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Coronavirus: una revision bibliografica de su ciclo viral y expresion

Resumen

A lo largo de esta revisién se estudian los virus de la familia Coronaviridae, prestando
especial atencién a su expresion génica y ciclo viral. Estos virus estan ganando importancia
médica en las Ultimas décadas debido a brotes causados por alguno de ellos, como es el
caso de la pandemia que se inici6 en 2019 por el SARS-CoV-2. Para conocerlos,
estudiaremos las proteinas que codifica su genoma y las formas que tienen de expresarlas,
mediante mecanismos como el ribosomal frameshifting ademas de la obtencion de RNAs
subgendmicos generados por transcripcion discontinua. A su vez, comentaremos estrategias
para su estudio como la combinacién de las técnicas de RiboSeq y RNASeq, en el analisis
de la eficacia de la traduccion. Estas investigaciones han adquirido enorme relevancia
internacional para la busqueda de tratamientos, buscandose en estos momentos puntos

débiles de estos virus para hacerles frente.
Resumo

Ao longo desta revisién estidanse os virus da familia Coronaviridae, prestando especial
atencién a stia expresion xénica e ciclo viral. Estes virus estan a ganar importancia médica
nas ultimas décadas debido a brotes causados por alglns deles, como € o caso da pandemia
gue comezou en 2019 polo SARS-CoV-2. Para cofiecelos, estudaremos as proteinas que
codifica 0 seu xenoma e as maneiras que tefien de expresalas, mediante mecanismos como
o ribosomal frameshifting ademais da obtencion de RNAs subxenomicos xerados por
transcricion descontinua. Ao mesmo tempo, falaremos de estratexias para o seu estudo
coma a combinacion das técnicas de RiboSeq e RNASeq nos estudos da eficacia da
traducion. Estas investigacion adquiriron enorme relevancia internacional para a busca de

tratamentos, buscandose nestes momentos puntos débiles destes virus para facerlles fronte.
Abstract

Throughout this review, viruses from de Coronaviridae family are studied, paying special
attention to their genomic expression and viral cycle. These viruses are gaining medical
importance in the last few decades due to outbreaks caused by some of them, as in the case
of SARS-CoV-2 pandemic, initiated in 2019. To get to know them, we will study the proteins
codified by their genomes and the ways this occurs, using mechanisms such as ribosomal

frameshifting, in addition to subgenomic RNA obtention by discontinuous transcription.
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Moreover, we will focus on strategies used to study them, as the combination between
RiboSeq and RNASeq in translation efficiency. These investigations have acquired huge
global relevance owing to the search for treatments, as right now they are looking for weak

points of these viruses to fight them.

Palabras clave: coronavirus, ribosomal frameshifting, expresién, transcripcion, ribosome

profiling, ciclo viral

Abreviaturas:

CDS- coding sequence — secuencia codificante

CHX — Cicloheximida

CS - core sequence — secuencia central de la region reguladora TRS
CS-B - CS del cuerpo

CS-L — CS de la secuencia lider

ERGIC - compartimento intermedio reticulo endoplasmatico-Golgi

gRNA — RNA gendémico

HAR — Harringtonina

LTM — lactidomicina

NGS — Next Generation Sequencing — secuenciado de Ultima generacién
nsp — non structural protein — proteina no estructural

ORF - open reading frame — pauta abierta de lectura

RBD - receptor binding domain — dominio de unién al receptor

RE - reticulo endoplasmatico

RiboSeq - ribosome profiling — perfil ribosdomico

RNASeq — secuenciacién RNA

RTC- replication transcription complex — complejo de replicacion transcripciénal
sgmRNA — mRNA subgendmico

sgRNA — RNA subgendémico
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TMPRSS — transmembrane serine protease — serin-proteasa transmembrana
TRS —secuencias reguladoras de la transcripcion

TRS-L — TRS de la secuencia lider

TRS-B — TRS del cuerpo

UTR — untranslated region — region no traducida
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1. Introduccion

En la dltima década, a causa de las enfermedades que acarrearon a la poblacién mundial,
los coronavirus han pasado de ser conocidos basicamente por expertos en virologia a formar
parte del interés general para la poblacion, especialmente en lo relativo a la transmisién de

la enfermedad, los posibles tratamientos y las vacunas.

