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RESUMEN

la infectividad de ios astrovirus depende del procesamiento proteolitico
de la proteina de la capside. El producto primario de la traducciéon del ORF2 de
Yuc8 es una proteina de aproximadamente 90kDa (VP90), que se procesa en
su extremo carboxilo para producir una proteina de 70 kDa (VP70), la cual se
encuentra en las particulas virales purificadas. El tratamiento del virus
purificado, que contiene VP70, con bajas concentraciones de tripsina, produce
las proteinas VP41 y VP28, las cuales sufren un posterior procesamiento para
producir proteinas de 38.5, 35, y 34kDa, y 27, 26 y 25kDa, respectivamente.
VP34, VP27 y VP25 son las proteinas predominantes de las particulas que se
han procesado completamente, y corresponden al nivel mas alto de
infectividad. El procesamiento de VP41 que genera proteinas de 38.5, 35, y
34kDa, ocurre en su extremo carboxilo, mientras que el procesamiento de
VP28 que genera VP27 y VP25 ocurre en su extremo carboxilo y amino,
respectivamente. En el presente trabajo se describe la via de procesamiento de
la poliproteina estructural, que corresponde al producto primario de la

traduccién del ORF2, de la-cepa de astrovirus humano (Yuc8) de serotipo 8.
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INTRODUCCION

Los astrovirus humanos (AstV-H) son una de las causas mas
frecuentes de fa gastroenteritis infantil (7). El virion esta formado por una
capside protéica sin envoltura y por un genoma de RNA de cadena sencilla y
polaridad positiva de aproximadamente 7 Kb (9, 35). El genoma estéa formado
por tres marcos de lectura, denominados ORF1a, 1b y 2, cada uno de los
cuales codifica para una poliproteina. Mediante andlisis de la secuencia del
ORF1a y 1b se han predicho los productos de su traduccion, éstos poseen
motivos indicativos de proteinas no estructurales. El producto predicho de la
traduccion del ORF1a contiene un motivo de serin broteasa, una senal de
localizacién nuclear (SLN) y regiones que predicen hélices transmembranales,
mientras que el producto predicho de la traduccién del ORF1b incluye un
motivo de RNA dependiente de RNA polimerasa (9, 35). La traduccién de los
ORFs 1a y 1b se lleva a cabo utilizando como templado al RNA genémico. Se
pueden sintetizar dos proteinas, una que es producto de la traduccién del ORF
1a exclusivamente, y la otra, como una proteina de fusién entre el ORF1ay el
ORF1b, mediante un mecanismo de cambio de fase (16, 17, 19). Es probable
que los productos de estos ORFs esten involucrados en la replicacion del RNA
viral. El ORF2, ubicado hacia el extremo 3’ del genoma, codifica para una
proteina precursora de la capside del virus (9, 15, 26, 27, 35) de
aproximadamente 780 amino acidos, dependiendo de la cepa, y su traduccién
es a partir de un RNA subgenomico (RNAgq) que es colinear con el extremo 3'
del RNA genémico y que se produce durante el ciclo de replicacion a niveles
mas altos que el RNA gendmico (26, 27). En base a la homologia de la
secuencia del ORF2 entre cepas humanas que pertenecen a diferentes

serotipos, se ha predicho que el producto primario de este ORF contiene al



menos dos dominios (34, 22). El primer dominio comprende del amino &cido 1
al 415 y estd muy conservado (identidades mayores al 81%) entre los
diferentes serotipos humanos; el segundo dominio, que va del amino acido 416
hasta el final de la proteina, es muy variable entre los diferentes serotipos
humanos, con identidades menores al 60% (22). Se han mapeado epitopes
neutralizantes en el segundo dominio (31), por lo que esta regién hipervariable
parece estar expuesta en la particula viral. Se sabe que {a infectividad de los
astrovirus depende del tratamiento con tripsina (13); sin embargo, se conoce
poco acerca del procesamiento de la poliproteina estructutal con el tratamiento
con tripsina. Se ha reportado que proteinas con pesos moleculares que van de
20 a 90 kDa estan presentes en las particulas virales (2, 3, 27, 31). Bass y Qiu
reportaron que el producto primario del ORF2, que corresponde a una
poliproteina de 87 kDa, sufre un corte intracelular en el amino acido Arginina
70 (Argyo) para originar una poliproteina de 79 kDa (denominada VP78), que se
ensambla en el virus (2). Esta proteina se detecté en las particulas virales
obtenidas a partir de cultivos libres de tripsina; sin embargo, en presencia de fa
enzima, las particulas estan formadas por proteinas de 26, 29 y 34 kDa (2).
Proteinas de 29 y 26 kDa (VP29 y VP26), que se han detectado en diferentes
cepas de astrovirus tratadas con tripsina (2, 3, 27, 31) , se generan por un
corte en el producto primario de la traduccion del ORF2 en el residuo 362 y
395, respectivamente, de manera que comparten su extremo carboxilo (31).
Segun esta observacion, los productos de 34 y 29kDa, no representan el
tamano total de la proteina de 79 kDa que conforma la particula viral sin tratar
con fripsina, sugiriendo que se podrian estar produciendo polipéptidos
adicionales que aun no se han identificado. Con la finalidad de contribuir a una
mayor comprension del procesamiento de la poliproteina de (AstV-H) se
caracterizo la via de procesamiento de la poliproteina del ORF2 del serotipo 8

de los astrovirus humanos.



ANTECEDENTES

Los astrovirus, infectan principalmente nifios durante sus primeros afnos
de vida, asi como personas ancianas y pacientes inmunosuprimidos, aunque
también se han identificado particulas virales de astrovirus en muestras fecales

de algunos animales (20).

La infeccion por astrovirus humano (AstV-H) provoca una diarrea que
dura hasta 4 dias, con vomito, fiebre, anorexia y dolor abdominal (4, 7, 23); el
rango de deteccién de astrovirus se incrementa con la prolongaciéon de la
diarrea, debido a la cantidad de particulas excretadas (33). Al parecer, la
infeccién por astrovirus tiende a adquirirse durante la edad temprana, de
manera que el 70% de los nifios de edad escolar son seropositivos, aunque la
infeccion también es frecuente en la edad senil, lo cual sugiere que Ia
inmunidad que se adquiere durante la infancia protege en la vida adulta, no asi
en la vejez (20). Por otro lado, la mayoria de los casos de infecciones por
astrovirus, en regiones templadas, se detectan en los meses de invierno, y en

los climas mas tropicales, en épocas de lluvias (7).

