcadas superficialmente, lo que permitió 
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visualizar una proteína celular de 36 kDa, posteriormente identificada como 

AnxA2. Está interacción especifica se corroboró mediante ensayos de 

competencia entre AnxA2 marcada con 125I y AnxA2 no marcada, lo que 

disminuyó en poco más del 95% la interacción AnxA2-HCMV, evidenciando 

que la AnxA2 de superficie actúa como receptor para el HCMV (98). Aunado 

a lo anterior, se ha comprobado que AnxA2 se encuentra asociada a los 

fosfolípidos aniónicos presentes en la superficie de las partículas del HCMV, 

y que es adquirida durante la salida de las células infectadas (99). Sin 

embargo, dado que la unión de AnxA2 a fosfolípidos es dependiente de Ca2+, 

se observó que, mediante el uso de quelantes, AnxA2 se disocia 

parcialmente de los virones de HCMV, sugiriendo la existencia de una 

interacción independiente de Ca2+. Por lo cual, mediante ensayos de 

inmunoprecipitación y cromatografía de afinidad, se identificó que la 

glicoproteína B (gpUL55) (gB), principal componente de la envoltura viral, 

interacciona físicamente con AnxA2 (100).  

 

Por otra parte, se ha establecido que durante la infección por el virus de la 

Influenza A (IAV) se requiere que el precursor hemaglutinina (HA), presente 

en la envoltura viral, sea cortado por proteasas tipo tripsina para generar las 

subunidades HA1 y HA2, y de este modo poder iniciar la infección. Además, 

se ha observado que la plasmina, cuyo precursor es el plasminogeno (PLG) 

y el cual es abundante en el plasma, posee actividad proteasa tipo tripsina 

que permite proveer un mecanismo alternativo para el corte de la HA. Se 

sabe que el PLG interacciona con la AnxA2 que se encuentra reclutada en la 

envoltura del virión a través del COOH-terminal, permitiendo la generación de 

plasmina y así iniciar la infección por el IAV; ya que al inhibir específicamente 

la interacción AnxA2-PLG, se demostró que PLG promueve la replicación del 

IAV mediante una vía dependiente de AnxA2. 

 

Diversos ensayos han permitido concluir que la AnxA2 interacciona con la 

proteína de la cápside Vp1 del Enterovirus tipo 71 (EV71), agente causante 
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de la enfermedad de la boca-mano-pie, y que puede causar síntomas 

neurológicos fatales en niños. Tras el pretratamiento de células embrionarias 

humas o de partículas virales, con anticuerpo anti-AnxA2 o con la rAnxA2, 

respectivamente, se observó la reducción de la adhesión viral a la célula 

hospedera. Además, la expresión de AnxA2 en células HepG2, las cuales no 

expresan esta proteína y no son permisivas a la infección por el EV71, 

permitió su infección y la obtención de partículas virales. Con lo anterior se 

demostró que la Vp1 del EV71 interacciona con la AnxA2 de la superficie, lo 

que potencia la entrada y la infectividad de este virus (101). 

 

Por otro lado, se ha descrito que AnxA2 está involucrada en la unión/entrada 

del vesivirus del conejo, miembro de la familia Caliciviridae; mediante un 

ensayo de unión a proteína por superposición viral (VOPBA), se identificó a 

AnxA2 como uno de las proteínas que interaccionan con la cápside de este 

virus. La interacción se corroboró disminuyendo la expresión de la AnxA2 

con siRNAs específicos o pretratando las células con anticuerpos anti-AnxA2, 

observando que en ambos  se afectaba negativamente la infección por el 

RaV.  

 

Asimismo, se ha observado que la señalización del  receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR; del inglés epidermal growth factor receptor) 

causada por la exposición de queratinocitos humanos al virus del Papiloma 

Humano tipo 16 (HPV16) provoca la activación de la cinasa de proteína Src, 

la cual actúa sobre la AnxA2 fosforilandola y promoviendo la traslocación de 

la forma heterotetramérica hacia la parte externa de la membrana plasmática; 

se sugiere que, la activación de esta cascada tiene la finalidad de permitir la 

unión de partículas virales y/o estimular el ensamble de endosomas en 

donde se sabe que AnxA2 es reclutada. Una vez en la superficie celular, el 

domino “Core” de la AnxA2 es el encargado de interaccionar con el HPV16; 

sin embargo, no se descarta que dicha interacción se lleve a cabo de forma 

indirecta involucrando otros ligandos de AnxA2 como HSPGs, ligandos del 
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EGFR o el mismo EGFR (102). En contraparte, mediante ensayos de 

inmunoprecipitación y mutación, se ha identificado que la interacción entre la 

forma heterotetramérica y las partículas virales, se lleva a cabo a través de la 

región comprendida entre los aminoácidos 108–120 de la proteína minoritaria 

de la cápside L2 del HPV16 y la cadena ligera del heterotetramero de AnxA2, 

p11(103).  

 

En diferentes estudios realizados con el virus de la Inmunodeficiencia 

Humana tipo 1 (HIV-1), se ha observado que tras el uso de inhibidores de 

AnxA2 se logra mimetizar el mecanismo de inhibición del Inhibidor de 

Proteasa del Leucocito Secretor (SLPI), el cual tiene la habilidad de inhibir la 

infección del HIV-1 en macrófagos, lo que sugiere un sitio compartido de 

acción. Se propone que, después de que el HIV-1 se une a sus receptores 

canónicos, CD4 y CCR5, se lleva a cabo la fusión de la partícula con la 

membrana celular, posiblemente facilitada por la fosfatidilserina (PS) 

presente en la envoltura del virus y que es tomada de la membrana celular 

durante la salida viral; así, la PS de la envoltura interacciona con la AnxA2 

que se encuentra en la balsas lipídicas de la membrana celular de los 

macrófagos, iniciando así una vía de fusión/entrada dependiente de AnxA2 

que conduce a una infección productiva (104). Además, se sabe que la 

participación de la AnxA2 durante la infección por el HIV-1 en macrófagos se 

da en su forma monomérica, ya que el uso de un anticuerpo especifico 

contra la región N-terminal bloquea la infección productiva, y no así cuando 

se usan drogas contra la forma heterotetramérica (105).  

 

Más aún, se ha reportado la unión directa entre AnxA2 y la poliproteína Gag 

p55, precursora de las proteínas estructurales del HIV, y su colocalización 

con la CD63 en las membranas limitantes de los endosomas tardíos/cuerpos 

multivesiculares. Se ha observado que la depleción de AnxA2 deriva en la 

disminución de la infectividad de los viriones liberados, el procesamiento 

incompleto de Gag p55 y la ineficiente incorporación de CD63 en los viriones; 
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lo que se sugiere que, AnxA2 está involucrada en la organización de las 

plataformas especializadas de ensamble de Gag p55 en las membranas 

endosomales de los macrófagos infectados (106). Sin embargo, otros 

estudios contradicen lo anterior, al no observar efecto en la expresión de Gag 

p55 al disminuir la expresión de AnxA2 en macrófagos derivados de 

monocitos, aunque no descartan su participación durante la infección viral 

(107).  

 

 

AnxA2 y replicación viral  

 

Con respecto a la participación de la AnxA2 durante la etapa de replicación 

de algunos virus, se ha identificado que la oncoproteína E5, una de las tres 

oncoproteínas codificadas en el genoma del HPV16, se une al complejo A2t, 

relocalizándolo hacia la región perinuclear y sugiriendo su participación en la 

fusión membranal para la formación de las vacuolas coilocíticas, 

características de la infección por el HPV16 (108). 

 

Tras la búsqueda de factores celulares capaces de unirse a estructuras de 

RNA monocatenario apareado, conocidas como “pseudonudos”, presentes 

en el genoma del  virus de la bronquitis infecciosa (IBV) y que regulan la 

traducción de la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP) mediante un 

proceso de desfase del marco de lectura abierto; se puso en evidencia 

nuevamente la participación de AnxA2 en el metabolismo del RNA, al 

encontrar que este factor celular interacciona directamente con un 

“pseudonudo” presente en el IBV, influyendo negativamente en la eficiencia 

del desfase que regula la traducción de la RdRP y reduciendo la replicación 

de este virus (109). 

 

Otro hallazgo relevante, fue la demostración de que AnxA2  forma parte los 

CR del virus de la Hepatitis C (HCV). Al aislar los CR del HCV y mediante 
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espectrometría de masas se identificó a AnxA2 como componente integral, 

logrando observar su colocalización con diferentes elementos virales como 

las proteínas no estructurales NS3, NS4B, NS5A, NS5B y el RNAdc. 

Además, se identificó al dominio III de la NS5A como el sitio de interacción a 

través del cual esta proteína NS interacciona con AnxA2 (110). Se ha 

corroborado que la presencia de AnxA2 promueve el enriquecimiento de las 

proteínas NS del HCV en las balsas lipídicas y se sugiere que esta 

interacción facilita el reclutamiento de varios fosfatidilinositidos hacia la 

membrana celular para generar los microambientes ricos en lípidos 

necesarios para la replicación viral (111).  

 

 

AnxA2 y morfogénesis 

 

Por otro lado, existen evidencias de que AnxA2 participa en la formación de 

partículas virales; Sheng y colaboradores demostraron que, mediante el uso 

de siRNAs contra Anxa2 en células de riñón de cerdo, se afecta 

negativamente la producción de partículas del virus de la fiebre clásica 

porcina (CSFV), sin alterar la replicación del RNA. Más aún, se rebeló que 

existen tres aminoácidos en la proteasa polimerasa viral, NS5A, esenciales 

para la interacción con la AnxA2, cuya sustitución no afecta la replicación del 

RNA, pero de igual modo, reduce la producción de partículas virales; 

sugiriendo que la AnxA2 podría estar participando en la producción de 

partículas infecciosa del CSFV uniendo a la proteasa polimerasa, NS5A 

(112). Asimismo, la perdida de la interacción AnxA2 con la proteína NS5 HCV 

afecta la formación de partículas virales infecciosas (110). 

  

Estos antecedentes demuestran que AnxA2 es una proteína que participa en 

distintos eventos de la replicación de virus diversos, que involucran su 

interacción con elementos de las membranas celulares.  

 



 

31 
 

 

Antecedentes directos 

 

Antecedentes directos de nuestro laboratorio han demostrado que la AnxA2 

se encuentra reclutada en los complejos de replicación virales de células 

CrFK infectadas con el FCV. Así mismo, se determinó mediante ensayos de 

inmunoprecipitación a partir de células infectadas, que AnxA2 se encuentra 

asociada con el RNA viral, lo cual sugiere fuertemente que esta proteína 

podría participar en el ciclo replicativo del FCV. Más aun, durante mi trabajo 

de maestría, se realizaron ensayos preliminares de interferencia de AnxA2, 

mediante la técnica de siRNA.  Las células interferidas e infectadas, 

presentaron una reducción de la presencia de virus en el sobrenadante de 

estas células, comparado con el de las células interferidas con un siRNA-ctrl, 

sugiriendo la participación de AnxA2 en la replicación del FCV.  Dada la 

presencia de AnxA2 en los complejos de replicación, es posible que  

participe en procesos como la traducción y que como en el virus HCV,  tenga 

también un papel en su formación. 
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Justificación  

 

 

 

 

Las proteínas celulares juegan un papel primordial en las diferentes etapas 

de la replicación viral. Un ejemplo de ello es la AnxA2, la cual participa en 

distintas etapas de diversos virus. Antecedentes en el laboratorio sugieren 

que AnexA2 participa en la replicación del FCV. El confirmar la participación 

de esta proteína en la replicación del FCV y determinar en qué fase 

específica del ciclo viral actúa, generará información acerca de los 

requerimientos de este virus para su multiplicación exitosa. El conocer las 

moléculas de las que depende FCV para su replicación permitirá el desarrollo 

de estrategias para su control y prevención.  
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Hipótesis  

 

 

 

La proteína celular AnxA2 está implicada en  la replicación del FCV, 

específicamente en la formación de los complejos de replicación.  
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Objetivo general  

 

 

Elucidar si AnxA2 participa en el ciclo replicativo del FCV y determinar alguna 

de sus funciones durante la replicación viral.  
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Objetivos particulares  

 

 

1. Corroborar que la proteína AnxA2 participa en la replicación del FCV. 

2. Definir los niveles de expresión y la localización subcelular de la AnxA2 

durante la infección por el FCV. 

3. Analizar si AnxA2 se localiza en los CR. 

4. Determinar si AnxA2 participa en la formación de los complejos de 

replicación. 
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Materiales y métodos 

 

Propagación y mantenimiento de célula CrFK  

 

Células CrFK (Crandell-Rees Feline Kidney, ATCC® CCL-94™) se crecieron y 

mantuvieron en Medio minimo escencial avanzado (MEM-Advanced, 

GIBCO® Thermo Fisher Scientific)  suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (SFB, GIBCO® Thermo Fisher Scientific) y antibióticos (10,000 

U/µg/ml de mezcla de penicilina-estreptomicina, Invitrogen), a 37°C en una 

atmósfera con 95% de O2 y 5% de CO2. Cuando las monocapas celulares 

alcanzaron el 80% de confluencia se subcultivaron utilizando tripsina al 1% 

(GIBCO® Thermo Fisher Scientific). 

