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PRESENTACIONES EN SIMPOSIOS

Interacciones de los virus con su célula huésped

HIROBIOLOGIA
B Biologia molecular de virus

Susana Lopez Charretén*

Los virus son pardsitos obligados y como tales, de-
penden totalmente de la maquinaria celular para todos los
eventos necesarios para la replicacién de su genoma. Inde-
pendientemente del virus del que se trate, el ciclo replica-
tivo de los virus tiene varios pasos comunes que requieren
de mecanismos y proteinas presentes en la célula huésped:

1. La unién y la entrada a la célula depende del re-
conocimiento especifico de receptores en la superficie de
la célula, y la entrada depende en general de algiin mecan-
ismo de endocitosis que normalmente es empleado por la
célula huésped; 2. Ya en el interior de la célula, los virus
requieren de transcribir y replicar su genoma, y traducir
sus proteinas. Para todos estos procesos, los virus utilizan
la maquinaria celular, tomando el control de ésta y dan-
dole preferencia a su ciclo replicativo, en detrimento de su
huésped. 3. Finalmente para concluir el ciclo, se ensam-
blan nuevos virus que salen de la célula, a la que ya han
desgastado, para infectar nuevas células y asi continuar
con su replicacién. En todos estos procesos existen multi-
ples interacciones entre las proteinas virales y celulares a
través de las cuales los virus desvian las funciones de las
proteinas celulares para su beneficio. En esta serie de cua-
tro presentaciones se revisan ejemplos de coémo virus
pertenecientes a distintas familias interaccionan con di-
versas proteinas celulares durante su ciclo replicativo.

Para su entrada, el virus del dengue (un flavivirus), uti-
liza varios receptores en la superficie de la célula, entre es-
tos receptores hay cuando menos dos proteinas de choque
térmico que estdn organizadas en microdominos lipidicos
de la membrana y que aumentan en respuesta a un trata-
miento de calor. En este trabajo se propone que la entrada
del virus del dengue podria depender del estado fisiol6gi-
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co en el que se encuentre la célula huésped.

Los astrovirus, agentes causales de gastroenteritis, re-
quieren de ser procesados proteoliticamente para poder in-
fectar a su célula huésped, y la proteasa responsable de
este procesamiento es una proteasa que normalmente se
encuentra en el lumen del intestino delgado, lugar donde
estos virus se replican. También durante su morfogénesis
para ser liberados, estos virus dependen de un procesa-
miento proteolitico en el interior de la célula. Interesante-
mente estos virus inducen apoptosis en las células infecta-
das y hacen uso de las caspasas que se activan en este
proceso para su liberacion.

Durante la infeccién, los rotavirus se apoderan de la
magquinaria de traduccion de la célula para que se sinteti-
cen preferencialmente sus proteinas a expensas de las pro-
teinas celulares. Una de las proteinas no estructurales del
virus interacciona con un factor de iniciacién de la traduc-
cién y asi bloquea la sintesis de las proteinas celulares.
(Coémo se lleva a cabo la traduccién de las proteinas de ro-
tavirus en ausencia de este factor? es una pregunta que
aun sigue sin contestarse.

Finalmente, los adenovirus que se replican en el ni-
cleo de la célula huésped también se apoderan de la
maquinaria celular para su beneficio, en este caso una
de las estrategias que emplean es que una de las pro-
tefnas tempranas del virus interacciona con una pro-
tefina celular y esta interaccién promueve que se ex-
porten preferencialmente los mensajeros del virus al
citoplasma de la célula, donde serdn traducidos. Este
mecanismo a la vez inhibe el transporte de los mensa-
jeros celulares, en detrimento de la sintesis de protei-
nas celulares.
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El dengue es la enfermedad viral transmitida por ar-
trépodos mas importante a nivel mundial. Los cuatro se-
rotipos del virus, miembros del género Flavivirus (familia
Flaviviridae), son virus con un genoma de RNA de cadena
sencilla y polaridad positiva de 10.7 kb cuyo tinico marco
de lectura abierto codifica para las tres proteinas estruc-
turales: E, M y C y para siete proteinas no estructurales
(NS1,NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5).