Después de los rotavirus, los astrovirus constituyen el virus detectado
mas frecuentemente entre los nifios con diarrea que requieren atencion médica
(4, 7). La incidencia de hospitalizacion debida a gastroenteritis severa inducida
por astrovirus en paises desarroflados va del 2 al 3%, y en contraste, estudios
realizados en paises subdesarrollados, la diarrea causada por astrovirus
contribuye a la alta mortalidad observada en nifios pequefios que viven en
condiciones marginadas, y se reportan como responsables de hasta el 20% de

las hospitalizaciones debidas a gastroenteritis (7, 18, 28). Asi, en un estudio



realizado en una comunidad Maya, la incidencia de astrovirus alcanz6 hasta un
61% de la poblacién infantil, y fue responsable del 26% de los episodios de
diarrea. Este constituye el registro de incidencia de astrovirus mas alto

reportado a nivel mundial (18).

La importancia de los astrovirus, como causantes de diarrea infantil ha
cobrado relevancia a medida que se han desarrollado métodos de deteccion
mas sensibles. En los primeros estudios de epidemiologia de los astrovirus,
basados en microscopia electrénica, se reportaron en menos del 3% de los
casos de nifios con diarrea (14, 21, 25). Sin embargo, la generaciéon de un
anticuerpo monoclonal que reconoce un antigeno de grupo, es decir, que
reacciona con todos los serotipos de astrovirus humano (5), permitié el
desarrollo de ensayos inmunoenzimaticos (EIA) para su deteccién en muestras
clinicas (6). Utilizando estos métodos, se encontré que los astrovirus estaban
asociados en promedio con el 8.6% de los casos de nifios con diarrea,
confirmando su importancia médica (7). Mas aun, la determinacién de la
secuencié nucleotidica del genoma de dos cepas de astrovirus humano (9, 35)
condujo al desarrollo de ensayos todavia rﬁés sensibles para su deteccion, tal
como la transcripcion reversa seguida de la reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) (10, 24).

Se han identificado ocho serotipos de astrovirus humano basados en su
reactividad con anticuerpos policlonales, mediante inmunomicroscopia
electronica, ensayos de inmunofluorescencia (IFA), neutralizacién, ensayos
inmuno enzimaticos (ELISA) y analisis de secuencia o genotipificacion (5, 8,
11, 12). El serotipo 1 (AstV-H1) es el mas frecuentemente encontrado (12, 28),
mientras que el serotipo 8 (AstV-H8), se considera raro ya que solo se han
aislado algunas cepas en el mundo [en Reino Unido, Australia, Uganda,

Ghaza y México, revisado en (3, 28)); sin embargo, se ha considerado que



este serotipo podria ser mas comin de lo que se considera actualmente y
podria representar un tipo emergente (28).

En 1981 se logr6 cultivar astrovirus humanos en células de rifion de
embrion humano (HEK), con su posterior propagacién en una linea celular
derivada de epitelio de riién de mono rhesus (LLCMK2) en presencia de
tripsina en el medio de cultivo (13). El aislamiento directo de los astrovirus a
partir de muestras clinicas se reporté mas tarde usando una linea celular de
carcinoma de colon humano, denominada CaCo-2 (20, 36), lo que permitié un
aislamiento rapido y la posterior propagacion de astrovirus de tipo silvestre,

provocando un avance en el conocimiento de la biologia del virus.

E! primer estudio de astrovirus, mediante microscopia electrénica,
reportd que las particulas virales de astrovirus muestran un tamaiio estimado
de 28 nm de didmetro, y que poseen una estructura en forma de estrella en su
superficie a lo que deben su nombre, revisado en (20); sin embargo, en
estudios mas recientes se observé que soélo el 10% de los viriones exhiben
esta morfologia y que la presencia de la estructura en forma de estrella podria
corresponder a particulas virales inestables, estableciendo que la mayoria de
las particulas virales contienen una capside icosahédrica de 41 nm de
diametro, con espiculas en la superficie (29). Mediante técnicas de
criomicroscopia electronica, las particulas de astrovirus se observan de un

tamafio uniforme con espiculas en {a superficie (figura 1) (21).

Los astrovirus pertenecen a la familia Astroviridae; su clasificaciébn como
una familia independiente dentro del grupo de virus de RNA de cadena sencilla
y polaridad positiva se establecio con base a la secuencia y organizacién de
su genoma (9, 15, 26). Los viriones no tienen envoltura, es decir, no poseen
membrana, y estan formados por una cubierta protéica que envuelve al
genoma. Su genoma es infeccioso, es decir, puede funcionar como RNAm para

iniciar una infeccion productiva (9, 26).



Figura I. Microscopia electronica de astrovirus. Reconsiruccion en lercera dimension
de imagenes obtenidas a partir de criomicroscopia electronica, donde se muestran las

espiculas de la cdpside (2]).



El genoma de astrovirus tiene un tamafio aproximado de 7 Kb, contiene
una cola poly (A) de 31 nucledtidos (nt) en el extremo 3' y una region no
traducida (RNT) de aproximadamente 80 nt en ambos extremos (9, 35). El RNA
gendmico contiene tres marcos abiertos de lectura, denominados ORF1a, ORF
1b y ORF 2, y cada uno de ellos codifica para una poliproteina (figura 2).
Mediante analisis de la secuencia del ORF1a y 1b se han predicho los
productos de su traduccién, éstos poseen motivos indicativos de proteinas no
estructurales. El producto predicho de la traduccién del ORF1a contiene un
motivo de serin proteasa, una sefial de localizacién nuclear (SLN) y regiones
que predicen hélices transmembranales, mientras que el producto predicho de
la traduccion del ORF1b incluye un motivo de RNA dependiente de RNA
polimerasa. Se piensa que la serin proteasa es responsable de, al menos,
parte del procesamiento de la poliproteina no estructural (ver adelante). La
SLN, no se sabe si es funcional durante la replicacién viral, sin embargo
cuando se ha fusionado a una proteina reportera (GFP), la dirige al ntcleo. En
cuanto a las hélices transmembranales se localizan corriente arriba de la
proteasa y podrian estar involucradas en el anciaje del complejo de repiicaciéon

del RNA viral a la membrana.

ORF 2 6759
—naaa

RNT
(85)

Figura 2. Organizacion del genoma de AstV-H. Se muestra de manera esquemadtica la
localizacién de las regiones no traducidas (RNT), de las hélices transmembranales
(HT), la proteasa (Pro), la sefial de localizacién nuclear (SLN) y la polimerasa (Pol)
(9). '



Los ORFs 1a y 1b estan en marcos de lectura diferentes, y la traduccion
de ambos se lleva a cabo utilizando como templado al RNA genémico. Se
pueden sintetizar dos proteinas, una que es producto de la traduccion del ORF
1a exclusivamente, y la otra, como una proteina de fusion entre el ORFlay el
ORF1b, mediante un mecanismo de cambio de fase; este cambio de fase
durante la traduccién se lleva a cabo gracias a una sefial que consiste de un
heptanucleétido ( A AAA AAC) seguido de una estructura de tailo-asa (figura 3)
localizada al final del ORF1a (9). Se cree que el procesamiento de la
poliproteina codificada por estos ORFs a proteinas mas pequefias se lleva a
cabo mediante la proteasa viral, codificada en el ORF1a, aunque se
desconocen los productos finales de ese procesamiento (16, 17, 19).