Los virus de la familia Coronaviridae pertenecen a la orden Nidovirales, dividiéndose en dos

subfamilias: Torovirinae y Coronavirinae (Irigoyen et al., 2016). En la subfamilia

Coronavirinae  encontraremos los géneros Alphacoronavirus, Betacoronavirus,

Gammacoronavirus y Deltacoronavirus (revisado por Nakagawa et al., 2020). En humanos

se relacionan generalmente con el resfriado comun, pero en las ultimas décadas ha habido
tres brotes importantes provocados por tres virus del género Betacoronavirus, llamados
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 cuyas consecuencias han sido mas graves (Paules
et al., 2020). Este ultimo, el SARS-CoV-2 (SARS por Severe Acute Respiratory Syndrome)
provoca la enfermedad Covid-19, una enfermedad ahora pandémica originada en China en
el afio 2019.

A nivel molecular, los coronavirus, al igual que resto de los virus del orden Nidovirales,
expresan sus genes a través de mdultiples RNAs subgendémicos, que se traducen en
diferentes proteinas por el cambio de marco de lectura ribosémico (ribosome frameshifting)
y siguen un mecanismo de ensamblaje de viriones Unico entre virus RNA con envuelta
(Masters, 2006).

En este trabajo nos proponemos hacer un estudio molecular de los coronavirus sin
centrarnos especificamente en el SARS-CoV2, aunque la mayoria de lo tratado se puede

aplicar al mismo.

2. Objetivos:

El objetivo principal de este trabajo es la realizacién de una revision bibliogréafica sobre los
coronavirus desde el punto de vista molecular. Para esto estudiaremos su ciclo viral y la

expresién de su genoma.
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3. Metodologia:

Para realizar esta revisién bibliografica se llevd a cabo una blusqueda en Google Scholar
(https://scholar.google.com/) de articulos de revision e investigacion cientifica sobre el tema,
asi como en las bases de datos de PubMed (del NIH, https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). Se
seleccionaron aquellos relacionados con la expresién génica y ciclo viral de coronavirus, asi
como las investigaciones sobre sus proteinas y metodologias especificas para el estudio de
virus de esta familia. Se empleo el gestor bibliografico Mendeley para citar los articulos y

componer la bibliografia.

4. Desarrollo del tema

4.1 Estructura de los Coronavirus

Las particulas de coronavirus son de forma esférica, con un diametro medio de

aproximadamente 100 nm (Fehr & Perlman, 2015; Nakagawa et al., 2020) y con una envuelta

gue alojara su genoma (RNA). En el exterior presenta unas espiculas superficiales, llamadas
peplémeros, que se proyectan 17-20 nm desde la superficie del virién (Lai, 1990; Siddell et
al., 1982), contando con una base de 10 nm de didmetro (Sugivama & Amano, 1981). Estas

pueden estar acompafiadas de otras mas pequefias, de 5-10 nm de largo, que han sido

identificadas como la proteina hemaglutinin-esterasa (Hulswit et al., 2016; Masters, 2006).