Como ocurre con otros virus, el primer paso en la infec-
cién por dengue requiere la interaccién entre la particula vi-
ral y el complejo receptor presente en la superficie de la cé-
lula huésped. La glicoproteina E, es la proteina viral que
interacciona con el complejo receptor y lo hace a través del
dominio IIT o carboxi-terminal (Crill and Roehring, 2001).

Con respecto al complejo receptor para dengue, se ha
descrito que el glicosaminoglicano heparan sulfato (HS),
presente en la superficie de diversas células, une al virus
(Germi et al. 2002) y permite el primer contacto, mientras
que en las células dendriticas este primer contacto lo reali-
za la lectina de unién a ICAM?3, DC-SIGN (Lozach et al.
2005). Adicionalmente el virus también usa algunas pro-
tefnas celulares como parte del complejo receptor, entre
las que se han descrito el receptor de alta afinidad de
laminina de 37/67 kDa y la proteina GRP78 (Thepparit,
and Smith, 2004; Jindadamrongwech et al. 2004). Nuestro
grupo, usando cromatografia de afinidad con la proteina E
de dengue 4 (Reyes-del Valle and del Angel, 2004), logra-
mos purificar cinco proteinas de superficie de las lineas ce-
lulares de neuroblastoma humano SH-SY-5Y vy
promonocitica U937, dos de las cuales fueron identifica-
das como las proteinas de choque térmico de 90 (HSP90) y
70 kDa (HSP70) (Reyes-del Valle et al. 2005). Los anticu-
erpos contra ambas proteinas inhiben la infeccién de man-
era dosis-dependiente (Reyes-del Valle et al. 2005) sugir-
iendo su participacién como receptores. Mediante ensayos
de FACS sobre células no permeabilizadas y permeabiliza-
das logramos demostrar que ambas HSPs se encuentran
tanto en el citoplasma como en la superficie de la célula.
Como es bien sabido que en muchos casos las HSPs son
capaces de asociarse a estructuras compactas ricas en co-
lesterol de la membrana plasmatica conocidas como mi-

crodominios membranales o rafts, aislamos las fracciones
correspondientes a microdominios membranales de célu-
las incubadas y no incubadas con el virus del dengue en-
contrando que ambas HSPs se relocalizaron a los rafts s6lo
después de haber sido incubadas con dengue, sugiriendo
que la interaccién virus-célula ocurre a través de estos ele-
mentos de la membrana plasmdtica. Dado que la abundan-
cia de colesterol en los rafts determina su comportamiento,
decidimos eliminar el colesterol de las células U937 con
la droga metil-B-ciclodextrina (MCD) y someterlas a infec-
cién por dengue. Bajo estas condiciones encontramos que
MCD inhibi6 la infeccién de manera dosis dependiente
(Reyes-del Valle, et al. 2005), sugiriendo que el colesterol
es indispensable durante la infeccion.

Dado que las HSPs se inducen en respuesta a estrés de-
cidimos analizar el efecto de distintas condiciones de es-
trés como el choque térmico o el tratamiento con geldan-
amicina en la infeccién por dengue. Primeramente
encontramos que la cantidad de HSP90 y HSP70 en la su-
perficie celular se aumenté como consecuencia del estrés
y no solamente esto, sino que éstas se relocalizaban a
rafts. Concomitantemente, se observd un aumento en la
entrada viral (Chdvez-Salinas et al. enviado), apoyando
la idea de que el estrés podria jugar un papel importante
en la infeccién viral.