 

 

Infección y propagación del FCV 

 

Monocapas de células CrFK confluentes se infectaron con el FCV cepa F9 

(Feline calicivirus, ATCC® VR782™) a diferente multiplicidad de infección 

(MOI) según se indica. La adsorción del virus se llevó a cabo en medio MEM-

Advanced, libre de suero, durante 60 min, a 37°C, en 5% de CO2 y con 

movimiento a intervalos de 15 min. Posteriormente, se retiró el medio y se 

añadió medio MEM-Advanced adicionado con  2% de SFB. Se incubaron a 
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37°C, con 5% de CO2, recolectando las células a los tiempos establecidos 

para cada experimento. 

 

Para la propagación del virus, las células se infectaron a una MOI de 0.1 

permitiendo que la infección continuara hasta obtener un efecto citopático 

visible por microscopia óptica. Posteriormente, las células se congelaron y 

descongelaron en tres ocasiones, para romper las membranas celulares y 

liberar los virus en el sobrenadante, este se almacenó en alícuotas de 

diferentes volúmenes a -80°C. El título viral se determinó por ensayos de 

plaqueo. 

 

 

Electroforesis en geles de doble dimensión (2D) 

 

Se utilizaron 500 μg de extractos totales de proteínas, las muestras se 

diluyeron en buffer de rehidratación (8 M urea, 0.5% (w/v) CHAPS, 10 mM 

DTT, 0.001% azul de bromofeno y Bio-Lyte 3/10 Ampholyte). El enfoque 

isoeléctrico se realizó usando tiras de 19 cm con un gradiente de pH de 3-10 

(GE Healthcare Pharmalyte TM, Cat. No.: 170,456-01), durante 24 h a 22 ° C 

(PROTEAN IEF cell System; Bio-Rad, Cat. No. 165–4000). Para la segunda 

dimensión, las tiras se montaron en una SDS-PAGE de 10 % de 19 × 23 cm, 

se corrieron a 250 V durante 24 ha 22 ° C. Finalmente los geles en 2D se 

tiñeron con plata (Bio-Rad, Cat. No. 161–0449), para su escisión y posterior 

envío para identificación por masas. 

 

 

Interferencia del RNAm de AnxA2 mediante el uso de siRNAs 

 

Para la interferencia del RNAm de AnxA2 se utilizaron los siRNAs diseñados 

y probados durante el proyecto de tesis de maestría (113). Las dos 

secuencias utilizadas se muestran a continuación: 
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siRNA 1:  

 

5' CCGCAGCAAUGAACAGAGAUU '3 

5' UCUCUGUUCAUUGCUGCGGUU '3 

 

siRNA 2:  

 

5' AACACCUGCUCAGUAUGAUUU '3 

5' AUCAUACUGAGCAGGUGUUUU '3 

 

La transfección se realizó utilizando el agente transfectante siPORT 

(siPORT™ Amine transfection Agent, Ambion®) como se describe a 

continuación: en una multiplaca de seis pozos, se sembraron 3 x 105 células  

CrFK y se mantuvieron en medio MEM-Advanced suplementado con SFB al 

10%, durante 24 h antes de la transfección. Pasado este tiempo, se 

mezclaron en microtubos, 100 µL de medio reducido en suero Opti-MEM 

(Opti-MEM™, Gibco™) y 5 µL de siPORT, por cada pozo. Al mismo tiempo, 

por separado, se mezclaron 100 µL de medio Opti-MEM y el siRNAs-ctrl (sc-

37007, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) o los diseñados contra AnxA2 a una 

concentración final de 200 nM para 1 mL. Las mezclas se incubaron por 10 

min a temperatura ambiente (TA). Pasado este tiempo, ambas soluciones se 

pasaron a un solo tubo y se incubaron por 10 min a TA. Posteriormente, se 

adicionaron 800 µL de medio Opti-MEM a cada tubo y se incubaron por 10 

min. Paralelamente, las células se lavaron en dos ocasiones con 500 µl de 

medio Opti-MEM, para luego adicionarles el volumen total de las soluciones 

que contenían el siRNA irrelevante o el dirigido contra AnxA2, preparadas 

previamente. La células se incubaron por 8 h a 37°C y con 5 % de CO2. 

Transcurrido este tiempo se agregó un volumen similar de medio MEM-

Advanced suplementado con 10% de SFB a cada pozo, dejando incubar bajo 

las mismas condiciones durante 72 h. 
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Ensayo de viabilidad en células interferidas  

 

Monocapas de células CrFK cultivadas en placas de 96 pozos, se 

transfectaron con los siRNAs dirigidos contra AnxA2 o el siRNA irrelevante a 

una concentración de 200 nM. La viabilidad celular se midió a las 8 h (tiempo 

en que se les añade el medio MEM-Advanced suplementado con 10% de 

SFB) y a las 72 h post transfección (tiempo de incubación) con el Kit CellTiter 

96® AQueous (Promega) bajo las especificaciones del proveedor, a una 

absorbancia de 590 nm en un lector BioTek. 

 

 

Extractos celulares totales  

 

A monocapas de células CrFK confluentes no infectadas e infectadas se les 

retiró el medio y se lavaron en tres ocasiones con PBS. Tras el último lavado 

se agregó PBS suficiente para levantar la monocapa con la ayuda de un 

gendarme, las células suspendías se transfirieron a un microtubo y se 

centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min a 4°C. Se retiró el sobrenadante y a 

la pastilla se agregaron 500 µL de buffer RIPA (0.5 M Tris-HCl, 10 mM EDTA, 

150 mM NaCl, 1% NP40), adicionado con coctel inhibidor de proteinasas al 

1X (CompleteTM, Roche),  por cada 2 x 107 células. Las muestras se 

mantuvieron a 4°C durante 30 min, mezclando vigorosamente en vortex cada 

10 min durante 30 s. Pasado este tiempo, el lisado celular se centrifugó a 

14,000 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante, que contenía las 

proteínas celulares, se pasó a un nuevo microtubo y la pastilla se desehechó.  

Finalmente, las muestras se cuantificaron en un espectrofotómetro 

SmartSpecTM y se almacenaron en alícuotas de 50 ng a -80 °C. 
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Cuantificación del FCV mediante ensayos de plaqueo  

 

Monocapas de células CrFK confluentes, sembradas en multiplacas de 12 

pozos, se infectaron con diluciones seriadas, logarítmicas con base 10 del 

virus en medio MEM-Advanced sin suero. La adsorción del virus se llevó a 

cabo durante 1 h a 37°C en 5% de CO2 y con movimiento a intervalos de 15 

min, para posteriormente ser retirado. A cada pozo se le adicionaron 300 µL 

de carboxilmetilcelulosa al 2%, diluida en medio MEM-Advanced adicionado 

con SFB al 2%. Las cajas se incubaron a 37°C por 48 h, con 5% de CO2. 

Pasado este tiempo, se retiró la carboxilmetilcelulosa y se adicionaron 300 

µL de formaldehído al 3.7% en PBS durante 15 min. Se retiró el formaldehído 

y se adicionaron 300 µL de cristal violeta (0.1 g de cristal violeta, 29.9 ml de 

etanol absoluto y 70 ml de agua bidestilada estéril) por 10 min. Se lavaron las 

placas y finalmente se secaron para su conteo. 

 

 

Ensayos tipo Western Blot  

 

Extractos totales de células con los distintos tratamientos (50 ng por 

muestra), se les añadió amortiguador de muestra para proteínas (0.125 M 

Tris 0.5 M pH 6.8, 2.5% SDS al 10%, 2.5% 2-mercaptoetanol, 2.5% glicerol, 

0.1 mg/mL azul de bromofenol) y se hirvieron por 10 min, para luego 

someterlas a electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%, a 120 V por 1 

h. Posteriormente, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en un 

aparato de transferencia semi-seca a 12 Volts, por 45 min. La eficiencia de la 

transferencia se verificó tiñendo la membrana con una solución de rojo de 

Ponceau (Ponceau 0.01%, ácido acético 0.1%). Una vez corroborado que la 

transferencia de proteínas fue eficiente, la membrana se bloqueó con 10 ml 

de TBS Tween-20 al 0.05% (Trisma base 100 M pH 8, NaCl 1.5 mM) y leche 

descremada al 5% durante 2 h, a TA. Después se lavó con TBS Tween-20 y 
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se adicionó el anticuerpo primario deseado diluido en TBS Tween-20, 

dejándolo en incubación  toda la noche a 4°C en movimiento constante. 

 

Transcurrido este tiempo, la membrana se lavó tres veces, por 10 min cada 

vez, con TBS Tween-20 y se adicionó el anticuerpo secundario 

correspondiente, diluido según se requería e incubando a TA por 2 h. La 

membrana se lavó tres veces y se reveló con el Kit SuperSignal West Femto 

(Pierce). 

 

 

Detección de AnxA2 de superficie celular por ensayos con biotina 

 

Células CrFK  crecidas en monocapa (1 x 107) se lavaron con búfer PBS frio 

(adicionado con 0.1 mM de Ca2+ y 1 mM de Mg2+.  Para posteriormente ser 

incubadas con 1 mg/mL de Succinimidil-6-(biotinamido) hexanoato (Pierce) 

en PBS, a 4°C por 2 h en agitación suave constante. Se realizaron tres 

lavados de 2 min a 4°C con PBS adicionado con glicina (100 mM). Después 

las células se lisaron con el bufer de lisado que contenía 1% de TritonX-100, 

0.05% de deoxicolato de sodio, 5 mM de EDTA, 30 mM de Tris–HCl (pH7.4), 

150 mM de NaCl, adicionado con inhibidores de proteasa (complete mini 

Roche) y 10% de glicerol. El lisado se centrifugo a 15,000 g durante 5 min. 

Se utilizaron 3 mg de proteína del sobrenadante para interaccionarlos con 1 

mL de agarosa-streptavidina (Pierce), pre-equilibrada con buffer de lisis. La 

mezcla fue incubada durante toda la noche a 4°C en agitación constante. Las 

perlas se lavaron en cinco ocasiones con buffer de lisis para remover las 

proteínas que no interaccionaron. Las interacciones agarosa-streptavidina-

biotina fueron solubilizadas con búfer de proteínas Laemmli, hervidas durante 

10 min y sujetas a SDS-PAGE al 10%. La presencia de AnxA2 en las 

proteínas solubilizadas del complejo se corroboró mediante la 

inmunodetección con un anticuerpo anti-AnxA2 específico. La detección de la 
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proteína hnRNPA1 solo en el input indica que no hubo contaminación de 

proteínas citoplásmicas.  

 

 

Ensayos tipo VOPBA 

 

Segmentos de membrana de nitrocelulosa con proteínas totales de células 

CrFK sin infectar se bloquearon durante 1 h en solución TBS que contenía 

1% de leche en movimiento constante, seguida de tres lavados de 5 min con 

TBS. La membranas se incubaron  durante la noche con viriones de FCV 

(1010  u.f.p. / ml) diluidas 1: 5 en TBS con 1% de leche. Tras el tiempo 

establecido, se realizaron tres lavados con TBS-Tween al 0,1%. Las 

membranas se incubaron durante 2 h a TA con anticuerpo anti-FCV (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) diluido en TBS-Tween al 0.1%, seguido 

de tres lavados. Para los ensayos de inhibición, se incubó la membrana con 

un anticuerpo anti-AnxA2 específico. Las membranas se incubaron con 

peroxidasa y visualizadas por quimioluminiscencia. 

 

 

Ensayos de Inmunofluorescencia 

 

Células CrFK (1.5 x 105) se crecieron en placas de seis posos sobre 

cubreobjetos pretatados con polo-L-lisina (0.1%). Los cubreobjetos con las 

células tratadas se lavaron durante 5 min con buffer de citoesqueleto CB (10 

mM MES [ácido 2-morfolino etano], 150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 5 mM MgCl2, 

y 5 mM glucosa). Después, se trataron con buffer CB adicionado con 4% de 

paraformaldehido y 0.5% de Tritón X-100 durante 5 min a TA. Tras tres 

lavados con PBS, las células se incubaron con 2 ng/µL del anticuerpo 

primario correspondiente dejándolo incubar durante toda la noche a 4°C, 

para luego ser lavarlas en tres ocasiones con PBS. Posteriormente, las 

células se incubaron durante 45 min a TA con el anticuerpo secundario 
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correspondiente; y lavadas en tres ocasiones con PBS. Las células se 

incubaron con el segundo anticuerpo primario deseado, 2 ng/µL, a 4°C 

durante toda la noche; y nuevamente lavadas e incubadas con el anticuerpo 

secundario correspondiente durante 45 min a TA. Tras tres lavados con PBS, 

las células se incubaron con 1µg/µL de 4’,6’-diamidino- 2-fenilindol (DAPI) 

por 2 min; lavadas en seis ocasiones con PBS y tres veces con agua 

destilada. Finalmente, las células se montaron sobre portaobjetos utilizando 

Vectashield (Vector Laboratories). Las muestras se observaron mediante 

microscopia confocal. 