Ll
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Figura 3. Cambio de fase: Este mecanismo se lleva a cabo durante la traduccion
gracias a una sefigl que consiste de un heptanucledtido ( A AAA AAC) seguido de una

estructura de tallo-asa (9).




E! ORF 2, ubicado hacia el extremo 3’ del genoma, codifica para una
proteina precursora de la capside del virus (9, 15, 26, 27, 35), y su traduccion

es a partir de un RNA subgenémico (RNAsg) que es colinear con el extremo 3’
del RNA genémico y que se produce durante el ciclo de replicacion a niveles
mas altos que el RNA genémico (27). El RNAgg es de aproximadamente 2, 500

nuclestidos (nt) y tiene las siguientes caracteristicas: (I) Una regidn no
traducida (RNT) en el extremo 5’ de 11 nt; (f) un marco de lectura abierto de
aproximadamente 2,300 nt; (lil) una RNT de 85 nt en el extremo 3'; y (IV) una

secuencia de poli A en el extremo 3'.

En la figura 4, se esquematizan los procesos de transcripcion y
replicacion del RNA viral, basados en estudios con virus con genomas
similares ya que en el caso de astrovirus poco se conoce al respecto.
Inicialmente, sélo la regién del extremo 5’ del RNA genémico se traduce para
producir las proteinas no estructurales. La funcién de estas proteinas es
replicar el RNA gendmico para sintetizar una cadena de {a misma longitud pero
de polaridad negativa, y ésta, a su vez, sirva como templado para la sintesis de
dos moleculas de RNA de polaridad positiva de distintos tamarios: el RNA

gendmico, que sirve para sintetizar mas proteinas no estructurales y para
encapsidarse, y el RNAgq, que contiene el ORF2, y que servira como templado

para sintetizar Ia poliproteina precursora de ia capside (30).

A partir de la sequencia del ORF2, se predice que el producto primario
de su traduccién es una poliproteina de 796 amino acidos con un peso
molecular entre 86 y 90 kDa (9, 26). Esta poliproteina se ha encontrado
asociada a celulas y parece ser susceptible a {a digestién_por proteasas (2,
27).
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(A)
2777 4330
(+) 83 6674
M gy
! ) 2843 l 4146 (7 kb)
(B)
2777 4330
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Figura 4. Transcripcion y Replicacion del RNA viral. a) Genoma, de
polaridad positiva; b) Antigenoma, de polaridad negativa, y ¢) Subgenémico

(Sg), de polaridad positiva (30).
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En base a la homologia de la secuencia del ORF2 entre cepas
humanas que pertenecen a diferentes serotipos, se ha predicho que el
producto primario de este ORF contiene al menos dos dominios. El primer
dominio localizado en el extremo amino de la proteina, es muy conservado
(identidades mayores al 81%) y comprende del amino acido 1 al 415; este
dominio posee dos regiones variables que van del residuo 292 al 319 y del 386
al 399 (22, 34). Por su grado de conservacion, se piensa que este dominio
tiene una funcion estructural importante en la particula ensamblada. Dentro de
esta region conservada, existe una regién rica en amino acidos basicos
[principalmente argininas (Arg) y lisinas (Lys), entre los residuos del 20 al 71).
El segundo dominio, que va del amino acido 416 hasta el final de la proteina,
es muy variable entre los diferentes serotipos con identidades menores al 60%
(22). Este dominio a su vez se ha dividido en dos regiones: una que comprende
los residuos 425 al 688, que es relativamente variable y en la que se han
mapeado epitopes neutralizantes (31); y otra que incluye los residuos 688 al
782, que es la mas variable de todas; en esta dltima region se pueden
identificar deleciones e inserciones, las cuales se han propuesto como
importantes en los mecanismos que utiliza el virus para adaptarse a diferentes

condiciones, incluyendo al huésped (34).

Lee y Kurtz fueron los primeros en propagar los AstV-H en cultivos
celulares, y demostraron que la tripsina se requiere en el medio para mantener
la replicacion viral. Se sabe que la tripsina puede facilitar la liberacion del virus
a partir de las células infectadas, y ademas, que provoca el procesamiento del
precursor protéico de la capside hacia proteinas mas pequefias (13, 27),
aunque poco se conoce sobre este procesamiento. Algunos autores han
analizado la composicién protéica de la capside de AstV-H de diferentes
serotipos y han observado diversas proteinas con pesos moleculares que van
de 20 a 90 kDa (cuadro 1), lo cual revela la dificultad para establecer

claramente los productos finales del procesamiento de la capside.
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Bass y Qiu reportaron que el producto primario del ORF2 que
corresponde a una poliproteina de 87 kDa sufre un corte intracelular en el
aminoacido Arginina 70 (Argy) para originar una poliproteina de 79 kDa
(denominada VP79), que se ensambla en el virus (2). Sin embargo, en un
estudio posterior, Geigenmiiller encontré que la regién que incluye los amino
acidos 11 al 54 se conserva en la proteina estructural madura y que ademas es
necesaria para mantener la infectividad de astrovirus (comunicacién personai,
Geigenmiiller, Ute; Stanford University, CA.). '

La proteina de 79kDa que detectaron Bass y Qiu se encuentra en el
virus purificado obtenido a partir de cultivos libres de tripsina; sin embargo, en
presencia de tripsina, VP79 se procesa para generar proteinas de 26, 29 y 34
kDa (2). Proteinas de 26 y 29 kDa (VP26 y VP29) se han detectado en
diferentes cepas de astrovirus, sin embargo, solamente se han caracterizado
las proteinas derivadas de una cepa de serotipo 2 encontrando que el
procesamiento en el residuo 362 de la poliproteina genera el extremo amino de
VP29, mientras que VP26 inicia en el residuo 394, de manera que VP29
representa una version mas larga de VP26, con 33 amino acidos extra en su
extremo amino terminal. Sanchez Fauquier sugirié que algunos polipéptidos,
con pesos moleculares de 62 y 50 kDa, podrian representar precursores de
VP26 (31). Por ofro lado, Bass y Qiu encontraron que una proteina de 29 kDa
inicia en el residuo 395 en una cepa de serotipo distinto a! utilizado por
Sanchez-Fauquier (2).

