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Los virus son parasitos intracelulares obliga-
dos que dependen de la maquinaria celular
para replicarse. Al entrar a su célula huésped
e infectarla, los virus despiertan en la célula
una serie de senales de estrés, y en respues-
ta a estas senales la célula trata de combatir
el estrés y defenderse de la infeccion viral
utilizando diversos mecanismos. Los virus, a
su vez, han desarrollado medidas de contra-
defensa para contrarrestar los mecanismos
que se activan en la célula huésped, para re-
plicarse de manera eficiente. Los rotavirus, el
principal agente de gastroenteritis aguda en
la nifez no son la excepcion y al infectar a
las células intestinales despiertan una serie
de senales de estrés en su huésped, con las
que tiene que contender para poder replicar-
se exitosamente.

Conocer las medidas de control que ejerce
la célula ante el estrés provocado por la in-
feccion con rotavirus e identificar cuales son
las medidas de contraataque que utilizan los
rotavirus, nos podria sugerir blancos terapéu-
ticos para controlar la severidad de la infec
cion causada por rotavirus. En este capitulo
revisaremos algunos elementos basicos de la
traduccion de proteinas, cuales son los meca-
nismos que utiliza la célula para responder de

Biotecnologia V14 CS3.indd 167

una manera integrada ante sefales de estrés,
y cémo algunos virus son capaces de modular
esta respuesta.

La sintesis de proteinas es la uUltima etapa en
el flujo de la informacion genética. Los eventos
de transcripcion y traduccion son regulados de
manera eficiente dentro de la célula y dependen
de las condiciones ambientales y fisiologicas
que la rodean. A diferencia del control transcrip-
cional, la regulacion traduccional permite una
rapida respuesta a cambios en las condiciones
fisioldgicas y se lleva a cabo principalmente en
el nivel de la iniciacion de la traduccion. La tra-
duccién de los MRNA eucaridticos esta mediada
por los factores de iniciacion eucaridticos (elFs).
El factor elF2 es uno de los puntos clave en la
regulacion traduccional, ya que es el encargado
de colocar el primer aminoacido (la metionina
iniciadora) de las proteinas durante el inicio de
la traduccion. Este factor esta formado por tres
subunidades (o, By v) y puede ser fosforilado en
la subunidad o. Dicha fosforilacion es una se-
nal que regula el inicio de la traduccion, ya que
cuando este factor se encuentra fosforilado no
puede interaccionar con el RNA de transferencia
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(tRNA) que acarrea la metionina iniciadora y, por
lotanto, se bloquea la sintesis de proteinas (figu-
ra 1). Existen cuatro cinasas celulares que pue-
den fosforilar elF2a. bajo diferentes condiciones
de estrés: la PKR (protein kinase represor), que
se activa en presencia de RNA de doble cadena,
principalmente ante las infecciones de virus; la
GCN2, que se activa cuando hay una disminu-
cion en los nutrientes en el medio, por ejemplo
cuando hay una baja concentracion de aminoa-
cidos o glucosa; la HRI, que se activa por choque
térmico o por deficiencia de hierro intracelular, y
la PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase),
la cual es activada en respuesta a condiciones
de estrés de reticulo endoplasmico (RE) (figura
2). En todos estos casos, la activacion de estas
cinasas tiene como consecuencia la fosforilacion
de la subunidad a del factor elF2 y por lo tan-
to la inhibicion de la sintesis de proteina celular.
Paraddjicamente, la fosforilacion de elF2o. favo-
rece la traduccion de algunos RNA mensajeros
que codifican para proteinas que participan en
la adaptacion a las condiciones de estrés y en
la recuperacion de la traduccion (figura 2). Asi,
cuando elF2 se encuentra fosforilado, se esti-
mula la traduccion de un factor transcripcional
ATF4, cuya funcion es favorecer que cierto gru-
po de genes sean transcritos y expresados para
ayudar a la recuperacion de la célula después
del estres, tales como proteinas conocidas como
chaperonas, cuya funcion es ayudar al correcto
plegamiento de las proteinas mal plegadas que
se encuentran en el lumen del RE. Otra proteina
importante que es sintetizada durante el estrés
es GADD34, la cual forma un complejo con la
fosfatasa PP1, y cuya funcion es defosforilar el
factor elF2 y, asi, reiniciar la sintesis de proteina
celular.