Con lo antes expuesto es probable que el estado fisi-
oldgico en el que se encuentre la célula huésped, el tipo y
la cantidad de las proteinas celulares que se expresan en
ese momento determine la susceptibilidad y la respuesta
inmune inducida por el virus.
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Los astrovirus son la segunda causa de gastroenteritis
viral en nifios menores de cinco afios. Estos virus también
se han asociado a casos de gastroenteritis en otros mamif-
eros y a enfermedades de alta mortalidad, en algunas aves.
El genoma de estos virus esta formado por una sola cadena
de RNA de polaridad positiva (6.8 Kb), lo cual significa
que en ausencia de proteinas virales, éste es capaz de ini-
ciar un ciclo de replicacién para producir progenie infec-
ciosa (Mendez y Arias, 2006). E1 RNA genémico contiene
tres marcos abiertos de lectura: ORFla, ORF1b y ORF2, de
los cuales, los dos primeros se utilizan para sintetizar po-
liproteinas no estructurales, que se procesan proteolitica-
mente para generar productos mds pequeflos que son nece-
sarios en la replicacién del genoma viral (Méndez et.al.,
2003). Por otro lado, el ORF2 codifica para una poliprotei-
na (denominada VP90), que al igual que las proteinas no
estructurales, debe sufrir un procesamiento proteolitico
para generar a la proteina VP70, presente en el virion ma-
duro. Este procesamiento ocurre en el carboxilo terminal
de VP90, en una regidén rica en aminoacidos acidos, es in-
tracelular, y se genera después de que VP90 se ha ensam-
blado en particulas virales. Ademads, este corte estd muy
relacionado con la liberacién del virus al medio extracelu-
lar y, por lo tanto, es importante para que el virus complete
exitosamente su ciclo replicativo (Méndez et.al., 2004).

Durante el proceso infeccioso de un virus en su célula
huésped, los productos virales interactian con compo-
nentes celulares, para facilitar: 1) su adsorcién y pene-
tracion a la célula, 2) la replicacién de su genoma, 3) el
ensamble de nuevos viriones y, 4) la liberacién de estos
viriones. Por el lado de la célula, tales interacciones pro-
vocan en muchos casos, una respuesta antiviral que
puede manifestarse a diferentes niveles y cuya finalidad
es la de bloquear la replicacion del virus. La activacion
de la muerte celular por apoptosis es un ejemplo de tal

tipo de respuesta (Teodoro y Branton, 1997). Durante
este proceso, se activan enzimas proteoliticas (denomi-
nadas caspasas), que degradan moléculas celulares que
son esenciales para la célula, provocando eventualmente
su muerte.

En el caso de astrovirus, se ha observado que este virus
induce la activacion de caspasas en la célula infectada por
un mecanismo atn desconocido; sin embargo, este proce-
so en lugar de bloquear la replicacién del virus, promueve
el corte de la proteina VP90 generando VP70, lo que resul-
ta en la liberacion del virus al medio extracelular. De esta
manera, la interaccién de algunos componentes del astro-
virus con la célula inducen una respuesta, que aprovecha-
da para su liberacién, completando asi, su ciclo replicati-
vo (Mendez et.al., 2004).

Los particulas maduras de astrovirus que han sido lib-
eradas de la célula huésped estdn formados por la protei-
na VP70. Estas particulas virales no son infecciosas por
si mismas, ya que la proteina VP70 debe de sufrir una se-
rie de cortes proteoliticos que resultan en la generacién
de tres proteinas de 25, 27 y 34 kDa (denominadas VP25,
VP27 y VP34, respectivamente) y que son necesarios,
para que el virus pueda establecer una infeccién produc-
tiva (Méndez et.al., 2002). La proteasa responsable de
este procesamiento es la tripsina, enzima producida por
el huésped y normalmente secretada al lumen del intesti-
no delgado, sitio donde se localizan las células blanco a
la infeccién por astrovirus. El tratamiento de las particu-
las de astrovirus que contienen VP70 con tripsina incre-
menta hasta 1,000 veces la capacidad del virus para in-
fectar a su célula huésped. Durante este proceso de
activacion de la infectividad, ocurren al menos seis
cortes proteoliticos sobre VP70, generando cinco inter-
mediarios, ademas de VP25, VP27 y VP34, que son los
productos finales (Mendez et.al., 2002). Existen muchos
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indicios de que estos cortes por tripsina provocan y/o fa-
cilitan los cambios estructurales y funcionales tanto en el
virus como en la célula huésped que son necesarios en
las primeras interacciones para lograr la penetracion del
virus.

A pesar de los avances logrados en el estudio de las
vias de procesamiento de las protefnas estructurales de as-
trovirus, de las proteasas celulares responsables, y de su
importancia en los procesos de liberacion y entrada del vi-
rus, existen interrogantes alin por responder acerca de los
mecanismos y moléculas celulares directamente involu-
cradas en estos ultimos procesos.