Figura 1 — Estructura general de un coronavirus. A — envuelta . B —

interior de la envuelta. Imagen tomada de Freepik (freepik.es).
En su envuelta encontraremos, principalmente, tres proteinas estructurales: las proteinas S,
M y E. La proteina M (membrana) es una glicoproteina que sirve para incorporar los

componentes virales en nuevos viriones durante la morfogénesis (Neuman et al., 2011). Es

la mas abundante de las tres y da forma a la envuelta del viribn. Mientras, la proteina E

(envuelta) es un pequefio polipéptido que se encuentra en bajas cantidades, formando
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canales ionicos en la membrana viral y participando en el ensamblaje (Siu et al., 2008;

Verdia-Baguena et al., 2012). La proteina S (espicula) es una glicoproteina que forma las

espiculas principales e interacciona con la célula huésped iniciando la infeccién, puesto que
se une a receptores de la superficie celular siendo necesaria para la fusién de la membrana

viral con la celular (Hulswit et al., 2016).

4.2 Ciclo viral

La entrada en las células se inicia con la unién al receptor de la membrana celular y
procesado proteolitico de la proteina S, que a su vez lleva a la fusion de las membranas
(virus-célula). Estos receptores de membrana y sitios de anclaje S suelen ser especie-
especificos, habiendo diferentes dominios de union al receptor (Receptor Binding Domains,
RBDs) para diferentes virus de esta familia. En el caso de SARS-CoV y SARS-CoV-2, el

receptor es ACE2 (la enzima convertidora de angiotensina 2) (Gralinski & Baric, 2015), una

peptidasa de la superficie celular que se expresa en la mayoria de los drganos,

especialmente en el epitelio del intestino delgado y pulmones (Paules et al., 2020). Después

de la unién al receptor ACE2 virico, las proteinas S son modificadas por la proteasa
TMPRSS/Furina, que causa escisiones y activacion en sitios especificos, lo que lleva a la

fusion con la membrana (Hulswit et al., 2016) (Figura 2).

Proteina S > @
Sy

Priming de la proteina S } -
’ f fi
realizado oor TMPRSS2/furina L Ent _ada_oor usion
U %
Activacion de ACE2 por escision 2

realizada por TMPRSS2/furina 4

Figura 2 — Interaccion de la proteina S con el receptor celular ACE2 (modificada de Senapati et al., 2021) - S1

fragmento escindido de la proteina S.

Asi depositan su genoma RNA, cubierto por la proteina N (hucleocapside), en el citoplasma
por endocitosis 0, directamente, por fusion de membrana en un proceso poco conocido

(Hartenian et al., 2020). La proteina N, una fosfoproteina, se asocia al genoma viral en una

estructura de collar de cuentas (Fehr & Perlman, 2015) y a su vez se asocia con la proteina

M, dirigiendo el empaquetamiento del genoma en nuevas particulas viricas y estabilizando
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la nucleocépside (Schoeman & Fielding, 2019). Se considera que protege al RNA viral de

ribonucleasas y que, gracias a las interacciones entre proteinas N, se obtiene estabilidad en
la nucleocapside. Se ha sugerido un posible rol en la parada de la mitosis, alterando las
funciones nucleares de la célula huésped y consiguiendo asi un ambiente mas favorable

para la infeccion viral (Masters, 2006).
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Figura 3 — A. Traduccién B. Transcripcion y replicacion (modificado de Hartenian
et al., 2020) — nsps (proteinas no estructurales).

La traduccion del RNA gendmico y su replicacion constituyen la segunda etapa. Este se
traducira a poliproteinas que seran escindidas co-traduccionalmente por proteasas virales

(figura 3A) (Hartenian et al., 2020). Las nsps (non structural proteins) formaran los

componentes del complejo RdRp (RNA polimerasa dependiente de RNA), que usa el RNA
gendémico (gRNA) como molde para generar RNA gendmico y subgenémico de hebra (-). El
gRNA (-) sirve como molde para la replicacion del genoma. Los RNAs negativos
subgendmicos se emplean como molde para la sintesis de RNAs subgendémicos (+) o

sgmRNAs por transcripcion discontinua (figura 3 B) (aspecto que se estudiara mas adelante).
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Estos sgmRNAs seran traducidos a proteinas estructurales y accesorias que se asociaran a

la membrana del reticulo endoplasmatico (RE) (Figura 4).
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Figura 4 — Traduccion de los mRNAs subgendmicos a proteinas estructurales y
accesorias. (modificado de Hartenian et al., 2020)