Normalmente las células se enfrentan con un
gran numero de condiciones de estrés ambien-
tal o fisiologico con las que tienen que conten-
dery para las que han desarrollado un conjunto
de respuestas adaptativas. La exposicion de
las células a condiciones de temperaturas ex-
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tremas, falta de oxigeno o de nutrientes, infec
ciones virales, etc., induce cascadas de senales
que le indican a la célula la situacion de emer-
gencia en la que se encuentra y que le permi-
ten, a su vez, responder mediante un conjunto
de respuestas coordinadas que le permitiran
adaptarse y soportar temporalmente las con-
diciones estresantes.

En general el reticulo endopldsmico (RE) es
el organelo celular que integra las sefales que
recibe la célula, y es ahi donde se inicia y se co-
ordina la respuesta al estrés. En el RE se lleva
a cabo el plegamiento y la modificacion post-
traduccional de aproximadamente un tercio de
todas las proteinas de la célula. Se ha observado
que la acumulacion de proteinas mal plegadas,
ya sea por ser proteinas defectuosas, o porque
se producen mas rapido de lo que se pueden
plegar y modificar correctamente, causa un es-
trés en este organelo y da lugar a la activacion
de una respuesta adaptativa coordinada de la
célula, a la que se le ha llamado la respuesta a
proteinas mal plegadas o UPR (unfolded protein
response).

La funcion de la UPR es la de aliviar el es-
trés en el RE y esto se lleva a cabo, por un lado,
sobre-expresando chaperonas y factores invo-
lucrados en la degradacién de proteinas (para
deshacerse de aquellas proteinas que no pue-
den ser reparadas); y, por otro, disminuyendo
considerablemente la sintesis de proteinas para
detener suacumulacion en el RE. Es importante
mencionar que si la célula no se recupera de los
dafios ocasionados por el estrés, se inician pro-
gramas que conducen a la muerte celular.

Recientemente se identificaron tres protei-
nas residentes del RE como los sensores de es-
trés en este organelo. Normalmente estas tres
proteinas transmembranales se encuentran
asociadas a la proteina chaperona llamada BiP
0 grp78, que se encuentra en el lumen del RE.
Cuando se acumulan proteinas mal plegadas
en el RE, BiP se une a las proteinas defectuosas
y libera a los tres sensores que mencionamos,
permitiendo su activacion (figura 3). Mencio-
naremos algunas caracteristicas de estos y sus
funciones:
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factor elF2

inicio de la traducciéon

Figura 1.

Elfactor de traduccion elF2, formado por tres subunidades
(o, By ), se asocia con GTP y el tRNA-metionina iniciador,
formando el complejo ternario. Cuando este complejo de-
posita el tRNA-met sobre el mMRNA, que inicia propiamen-
te la sintesis de proteinas, se hidroliza el GTP y se libera
elF2 unido a GDP. El elF2-GDP es reciclado a elF2-GTP me-
diante el factor elF2B, para asi volver a su ciclo funcional al
unirse a un nuevo tRNA-met.
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Cinasas celulares que fosforilan a elF2o. bajo diferentes
condiciones de estrés: GCN2, PKR, HRI'y PERK. La fosfori-
lacion de la subunidad o del factor elF2 por cualquiera de
estas cinasas tiene como consecuencia la inhibicion global
de la sintesis de proteina celular, ya que elF2a fosforilado
se une con gran afinidad a elF2B, se inhibe el reciclamiento
de GDP por GTPy no se puede formar el complejo ternario
(figura 1). Sin embargo la fosforilacion de elF2a favorece la
traduccion de algunos RNA mensajeros que codifican para
proteinas que participan en la adaptacion a las condicio-
nes de estrés y en la recuperacion de la traduccion.
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Figura 3.