 

 

Aislamiento de los CR 

 

Para el aislamiento de los CR se siguió el protocolo descrito previamente por 

Green y colaboradores (59). Brevemente, monocapa de células CrFK no 

infectadas (mock) e infectadas con el FCV  a una M.O.I. de 10. Tras 5 h, las 

monocapas se levantaron con un gendarme y se trasfirieron a tubos cónicos, 

para su centrifugación a 300 x g por 5 min a 4°C. La pastilla se resuspendió 

en 1 mL de buffer TN frio (10 mM Tris [pH 7.8], 10 mM NaCl). Tras 15 min en 

hielo, las células se lisaron dando 60 golpes en un homogenizador manual. 

El lisado se transfirió a un microtubo de 1.5 ml y sujeto a centrifugación por 5 

min a 900 x g a 4°C. El sobrenadante se transfirió un tubo nuevo para volver 

a centrifugar durante 20 min a 20,800 x g a 4°C. La pastilla resultante, que 

contiene los CR, se resuspendió nuevamente en buffer TN con 15 % de 

glicerol y guardada a -70°C. 

 

 

Ensayos de Inmunoprecipitación 

 

Extractos de células CrFK (250 ng/µL) se preaclararon incubando con 10 µL 

de perlas con proteína agarosa-G (Roche) durante 2 h a 4 °C, para 
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posteriormente centrifugar a 13,000 x g por 5 min. El sobrenadante resultante 

se incubo con anticuerpo anti-GFP o anti-AnxA2 (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA). Los complejos formados se inmovilizaron con pelar de 

proteína agarosa-G, previamente saturadas con 2% de BSA, durante 2 h a 

4°C. Las perlas se lavaron cinco veces con buffer NETS (50 mM Tris-HCl [pH 

7.4], 5 mM EDTA, 1 mM ditiotreitol [DTT], 100 mM NaCl, 0.05% Nonidet P-

40). Las complejos unidos a las perlas se sometieron a RT-PCR o se 

analizados por ensayos tipo WB. 

 

 

Análisis de cambio de movilidad electroforética (EMSA) 

 

Extractos de células CrFK  se trataron con 5 µg/ml de anticuerpo no relaciona 

o de anti-AnxA2 durante 15 min a 4°C, previo o tras adicionar el transcrito de 

RNA correspondiente a la RT 5’ y 3’ del FCV  radio marcado con [α32P]-UTP 

(4 x 105 cpm), y se dejaron interaccionar durante 15 min a 4°C. 

Posteriormente las mezclas se incubaron con 20 unidades de RNasa A y 20 

µg de RNasa T1 por 15 min a TA. Los complejos formados se corrieron en 

geles nativos al 8%; para luego ser deshidratados y revelados por auto 

radiografía. 

 

 

Microscopia electrónica 

 

Células CrFK, interferidas e infectadas, se fijaron con 2.5 % (v/v) de 

glutaraldehido en de buffer cacodilato de sodio (0.1 M, pH7.2) por 60 min, 

para posteriormente ser fijadas con 1 % (m/v) de tetróxido de osmio en el 

mismo buffer. Tras la deshidratación con concentraciones crecientes de 

etanol y óxido de propileno, las muestras se sumergieron en resina epoxi 

Poly/Bed®  a 60 °C por 24 h. Se obtuvieron secciones delgadas (60 nm) y se 

tiñeron con acetato de uranilo y citrato de plomo para su examinación en un 
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microscopio electrónico de transmisión Joel JEM-1011. Para el 

inmunomarcaje con oro las muestras se fijaron con 4 % de PFA y 0.5 % de 

glutaraldehido en PBS durante 1 h a TA. Las muestras se sumergieron en 

resina LR WHITE (London Resin Co.) y polimerizadas bajo luz UV a 4°C 

durante toda la noche. Secciones delgadas se incubaron con anticuerpos 

anti-AnxA2 (ratón; sin diluir) o anti-RNAdc (ratón; 1:60), para después ser 

incubadas con anticuerpos anti-IgG-ratón conjugadas con partículas de oro 

de 20 nm (Ted Pella Inc; 1:60). 
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Resultados  

 

Los virus al ser parásitos intracelulares estrictos, ocupan la maquinaria 

celular para llevar a cabo todos los procesos necesarios para su 

multiplicación. Es por ello que se han descrito una gran cantidad de proteína 

celulares implicadas en su replicación.  

 

Ensayos preliminares desarrollados durante mi proyecto de maestría,  

sugieren que la interferencia de AnxA2 resulta en una disminución de 

partículas del FCV en el sobrenadante de las células infectadas, sugiriendo 

que esta proteína es necesaria para una replicación eficiente del FCV.  

 

Para corroborar la participación de la proteína celular AnxA2 en la replicación 

del FCV, se realizaron nuevamente los ensayos de silenciamiento de esta 

proteína mediante el uso de siRNAs específicos, diseñados y utilizados 

durante el proyecto de tesis de maestría. Brevemente se recapitula el 

proceso de diseño de los RNAs interferentes. 
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Al momento de la realización de estas tesis no se contaba con la secuencia 

completa del genoma del Felis catus; y por lo tanto, no se contaba con la 

secuencia del gene que codifica para la AnxA2; por lo cual, se realizó un 

alineamiento con las secuencias encontradas en la base de datos del NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Dichas secuencias, pertenecientes a 

diferentes mamíferos, sirvieron como base para el diseño de un par de 

oligonucleótidos que se utilizaron para amplificar la región carboxilo de la 

AnxA2 de felino y que posteriormente se secuenció. La correspondencia de 

la secuencia del amplicón obtenido se corroboró mediante un alineamiento 

utilizando el sitio en línea Biology Workbench (http://workbench.sdsc.edu/), 

quedando comprobada la homología de la secuencia de la AnxA2 de felino 

obtenida (Fig. 1).  

 

Una vez conocida la secuencia del cDNA del gene de la AnxA2, esta se 

utilizó como base para el diseño de dos pares de siRNAs, utilizando tres 

softwares (disponibles en línea) específicos para tal propósito: 

 

https://www.idtdna.com/site/order/designtool/index/DSIRNA_CUSTOM 

https://www.thermofisher.com/mx 

http://i.cs.hku.hk/~sirna/software/sirna.php 

 

 

De las diferentes opciones arrojadas por estas herramientas en línea se 

eligieron dos, con base en la frecuencia que estas eran sugeridas. Las 

cuales se mandaron a sintetizar (Applied Biosystems, México).  

 

 

 

siRNA 1:  siRNA 2: 
   

5’-CCGCAGCAAUGAACAGAGAUU-3’  5’-AACACCUGCUCAGUAUGAUUU-3’ 
   

5’-UCUCUGUUCAUUGCUGCGGUU-3’  5’-AUCAUACUGAGCAGGUGUUUU-3’ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://workbench.sdsc.edu/
https://www.idtdna.com/site/order/designtool/index/DSIRNA_CUSTOM
https://www.thermofisher.com/mx
http://i.cs.hku.hk/~sirna/software/sirna.php
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FIGURA 7. ALINEAMIENTO 

DEL AMPLICÓN CON LAS 

SECUENCIAS 

CORRESPONDIENTES A LA 

ANXA2 DE OTROS 

MAMÍFEROS. El 

alineamiento se realizó 

utilizando el programa 

de domino público The 

Biology WorkBench 

(disponible en la red). 

En los recuadros se 

encierran los sitios con 

mayor homología. 
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La interferencia de AnxA2 modifica la producción de proteínas virales y 

de partículas virales en el sobrenadante de las células infectadas  

 

Para confirmar que AnxA2 participa en la replicación del FCV, se realizaron 

nuevamente ensayos de interferencia de AnxA2 y se determinó su efecto en 

la producción de partículas virales. Para ello, células CrFK se transfectaron 

con 200 nM de siRNAs contra el RNAm de AnxA2 (de aquí en adelante 

referidos como siRNA-AnxA2), o siRNAs irrelevantes, sin capacidad de 

unirse y degradar a ningún RNA celular (de aquí en adelante referidos como 

siRNA-ctrl), por 72 h; posteriormente se obtuvieron extractos protéicos; la 

presencia de AnxA2 se analizó mediante ensayos tipo WB  (Fig. 8).  Los 

extractos de las células interferidas con el siRNA-ctrl (Fig. 8; carril 3), 

presentaron un nivel de proteína AnxA2, semejante al observado en las 

células sin tratar (S/T) o tratadas con el agente transfectante (siPORT) (Fig. 

8; carriles 1 y 2, respectivamente). Sin embargo, en los extractos de células  

interferidas con los siRNA-AnxA2, se observó la reducción de hasta un 93 % 

en la expresión de AnxA2 (Fig. 8; carril 4).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8. INTERFERENCIA DE LA EXPRESIÓN DE ANXA2. Extractos proteicos obtenidos de 

células CrFK sin tratamiento (S/T), tratadas con el transfectante (siPORT), con el siRNA-

ctrl y con los siRNA-AnxA2, en una concentración de 200 µM a 72 h de incubación se 

sometieron a PAGE-SDS, transferidas a membranas de nitrocelulosa  e incubadas con 

ab anti-AnxA2 y anti-actina, como control de carga, y un ab secundario acoplado a 

peroxidasa. La imagen corresponde a un experimento representativo de tres ensayos 

independientes. 
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Dado que la AnxA2 es una proteína involucrada en múltiples funciones 

importantes para la célula, por lo que se realizó un ensayo de viabilidad de 

las células transfectadas con los siRNAs-AnxA2 (Fig. 9). Para ello, 

monocapas de células CrFK se cultivaron en placas de 96 y se transfectaron 

con los siRNAs-AnxA2, así como el siRNA-ctrl a una concentración final de 

200 nM. Además, se incluyeron células tratadas con el transfectante siPORT 

(siPORT) y células sin tratamiento (S/T). Las lecturas espectrofotométricas 

de las células tratadas, bajo las diferentes condiciones, se realizaron a las 8 

y 72 h después de la transfección. Bajo ninguno de los tres tratamientos 

(siPORT, siRNA-AnxA2 y siRNA-ctrl) se observó una reducción de la 

viabilidad celular menor al 90%, aun después de las 72 h post transfección; 

lo que nos indica que el silenciamiento de AnxA2 en células CrFK, bajo las 

condiciones empleadas, no afecta la viabilidad de dichas células. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 9. VIABILIDAD DE CÉLULAS TRANSFECTADAS CON LOS SIRNA-ANXA2 Y SIRNA-CTRL. 

Las células CRFK se transfectaron en presencia del siPORT, con el siRNA-ctrl, con los 

siRNAs-AnxA2 o sin siRNA alguno. A las 72 h post transfección se determinó la 

viabilidad celular por el ensayo de MTT. A las células control sin tratamiento se les 

asignó el valor del 100% de viabilidad y con respecto a este, se graficaron las 

absorbancias de las células transfectadas. La absorbancia de cada una de las muestras 

se determinó a 590 nm, en un lector Biotek; (p>0.05).  
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Tras verificar que las condiciones de transfección de los siRNAs no 

afectaban de manera significativa la viabilidad celular, monocapas de células 

CrFK se trataron con los siRNA-AnxA2 y siRNA-ctrl, por separado. Después 

de 72 h de interferencia,  las células se infectaron con el FCV a una M.O.I. de 

5. Las células tratadas con el agente transfectante (siPORT) o con el siRNA-

ctrl muestran el efecto citopático típico de la infección, con el  redondeo de 

las células y la consecuente falta de contacto entre ellas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

FIGURA 10. EFECTO CITOPÁTICO TRAS LA INFECCIÓN POR EL FCV DE CÉLULAS CRFK 

INTERFERIDAS CON LOS SIRNA-ANXA2. Imágenes tomadas por microscopía de luz, en 

donde se muestra el efecto citopático de células CRFK tratadas con el agente 

transfectante siPORT, el siRNA-ctrl o los siRNA-AnxA2 e infectadas por 5 h con el FCV.  

Mock 

siRNA-AnxA2 

siRNA-ctrl  
 

siPORT 

 5 hpi 
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Sin embargo, en las células interferidas  con los siRNA-AnxA2 la monocapa 

se observa más integra, es decir con un efecto citopático menor (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

Asimismo, se evaluó la producción de partículas virales tras el tratamiento 

con el siRNA-ctrl y el siRNA-AnxA2 a diferentes tiempos post infección, en 

las que se pudo observar la disminución de casi un logaritmo en número de 

partículas virales en el sobrenadante a partir de las 5 hpi en comparación con 

el título viral de los sobrenadantes de las células transfectadas con el siRNA-

ctrl e igualmente infectadas (Fig. 11). 

 

Estos resultados confirman que la AnxA2 participa en la replicación viral. 

 

 

FIGURA 11. CINÉTICA DE PARTÍCULA VIRALES EN CÉLULAS CRFK INTERFERIDAS CON LOS 

SIRNA- ANXA2 E INFECTADAS CON FCV. Células tratadas con el siRNA-ctrl (línea continua) 

y con el siRNA-AnxA2 (línea punteada) durante 72 h, se infectaron con el FCV a una 

M.O.I de 5. El título viral se determinó en sobrenadante celular obtenido a 1, 3, 5 y 7 h 

post infección por ensayos de plaqueo. 