El uso de enzimas proteoliticas de origen celular por
los astrovirus para procesar sus proteinas y facilitar tanto
su liberaciéon como su entrada a su célula huésped, son
ejemplos de cémo los astrovirus han desarrollado estrate-
gias que les permiten contrarrestar, y/o aprovechar, la re-

Rev Latinoam Microbiol 2006; 48 (2): 196-202

spuesta celular para establecer una infeccién productiva y
completar su ciclo de replicacion.
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Las gastroenteritis infecciosas agudas son la causa mas
frecuente de morbilidad y mortalidad en nifios menores de
cinco afios en los paises en desarrollo, con alrededor de mil
millones de episodios diarreicos y entre cuatro y cinco mil-
lones de muertes por afio. Los rotavirus del grupo A son la
causa principal de las diarreas deshidratantes severas en
nifios menores de dos afos, y se ha estimado que una vacu-
na efectiva contra estos virus podria evitar cerca de 600,000
muertes de infantes cada afio (Parashar et al., 2003).

Los rotavirus del grupo A, miembros de la familia Re-
oviridae, son virus no envueltos que tienen aproximada-
mente 100 nm de didmetro. El virién maduro estd compues-
to por tres capas concéntricas de proteinas que engloban al
genoma viral, el cual consta de once segmentos de RNA de
doble cadena. La capa mds interna del virién estd formada
por 60 dimeros de la proteina VP2, que rodea al genoma vi-
ral y a pequenas cantidades de la RNA polimerasa VPI, y
de la guanililtransferasa VP3. VP6, la proteina mds abun-
dante del virion, constituye la capa intermedia. La capa mds
externa estd formada por dos proteinas, VP4 y VP7, que son
las proteinas responsables de las primeras interacciones del
virus con su célula huésped. El genoma viral también codi-
fica por seis proteinas no estructurales (NSP1-NSP6), que

son sintetizadas en las células infectadas y que participan
durante los procesos de replicaciéon del genoma viral y la
morfogénesis del virus (Estes, 2001).

Durante la infeccidn, el virus se apropia del control
de la maquinaria de sintesis de proteinas, de manera
que la sintesis de proteinas celulares esta casi completa-
mente inhibida, mientras que la célula sintetiza casi ex-
clusivamente proteinas virales. ;Cémo logran los ro-
tavirus establecer este control? Normalmente, en el
proceso de sintesis de proteinas, la mayoria de los mR-
NAs celulares contienen una estructura Cap en su ex-
tremo 5’ y una cola de poliA en el extremo 3. El Cap es
reconocido por la proteina eI[F4E que es la proteina que
une Cap, y ésta a su vez interacciona con la proteina
elF4G que es una proteina de andamiaje que junto con
la helicasa elF4A, forman el complejo de iniciacién de
la traduccién conocido como elF4F. La proteina PABP
(por sus siglas en inglés de Poli-A Binding Protein) se
une al extremo poli-A de los mRNASs y a su vez se une a
la proteina elF4G, con la consecuente circularizacién
del mRNA(Hershey & Merrick, 2000). Se ha propuesto
que esta circularizaciéon del mRNA durante el inicio de
la traduccidn es necesaria para la eficiente traduccidn
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de los mRNAs (Imataka et al., 1998). Ahora bien, los
mRNASs de rotavirus tienen Cap en su extremo 5’, pero
no contienen poli-A en su extremo 3’°, en su lugar todos
los mRNAs de rotavirus contienen un tetranucledtido
(GACC-3’) que esta conservado entre todos los mRNAs
del virus. Hace algunos afios, Piron et al (Piron et al.,
1998) mostraron que la proteina no estructural NSP3
es capaz de interaccionar con la protefna celular
elF4G. Por otra parte, se habia encontrado que esta
proteina viral también interacciona de manera secuen-
cia especifica con la secuencia consenso presente en le
extremo 3’ terminal de todos los mRNAs, de modo que
se propuso que la proteina NSP3 es capaz de sustituir a
la PABP celular y de esta manera garantizar la sintesis
de proteinas virales y a la vez de inhibir la sintesis ce-
lular (Piron et al., 1998).