Las proteinas reportadas por Bass y Qiu, y por Sanchez-Fauquier como
productos finales del procesamiento de la proteina de la capside de la particula
viral no concuerdan con el tamafio estimado de ésta, ya que VP26 y VP29
comparten el extremo carboxilo, con una diferencia entre ellas de 33 amino
acidos, de manera que la suma de los pesos moleculares de las proteinas de

34 y 29kDa, no representa el tamafio total de la proteina que conforma la
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particula viral sin tratar con tripsina, sugiriendo que se podrian estar
produciendo polipéptidos adicionales que aln no se han identificado. Debido a
la discordancia que existe en la literatura en cuanto a la composicion protéica
de los astrovirus humanos, en este trabajo se analiz6 la composicion protéica
de la capside de una cepa de astrovirus humano, mediante ensayos de
inmunodeteccion con sueros especificos, asi como la via por la que se

obtienen los productos finales por tratamiento del virus con tripsina.
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Cuadro 1. Polipéptidos de AstV-H reportados por distintos autores y las condiciones de

crecimiento en que se ha encontrado. (* observaciones).

Polipétidos Polipéptidos
Serotipo Condiciones asociados a observados Referencia
del virus de la fraccidn después del
analizado crecimiento celular tratamiento
con tripsina
. 20, 29, 31 kDa
Serotipo 2 Suero 90 kDa * lisado mas Monroe,
tripsina in vitro 1991
@7)
86, 62, 50, 35, 26, 29, 32 kDa Sanchez,
Serotipo 2 Tripsina 29, 26 kDa * sobrenadante y 1994
virus purificado (31
90, 42, 2 (33),
Serotipos 1-7 Tripsina 25-28 kDa Belliot,
* parcialmente 1997
purificado (3)
87 kDa 26, 29, 34 kDa
* virus
Serotipo 1 Suero purificado Bass,
* 79 kDa mas tripsina in 2000
* sobrenadante, vitro 2)
fraccion celulary | * virus
virus purificado purificado
(crecido con

tripsina)
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Cepa Yuc 8

En un estudio Hlevado a cabo en México recientemente, en el laboratorio
de Virologia del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, se encontrd que seis
serotipos de astrovirus humano (1-4, 6 y 8) estubieron presentes en diferentes
regiones del pais (Resultados no publicados). Una cepa de astrovirus humano
de esta coleccion (denominada Yuc8) se adapto al cultivo en la linea celular
CaCo-2 y se ha caracterizado. La clonacion de su genoma permitié expresar
diferentes regiones de! mismo como proteinas de fusién a la enzima glutation-

S-transferasa (GST) para generar sueros especificos contra el virus.

ORF2
(VP79-AstV-H1) (VP29-AstV-Hl1)
}170 R394
e W77/
B R395 782 aa
(VP26-AstV-H2)
R361
(VP29-AstV-H2)
Bl E3(386-
(3-208) E2009-341) (a6
/=

Figura 5. Diagrama de la poliproteina codificada por el ORF2 y las proteinas recombinantes
de astrovirus. El ORF2 estd representado por el rectdngulo superior, mientras que las
proteinas recombinantes asi como el péptido KSN estan representados por los recuadros
inferiores. El diagrama muestra la posicion relativa de las proteinas recombinantes del virus
Yuc8. La proteina El incluye los amino dcidos 3 al 208, E2 del 209 al 341 y E3 del 386 al 594,
y el péptido KSN que va del residuo 4 al 20. La regicn conservada se muestra sombreada, y las
zonas variables, rayadas. Se sefialan los residuos de arginina (R) identificados por Bass (2) y
Sanchez Faugquier (31) como sitios de corte en la poliproteina precursora de AstV-Hi y HastV-

H2 y los productos que se generan de estos cortes.
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En el laboratorio de Virologia del Instituto de Biotecnologia de la UNAM
se contaba con los plasmidos que expresan las proteinas de la cepa Yuc8 de
astrovirus en el vector pGEXAT (Pharmacia, USA) descritas en la figura 5. Las
proteinas recombinantes sintetizadas se denominaron E1 (que incluye los
amino acidos 3 al 208 del ORF2), E2 (amino acidos 209 al 341), y E3 (amino
acidos 386 a 594). Un péptido sintético, con la secuencia
KSNKQVTVEVSNGRNRC (denominado KSN), que corresponde a los amino
acidos 4-20 del ORF2 acoplado a KLH también se utilizé como inmunégeno.
Para generar los sueros contra estas proteinas, aproximadamente 100pg de
cada proteina o péptido se utilizo para inocular conejos por via subcutanea y el
suero se colecté después de 4 inoculaciones a intervalos de 2 semanas. Los
sueros obtenidos de esta manera por investigadores del laboratorio antes
mencionado, se utilizaron en este trabajo para mapear los productos del

procesamiento de {a proteina precursora que conforman al virion.
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Planteamiento del problema:

Debido a que existen discrepancias respecto a las proteinas
ensambladas en astrovirus humano, asi como en los productos que resultan
del tratamiento del virus con tripsina, en el presente trabajo analizamos las
proteinas contenidas en particulas purificadas antes y después del tratamiento

con esta enzima utilizando anticuerpos especificos.

OBJETIVOS

Objetivo General: )
Determinar el procesamiento proteolitico de la poliproteina codificada
por ORF2 de ia cepa de Astrovirus Humano de serotipo 8 (Yuc8) aislada

en México.
Objetivos Particulares:

a) ldentificar el producto primario del ORF2 y posible procesamiento

intracelular de éste.

b) Identificar la via y los productos del procesamiento del producto
primario del ORF2 por el tratamiento del virus con tripsina, mediante
sueros policlonales dirigidos contra proteinas recombinantes que

representan regiones especificas del ORF 2.

c) Determinar la relacion que hay entre las proteinas que resultan del

tratamiento del virus con tripsina y el nivel de infectividad.
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MATERIALES Y METODOS

Virus y células.- Se utilizaron células de carcinoma de colon humano,
denominadas CaCo-2, las cuales se cultivaron en monocapa bajo una
atmoésfera de 5% de CO? a 37°C con Medio Minimo Esencial (sales de Eagle)
(MEM), suplementado con glutamina (2mM), 1000 unidades/ml de penicilina,
10pg/ml de estreptomicina, y 15% de suero fetal bovino. Se utilizé la cepa de
astrovirus denominada Yuc8, previamente adaptada a crecer en células CaCo-
2, en el laboratorio de Virologia del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Los
pases del virus utilizados fueron del 7 al 11 (es decir, que provenian de 7 a 11
ciclos de reinfecciones de células CaCo-2). Para la propagacion del virus, las
células se lavaron dos veces con MEM vy se infectaron con Yuc8 previamente
tratado con 10 pg de tripsina/mi durante treinta minutos a 37°C. La adsorcién
del virus a las células fue de 1 hora a 37°C, el inéculo se removid, las células
se lavaron y se afiadi6 MEM, con una concentracion de tripsina de 3.3 pg/mi.
Las células infectadas se incubaron a 37°C y se cosecharon a 72 horas post-
infeccion o hasta que se observd efecto citopatico, que se midié por la

superficie de la monocapa de células desprendidas (37).