. 
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AnxA2 se expresa en la superficie de las células CrFK y no interacciona 

con los viriones del FCV 

 

Dado que existe un reporte de que AnxA2 participa en la entrada del 

vesivirus del conejo RaV (que, al igual que el FCV, es miembro del genero 

vesivirus), decidimos determinar si está proteína celular también participaba 

en la entrada del FCV durante la infección de células CrFK. Primero 

determinamos si la AnxA2 se expresaba en la superficie de las células CrFK. 

Por ensayos de IF, en células no permeabilizadas, se pudo visualizar un 

pobre marcaje en color verde correspondiente a la AnxA2 presente en la 

superficie de esta línea celular (Fig. 12A). Para corroborar lo anterior, la 

monocapa de células CrFK se trató con biotina para posteriormente ser 

lisada y los complejos biotina-proteína de la superficie se precipitaron con 

perlas de agarosa estreptavidina (Fig. 12B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 12. EXPRESIÓN DE ANXA2 EN LA SUPERFICIE DE CÉLULAS CRFK. A) Inmunodetección 

de AnxA2 de superficie (verde)  por microscopia de fluorescencia en células CrFk no 

permeabilizadas. B) Lisado de células tratadas con biotina, se interaccionaron con perlas 

de agarosa-estreptavidina. Los complejos formados se corrieron en geles de acrilamida 

10% y se sometieron a ensayos tipo WB con anti-AnxA2 y anti-hnRNPA2 como control 

de que no hubo contaminación de proteínas del citoplasma.  

 

A B 
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Los complejos precipitados se sometieron a ensayos tipo WB, utilizando un 

anticuerpo anti-AnxA2 especifico, corroborando la presencia de AnxA2 en la 

superficie de las células CrFK. La detección de la proteína hnRNPA1 solo en 

el input nos indica que no hubo contaminación de proteínas citoplásmicas. 

 

Para determinar si AnxA2 interaccionaba con las partículas virales del FCV 

se realizó un ensayo de unión a proteína por superposición de virus (VOPBA, 

por sus siglas en inglés) (Fig. 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extractos totales de células CrFK no infectadas se corrieron en geles de 

agarosa y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa para posteriormente 

ser incubado con viriones del FCV (1010 u.f.p./ml). Las partículas virales 

fueron e inmunodetectadas por quimiobioluminiscencia utilizando un 

anticuerpo especifico contra la cápside del FCV, observando la formación de 
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 1      2       3       4       5 

FIGURA 13. ENSAYO DE UNIÓN A PROTEÍNA POR SUPERPOSICIÓN DE VIRUS (VOPBA). Lisado de 

células no infectadas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa  y se interactuaron 

con viriones de FCV (10
10

 u.f.p./ml) y reveladas con anticuerpo anti-FCV (carril 1). Previo 

a la interacción con los viriones las membranas fueron tratadas con anti-AnxA2 (carril 3). 

La presencia de AnxA2  en los extractos se corroboró por WB (carril 2). La rAnxA2 (42 

kDa) se corrió e interacciono con los viriones (carril 4). La presencia de la rAnxA2 se 

corroboró por WB (carril 5). 
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múltiples interacciones entre las cuales se localizaba una a la altura de 36 

kDa que correlaciona c con el peso molecular de JAM1, el receptor reportado 

para FCV y también con el de la proteína AnxA2. La migración de AnXA2 en 

este peso molecular de 36 kDa, se corroboró por mediante un ensayo tipo 

WB (Fig. 13, carril 2).   

 

Para determinar si la interacción observada a 36 kDa correspondía a la de 

AnxA2-virión se utilizó un anticuerpo específico anti-AnxA2 previo a la 

incubación de la membrana con los viriones, observando que la interacción 

seguía dándose en la misma intensidad (Fig. 13, carril 3). El hecho de que 

los anticuerpos anti AnxA2 no redujeran la interacción de los viriones con la 

banda de 36 kDa indica que FCV no se une a esta proteína y sugiere que la 

interacción podría estar ocurriendo con la molécula JAM1. Para determinar si 

FCV se unía a AnxA2, se realizaron ensayos de VOPBA utilizando  a la 

proteína AnxA2 recombinante (rAnxA2) purificada (para su obtención ver 

Anexo A), que presenta un peso molecular de 42 kDa (Fig. 13, carril 4). La 

ausencia de interacción con esta proteína recombinante, confirma los 

resultados obtenidos con los extractos totales que sugieren fuertemente que 

FCV no se une a AnxA2. La migración de la proteína rAnxA2 recombinante 

se corroboró por WB utilizando un anticuerpo comercial (Fig. 13, carril 5). 

 

Los niveles de AnxA2 y su distribución no se modifican durante la 

infección 

 

Una vez corroborada la participación de AnxA2 durante la replicación del 

FCV, era importante verificar si esta proteína celular se modulaba durante la 

infección viral. Es por ello que se analizaron los niveles totales de AnxA2 en 

células no infectadas (mock) e infectadas con el FCV a diferentes tiempos, 

mediante ensayos tipo WB (Fig. 14A).  
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Los niveles de AnxA2 en los extractos de células infectadas a los diferentes 

tiempos con el FCV permanecieron constantes a lo largo de la infección y 

semejantes a los detectados en las células mock (Fig. 14). El  análisis 

densitométrico de la intensidad de las bandas obtenidas en tres 

experimentos independientes corroboraron que no existen cambios 

significativos en los niveles totales de AnxA2 a los diferentes tiempos 

postinfección (Fig. 14B). 

A 

B 

FIGURA 14. NIVELES DE ANXA2 DURANTE LA INFECCIÓN POR EL FCV. A) Detección de la 

proteína AnxA2 en extractos de células infectadas con el FCV a las 0, 1, 3, 5, 7 y 9 h 

mediante ensayos tipo WB la proteína viral NS6/7 se utilizó como control de infección; y 

la actina como control de carga. B) Valores relativos (%) de la expresión de AnxA2 

durante la infección por el FCV, obtenidos por densitometría promediando el valor de tres 

experimentos independientes; (p>0.05). M: extractos proteicos de células mock 

infectadas 
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Una vez determinado que no se modificaban los nivele de AnxA2 durante la 

infección por el FCV, quisimos determinar si durante la infección, se 

modificaba la distribución subcelular de ésta proteína, para lo cual se 

sembraron células sobre cubreobjetos,  se infectaron  o no (mock) con el 

FCV a una M.O.I. de 5 por 5 h y la presencia de la AnxA2 se determinó 

mediante inmunofluorescencias utilizando anticuerpos específicos contra 

AnxA2, seguidos de un anticuerpo secundario acoplado a Alexa 488 (verde) 

(Fig. 15); como control de infección, se puede observar a la proteína NS6/7 

marcada en rojo (Alexa 564). Aunque la morfología de las células es 

claramente distinta, ya que las no infectadas presentan una forma alargada 

mientras que las células infectadas tienen una forma redondeada, la 

distribución de AnxA2 en ambas células es claramente citoplásmica y en la 

membrana plasmática (Fig. 15) sugiriendo que esta proteína no modifica su 

localización subcelular durante la infección.   
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FIGURA 15. DISTRIBUCIÓN DE ANXA2 INTRACELULAR DURANTE LA INFECCIÓN POR EL FCV. 

Células CrFK Mock o infectadas por el FCV durante 5 h se trataron y fijaron, para su 

marcaje con anti AnxA2 y anti-NS6/7, seguido de sus anticuerpos secundarios 

correspondientes (Alexa 488 y 564); para su posterior visualización por microscopia 

confocal. 
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Aunque no se observaron cambios visibles en la expresión, y distribución de 

AnxA2 durante la infección por el FCV, se pudo identificar una cierta 

colocalización entre AnxA2 y la proteasa-polimerasa NS6/7 en la región 

perinuclear (Fig. 15; merge, flecha blanca), lo que sugiere la posible 

presencia de la proteína celular AnxA2 en los complejos de replicación 

formados por el FCV en células tras 5 h de infección. 

 

AnxA2 está presente en los complejos de replicación formados por el 

FCV en células infectadas 

 

Para determinar si AnxA2 se encuentra localizada en los complejos de 

replicación de células infectadas por el FCV, la Dra. Clotilde Cancio Lonches 

aisló las fracciones celulares en donde se encuentran los RC siguiendo el 

protocolo descrito por Green y colaboradores en el 2002, a partir de células 

CrFK no infectadas e infectadas a 5 h a una M.O.I. de 5,  y la presencia de la 

AnxA2 en cada fracción se analizó por ensayos tipo WB utilizando 

anticuerpos específicos (Fig. 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Mock      Infectadas        

75 KDa 

50 KDa PDI  

NS6/7  

WB 

36 KDa AnxA2  

FIGURA 17. RECLUTAMIENTO DE ANXA2 HACIA LOS CR FORMADOS TRAS LA INFECCIÓN POR EL FCV.  

CR de células mock (carril izquierdo) e infectadas durante 5 h por el FCV (carril derecho) se 

aislaron y sometieron  a ensayos tipo WB; donde se visualiza a AnxA2 de 36 KDa; a la proteína 

proteasa polimerasa NS6/7 de 75 KDa, como control de infección; y a la proteína PDI de 50 

KDa, residente del RE, como control de carga. 
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La presencia de AnxA2 se observó tanto en la fracción membranosa aislada 

de células mock, como en las fracciones provenientes de células tras 5 h de 

infección con FCV. La cantidad de AnxA2 en la fracción membranosa aislada 

de las células infectadas con el FCV era mayor que en las células mock. 

Estos resultados indican que a pesar de ser una proteína residente del RE, 

AnxA2 es reclutada hacia estos complejos tras la infección por el FCV. La 

presencia de la proteína viral NS6/7 indica la infección y la proteína disulfuro 

isomerasa (PDI) residente del RE, indica que la fracción membranosa 

corresponde al RE. 

  

Otra forma de corrobar la presencia de AnxA2 dentro de los complejos de 

replicación fue mediante inmunomarcaje observado por microscopia 

electrónica de transmisión. 

 

Con la colaboración de la Dra. Bibiana Chávez-Munguia y de la Biól. Anel 

Lagunes-Guillén, se realizó el montaje de células CrFK mock e infectadas 

durante 5 h por el FCV, para la visualización por MET. 

 

Inicialmente se visualizaron células sin marcaje para observar el efecto 

citopático producido tras la infección por el FCV. En las células mock se 

puede observar el nucleo celular bien definido, rodeado del retículo 

endoplásmico y otros organelos celulares como las mitocondrias (Fig.17A); 

sin embargo, en las células infectadas por el FCV se puede observar un gran 

número de agregados vesiculares o estructuras membranosas ampliamente 

distribuidos a lo largo del citoplasma, que corresponden a los sitios de 

replicación viral (Fig.17B). 

 

Para corroborar que estos sitios correspondían a los complejos de replicación 

del FCV se utilizó un anticuerpo específico para la detección del RNA de 

doble cadena, RNAdc (Fig. 18A), seguidos de anticuerpos secundarios anti-

ratón acoplados a partículas de oro; dichas partículas de oro se observaron 
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abundantemente dentro de estos agregado vesiculares o estructuras 

membranosas corroborando que dichas estructuras correspondía los sitios 

de replicación del FCV.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 17. EFECTO CITOPÁTICO EN CÉLULAS CRFK TRAS LA INFECCIÓN POR EL FCV.  

Células mock (A) e infectadas durante 5 h por el FCV (B) se montaron para su 

visualización por MET. En negritas N es el núcleo celular; M las mitocondrias; RE el 

retículo endoplásmico; y CR los complejos de replicación. 

A 

N 

M 

RE 

B 

CR 



 

61 
 

Por otro lado, se evaluó la localización de AnxA2 en las células infectadas, 

en donde pudimos observar la presencia de AnxA2 dentro de estas mismas 

estructuras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  FIGURA 18. UBICACIÓN DE ANXA2 Y EL RNADC DEL FCV EN LOS SITIOS DE REPLICACIÓN VIRAL.  

Secciones delgadas (60 nm) de células infectadas durante 5 h por el FCV se incubaron con 

anticuerpos anti-RNAdc hecho en ratón, 1:60 (A); o anti-AnxA2 hecho ratón (B), y con 

anticuerpos anti-IgG-ratón conjugadas con partículas de oro de 20 nm (Ted Pella Inc; 1:60) La 

visualización de las muestras se realizó por MET.  

A 

B 



 

62 
 

 

En la inmunotinción indirecta con partículas de oro de AnxA2 se observó un 

marcaje pobre, pero en su mayoría, asociada a los mismos agregados 

vesiculares o estructuras membranosas en donde se ubicó la presencia del 

RNAdc del FCV (Fig. 18B), lo que corrobora la presencia de que ambos 

elementos moleculares dentro de los sitios de replicación del FCV. 

 

Debido a dificultades metodológicas, no se puedo llevar a cabo el doble 

marcaje de AnxA2 y el RNAdc, por lo que la inmunodetección se llevó a cabo 

por separado, pero al mismo tiempo. 