Estructura y composicién de rotavirus. A) Criomicroscopia
electronica de una particula viral. La capa mas externa
estd formada por VP7 (en amarillo), las espiculas de VP4
(en naranja), la capa intermedia de VP6 (en azul). B) Pa-
tron electroforético del genoma viral tefido con bromuro
de etidio; los nimeros indican el numero de gene viral. C)
Patron electroforético de las proteinas virales sintetizadas
en una célula infectada (VP indican las proteinas estructu-
rales y NSP las proteinas no estructurales).
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ATF6 es una proteina que en condiciones de
estrés es transportada al aparato de Golgi (otro
organelo celular membranoso que podriamos
definir como la continuacion del reticulo en-
doplasmico), donde es cortada por proteasas
presentes en este lugar. Posteriormente, ATF6,
ya procesada, es enviada al nucleo de la célula,
donde funciona como activador transcripcional
de genes que codifican para proteinas chape-
ronas que, como mencionamos anteriormente,
son necesarias para ayudar en el correcto do-
blamiento de las proteinas mal plegadas que se
han acumulado en el RE y, por lo tanto, ayudan
a la recuperacion de los danos ocasionados por
el estrés.

La proteina IREL es una endonucleasa que,
una vez que se activa durante el estrés, remue-
ve un fragmento de 26 nucledtidos del mRNA
que codifica para la proteina XBP1, que a su vez
es también un factor transcripcional que acti-
va la transcripcion de genes que codifican para
proteinas que participan en la degradacion de
proteinas mal plegadas.

Finalmente PERK, que como ya menciona-
mos anteriormente, es una proteina cinasa
cuya funcion es fosforilar elF2a. En el contexto
de estrés en el reticulo endoplasmico, la célula
responde activando PERK, lo que ocasiona una
inhibicién global en la sintesis de proteinas por
medio de la fosforilacién de elF2, que es un fac
tor limitante para la traduccion de proteinas. El
inhibir la sintesis de proteinas durante el estrés
evita que se sigan acumulando proteinas en el
RE y alivia la carga de las chaperonas que estan
plegando las proteinas ya existentes.

Como parasitos obligados, los virus dependen
completamente de la maquinaria de sintesis de
proteinas de la célula para la produccion de sus
propias proteinas, de manera que el éxito en
la replicacion de un virus depende de que los
mensajeros virales sean capaces de competir
favorablemente con los mensajeros celulares
por la maquinaria de sintesis del huésped. Los
virus han desarrollado estrategias sorprenden-
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tes para asegurar la eficiente traduccion de sus
MRNA, mientras que al mismo tiempo son ca-
paces de regular negativamente la traduccion
de los mRNA celulares. Las principales etapas
en la iniciacion de la sintesis de proteinas son
blancos comunes de regulacion durante las in-
fecciones virales. De hecho, la caracterizacion
delas estrategias virales que son utilizadas para
dominar la maquinaria de la sintesis de protei-
nas de la célula huésped, la optimizacion de la
traduccion de los mRNA virales y la evasion de
las respuestas anti-virus de la célula, han con-
tribuido en gran medida a entender el proceso
de traduccion celulary su regulacion.

Algunas infecciones virales inducen estrés
en el RE porque en el transcurso de la infeccion
las proteinas virales, que se sintetizan en gran-
des cantidades, se acumulan en este organelo
provocando estrés y, por consiguiente, activan-
dolarespuesta UPR. En general, existen diversos
mecanismos de control de la UPR empleados
por los virus, sin embargo todas las estrategias
estan enfocadas a suprimir los aspectos deleté-
reos, mientras que mantienen aquellos aspec
tos que son favorables a su replicacion.