En nuestro laboratorio, recientemente implementam-
os la metodologia de interferencia del RNA (RNAi) en
la que mediante RNAs pequefios de 21 pares de bases
(siRNAs) se puede inducir la degradacion secuencia-es-
pecifica de un mRNA, con el consecuente silenciamien-
to de la expresion de la proteina codificada por dicho
mRNA (Arias et al., 2004). Utilizamos siRNAs dirigidos
a silenciar la expresion de la proteina NSP3 para estudi-
ar el efecto de la ausencia de esta proteina in vivo, ya
que los experimentos en los que se propuso su funcién
habian sido realizados principalmente in vitro, o en
sistemas heterélogos. Encontramos que al silenciar la
expresion de esta proteina, la sintesis de proteina celu-
lar ya no fue inhibida, como era de esperarse, sin embar-
go sorprendentemente encontramos que la sintesis de
proteina viral no se vio afectada por la ausencia de
NSP3. Al analizar el efecto del silenciamiento de esta
proteina sobre la produccién de progenie viral, encon-
tramos que las células infectadas en las que se inhibi6
la expresiéon de NSP3 produjeron hasta 3 veces més
particulas virales infecciosas, comparadas con células
control que fueron transfectadas con un siRNA irrele-
vante; estos hallazgos correlacionaron con el hecho de
que la sintesis del mRNA viral y del RNA gendémico

también aumentaron hasta tres veces. Para corroborar
que la interaccién entre NSP4 y el factor eIF4G no era
necesaria para la sintesis de la proteina viral, silencia-
mos la expresion de este factor mediante RNAi y en-
contramos que la sintesis de proteinas virales no se
afectd significativamente en ausencia de este factor
(Montero et al, sometido). En conjunto estos resultados
sugieren que: i) la interaccién de NSP3 con el factor
elF4G inhibe la sintesis de proteinas celulares, pero no
es necesaria para la traduccion de las proteinas virales;
y ii) en ausencia de NSP3 hay una mayor trascripcién y
replicacién del genoma viral muy posiblemente debido
al hecho de que en ausencia de NSP3, la RNA polimera-
sa viral, VP1, que normalmente se une al extremo 3’ de
los mRNASs, tiene un mayor acceso a los mRNAs virales.
Queda ahora por determinar cual es el mecanismo que
utilizan los rotavirus para garantizar la sintesis de su
proteinas y cuales son las proteinas celulares involucra-
das en este mecanismo.
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Los adenovirus (Ad) pertenecen a la familia Adenoviri-
dae; son virus icosaédricos, no envueltos, con un genoma
de DNA lineal de doble cadena, de ca. 36 kilobases (kb).
El genoma estd organizado en unidades transcripcionales
tempranas y tardias. Los genes tempranos se encargan de
establecer condiciones 6ptimas para la expresion de los
genes tardios, lo que resulta en la produccién de grandes
cantidades de progenie viral. Las unidades tempranas de
transcripcion, E1 y E4 contienen genes con actividades di-
versas. Los productos de E1A activan la transcripcién de
genes virales y celulares e inducen la entrada en la fase S
del ciclo celular; los de E1B y E4 inhiben la actividad de
supresores tumorales y apoptosis y, pueden cooperar con
EIA en la transformacién oncogénica de la célula (Shenk
T. 1996). En la fase tardia las proteinas virales no contro-
lan la transcripcién de genes celulares, pero la sintesis de
proteinas celulares es inhibida por mecanismos que per-
miten la acumulacién preferencial de mRNA virales en cit-
oplasma y favorecen su traduccién (Shenk 1996; Flint y
Gonzalez 2003). Las proteinas tempranas E1B 55 kDa
(E1B) y E4 orf6 (orf6), son esenciales para la replicacién
eficiente del virus. Estas proteinas se asocian entre si y
como complejo son necesarias, tanto para la exportacion
selectiva de los mRNA virales tardios, como para inducir
la degradacion del supresor tumoral, p53 (Flint y
Gonzélez 2003). La E1B interacciona también con la pro-
teina E4 orf3 (orf3) y con una proteina celular denomina-
da E1B-APS5 (APS). La orf3 es necesaria para formar micro-
dominios nucleares en los que se replica y transcribe el
genoma viral (Centros de replicacién nuclear-CRN)
(Tauber y Dobner 2001), mientras que AP5 se asocia di-
rectamente con TAP, encargada de la exportacién de
mRNA en metazoarios (Kang y Cullen 1999). Se ha pro-
puesto que la unién de la E1B con APS, favorece la ex-
portacion selectiva de los mRNA virales; la APS interac-
ciona también con p53, pero la funcién de esta interaccion
se desconoce (Gabler, et al. 1998; Barral et al. 2005).
Aunque es claro que las interacciones que se establecen
entre las proteinas E1B y E4 y, entre éstas con proteinas
celulares no pueden suceder simultdneamente, no se ha de-
scrito cdmo la formacién de cada complejo regula: i) la re-
organizacién del niucleo, ii) la exportacion selectiva de
mRNA virales y iii) la proliferacién y muerte celular.