 

Con la intención de realizar el doble marcaje (RNAdc-FCV/AnxA2) se 

procedió a desarrollar un anticuerpo anti-AnxA2 inmunizando conejos (Anexo 

A), sin embargo el anticuerpo obtenido solo fue útil para ensayos tipo WB, no 

así para inmunomarcaje.  

 

La presencia de AnxA2 también se determinó dentro de los CR mediante la 

identificación por espectrometría de masas de las proteínas presentes en 

estos complejos (Tabla 1). Para ello, se aislaron los complejos membranales 

correspondientes a los complejos replicativos de células infectadas, las 

proteínas presentes en estos complejos se purificaron y se analizaron por 

espectrometría de masas como se indica en la sección de materiales y 

métodos. Utilizando el sistema de clasificación disponible en el sitio web 

http://pantherdb.org se determinó que AnexA2 se encontraba presente en 

estos complejos (Figura 19). Asimismo, del total de proteínas identificadas en 

estos CR, la clase que mayormente se encontraba representada eran las que 

se caracterizaban por su capacidad de unión a ácidos nucleicos (23.5 %), 

seguidas de proteínas que participan en la estructuración del citoesqueleto 

(11.8 %) (Fig. 19). 
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Una vez corroborada la presencia de AnxA2 en los CR del FCV, era de 

nuestro interés determinar que proteínas presentes dentro de los CR 

interaccionaban con ella. Para ello, se realizó una inmunoprecipitación de 

AnxA2 presente en los CR aislados y un anticuerpo anti-AnxA2 específico, y 

las proteínas asociadas se identificaron mediante espectrometría de masas. 

Las proteínas identificadas y que se asociaban a AnxA2 fueron vimentina, 

actina, plectina y α/β tubulina, todas involucradas en la estructuración del 

citoesqueleto (Tabla 2). Además junto con estas proteínas se identificaron las 

proteínas NS de FCV y la VP1. Lo que en conjunto nos confirma la presencia 

de AnxA2 dentro de los CR del FCV y su asociación con proteínas NS. 
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(PC00227), 5.90% 

Proteína de tráfico 
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Transferasa 
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FIGURA 19. CLASIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS PRESENTES EN LOS CR IDENTIFICADAS POR 

ESPECTROMETRÍA DE MASAS.  Se aislaron los CR y las proteínas totales presentes se 

identificaron por espectrometría de masas se clasificaron según su función celular 

mediante la base de datos disponible en http://pantherdb.org/. 
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Tabla 1. Total de proteínas identificadas en los CR de células infectadas por el FCV. 

No. Accesión 
UNIPROT 

Descripción Nombre Función biológica 

M3W8I8_FELCA 
Annexin (Fragment) OS=Felis catus 
GN=ANXA2 PE=3 SV=1 

Anexina A2 
Montaje en balsas de membrana, regulación positiva de la endocitosis mediada 
por receptores implicada en el transporte de colesterol, regulación positiva de la 
fusión de vesículas. 

M3W6I2_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=ACTB PE=3 SV=1 

Beta actina Citoesqueleto, adhesión focal. 

M3WJ26_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=VIM PE=3 SV=1 

Vimentina Regulación positiva de la traducción, regulación de la estabilidad del mRNA. 

M3WSM7_FELCA 
Histone H4 OS=Felis catus GN=HIST1H4A 
PE=3 SV=1 

Histona 4 Transcripción, iniciación, ensamblaje de nucleosoma con plantilla de DNA. 

M3VW11_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=MYH9 PE=4 SV=1 

Miosina cadena pesada 
9 

Reorganización del citoesqueleto de actina, movimiento basado en filamentos 
de actina, movimiento basado en microtúbulos. 

M3WFR2_FELCA 
Uncharacterized protein (Fragment) 
OS=Felis catus GN=LMNA PE=4 SV=1 

Lamina A/C 
Regulación de la migración celular, regulación de la localización de proteínas al 
núcleo, establecimiento o mantenimiento de la polaridad del de los microtubulos 
del citoesqueleto. 

K0J107_FELCA 
Malate dehydrogenase OS=Felis catus 
GN=MDH2 PE=2 SV=1 

Malato dehidoregenasa 
Proceso metabólico de malato, respiración aeróbica, acetilación interna de los 
aminoácidos de proteínas 

M3VX55_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=HSPA9 PE=3 SV=1 

Proteína de choque 
térmico (HSP70) 

Exportación de proteínas desde el núcleo, plegamiento de proteínas, 
ensamblaje de clúster de hierro y azufre. 

M3X2J1_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=VDAC2 PE=4 SV=1 

Canal ionico voltage 
dependiente 2  

Unión de esperma a la zona pelúcida. 

M3VW78_FELCA 
Uncharacterized protein (Fragment) 
OS=Felis catus GN=SLC25A6 PE=3 SV=1 

Acarreador de soluto 
familia 5, miembro 6 

Regulación de la permeabilidad de la membrana mitocondrial. 

M3X3G2_FELCA 
Histone H2B OS=Felis catus 
GN=LOC101092267 PE=3 SV=1 

Histona H2B Ensamble de nucleosoma 

M3WQU6_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=RDX PE=4 SV=1 

Radixina Unión a actina 

M3WJI8_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=MSN PE=4 SV=1 

Moesina 
Regulación positiva del endosoma temprano al transporte del endosoma tardío, 
regulación positiva de la localización de proteínas al endosoma temprano, 
acoplamiento de membrana a membrana. 

M3WG78_FELCA 
ATP synthase subunit beta OS=Felis catus 
GN=ATP5B PE=3 SV=1 

ATP sintasa, subunidad 
beta  

Síntesis de ATP acopla el transporte de protones. 

M3X4F1_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=PHB2 PE=4 SV=1 

Prohibitina 2 
Regulación negativa de la actividad del factor de transcripción de unión al ADN, 
importación de proteínas al núcleo, translocación, estabilización de proteínas. 

M3XBV5_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=CANX PE=3 SV=1 

Calnexina 
Plegamiento de proteínas, endocitosis dependiente de clatrina, endocitosis de 
vesículas sinápticas. 

M3W346_FELCA 
Hexokinase OS=Felis catus GN=HK1 PE=3 
SV=1 

Hexokinasa 1 Homeostasis de glucosa celular, proceso glucolítico. 

M3WWP2_FELCA 
Heat shock protein 27 kDa beta-1 OS=Felis 
catus GN=HSPB1 PE=3 SV=1 

Proteína de choque 
térmico 27 kDa 

Plegado de proteínas mediado por chaperona, transducción de señal 
intracelular, regulación negativa de la vía de señalización apoptótica intrínseca 
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inducida por estrés oxidativo 

M3WIX9_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=TUBA1C PE=4 SV=1 

Tubulina cadena alfa Procesos basado en microtubulos. 

M3W0N2_FELCA 
Histone H3 OS=Felis catus GN=H3F3A 
PE=3 SV=1 

Histona H3 
Proliferación celular, regulación negativa de la condensación cromosómica, 
regulación del ensamblaje complejo del centrómero. 

M3W9D5_FELCA 
Galectin OS=Felis catus GN=LGALS1 PE=4 
SV=1 

Galectina 
Regulación positiva de la entrada viral en la célula huésped, diferenciación de 
mioblastos, diferenciación de células plasmáticas. 

M3XFZ3_FELCA 
Annexin OS=Felis catus GN=ANXA11 PE=3 
SV=1 

Anexina A11 Unión de ion de calcio, unión a fosfolípido dependiente de calcio. 

M3WG24_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=SERPINH1 PE=3 SV=1 

Serpina familia H 
miembro 1 

Proceso biosintético de colágeno, maduración de proteínas. 

M3VW73_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=HNRNPH1 PE=4 SV=1 

Ribonucleoproteína 
Heterogenea nuclear 

Regulación del empalme de RNA. 

RL40_FELCA 
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 
OS=Felis catus GN=UBA52 PE=2 SV=2 

Ubiquitina-proteína 
ribosomal 60S 

Traducción 

M3WWF6_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=RPS27A PE=4 SV=1 

Proteína ribosomal S27 Traducción 

M3VVH8_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=ACTN1 PE=4 SV=1 

Alfa actina 
Ensamble de haces de filamentos de actina, formación de enlaces cruzados de 
actina. 

M3X6F7_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=ACTN4 PE=4 SV=1 

Alfa actinina Unión a actian, unión a iones de calcio. 

M3W4X0_FELCA 
Uncharacterized protein (Fragment) 
OS=Felis catus GN=CD44 PE=4 SV=1 

CD44 
Regulación negativa de la respuesta al daño del DNA, transducción de señales 
por mediador de clase p53, regulación positiva de ERK1 y cascada de ERK2. 

M3VY03_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=HNRNPU PE=4 SV=1 

Ribonucleoproteína 
Heterogenea nuclear U 

Regulación negativa de la actividad de la quinasa, regulación negativa de la 
elongación de la transcripción del promotor de la RNA polimerasa II, regulación 
positiva de la transcripción por la RNA polimerasa II. 

M3VXR8_FELCA 
Catalase OS=Felis catus GN=CAT PE=3 
SV=1 

Catalasa 
Proceso catabólico de peróxido de hidrógeno, respuesta al peróxido de 
hidrógeno. 

M3WZB0_FELCA 
ATP synthase subunit alpha OS=Felis catus 
GN=ATP5A1 PE=3 SV=1 

ATP sintasa, subunidad 
alfa 

Proceso metabólico de lípidos, síntesis de ATP acoplado a transporte de 
protones. 

M3W668_FELCA 
Protein disulfide-isomerase OS=Felis catus 
GN=PDIA3 PE=3 SV=1 

Proteína disulforo 
isomerasa 

Homeostasis redox celular, regulación positiva de la vía de señalización 
apoptótica extrínseca, plegamiento de proteínas. 

A0A0A0MPZ5_FELCA 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase OS=Felis catus 
GN=GAPDH PE=3 SV=1 

Gliceraldehido-3-fosfato 
dehidoregenasa 

Proceso metabólico de la glucosa, proceso glucolítico. 

M3W269_FELCA 
Annexin OS=Felis catus GN=ANXA5 PE=3 
SV=1 

Anexina A5 Regulación negativa de la coagulación, respuesta a la sustancia orgánica. 

M3WG13_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=RPN2 PE=4 SV=1 

Riboforina II Glicosilación ligada al N de proteínas. 

M3VU92_FELCA 
Serine hydroxymethyltransferase OS=Felis 
catus GN=SHMT2 PE=3 SV=1 

Serina 
hidroximetiltransferasa 

Proceso biosintético de glicina a partir de serina, interconversión de 
tetrahidrofolato. 
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M3W6M1_FELCA 
60S ribosomal protein L6 OS=Felis catus 
GN=RPL6 PE=3 SV=1 

Proteína ribosomal S60 Traducción citoplásmica, constituyente estructural del ribosoma. 

M3WHH0_FELCA 
Sodium/potassium-transporting ATPase 
subunit alpha (Fragment) OS=Felis catus 
GN=ATP1A3 PE=3 SV=1 

Sodio-potasio-ATPasa 
Homeostasis del ion sodio celular, vía de señalización del receptor ionotrópico 
de glutamato. 

M3X9G5_FELCA 
Reticulon OS=Felis catus GN=RTN4 PE=4 
SV=1 

Reticulon 
Organización de la red tubular de membrana del retículo endoplasmático, 
ensamblaje de complejo de poro nuclear. 

M3WIJ2_FELCA 
Annexin OS=Felis catus GN=ANXA4 PE=3 
SV=1 

Anexina A4 Unión de ion calcio, unión a fosfolípido dependiente de calcio. 

M3WDP0_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=PRDX3 PE=4 SV=1 

Peroxiredoxina 3 
Regulación negativa de la actividad de la quinasa, regulación positiva de la 
proliferación celular, organización mitocondrial. 

M3WLH7_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=HNRNPK PE=4 SV=1 

Rebonucleoproteína 
heterogenea nuclear K 

Regulación de la transcripción por RNA polimerasa II, procesamiento de RNA. 

M3W966_FELCA 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase subunit 1 (Fragment) 
OS=Felis catus GN=RPN1 PE=3 SV=1 

Proteína 
glicosiltransferasa 
subunidad 1 protein N-
linked glycosylation via 
asparagine 

Glicosilación ligada al N de proteínas vía asparagina. 

M3XFK8_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=TMEM109 PE=4 SV=1 

Proteína 
transmemebranal 109 

Respuesta celular a la radiación gamma, regulación negativa de la muerte 
celular. 

G3XEW6_FELCA 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OS=Felis 
catus GN=PPIB PE=2 SV=1 

Peptidil-prolil cis-trans 
isomerasa 

Plegamiento de proteínas mediada por chaperona. 

M3W858_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=ECI1 PE=3 SV=1 

Enoil-CoA delta 
isomerasa 1 

Beta-oxidación de ácidos grasos. 

EF1A1_FELCA 
Elongation factor 1-alpha 1 OS=Felis catus 
GN=EEF1A1 PE=2 SV=1 

Factor de elongación 1-
alfa 

Actividad del factor de elongación de traducción, unión a GTP. 