Purificacion de Yuc8.- El lisado total de células CaCo-2 infectadas con
Yuc8 se congeld y descongeld 3 veces y se centrifugd a 25 000 rpm durante 4
horas (rotor Beckman SW28). Durante la purificacion, todos los pasos se
realizaron a 4°C. El pellet se resuspendié en buffer TNE (50 mM Tris pH 7.4,
0.1 M NaCl, 10 mM EDTA.2Na), y se hizo una extraccién con un volumen igual
de Genetron (trichlorotrifluorometano; Cydsa11/Quimiobasicos); el
sobrenadante se colect6é después de una centrifugacion a 6000 rpm durante 30

minutos ( rotor Brinkmann 16F6-38). Este sobrenadante se centrifugé a 40 000
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rpm durante 2 horas (rotor Beckman SW50.1) para obtener el virus en la
pastilla, la cual se resuspendié en 500 pl de buffer TNE y luego se coloco en
una solucién de cloruro de cesio con una densidad inicial de 1.36 (2.46g de
Cloruro de Cesio en 5 mi de TNE). El virus se separ6 de acuerdo a su densidad
después de centrifugar de 16 a 18 horas a 35 000 rpm (rotor Beckman
SW50.1), y se observé como una banda opalescente la cual se colecté por
puncién. Para eliminar el CsCl, ia muestra extraida del tubo se aforé a 5 mi en
buffer TNE y se centrifugd a 40 000 rpm por 2.5 horas (rotor Beckman
SW50.1). Finalmente, la pastilla de particulas virales se resuspendi6é en 200yl
de TNE y se almacené a 4°C hasta su uso (37).

Inmunofluorescencia.- Con la finalidad de determinar el nivel de
infectividad del virus purificado y tratado con tripsina, asi como la localizacién
intracelular de las proteinas de la capside se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia, que se describen a continuacion. Células CaCo-2 se
crecieron en cubre objetos de vidrio y se infectaron como se describi6
previamente. 16 a 18 horas post-infeccion, las células se lavaron con PBS-
NH,CI 50mM (PBS: 0.8% NaCi , 0.02% KCI , 0.115% Na,HPO, , 0.024%
KH,PO4 ; pH 7.4) y se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Las células se permeabilizaron con 0.05% de Triton
X100 en PBS-BSA1%- NH,Cl 50mM [BSA: Albumina bovina; ( Fraccion V,
GIBCO))], durante 15 minutos a temperatura ambiente, y se bloquearon durante
1 hora con PBS-BSA1%-NH,CI 50mM. Se utilizaron los sueros dirigidos contra
las proteinas recombinates de astrovirus (descritas en los antecedentes) como
anticuerpos primarios (dilucion 1:100, en PBS-BSA 0.1%- NH,CI 50mM )
incubandolos durante 45 minutos a temperatura ambiente; para la deteccion se
utilizé un anticuerpo secundario conjugado con Alexa (cabra anti-conejo IgG-
Alexa488 o conejo anti-raton IgG-Alexa488, Molecular Probes) a la misma
dilucion que el primer anticuerpo. Las células se lavaron cuatro veces con
PBS-NH,C! 50mM después de cada incubacion. La infectividad de Yuc8
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purificado se determiné mediante cuantificaciébn de células infectadas
detectadas por inmunofluorescencia, y se reporté como unidades de focos
fluorescentes por mililitro (FFU/ml). La localizacion intracelular de las proteinas
de la capside se determind mediante analisis de imagenes de fluorescencia.
Las imagenes de la fluorescencia se registraron en un microscopio confocal
(BioRadMRC-600) (37).

Digestién del virus con tripsina y analisis de proteinas.- El virus
purificado se traté con diferentes concentraciones de tripsina (Worthington), 0,
0.1, 1, 10, 100, 200 y 400 pg/ml durante 1 hora a temperatura ambiente. Cada
muestra tratada se dividi® en cinco fracciones y se utilizé de la siguiente
manera: una fraccion se us6é para el ensayo de infectividad anteriormente
descrito, realizando varias diluciones (102,102, 10*) en MEM sin suero para la
titulacion del virus (este ensayo se realiz6 inmediatamente después del
tratamiento con tripsina para evitar inactivacion del virus debido a periodos de
incubacion prolongados); las otras cuatro fracciones se corrieron en cuatro
geles de poliacriltamida para electroforésis (SDS-PAGE) y posteriores ensayos

de inmunodeteccion (37).

Electroforesis en gel de Poliacrilamida.- Las 4 muestras de virus
purificado y tratado con tripsina, asi como proteinas totales de células
infectadas con Yuc8 cosechadas a 24, 48 y 120 horas post-infeccion se
analizaron en geles discontinuos de acrilamida-SDS (SDS: dodecil sulfato de
sodio) en buffer tris-glicina. Las muestras se corrieron a 15mA en el gel
concentrador (4.3% Tris {pH 6.8}, 4% acrilamida, 0.1% bisacrilamida, 0.066%
de SDS, 0.1% de Persulfato, 0.46% de Temed) vy la electroforésis se continud
a 20mA hasta que la muestra sali6 del gel separador (20% Tris {pH 8.8}, 12.5%
acrilamida, 0.33% bisacrilamida, 0.1% SDS, 0.03% Persulfato, 0.1% Temed).
Un pozo del gel de poliacriimida se utiliz6 anicamente con la concentracion

mas alta de tripsina utilizada para la digestién del virus como control.
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Posteriormente, de los 4 geles con las muestras de virus purificado, uno
se tifid con plata, y los restantes (excepto los tratados con 200 y 400pg/ml de
tripsina), asi como los geles de proteinas totales de células infectadas con

YucB, se utilizaron para el analisis de inmunobiot (37).

Tincién de plata.- Se fij6 el gel por 1 hora a 37°C o toda la noche a 4°C
en una solucion de 50% Metanol, 37% Acido acético, 0.05% Formaidehido, y
se lavd tres veces, de 20 minutos cada lavado, con Etanol al 30%.
Posteriormente se pretraté sumergiéndolo durante 1 minuto en una solucién
0.02% Tiosulfato de Sodio, y se lavo tres veces en agua durante 20 segundos
cada lavado. Para teiiirlo, se incub6 durante 20 minutos en una solucién 0.2%
Nitrato de plata, 0.075% formaldehido, y se lavé dos veces con agua durante
20 segundos cada lavado. Para desarrollar la tincion, el gel se incubd en una
solucién de 6% Carbonato de sodio, 0.05% Formaldehido, y 2% Tiosulfato,
hasta que las bandas se observaron claramente, y el gel se lavé dos veces con
agua, con el primer lavado rapido, y el segundo durante 2 minutos. Para
detener la reaccion se incubd el gel durante 10 minutos en una soluciéon con
50% Metanol, 12% Acido acético. Y finalmente, para su almacenamiento se
dejé en 7% Acido acético, 7% metanol, y 1% glicerol, durante toda la noche,

antes de secar (37).