Para aprender sobre las funciones de las E1B y E4 en
estas actividades, se han utilizado mutantes de Ad con in-
serciones en el gen de la E1B. Estos mutantes han sido
muy Ttiles, ya que la insercién en diferentes sitios del po-
lipéptido altera de manera especifica la unién de la E1B
ya sea con orf6, pS3 o APS5 y permite relacionar los fenoti-
pos de cada mutante a la ausencia de cada complejo (Flint
y Gonzélez. 2003). Al analizar el efecto de las alteraciones
en la E1B sobre el metabolismo de los mRNA del virus,
encontramos que la localizaciéon de la proteina en los
CRN, asi como la exportacion selectiva de mRNA virales,
depende del complejo E1B-orf6. Estos experimentos nos
permitieron sugerir que el mecanismo de exportacion se-
lectiva de mRNA depende de la organizacién funcional
del nudcleo en la célula infectada (Gonzalez y Flint 2002).
En estos experimentos, se utilizaron células HeLa, una
linea celular transformada que no expresa niveles nor-
males de p53. Para estudiar el papel de las interacciones
de las E1B y orf6 en presencia de p53, analizamos la repli-
cacion de Ad en fibroblastos humanos (HFF) que expresan
niveles normales de p53. Para estos experimentos selec-
cionamos mutantes en los que la E1B no interacciona con
la orf6 (A143) o con defectos en la interaccion de E1B tan-
to con orf6 como con p53 (H224). Encontramos que estos
mutantes no inhiben la sintesis de proteinas celulares y
sintetizan niveles muy bajos de proteinas virales tardias,
comparables a los obtenidos con un mutante de Ad que no
expresa la E1B (Hr6). Al medir la concentracién de mRNA
virales tardios, encontramos que en ausencia del complejo
E1B-orf6 (A143), se induce una exportacién deficiente de
los mRNA virales, mientras que la reduccién en la interac-
cién de E1B con orf6 y p5S3 (H224), disminuye la produc-
cion de mRNA virales en el nicleo. En el caso del mu-
tante que no expresa la E1B (Hr6), los niveles de mRNA
virales fueron apenas detectables. La sintesis de DNA viral
en células infectadas con los mutantes A143, H224 y Hr6,
se encontro casi totalmente abatida en ausencia de la E1B
(Hr6) y muy reducida en ausencia de la interaccion efi-
ciente de la E1B con orf6 y p53 (H224), no asi cuando
solo se abate la unién entre E1B y orf6 (A143) (Gonzilez
et al. 2006). Estos resultados no eran esperados: en células
HeLa infectadas con Hr6, la exportacién de mRNA virales
es deficiente, pero no exhiben otros defectos en la sintesis
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de mRNA o en la progresion del ciclo de replicacion viral.
En conjunto, los resultados sugieren que la E1B es nece-
saria para la entrada a la fase tardia del ciclo de repli-
cacion en células HFF, un requisito que no se ha observa-
do en células transformadas. Ademas, estas observaciones
sugieren que la formacién de diferentes complejos entre
las proteinas E1B y E4 con proteinas celulares -en particu-
lar p53- son determinantes para el mecanismo postran-
scripcional encargado de regular la exportacion selectiva
de mRNA virales en células infectadas por Ad.
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