M3W8Y9_FELCA 
REVERSED DNA-directed RNA polymerase 
OS=Felis catus GN=POLR1B PE=3 SV=1 

RNA polimerasa dirigida 
por ADN subunidad beta 

Transcripción de rRNA, transcripción por RNA polimerasa I, implantación de 
embriones. 

M3W0Z9_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
PE=3 SV=1 

Tubulina cadena beta Proceso basado en microtúbulos. 

M3WEE5_FELCA 
REVERSED Uncharacterized protein 
OS=Felis catus GN=DNAH10 PE=4 SV=1 

Dineina axonemica, 
cadena pesada 10 

Movimiento basado en microtúbulos. 

M3X8N5_FELCA 
Uncharacterized protein OS=Felis catus 
GN=CLTB PE=4 SV=1 

Clatrina, cadena ligera Endocitosis dependiente de clatrina, transporte intracelular de proteínas. 

POLG_FCVUR 
Genome polyprotein OS=Feline calicivirus 
(strain Cat/United States/Urbana/1960) 
GN=ORF1 PE=1 SV=1 

Poliproteína Proteína no estructurales 

CAPSD_FCVUR 
Capsid protein OS=Feline calicivirus (strain 
Cat/United States/Urbana/1960) GN=ORF2 
PE=1 SV=1 

VP1 Cápside viral 

VP2_FCVUR 
Protein VP2 OS=Feline calicivirus (strain 
Cat/United States/Urbana/1960) GN=ORF3 
PE=1 SV=1 

VP2 Cápside viral 
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AnxA2 colocaliza con el RNA del FCV en células infectadas 

 

Dado que AnxA2 se encuentra en los complejos membranosos perinucleares que 

contienen a la replicasa viral, y a que en este compartimento se encuentra el RNA 

viral, quisimos evaluar si la AnxA2 se asociaba con el RNAdc mediante ensayos 

de inmunofluorescencia. Para ello, células infectadas por 5 h con el FCV, se 

inmunomarcaron con anticuerpo anti-RNAdc verde) en conjunto con anticuerpo 

anti-AnxA2 (rojo) (Fig. 20). La inmunodetección de AnxA2 se observó de manera 

homogénea en la monocapa celular; sin embargo, no en todas las células se pudo 

detectar el RNAdc del FCV, lo que indica que no todas se encontraban en la 

misma etapa de infección. Por otro lado, se observó que ambas moléculas 

colocalizan (puntos blancos), con un coeficiente de colocalización promedio de 

0.65 + 0.17; lo que coincide con los ensayos anteriores en los que se demostró 

que AnxA2 forma parte de un complejo en el que además de asociarse con la 

replicasa viral, también se encuentra el RNA viral.  

Tabla 2. Proteínas que interaccionan con AnxA2 dentro de los CR del FCV. 

No. accesión UNIPROT Descripción Nombre Función biológica 

M3WJ26_FELCA  vimentin [Felis catus] Vimentina 

Constituyente estructural del 
citoesqueleto. Regulación positiva de 
la traducción, regulación de la 
estabilidad del mRNA. 

M3WRZ7_FELCA actin, cytoplasmic 2 [Felis catus] Beta actina Citoesqueleto, adhesión focal. 

M3WCK3_FELCA plectin [Felis catus] Plectina 
Unión a actina, unión a RNA, unión a 
cadherina, ensamble de 
hemidesmosomas. 

M3W8I8_FELCA annexin A2 [Felis catus] Anexina A2 

Montaje en balsas de membrana, 
regulación positiva de la endocitosis 
mediada por receptores implicada en 
el transporte de colesterol, regulación 
positiva de la fusión de vesículas. 

M3WFX6_FELCA 
tubulin alpha-1C chain [Felis 
catus] 

Tubulina cadena 
alfa 

Proceso basado en microtúbulos. 

M3X7Z9_FELCA 
PREDICTED: tubulin beta chain 
[Felis catus] 

Tubulina cadena 
beta 

Proceso basado en microtúbulos. 

POLG_FCVF9 
non-structural polyprotein [Feline 
calicivirus] 

Poliproteína Proteínas no estructurales 

CAPSD_FCVF9 (VP1) 
capsid protein [feline calicivirus 
FCV, F9, vaccine strain, Peptide 
Partial, 455 aa] 

VP1 Proteína de la cápside 
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AnxA2 se asocia con el RNA del FCV en las fracciones de los CR de células 

infectadas 

 

La reducción en la expresión de proteína y de la progenie viral en condiciones en 

las que la AnxA2 esta interferida así como la  presencia de la AnxA2 en los CR en 

FIGURA 20. COLOCALIZACIÓN DE ANXA2 Y EL RNADC DEL FCV EN CÉLULAS CRFK INFECTADAS.  

Tras 5 h de infección por el FCV, células CrFk  se trataron y fijaron, para su marcaje con anti 

AnxA2 y anti-NS6/7, seguido de los anticuerpos secundarios correspondientes (Alexa 488 y 

564) para su posterior visualización por microscopia confocal. Como referencia, las células en 

proceso de infección están etiquetadas con + y las no infectadas con ―. El ensayo se realizó 

por triplicado, obteniendo un coeficiente de colocalización de 0.65 + 0.17, utilizando una n=30 

por ensayo. 

Núcleo AnxA2 

RNAdc-FCV Merge 

+ 

+ 
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la infección por FCV sugieren que esta proteína podría tener funciones en los 

eventos de replicación, traducción del RNA, ensamblaje de la partícula viral o en el 

propio ensamblaje de los complejos de replicación, como ha sido reportado para el 

HCV (111). 

 

Para determinar si AnxA2 se asocia con el RNA viral en los CR,  se realizaron 

ensayos de inmunoprecipitación, para lo cual se utilizaron CR aislados de células 

infectadas por el FCV durante 5 h y sus correspondientes fracciones de células no 

infectadas (mock) e  infectadas.  
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FIGURA 21. ASOCIACIÓN DE ANXA2 CON  EL RNADC DEL FCV DENTRO DE LOS CR EN CÉLULAS 

INFECTADAS.  Los CR de células CrFK infectadas durante 5 h por el FCV, y sus fracciones 

correspondientes en células no infectadas (mock), se aislaron y utilizaron para realizar 

ensayos de inmunoprecipitación usando un anticuerpo específico contra AnxA2 o un 

anticuerpo control (anti-GFP). (A) Los complejos inmunoprecipitados se sometieron a 

ensayos tipo WB usando un anticuerpo anti-AnxA2 específico. (B) A partir de los complejos 

inmunoprecipitados con AnxA2, se aisló el RNA total y se amplificó la región correspondiente 

a la NS6/7 del FCV mediante RT-PCR. En los extractos totales (ET) se muestra la presencia 

tanto de AnxA2 (A), como del RNA viral (B). 

A 
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Dichas extractos se sometieron a inmunoprecipitación utilizando un anticuerpo 

específico anti-AnxA2 o un anticuerpo control (anti-GFP). Tras la 

inmunoprecipitación los complejos inmunoprecipitados se sometieron a ensayos 

tipo WB (Fig. 21A), en donde se observó la presencia de AnxA2 en ambos 

extractos (mock e infectados) inmunoprecipitados con Anti-AnxA2, no así en los 

complejos en donde la inmunoprecipitación se llevó a cabo con el anticuerpo 

control. Más aun, tras la inmunprecipitación se realizó una RT-PCR a dichos 

complejos inmunoprecipitados, amplificando la región del RNA que codifica para la 

NS6/7 del FCV (Fig. 22B); observando que sólo en los complejos de células 

infectadas e inmunoprecipitadas con el anti-AnxA2 se obtuvo el amplicón 

correspondiente, lo que indica que AnxA2 forma un complejo con el RNA viral 

dentro de los CR del FCV. 

 

AnxA2 se asocia con la RNT 3’ del RNA del FCV 

 

La mayoría de las proteínas celulares involucradas en los procesos de replicación 

viral se asocian a los RNAs virales, particularmente a sus extremos 5’ o 3’ 

terminales, sitios en donde se localizan la mayoría de los elementos de tallo y 

burbuja y las secuencias que albergan regiones regulatorias. Recientemente se ha 

descrito que AnxA2, posee la capacidad de unirse a las regiones 3’ terminales de 

los RNAs celulares y virales y transportarlos hacia la región perinuclear (REF). Es 

por ello que una vez determinado que AnxA2 interacciona con el RNA viral 

proveniente de  células infectadas, se realizaron ensayos de super-retardamiento 

(del inglés elecromobility shift assays o EMSA) en presencia de anticuerpos anti-

AnxA2, para determinar si la asociación ocurría con los extremos terminales del 

genoma,  

 

Para determinar si AnxA2 se asociaba a estas regiones, tanto la región terminal 

(RT) 5’ (primeros 260 nt del genoma del FCV), como la región no traducida (RNT) 

3’ (últimos 76 nt del genoma del FCV) se sinterizaron “in vitro” en presencia de un 
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nt radiactivo, para ser interaccionados con extractos proteicos totales de células 

CrFK; antes o después de la interacción de las RNT 3’/5’ (por separado) con los 

extractos proteicos, estos últimos se pusieron a interaccionar con un anticuerpo 

monoclonal anti-AnxA2 dirigido contra región amino terminal o con un anticuerpo 

no relacionado; los complejos formados se analizaron por PAGE y autorradiografía 

(Fig. 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ninguno de los  ensayos realizados con la RT 5’ revelaron evidencias de que 

AnxA2 se asocie con esta región (datos no mostrados). Sin embargo, los ensayos 

de super-retardamiento con la RNT 3’, que es la región en la que se han reportado 

las interacciones entre AnxA2 con varios RNAs mensajeros y virales, revelaron la 

RT 3’ 
FCV-RNA [P

32

] 

FCV-RNA [P
32

] 
ANTI-
N. R. 

ANTI- 
ANXA2 

  1              2              3              4             5              6 

ANTI-
N. R. 

Anti- 
ANXA2 

RNA 

LIBRE 

I 

II 

IV   

III 

Figura 22. Asociación de AnxA2 con la RT 3’ del RNA del FCV in vitro. Extractos de células 

CrFK  se trataron con anticuerpo no relaciona o anti-AnxA2, previo o tras adicionar el transcrito 

de RNA correspondiente a la RT 3’ del FCV  radio marcado con [α
32

P]-UTP. Los complejos 

formados se corrieron en geles nativos al 8%; para luego ser deshidratados y revelados por 

auto radiografía. Los complejos formados se señalan con puntas de flecha enumeradas del I al 

IV. 
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formación de cuatro complejos, referidos como I, II, III y IV, derivados de la 

interacción con extractos totales de células CrFK no infectadas (Fig. 22 carril 2).  

 

Cuando el anticuerpo anti-AnxA2 se incubó con los extractos totales antes de 

adicionar el RNA marcado con 32P, se observó una reducción en la intensidad de 

los complejos I, II  y IV (Fig. 23, carril 3) sugiriendo que los anticuerpos anti-AnxA2 

al interaccionar con AnxA2 bloquean su interacción con RNA viral. Caso contrario 

se observó cuando el anticuerpo anti-AnxA2 se adicionó después de agregar el 

RNA marcado con 32P, en donde solo el complejo II disminuyo en intensidad, 

sugiriendo que los anticuerpos no tienen acceso al sitio de unión del RNA presente 

en AnxA2 tras la asociación de AnxA2 con el RNA viral. Más aun, al utilizar la 

misma concentración de un anticuerpo no relacionado se alteró la formación del 

complejo II pero no se modificaron los complejos I, III y IV (fig. 22, carril 4), 

indicando no solo la presencia de AnxA2 en estos tres complejos sino la 

especificidad de los mismos. 

 

La interferencia de AnxA2 causa una reducción en la síntesis de proteínas 

virales 

 

La asociación de AnxA2 con el RNA, particularmente con la RNT 3’, sugiere que 

esta proteína podría estar jugando un papel especifico en la traducción y/o la 

replicación del RNA. Para determinar la posible función de AnxA2 en la síntesis de 

proteínas virales, se evaluó la expresión de proteínas virales NS en células 

interferidas con un siRNA anti AnxA2 mediante ensayos tipo WB.  