Inmunoelectrotransferencia.- Las proteinas separadas en los geles se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, a 50 volts durante 1 hora en
buffer CAPS [CAPS 10 mM -ciclohexilamino-1-acido propanesulfénico- (pH
11), 10% Metanol]. Con la finalidad de verificar que la transferencia se realizd
bien, las membranas de nitrocelulosa se tifieron con Ponceau S -tifie proteinas-
(0.1% Ponceau, en 5% Acido acético). Depués se destifieron con agua
destilada varias veces y se sefalaron los marcadores de peso molecular. Para
bloquear, las membranas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente
con leche descremada en polvo al 5% en PBS-Tween (Tween 0.2% en PBS),
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posteriormente se lavaron una vez con PBS-Tween y se incubaron durante 1
hora a temperatura ambiente con los sueros dirigidos contra las proteinas
recombinates de astrovirus (descritos en los antecedentes) como anticuerpos
primarios (dilucion 1:3000.en leche 0.5% en PBS-Tween); luego se lavaron 3
veces con PBS-Tween, 2 veces de 5 minutos cada una y 1 de 10 minutos;
posteriormente se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con un
anticuerpo conjugado dirigido contra IgG de conejo o contra igG de raton
acoplado a peroxidasa de rabano (New England Nuclear, NEN) (dliucién
1:3000 en leche 0.5% en PBS-Tween), se repitieron los tres lavados, y
posteriormente el antigeno se detecté con el reactivo quimioluminiscente de
Western blot (Reinassance, NEN Life Science Productos) (37).

Anélisis de la secuencia de las proteinas.- Las particulas virales
purificadas se trataron con 10 y 200 pg/ml tripsina. Posteriormente las
muestras se separaron en geles discontinuos de acrilamida-SDS, que se
dejaron polimerizar toda Ia noche a temperatura ambiente, y se transfirieron
durante una hora a 50 volts a una membrana PVDF (polyvinyldene fluorided;
PVDF-Plus 0.1 pm, OSMONICS) en buffer CAPS. Todos los reactivos se
prepararon en el momento de su utilizacion y se filtraron a través de una
membrana de 0.22 pm. Las proteinas que se transfirieron se detectaron
mediante tincién con Ponceau- S, se cortaron de la membrana, se lavaron con
agua milliQ y se secaron en un ambiente libre de polvo. La secuenciacién
amino terminal de cada una de las proteinas se realiz6, mediante degradacion
de Edman, por Harvard Microchemistry Facility (Harvard University). VP70 se
obtuvo a partir de una muestra que no habia sido tratada con tripsina; VP28, de
una muestra tratada con 10 pg/ml de tripsina, y VP34, VP27 y VP25, de una

muestra tratada con 200 pg/mi de tripsina (37).
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RESULTADOS

Procesamiento asociado a célula.- Con la finalidad de identificar el
producto primario del ORF2 y el posible procesamiento intraceiular de éste, se
analizaron las proteinas de células infectadas con Yuc8 cosechadas a 24, 48 y
120 horas postinfeccién. El analisis se hizo por inmunoblot revelado con los
sueros dirigidos contra las proteinas recombinantes de astrovirus previamente
mencionados. Los sueros anti-E2 y anti-E3 reconocieron dos proteinas con
pesos moleculares de 90 y 70kDa, (nombradas con el prefijo VP)
respectivamente, en células infectadas, pero no en células sin infectar. Como
se observa en la figura 6, VP90 es la que se detecta primero (a las 24 horas
post infeccion), mientras que VP70 parece ser un producto del procesamiento
de VP90, ya que aparece a tiempos posteriores de infeccion (120 horas post

infeccién).

Las proteinas de bajo peso molecular, detectadas con ambos antisueros,
parecen ser proteinas no virales, ya que son reconocidas también en el control

de células no infectadas.

Los sueros anti-E1 y anti-KSN detectaron las mismas proteinas virales
que anti-E2 y anti-E3 (resultados no mostrados). Sin embargo, la proteina de
aproximadamente 20 kDa, que representaria el producto restante del
procesamiento de VP90 a VP70, no se detectdé con ninguno de los sueros

dirigidos contra las proteinas recombinantes de astrovirus.
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Figura 6. Inmunoblot de proteinas totales de células. Sueros dirigidos contra proteinas

recombinantes de Yuc8, reconocen una proteina de 90 y una de 70kDa en células
infectadas con Yuc8. El carril C corresponde al control de proteinas de células no

infectadas, y los tres carriles restantes a proteinas de células infectadas con Yuc8

cosechadas a 24, 48 y 120 horas postinfeccion (hpi).
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La Infectividad de las particulas virales purificadas se incrementa
por tratamiento con tripsina.- Con la finalidad de analizar si VP70 era
equivalente a la proteina de 79 kDa ensamblada en AstV-H1 (2), purificamos
particulas de astrovirus Yuc8 mediante gradientes de cloruro de cesio, y
analizamos su composicion proteica. Las particulas purificadas de astrovirus
Yuc8 contienen exclusivamente VP70 (figura 7A ), y no una proteina de 79
kDa, que previamente se habia identificado en las particulas maduras de AstV-
H1 (2). Las particulas que contienen VP70 poseen una baja infectividad, la cual
se incrementé hasta mas de 100 veces cuando el virus se traté con mas de
100ug/ mi de tripsina. Durante este proceso de activacién de la infectividad de
Yuc8 observamos que VP70 se va cortando gradualmente hasta tener como
productos finales tres protreinas con pesos moleculares de 34, 27 y 25 kDa,

(figura 7A) condiciones en las que existid la mayor infectividad (figura 7B).

Los productos de VP70 que aparecen primero por el efecto del
tratamiento con tripsina de las particulas virales son proteinas de 41, 38.5, 35,
34, 28, 27, 26 y 25 kDa (figura 7A lineas correspondientes a 10 y 100ug/ml),
para finalizar en las proteinas VP34, VP27 y VP25 a concentraciones de
tripsina mayores de 200pg/mi (figura 7A, lineas correspondientes a 200 - 400
ug/mi). Como se observa en la figura 7B, en estas condiciones es cuando el

virus esta totalmente activado.