Estudios recientes han demostrado que los
virus emplean diferentes mecanismos que es-
tan enfocados en la regulacion de la actividad
de PERK y que consisten en interferir la funcion
de esta cinasa. Por ejemplo, el virus de la fiebre
africana de los cerdos y el virus de la hepatitis
C, inducen UPR durante la infeccién; sin em-
bargo, previenen la activacion de PERK y, por lo
tanto, previenen la fosforilacion del factor elF2
y la inhibicion global de la sintesis de proteina.
Cabe hacer notar que la inhibicion de PERK no
es la Unica via de la UPR regulada por los virus.
Durante la infeccion, el exceso de proteinas vi-
rales requiere de proteinas celulares que ayu-
den a su plegamiento; asi, existen virus, como
el de la hepatitis C, que inhiben la via de acti-
vacion de IRE1 para evitar la degradacion de
proteinas mal plegadas acumuladas en el RE
durante la infeccion, mientras que favorecen la
sintesis de proteinas chaperonas, por medio de
la via ATF6, para ayudar al correcto plegamien-
to de sus proteinas virales.
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Unode los ejemplos mejor caracterizados es
el de citomegalovirus humano (HCMV), el cual
durante la infeccion induce tanto la fosforila-
cion de PERK como la fosforilacion de elF2, que
coincide con un aumento en la expresion de
ATF4, el cual, a su vez, aumenta la transcripcion
de genes entre los que se encuentra GADD34. A
pesar de la fosforilacion de PERK y elF2 en célu-
las infectadas con HCMV, la traduccion general
no es inhibida. Se desconoce el mecanismo por
el cual el HCMV modula la traduccion. En cuan-
to a la activacion de ATF6 en células infectadas
por HCMV, el nivel del precursor de ATF6 au-
menta. No obstante, en células infectadas con
HCMV el precursor de ATF6 no es procesado
hacia su forma activa. La infeccion por citome-
galovirus también activa la via de IREL, indica-
da por el procesamiento del mRNA de XBP1. Sin
embargo, la activacion transcripcional de uno
de sus genes blanco, EDEM, es inhibida. Estos
datos han llevado a proponer que durante Ia
infeccion por citomegalovirus humano, la UPR
es inducida, pero es modificada de tal forma
que se favorece la replicacion viral, inhibiendo
aquellos aspectos que afectan el progreso de Ia
infeccion viral.

Las gastroenteritis infecciosas agudas son la
causa mas frecuente de morbilidad y mortali-
dad en niflos menores de cinco anos en los pai-
ses en desarrollo, con alrededor de mil millones
de episodios diarreicos y entre cuatro y cinco
millones de muertes por afio. Los rotavirus del
grupo A son la causa principal de las diarreas
deshidratantes severas en nifios menores de
dos anos, y se ha estimado que una vacuna
efectiva contra estos virus podria evitar cerca
de 800000 muertes de infantes cada ano. Es
importante hacer notar que, aunque la morta-
lidad debida a las infecciones por rotavirus es
mucho mayor en paises en desarrollo que en
paises desarrollados, la frecuencia de infeccion
es muy similar en todo el mundo. Ya que los
rotavirus juegan un papel tan importante en
las enfermedades diarreicas infantiles, y debi-
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do a que incluso niveles de higiene avanzados
no son capaces de controlar significativamente
las infecciones por estos virus, existe un interés
considerable para desarrollar estrategias efec
tivas de vacunacion.

Los rotavirus del grupo A, miembros de la fa-
milia Reoviridae, son virus no envueltos que tie-
nen aproximadamente 100 nanémetros de dia-
metro. El virion maduro esta compuesto por tres
capas concéntricas de proteinas que engloban al
genoma viral, el cual consta de once segmentos
de RNA de doble cadena (figura 4). La capa mas
interna del virion esta formada por 60 dimeros
de la proteina VP2, que rodea al genoma viral y a
pequenas cantidades de la RNA polimerasa VP1,
y de la guanililtransferasa VP3. VP6, la proteina
mas abundante del virion, constituye la capa
intermedia. La capa mas externa esta formada
por dos proteinas, VP4 y VP7. La superficie lisa
del virus esta compuesta por la glicoproteina
VP7, organizada en forma de trimeros, mientras
que 60 espiculas, formadas por VP4, se proyec
tan hacia el exterior de la superficie viral.