 

Tras la interferencia con los siRNA-AnxA2, el nivel de expresión de la proteína 

AnxA2 se redujo significativamente, como era de esperarse. Adicionalmente, los 

niveles de la proteína no estructural NS6/7 se observó reducido significativamente, 

en comparación con sus niveles de expresión en los extractos de células 

interferidas con el siRNA-ctrl (Fig. 23A, carriles 4 y 2 respectivamente). Esta 

disminución de la expresión de la proteína NS en las células interferidas con los 
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siRNA-AnxA2,  resultó ser estadísticamente significativa, al analizarla por 

densitometría y al compararla contra la expresión obtenida en las células 

transfectadas con el siRNA-ctrl (Fig. 23B), lo cual nos sugiere que la proteína 

AnxA2 juega un papel en la síntesis del RNA o de la proteína viral. La reducción 

de AnxA2 en las células interferidas con los siRNA-AnxA2 así como la ausencia de 

la proteína viral en las células no infectadas se muestra como controles de 

interferencia e infección respectivamente. Los controles de carga se muestran con 

la expresión de actina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

siRNA-ctrl siRNA-AnxA2 

   ―          +        ―         + FCV 
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FIGURA 23. EXPRESIÓN DE LA PROTEASA POLIMERASA NS6/7 DEL FCV TRAS LA INTERFERENCIA DE 

ANXA2. a) Extractos proteicos de células CrFK no infectadas (N.I.) e infectadas (I), tratadas con 

siPORT, el siRNA-ctrl y con los siRNA-AnxA2 se separaron en PAGE-SDS, se transfirieron a 

membranas de nitrocelulosa y se incubaron con ab anti-3CD, anti-ANXA2 y anti-actina, como 

control de carga, y con sus respectivos ab secundarios acoplados a peroxidasa. b) 

Densitometría de la 3CD y ANXA2 bajo los distintos tratamientos. Ensayo representativo de 

tres realizados (p<0.05). 
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La interferencia de AnxA2 causa una reducción del RNA del FCV 

 

Los resultados anteriores demuestran que AnxA2 está presente en los CR, que se 

asocia al RNA viral, y que es necesaria para la producción eficiente de proteínas 

virales, sugiriendo que esta es importante para la traducción viral. Sin embargo, 

como los procesos de traducción y replicación del RNA dependen el uno del otro, 

es posible que la reducción en la síntesis de proteínas virales pudiera afectarse 

por una reducción del RNA viral en ausencia de AnxA2. Para determinar si AnxA2 

es necesaria para la replicación del RNA viral, células no interferidas e interferidas 

con los siRNA-AnxA2, se trataron con anticuerpos específicos para la detección 

del el RNAdc, (Fig. 24).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuando las células se trataron con los siRNA-AnxA2, se pudo observar, que el 

inmunomarcaje de AnxA2 en la monocapa celular no es homogéneo, es decir que 

no todas las células presentan el mismo grado de interferencia de AnxA2, esto 

debido a que los siRNAs no ingresan de forma homogénea dentro de todas las 

FIGURA 24. VISUALIZACIÓN DE LA SÍNTESIS DEL RNA DEL FCV TRAS LA INTERFERENCIA DE ANXA2 IN 

VIVO.  Células tratadas con los siRNA-AnxA2 e infectadas durante 5 h por el FCV se trataron, 

fijaron e inmunomarcaron con anti AnxA2 y anti-NS6/7, seguido de los anticuerpos secundarios 

correspondientes (Alexa 488 y 564); para posteriormente visualizarlas por microscopia confocal.  

Núcleo AnxA2 RNAdc Merge 



 

75 
 

células que comprende la monocapa. Al investigar cómo era el nivel de expresión 

del RNAdc en estas células, se pudo observar que no todas las células presentan 

el mismo nivel de infección; siendo evidente que las células con mayor expresión 

de AnxA2 presentan mayor expresión de RNAdc, lo que nos indica que existe una 

estrecha relación entre la presencia AnxA2 y una eficiente síntesis del RNA del 

FCV. 

 

Tomando en cuenta que AnxA2 no participa en la entrada del FCV, y que cuando 

se infecta con el FCV células que tienen una menor expresión de la proteína 

AnxA2, se reduce la cantidad de proteínas virales y del RNA del FCV, podemos 

sugerir que esta proteína celular es importante para la traducción y /o replicación 

del RNA viral.    

 

La disminución de la expresión de AnxA2 reduce la salida de partículas 

 

Debido a que los resultados anteriores sugieren que AnxA2 participa en la 

traducción y/o replicación del RNA del FCV, quisimos determinar si la cantidad de 

partículas virales producidas durante la infección también se reducía como 

consecuencia de ello.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 25. EFECTO DE LA INTERFERENCIA DE LA ANXA2 EN LA SALIDA VIRAL. Células tratadas con 

el siRNA-ctrl y tratadas con los siRNA-AnxA2  por 72 h, se infectaron con el FCV a una M.O.I de 

5. Tras 5 hpi se determinó el título viral en el sobrenadante (A) o en el lisado celular (B) por 

ensayo de plaqueo; (p<0.05). 

. 
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Es por eso que decidimos evaluar la cantidad de partículas virales producidas en 

células con una reducción en la expresión de AnxA2. Al cuantificar las partículas 

liberadas en el sobrenadante, así como las asociadas a las células tratadas con el 

siRNA-Anxa2 mediante ensayos de plaqueo,  se observó una clara disminución de 

aproximadamente un log en el titulo viral en ambas fracciones, con respecto a los 

niveles de partículas virales de las células tratadas con el siRNA-ctrl (Fig. 25). 

 

La disminución en la cantidad de partículas virales liberadas en sobrenadante así 

como las asociadas a las células indica una disminución en la producción de 

partículas y no a un déficit en la salida viral a consecuencia de la interferencia de 

AnxA2, lo cual correlaciona con un déficit en la producción de proteínas y RNA 

viral. 
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Discusión 

 

 

El FCV es un patógeno de felinos perteneciente a la familia Caliciviridae, causante 

de enfermedad respiratoria, conjuntivitis, estomatitis y hemorragia, con una alta 

morbilidad y mortalidad. Su facilidad de cultivo y contar con sistema de reversa 

genética ha permitido que este virus junto con el MNV sea uno de los menores 

modelos para el estudio de la biología de los virus que integran esta familia; los 

cuales, en su mayoría, no pueden propagarse en cultivos celulares. 

 

La austeridad de los virus los obliga a ser dependientes de los componentes de 

las células que infectan para poder propagarse de manera exitosa. Es por ello que 

los virus desarrollan estrategias muy diversas para cumplir con cada uno de los 

pasos de su replicación. La participación de proteínas celulares en los procesos 

virales ha sido ampliamente documentada, demostrando la interacción de estas 

con diversos componentes virales, los cuales resultan responsables de la 

modulación de su expresión o de promover modificaciones post-traduccionales 

con consecuencias muy diversas. En nuestro grupo de trabajo, estamos 

interesados en la participación de proteínas celulares en la replicación de algunos 

de los miembros de la familia Caliciviridae, como una estrategia para el control de 

la replicación viral. Antecedentes en nuestro laboratorio reportaron cambios en la 

migración electroforética en geles de doble dimensión de AnxA2, una proteína de 

36 kDa, involucrada en eventos celulares tales como la exocitosis, endocitosis, 

organización membranal, canales de intercambio iónico, además del rearreglo del 

citoesqueleto (70).  
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La participación de AnxA2 durante procesos como la entrada, la replicación, y la 

morfogénesis de diversos virus ha sido ampliamente reportada (98, 101, 106, 111-

112). Para evaluar su participación durante la replicación del FCV redujimos su 

expresión mediante el uso de siRNA de interferencia. Tras el diseño de un par de 

siRNA  específicos contra el mRNA de la AnxA2 de felino,  se redujo hasta un 93% 

la expresión de la AnxA2 en las células CrFK. La disminución de AnxA2 

claramente causó un retraso en el efecto citopático observado por microscopia 

óptica y  tuvo un efecto negativo sobre la producción de partículas virales en el 

sobrenadante celular, disminuyendo aproximadamente un logaritmo en 

comparación con los ensayos realizados con el siRNA control. Siendo la AnxA2 

una proteína involucrada en múltiples procesos celulares y habiéndose reportado 

que participa activamente como un factor para el reclutamiento de la maquinaria 

replicativa de diversos virus, se realizaron diferentes ensayos con la finalidad de 

identificar en que parte del ciclo replicativo del FCV se daba la participación activa 

de la AnxA2.  

 

Se tiene bien establecido que la molécula de adhesión JAM-1 y el ácido siálico 

α2,6 sirven como moléculas de unión durante la entrada del FCV (cepas F4, F9 y 

F25) (44, 46, 54). Sin embargo, dado que el antecedente más cercano sobre la 

participación de AnxA2 en una infección viral se da precisamente en la unión y/o 

internalización de un virus del mismo género, el RaV, aunado a que ha sido 

identificada como un factor celular implicado en distintos procesos de entrada para 

diversos virus entre los que se incluyen el HCMV, EV71 y HPV16, quisimos 

evaluar la posibilidad de que AnxA2 estuviera participando como un cofactor que, 

junto con JAM-1, facilitara la unión y posterior entrada del FCV a las células CrFK. 

 

Se sabe que la localización subcelular de la AnxA2 está íntimamente regulada por 

distintos factores entre los que se encuentra la composición lipídica de las 

membranas, las modificaciones postraduccionales, la concentración de Ca2+, el pH  

y la disposición de otras proteínas (114). Se ha demostrado que la traslocación de 

AnxA2 en la parte exterior de las células se da por una vía independiente a la 
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clásica (RE-Golgi) y no involucra la síntesis de novo; además, se requiere la 

presencia de p11 (S100A10) y de estar fosforilada en la Tyr23 (78). AnxA2 ha sido 

detectada en la superficie de múltiples líneas de células endoteliales; y de igual 

modo, mediante ensayos de IF se observó que AnxA2 se expresa en la superficie 

de la línea celular CrFK, lo cual se corroboró con la biotinilización de las moléculas 

de superficie. 

 

Dada la poca expresión de AnxA2 en la superficie de las células CrFK, evaluamos 

de forma general si AnxA2 interaccionaba con las partículas virales del FCV de 

manera directa mediante ensayos tipo VOBPA. Entre las múltiples bandas 

obtenidas se puede observar una a la altura de 36 kDa, similar a la observada en 

los ensayos realizados por Gonzáles-Reyes y col. (2009) en los que AnxA2 

participa en la entrada del RaV; sin embargo, se pudo concluir que esta no 

correspondía a AnxA2 ya que, a diferencia de ellos, la unión de los viriones no se 

puedo disminuir o inhibir mediante el uso de anticuerpos específicos anti-AnxA2, 

llegando a la conclusión de que está banda correspondía a la interacción entre los 

viriones del FCV y la proteína JAM-1 que tiene un peso molecular entre los 36 y 41 

kDa; más aun, los viriones del FCV no se unieron a la rAnxA2 demostrando que 

no existe la interacción entre AnxA2 y FCV bajo estas condiciones. Si los 

anticuerpos anti-JAM1 son capaces de inhibir la interacción entre el FCV y la 

banda de 36 kDa queda pendiente, ya que estos ensayos no pudieron realizarse 

por falta de reactivos. 

 

Por otro lado, se sabe que tras la unión al receptor, el FCV es endocitado vía 

clatrina, para posteriormente liberar su genoma en el espacio citoplásmico, previa 

acidificación del endosoma (47). Creutz y Snyder, en el 2005, reportan que AnxA2 

se une a las subunidades mu1 y mu2 del complejo proteínico adapatador 1 (AP1), 

uno de los componentes principales de las vesículas recubiertas de clatrina; 

además, indican que dicha interacción se da a través de un motivo presente en el 

N-terminal de AnxA2. Dada la presencia de AnxA2 dentro de la vía de 

internalización utilizada por el FCV, se podría sugerir que tras su interferencia, la 
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disposición de este factor celular sería menor y por lo tanto la vía de entrada se 

vería afectada, impidiendo o disminuyendo la cantidad de partículas presentes en 

el interior de la célula tras la hora previa de la adsorción del virus; sin embargo, en 

los ensayos de plaqueo realizados con el lisado celular de células interferidas con 

el siRNA-AnxA2 e infectadas con el FCV, se observó que la cantidad de partículas 

contabilizadas durante las dos primeras horas post infección no variaban, en 

comparación con el conteo obtenido en las células tratadas con un siRNA-ctrl. 

Estos resultados fortalecen la idea de que AnxA2 no participa durante las primeras 

etapas (unión/entrada) de la infección por el FCV.  

 

Se ha observado que las concentraciones intracelulares de AnxA2 varían durante 

las distintas fases del ciclo celular; la síntesis de mRNA y de la proteína se da a 

inicios de la fase G1, mientras que su máxima expresión se presenta durante la 

fase S (115). Aunado a esto, su sobre expresión ha sido blanco de estudio en 

variedad líneas celulares y tejidos  cancerosos, llegando a ser utilizada como un 

marcador de diagnóstico y como factor de pronostico o de resistencia a fármacos 

(116). Por otro lado, no existen evidencias claras que sugieran que durante las 

infecciones virales aumente o disminuya la expresión de AnxA2 en el interior de la 

célula; sin embargo, Dziduszko y Ozbun, 2013, demuestran que al infectar 

queratinocitos humanos (HK) con el HPV16, aunque la expresión de la AnxA2 total 

no sufre cambios aparentes, los niveles de la AnxA2 fosforilada en la Tyr23 

(AnxA2-Tyr23) aumentan en las primeras horas de la infección, promoviendo su 

traslocación a la superficie celular y la participación en la entrada de este virus. En 

los resultados obtenidos con el FCV pudimos observar que la expresión de la 

AnxA2 total no presentó variaciones estadísticamente significativas durante la 

infección; sin embargo, queda pendiente determinar si, la fosforilación de AnxA2-

Tyr23 ocurre durante la infección con el FCV.   