Figura 7. La composicion protéica y la infectividad de Yuc8 se modifican por el
tratamiento con tripsina. Las particulas purificadas de Yuc8 se tratan con 0 a 400ug/ml
de tripsina, y los productos resultantes se detectaron por A) Tincién de geles de
poliacrilamida con nitrato de plata, cuya  B) Infectividad se determiné mediante un
ensayo de inmunofluorescencia. El carril marcado con la letra C corresponde al control

de tripsina séla (400ug/mi).
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Identificacion de los productos de VP70.- La presencia de diferentes
productos de VP70 a diferentes concentraciones de tripsina, durante la
activacion del virus, sugirié que este proceso debia estar regulado de manera
que los cortes proteoliticos que ocurren no fueran simultaneos. Para identificar
los distintos productos y analizar la via por la que estos se generan realizamos
experimentos de inmunodeteccion utilizando los sueros contra las proteinas
recombinantes de astrovirus, mencionados con anterioridad. La figura 8
muestra estos resultados. Los primeros productos generados fueron VP41 y
VP28 (observados a 0.1 y 1 yg de tripsina/ml), que representan los extremos
amino y carboxilo terminal de VP70, respectivamente ya que VP41 fue
reconocida por el suero anti-KSN (figura 8A), anti-E1 (resultado no mostrado), y
anti-E2 (figura 8B), mientras que VP28 fue detectada por anti-E3 (figura 8C). A
mayores concentraciones de tripsina, VP41 desaparecioé para originar VP38.5,
VP35 y VP34. Todas estas proteinas fueron reconocidas con el suero anti-KSN
(suero dirigido contra los residuos 4-20), por lo que parecen ser resultado del
procesamiento de VP41 en su extremo carboxilo (figura 8A). VP28 fué
posteriormente procesada a VP27 y VP25, lo cual se concluy6é porque todos
estos productos fueron reconocidos por el suero anti-E3 (figua 8C). Una
proteina de 26 kDa que no fue reconocida por este suero, se observé cuando
el virus se tratdé con 10ug/mi de tripsina pero no estuvo presente a mayores
concentraciones de tripsina (figura 7A, linea correspondiente a 10ug/ml).

Con la finalidad de conocer los sitios exactos de los cortes con tripsina
que generan las proteinas identificadas, se determind la secuencia amino-
terminal de las proteinas VP?O, VP34, VP28, VP27 y VP25. VP70 y VP34
resultaron tener blogueado el extremo amino-terminal, o que apoya ia idea de
que las proteinas que derivan de VP41 comparten el extremo amino de VP70.
Las proteinas VP28 y VP27 contenian la secuencia QSNRVRTTLQFT,
indicando que el corte en el residuo Arg sg; las originaba y que, por lo tanto,
deben diferir en su extremo carboxilo. La proteina VP25 contenia la secuencia
SIPEPGEQFRVL indicando que es el resultado del corte en el residuo Arg ..
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Las poliproteinas estructurales de Yuc8 se localizan en una regioén
perinuclear de células infectadas.- Debido a que tanto la poliproteina
estructural como la no estructural de astrovirus contienen secuencias que
podrian funcionar como sefiales de localizacion nuclear en el proceso de
replicacién/encapsidacion del virus, analizamos la distribucioén de la proteina
estructural en células infectadas, por inmunofluorescencia con los sueros
contra las protefnas recombinantes de Yuc8. El hecho de que estos sueros
reconocieran VP90 y VP70 en lisados celulares (figura 6), coincide con el
hecho de que todos ellos produjeron el mismo patrén de tincién en células
infectadas. La proteina estructural se localizé principalmente en el &rea
perinuclear (figura 9), y no en el nicleo, lo que sugiere que la sefal de

localizacion nuclear en este ORF2 no es funcional.

Figura 9. Las proteinas estructurales se localizan principalmente en el drea
perinuclear. Las células CaCo-2 se infectaron con Yuc8 y se tifleron mediante

inmunofluorescencia con el suero anti-E2, 68 horas post-infeccion.
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DISCUSION

Aunque existen varios reportes respecto a la composicién de la capside
de AstV-H, no es claro hasta ahora que proteinas son las que conforman al
virion maduro. Las proteinas mas frecuentemente reportadas son proteinas de
34, 29 y 26 kDa, sin embargo, ya que las Gltimas dos comparten el extremo
carboxilo, la suma de los pesos moleculares de VP34 y VP29 no esta de
acuerdo con el tamafio de la poliproteina precursora. Con la finalidad de
identificar el producto primario codificado por el ORF2 de AstV-H8, asi como la
ruta de su procesamiento, en este trabajo analizamos las proteinas
estructurales del virus, utilizando sueros hiperinmunes de conejo especificos
contra diferentes regiones del ORF2 (figura 5). Nuestro trabajo, es el primero
en el que se utilizan sueros dirigidos contra diferentes regiones de la
poliproteina precursora, por lo que pudimos identificar todas las proteinas que
derivan de ella, con excepcion del producto de aproximadamente 20 kDa del
extremo carboxilo; en estudios previos, se han utilizado anticuerpos
monoclonales para identificar los productos, por lo que su identificacion se ha
limitado a proteinas que contienen epitopes inmunodominantes en la particuia

viral.

Una proteina de 90 kDa (VP90) cuyo peso se ajusta al peso molecular
predicho para el producto primario del ORF2 (87.5 kDa), se observé en células
infectadas, por lo que, seguramente, esta proteina representa el producto
primario. VP90 sufre un procesamiento para generar una proteina de 70 kDa
que se ensambla en la particula viral, por lo que funcionalmente, parece
comresponder a la proteina de 79 kDa ensamblada en AstV-H1 (2). Sin

embargo, estas proteinas son diferentes, ya que el producto primario de AstV-
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H1 se corta en el residuo Arg 7, mientras que en el caso de Yuc8, VP70 resulta
del procesamiento de VP90 en su extremo carboxilo, ya que ambas (VP90 y
VP70) reaccionan con un suero dirigido contra la region que incluye los amino
acidos 4 al 20 (ver adelante). Asi, VP90 y VP70 comparten el extremo amino
que corresponde a secuencias ricas en residuos basicos, especificamente
residuos de Arg. Secuencias ricas en Arg estan presentes en proteinas que
constituyen la capside de diferentes virus, y se ha visto que estos dominios son
necesarios para la union especifica al RNA y para la encapsidacién de éste (1,
32). Estas observaciones apoyan la idea de que la regién amino terminal de
VPSY0 se conserve en la proteina que se ensambla en la particula viral, lo cual
estd en desacuerdo con lo que Bass y Qiu (2) sugirieron, en el sentido de que
el corte en el residuo 70 facilitaria la asociacion del genoma viral con la
capside durante la maduracién del virus. El procesamiento de VP390 a VP70, en
el caso de Yuc8, parece estar asociado a la célula, sin embargo, se desconoce
el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo este procesamiento. En cuanto
al producto del extremo carboxilo de VP90, de aproximadamente 20 kDa, no se
pudo detectar en el presente trabajo por falta de anticuerpos dirigidos contra

esa regién.