En la infeccion, durante el proceso de entra-
da a la célula huésped, la particula viral pierde
las proteinas de la capa externa y se activa la
transcripcion. Los transcritos virales dirigen la
sintesis de las seis proteinas estructurales (VP1-
VP6) y seis proteinas no-estructurales (NSP1-
NSP6). Una vez que se acumula una masa criti-
ca de protefnas virales en el citoplasma celular,
de 3 a 4 horas después de iniciada la infeccion,
se forman unas estructuras electrodensas lla-
madas viroplasmas, en donde se ha propuesto
que se lleva a cabo la replicacion del genoma
y también es el lugar en donde se ensamblan
las particulas de doble capa para posterior-
mente gemar al interior del reticulo endoplas-
mico, donde adquieren la tercera capa protei-
nica, dando lugar a la particula madura. Las
proteinas NSP2 y NSP5 son esenciales para la
formacion de los viroplasmas, ya que se ha ob-
servado que en ausencia de cualquiera de estas
dos proteinas no se forman los viroplasmas y el
ciclo replicativo del virus se interrumpe.

Poco tiempo después de su entrada, el virus
se apodera de la maquinaria de sintesis de pro-

11/14/07 5:01:20 PM



174 | cémo contienden los virus con el estrés

nucleo

o gene UPR

GCN4/ATF4

r' N

ATF6 (p50)

XBP1 )
T

XBP1 mRNA
Js

ATF6
ATF6 (p90)

traduccion selectiva

—

Golgi
inhibicién de la traduccién

Figura 4.

La respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). En el RE se
encuentra la proteina chaperona Bip, unida a los tres sen-
sores de la respuesta a estrés (PERK, IREl y ATF6). Cuando
se acumulan proteinas mal plegadas en el lumen del RE,
Bip libera los sensores que se activany a su vez activan una
cascada de sefales que inician un programa de trascrip-
cion en el nucleo, lo que le permite a la célula responder a
las condiciones de estrés y recuperarse.
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teinas de la célula, de modo que la mayoria de
las proteinas que son sintetizadas durante la
infeccion son las proteinas virales, y la sintesis
de proteina celular se ve casi completamente
abatida. Recientemente en nuestro laboratorio
encontramos que NSP3, que es una proteina
no estructural del virus y a la que se le habian
atribuido estas funciones, no es necesaria para
la traduccion de las proteinas virales, aunque si
es importante para abatir la sintesis de protei-
na celular. Ademas, encontramos que la inhibi-
cion de la sintesis de las proteinas celulares se
debe a mas de un mecanismo, ya que hemos
observado que el factor traduccional elF2a se
fosforila durante la infeccion y se mantiene en
este estado a lo largo del ciclo replicativo del
virus. El hecho de encontrar a este factor fos-
forilado durante la infeccion, aunado al hallaz-
go de que la cantidad de la proteina chaperona
BiP en las células aumenta considerablemente,
nos ha llevado a proponer que durante la in-
feccion por rotavirus se induce una respuesta
de UPR, aunque ésta debe de ser modulada de
alguna manera para dar lugar a una infeccion
productiva.

Actualmente estamos interesados en de-
mostrar directamente si este es el caso, ha-
ciendo ensayos para detectar la activacion de
los tres sensores de UPR y de sus blancos trans-
cripcionales. Del mismo modo también quisié-
ramos establecer el mecanismo mediante el
cual la UPR puede ser regulada por rotavirus.
Uno de nuestros intereses es conocer el meca-
nismo por el cual elF2a. se fosforila durante la
infeccion y este estado es mantenido durante
el ciclo replicativo del virus. Existen dos posibi-
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lidades: la primera es que elF2a. sea fosforilado
por PERK via UPR o por HRI, GCN2 6 PKR y que la
infeccion con rotavirus propicie un mecanismo
que favorezca la constante actividad de alguna
de las cuatro cinasas de elF2a o bien, que al-
guna proteina viral interaccione con la proteina
GADD34 o con la fosfatasa PP1, con el fin de
evitar la actividad de este complejo y favorecer
que el factor elF2a. mantenga su estado fos-
forilado. Finalmente, estamos interesados en
estudiar como es que a pesar de que el factor
elF2a esta fosforilado durante la infeccion, se
pueden traducir de manera muy eficiente los
mMRNA de rotavirus. El estudio de UPR ante la
infeccion por rotavirus nos permitira aprender
acerca de las estrategias que utiliza este virus
para interaccionar y controlar a su célula hués-
ped.
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