 

Coincidiendo con lo ya reportado para otras líneas celulares (69), se observó que 

en células CrFK, AnxA2 se encuentra ampliamente distribuida en la célula, 

principalmente en el citoplasmas y la membrana celular, y en menor grado en el 
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núcleo. Tras la infección por el FCV no se observaron cambios evidentes la 

distribución celular por IF, sin embargo, sorpresivamente se observó la 

colocalización de AnxA2 con la proteasa polimerasa NS6/7 viral en la región 

perinuclear.  

 

La interacción de AnxA2 con proteínas NS virales ha sido ampliamente 

documentada. Se ha observado que AnxA2 se une  a la RdRp Nsp9 del virus del 

síndrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV), beneficiando la replicación 

viral. Por otro lado, se ha observado que AnxA2 se une a la NS5A mediante el 

dominio III de esta última, para mediar el ensamble viral (110). De igual modo, 

AnxA2 interacciona con la NS5A, proteína viral componente de los CR del virus de 

la fiebre porcina clásica (CSFV) y que tiene la habilidad de unirse a la polimerasa 

viral NS5B, sugiriendo su participación en el proceso de producción de dicho virus 

(112).  

 

Tras estos antecedentes y el descubrimiento de la colocalización de AnxA2 con la 

proteasa polimerasa NS6/7 del FCV, se indagó sobre la posible participación de 

AnxA2 en la traducción y replicación del RNA viral. Inicialmente pudimos 

determinar que AnxA2 se encuentra presente dentro de los sitios de replicación 

conocidos como CR, visualizados como agregados vesiculares irregulares 

presentes en el citoplasma y característicos de diversos virus de RNA de polaridad 

positiva (57-58); cuya identidad se corroboró mediante el marcaje indirecto del 

RNAdc presente dentro de estas. Asimismo, la colocalización de AnxA2 con el 

RNAdc y con la NS6/7, confirma la interacción de estos elementos dentro los 

complejos de replicación inducidos por la infección por el FCV. 

 

Lai y col, 2008, mencionan que para la replicación del RNA viral del HCV en los 

CR, estos últimos se asocian a membranas intracelulares, siendo esencial la 

presencia de las proteínas virales NS3 y NS5A (117). La inmunoprecipitación de 

estas proteínas virales NS revelaron la presencia de proteínas involucradas con la 

formación del citoesqueleto, tales como actina y tubulina; más aun, también 
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identifican a AnxA2 como parte del complejo precipitado. Estos resultados se 

asemejan a los obtenidos por nuestro grupo de trabajo, donde tras la 

inmunoprecipitación de AnxA2 de los CR, identificamos estas mismas proteínas 

del citoesqueleto, junto con las proteínas NS del virus. 

 

Se ha demostrado que AnxA2 es capaz de asociarse a poblaciones específicas de 

RNAm, y que participa en complejos ribonucleoproteicos de mensajero pequeños 

asociándose con estos y a polisomas unidos al citoesqueleto (118), ejemplos de 

estos RNA son los de c-myc y su propio RNAm (94-95), en donde la interacción 

AnxA2-RNA se lleva a cabo por el extremo 3’UTR de estos. Dichos estudios han 

sugerido, entre otras cosas, que el papel de AnxA2 es el de una proteína que 

participa en la localización de RNA y la asociación de este con el citoesqueleto y/o 

como un regulador de la traducción. En concordancia con lo expuesto 

anteriormente, en el presente trabajo demostramos, mediante ensayos de IP y 

EMSA, que AnxA2 se asocia al RNA de FCV y que dicha asociación se lleva a 

cabo a través de la RT-3’. Estos hallazgos, junto con la observación sobre la 

colocalización de AnxA2 con la proteína líder de la cápside (LC) en la región 

perinuclear, hecha por Abente y colaboradores (41), colocan a la AnxA2 como un 

factor celular que participa en la replicación del FCV.  

 

La participación de AnxA2 en la replicación de FCV se confirmó en una serie de 

experimentos en los que se disminuyó la expresión de AnxA2 utilizando los siRNA-

AnxA2 específicos antes de la infección con FCV, observando claramente que la 

reducción de AnxA2 correlacionó con la reducción de la expresión de las proteínas 

NS virales y la producción de RNAdc, visualizado por IF. Más aún, se observó una 

disminución del número de partículas virales tanto en el sobrenadante como en las 

fracciones asociadas a las células como tras la interferencia de AnxA2, lo que 

indica que , existe una reducción en la formación de partículas virales, y no 

únicamente de la salida viral, indicando que AnxA2 es requerida para una 

replicación eficiente de FCV. 
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Por último, dado que el genoma de los virus de RNA de cadena positiva sirve 

como molde para la síntesis de las proteínas NS y estructurales, la replicación del 

genoma, y para ser empaquetado dentro de la cápside viral (49), resulta difícil 

establecer en qué punto del ciclo replicativo viral este es utilizado para cada 

propósito; por lo que la interacción AxnA2-RNA viral ubica a esta proteína celular 

como un factor necesario para la replicación y/o traducción del RNA viral; no 

obstante, debido a su interacción con el proteasa polimerasa viral y ubicación 

dentro de los CR, aunado a sus características funcionales de unión a membranas 

y a citoesqueleto, se podría especular que al igual que en el HCV podría estar 

participando como la formación de los CR virales o como vía para la interacción 

con los componentes del citoesqueleto; sin embargo, se requieren más estudios 

para corroborar está hipótesis. 
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Conclusión 

 

 

Tomados en conjunto, nuestros resultados indican claramente que AnxA2 juega 

un papel importante durante la infección por FCV;  particularmente en la 

traducción y replicación de su RNA. Sin embargo, es necesario realizar más 

estudios para determinar si esta proteína del huésped puede tener un papel 

multifuncional en el ciclo de replicación del FCV. 
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Anexo A 

Clonación y expresión de la AnxA2 recombinante (rAnxA2) 

Tras la obtención del cDNA de células CrFK no infectadas, se utilizó este como 

templado para la amplificación del gene de AnxA2. Para el diseño de los 

iniciadores, se utilizó la secuencia predicha para el mRNA de AnxA2 perteneciente 

a Felis catus disponible en la base de datos del NCBI con el número de accesión 

XM_003987068.4 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_003987068.4) (Fig. 

27A); en donde se seleccionaron las regiones de inicio y final del gene para el 

diseño de los iniciadores “sentido” y “antisentido”, respectivamente (Fig. 27B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 27. SECUENCIA DE ANXA2 DE FELIS CATUS.  A) Secuencia de AnxA2 donde se 

muestra los nucléotidos a partir de los cules se diseñaron los oligos para su 

aplificación. B) Oligos con los sitios de restricción enzimáticos.  

A 
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Al iniciador “sentido” se le añadió la secuencia que reconoce la enzima de 

restricción BamH1, mientras que al “antisentido" se le añadió la secuencia que 

reconoce la HindIII. Tras la amplificación del gene y la restricción con ambas 

enzimas el resultado era un amplicón de 1,037 pb, que correspondía con el 

tamaño esperado para el gene de AnxA2 (Fig.28A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El plásmido que se utilizó para la expresión de la rAnxA2 fue el Prset C (Fig. 28B) 

donado amablemente por el Dr. Juan Salas Benito, el cual presenta los sitios de 

restricción para las enzimas BamH1 y HindIII, además de añadir una etiqueta de 

histidinas a la proteína recombinante. Debido a la cercanía de los sitios de 

restricción, y a la imposibilidad de ver el fragmento liberado, la digestión del 

plásmido por cada una de las enzimas se llevó a cabo en rondas diferentes siguen 

el protocolo del fabricante (New England Biolabs, Inc.) (Fig. 28C). Una vez 

linearizado el plásmido y purificado el inserto, se procedió a la ligación. El producto 

de la ligación se utilizó para transformar E. coli DH5α, las cuales se sembraron en 

placas con medio LB-agarosa. De las clonas obtenidas se seleccionaron tres, las 

FIGURA 28. PURIFICACIÓN INSERTO Y ALINEAMIENTO DE PLÁSMIDOS USADOS PARA LA EXPRESIÓN DE 

LA RANXA2. A) Amplificación del gen de AnxA2 de 1,037 pb. B) Mapa del plásmido pRSET C, 

utilizado para la expresión de rAnxA2. C) Linearización del plásmido pRSET C mediante el uso 

de las enzimas BamH1 y HindIII. 

A B C 



 

87 
 

cuales se aislaron y crecieron en medio LB líquido. Tras purificar el plásmido de 

las tres clonas seleccionadas, se corroboró la presencia del inserto del gene de 

AnxA2 mediante la amplificación del segmento de 1,037 pb por PCR (Fig. 29A) y 

mediante la liberación del mismo con las enzimas de restricción (Fig. 29B). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

La expresión de la proteína recombinante se llevó a cabo en E. coli BL21, se 

probó la inducción en ausencia y presencia de IPTG 1 mM a diferentes tiempos 

posterior a la transformación, siendo el más óptimo a las 24 h en presencia de 

IPTG 1mM (Fig. 30A).   

 

 

 

 

FIGURA 29. COMPROBACIÓN DE LIGACIÓN DEL INSERTO DENTRO DEL PLÁSMIDO. La comprobación de 

la presencia del inserto del gen de AnxA2 dentro del plásmido en las tres clonas seleccionadas 

mediante: A) amplificación del gen de AnxA2 y B) digestión con las enzimas BamH1 y HinDIII. 

FIGURA 30. INDUCCIÓN DE LA RANXA2. A) Inducción de rAnxA2 en E. coli BL21 en presencia y 

ausencia de  IPTG 1mM. B) Observación de la rAnxA2 por tinción de Coomassie y su 

identificación con anticuerpo anti-AnxA2 y anti-His.  

A B 

A B 
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La identidad de la rAnxA2 expresada se verifico mediante su corrimiento en gel de 

acrilamida al 10% para, por una parte ser teñida con azul de coomassie y por otra 

ser transferida a membrana de nitrocelulosa para su identificación en ensayos tipo 

WB con un anticuerpo anti-AnxA2 comercial y un anticuerpo anti-His (Fig. 30B). En 

los tres caso se obtuvo una proteína de aproximadamente 42 kDa, que 

corresponde con el peso molecular de AnxA2 (36 kDa) más el peso añadido por la 

cola de histidinas. 

 

La proteína recombinante se expresó  en E. coli BL21, al pellet obtenido se le 

añadió buffer de proteínas Laemmli. La muestra se hirvió durante 10 min y se 

corrió en un gel preparativo al 10%. El gel se tiñó con azul de Coomassie (31A) 

para ubicar la banda  correspondiente a la rAnxA2 y proceder a su escisión. Los 

fragmentos de gel fueron colocados en un aparato para electroelución 

convencional. La presencia de la rAnxA2 purificada se corroboró mediante un WB 

utilizando anticuerpos específicos contra AnxA2 y anti-Histidinas (Fig. 31B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 31. ELECTROELUCIÓN DE LA RANXA2. Electroelución se llevó a cabo a 20 V durante toda 

la noche a 4°C. La rAnxA2 se identificó por WB con el uso de anticuerpos anti-AnxA2 y anti-His.  
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Para la inmunización se usaron conejos New Zealand, de 2-3 meses (2-3 kg). Se 

obtuvieron 10 ml de sangre de la oreja para usar como suero preinmune. Las 

inmunizaciones se realizaron cada 15 días durante 3 meses, previo a cada 

inmunización se obtuvieron 500 μL de suero. Para cada inmunización se utilizaron 

75 μg de inmunógeno diluido 1:1 v/v con adyuvante Freud. Tras las 

inmunizaciones el conejo se sacrificó, posterior a la aplicación de anestesia con la 

ayuda del veterinario en turno. La sangre del animal se obtuvo por punción 

cardiaca, se dejó reposar durante 1 h a TA, posteriormente se guardó durante toda 

la noche a 4°C; pasado este tiempo se centrifugó a 2200 rpm durante 10 min a TA. 

La fase correspondiente al suero se guardó a -20 °C. La especificidad del suero 

inmune se verificó mediante ensayo tipo WB utilizando extractos de células CrFK 

sin infectar (Fig. 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La proteína recombinante obtenida (rAnxA2) se utilizó para los ensayos de unión a 
proteína por superposición de virus (VOPBA) y para ensayos de cambio de 
movilidad electroforética (EMSA) en gel. El anticuerpo policlonal obtenido se utilizó 
para ensayos tipo WB. 
 

FIGURA 32. ANÁLISIS DEL SUERO INMUNE ANTI-ANXA2. Mediante ensayos tipo WB se corroboró la 

inmunoespecificidad del anticuerpo policlonal obtenido tras la inmunización. El suero preinmune 

e inmune se probaron a diluciones de 1:20,000 a 1:50,000. 



 

90 
 

 

 

 

 

Perspectivas 

 

Analizar las modificaciones postraduccionales que sufre la AnxA2 durante las la 

replicación del FCV. 

Determinar si la asociación de AnxA2 con el RNA viral es directa o indirecta.  

Identificar que elementos celulares y virales que participan en la asociación de 

AnxA2 con la RT 3’ del FCV. 

Analizar las posibles modificaciones que sufre el citoesqueleto de actina tras la 

interferencia de AnxA2 y sus efectos sobre la replicación viral.   
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