Se ha reportado que el tratamiento de astrovirus con tripsina origina
diferentes polipéptidos (2, 3, 27, 31), cuyos pesos moleculares varian
ligeramente entre los diferentes serotipos de astrovirus. En el caso de Yuc8,
encontramos que el virus purificado contiene una sola proteina de 70kDa
(VP70), que al ser tratado con tripsina origina polipéptidos con pesos
moleculares entre 25 y 41 kDa. El tratamiento del virus con tripsina
correlaciond con el incremento en su infectividad. El hecho de que particulas
purificadas de Yuc8 crecido en presencia de tripsina contienen exclusivamente
VP70 sin procesar, a diferencia de AstV-H1 en que el virus crecido en
presencia de tripsina contiene los productos del procesamiento se podria

explicar porque la concentracion de tripsina requerida para la activacién total
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de Yuc8 y, por lo tanto, para el procesamiento de VP70, es mayor que la
reportada para AstV-H1 (31). A pesar de que no se detectaron productos
pequefos en el virus purificado, es probable que VP70 esté parcialmente
procesada, ya que Yuc8 posee una infectividad basal de aproximadamente 10*
uffimi.

El tratamiento del virus Yuc8 que contiene VP70 con tripsina revelé que
el procesamiento de VP70, es gradual. El primer corte de VP70, a 0.1ug/mi de
tripsina genera las proteinas VP41 y VP28, que corresponden a los extremos
amino y carboxilo, respectivamente. En estas condiciones, la infectividad se
mantiene igual que la infectividad del virus en el que VP70 no esta cortada.
Posteriormente, VP41 se procesa parcialmente a VP38.5 y VP35, que son
proteinas intermediarias, de VP34, y VP28 origina las proteinas VP27, VP26 y
VP25, de las cuales VP27 y VP25 son los productos finales. A pesar de que la
mavyoria de las proteinas derivadas de VP70 se detectan cuando el virus se
trata con 10ug/ml de tripsina, la infectividad no alcanza su nivel maximo, sino
hasta que el virus se trata con concentraciones mayores a 200ug/ml, en donde
los productos VP34, VP27 y VP25 son los unicos que se detectan. Estos datos
sugieren que no todos los sitios susceptibles a tripsina para producir estas
proteinas tienen la misma accesibilidad, sino que ésta va cambiando de
manera que para que algunos cortes ocurran deben ocurrir otros previamente,
lo cual sugiere que durante el proceso de activacion de la infectividad en

astrovirus ocurren cambios conformacionales.

A través del analisis de inmunodeteccién y secuenciacion aminoterminal,
pudimos detectar los sitios exactos de corte que sufre la particula viral durante
el proceso de activacidon por tripsina. Como se menciond anteriormente, el
primer corte de la poliproteina VP90 de Yuc8, basados en la reactividad de
ambas proteinas con un suero dirigido contra los primeros residuos de VP90 se

da en el extremo carboxilo para originar a VP70, que se ensambla en la
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particula viral. Las proteinas finales que resultan del procesamiento del virus
por tripsina son VP34, VP27 y VP25. La secuenciacién de VP34 no se pudo
realizar ya que su extremo amino estaba bloqueado, al igual que el de VP70, lo
que apoya la idea, junto con la reactividad con los sueros anti-KSN y anti-E2,
que ésta resulta del procesamiento de VP41 en su extremo carboxilo,
compartiendo ambas el extremo amino. VP27 inicia en el residuo 394 y VP25,
en el residuo Arg.,s sugiriendo que VP28 se procesa en su extremo carboxilo
para generar VP27 y también en su amino para generar VP25. De acuerdo a
sus pesos moleculares, su extremo carboxilo podria ser en los amino acidos

648 y 618, respectivamente.

En base a los datos obtenidos, en la figura 11 se muestra el esquema de
procesamiento del producto primario del ORF2 de Yuc8 que es diferente al
reportado previamente para el serotipo 1, en donde el producto inicial de la
traduccién es de 87kDa, el cual se procesa en el residuo 71 para originar
VP79, que se ensambla en la particula viral. En el caso del serotipo 2, las
proteinas finales son VP26, VP29 y VP32; VP29 representa una versiéon mas
larga de VP26, con 33 amino acidos extra en su extremo amino terminal, de
manera que VP29 inicia en el amino acido 362 y VP26 en el 396 (31). Como se
muestra en la figura 10, la Arg 35 estd muy conservada, pero no la Arg 3gs. Los
sitios de corte que onginan VP27, VP28 y VP25 en Yuc8 estan muy
conservados entre cepas de diferente serotipo, excepto en la cepa de serotipo

2, lo que sugiere que podrian ser funcionales en varias otras cepas.

Este trabajo ha contribuido para establecer la via del procesamiento de
la proteina de la capside de astrovirus por el tratamiento con tripsina, lo cual
tiene relevancia para estudiar el mecanismo de activacién de la infectividad del

virus por esta enzima.
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Figura 10. Secuencia amino terminal de las proteinas que derivan de VP28. Se muestra el alineamiento de los ocho serotipos de AstV-H. Los
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VIA Y PRODUCLTOS DEL PROCESAMIENTO DEL PRODUCTO PRIMARIO DEL
ORF 2 POR EL TRATAMIENTO DEL VIRUS CON TRIPSINA.
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Figura 11. Propuesta de la via de procesamiento por tripsina de la poliproteina codificada por el ORF2 de astrovirus Yuc8. La leyenda de A) es la misma que para
la figura 5. B) Los rectdngulos representan los productos observados durante la activacion del virus; los productos finales, presentes en particulas totalmente
activadas, estdn sefialados con letras negritas. Se muestra la secuencia amino terminal de los productos derivados de VP28,
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CONCLUSIONES

a) El producto primario de la traduccién del ORF2 de Yuc8 es una proteina
de 90 kDa (VP90), la cual sufre un procesamiento, asociado a célula, en
su extremo carboxilo para originar a VP70, que se ensambla en la

particula viral.

b) La via y los productos del procesamiento con tripsina de la proteina de la

capside, VP70, se describen a continuacion:

L E! primer corte origina a VP41 y VP28 que corresponden al
extremo amino y carboxilo respectivamente de VP70.

i VP41 se procesa, en su extremo carboxilo, para producir
VP38.5, VP35 y VP34, |

. VP28 se procesa en su extremo carboxilo para para producir
VP27, y en su extremo amino para producir VP26,

IV. VP26 sufre un corte en su extremo amino para producir
VP25,

V. Los productos finales de este procesamiento son VP34,
VP27 y VP25.

¢) La relacién que hay entre las proteinas que resultan del tratamiento del

virus con tripsina y el nivel de infectividad se da de Ia siguiente manera:

Las particulas que contienen VP70 poseen una baja
infectividad, la cual alcanza su mayor nivel cuando el virus
esta formado por VP34, VP27 y VP25,



a)

b)

PROPUESTAS
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Identificar la proteina o proteinas que se originan por el corte intracelular.

Determinar el mecanismo molecular que permite el incremento de

infectividad, a partir de los productos del procesamiento por tripsina.

Describir la funcién de cada una de las proteinas resultantes del

procesamiento en la entrada-del virus a la célula.
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