Por ultimo, el gRNA positivo se unira a la proteina N y entrara al compartimento intermedio
entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, que estara asociado a las proteinas
S, E y M. Asi se obtendra el virién con envuelta, que saldra de la célula por exocitosis (Figura
5).
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Figura 5 — Ensamblaje del virién y salida de la

célula por exocitosis (modificado de Hartenian et

al., 2020) — ERGIC (compartimiento intermedio

reticulo endoplasmatico-Golgi)
Cabe mencionar que para el correcto empaguetamiento del genoma en las nuevas particulas
virales tiene que existir un mecanismo gue reconozca qué acidos nucleicos escoger, ya que
durante la infeccion del virus se sintetizan tanto RNA positivos como negativos, ademas de
los subgendmicos. En algunos coronavirus la sefial de empaquetamiento se encuentra en la

ORF1b (Sawicki, 2009).
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4.3 Estructura gendmicay expresion génica en Coronavirus

Los genomas de la familia Coronaviridae cuentan con un tamafo que oscila entre 27 y 32 kb

(Hartenian et al., 2020; S. G. Sawicki & Sawicki, 1998), con caperuza (5’-cap) en el extremo

5 y el extremo 3’ poliadenilado (Siddell et al., 1982), siendo similares a los mMRNAs de
eucariotas. Son genomas RNA monohebra de sentido positivo no segmentados y
policistronicos, conteniendo varias ORFS que codifican para 22-29 proteinas. A su vez,

ambos extremos del genoma seran regiones no traducidas o UTRs (Sola et al., 2011). El

orden de los genes en este genoma de Coronavirus es 5'-replicasa-S-E-M-N-3’, con

proteinas accesorias intercaladas entre estas (Figura 6).

SARS-CoV

L ORF1a s 3b M 7a| |8a N
ORF1b 3a E 6 7b | 8b 9
PA

L ORF1a | s 4a M 8b
‘ ORF1b ‘ 2 hls N

PA

MERS-CoV

Figura 6 — Orden de los genes en algunos coronavirus (basado en Maroto-Vela & Piédrola-Angulo, 2020). L -
Lider; PA - cola poli(A)

Cuentan con dos regiones codificadoras que ocupan los dos tercios del genoma mas

cercanos al extremo 5 (ORFs la y 1b) (Nakagawa et al., 2020). Seran procesadas

cotraduccionalmente por proteasas virales, dando lugar a 15-16 proteinas no estructurales
(nsps). La mayoria de estas nsps estan implicadas en la sintesis del RNA viral. La replicasa
viral sera el Unico producto de la traduccion derivado directamente del genoma. El resto de
las proteinas codificadas por las ORFs del tercio mas cercano al extremo 3, tanto
estructurales como accesorias, se expresaran a partir de mRNA subgendmicos (Sola et al.,
2015). Entre las accesorias encontraremos un nimero variable de proteinas dependiendo
del coronavirus que, aunque no son esenciales para la replicacion en cultivos celulares,

parecen tener un papel en la patogenicidad de los virus (Michel et al., 2020). En la tabla 1

(anexo-1) se recogen las proteinas codificadas y su funcion.
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4.4 Traduccion del genoma viral y cambio en el marco de lectura

ribosémico (ribosomal frameshifting)

El cambio de marco de lectura ribosémico (ribosomal frameshifting) es un mecanismo de
expresién génica usado por virus eucariotas (algunos retrovirus y varios virus de hebra RNA

positiva entre otros) y bacteriéfagos para expresar algunas de sus proteinas (Brierley & Dos

Ramos, 2006).

La traduccion del RNA viral da como primer producto una poliproteina, ppla, codificada por
la ORFla. A continuacion, tendrd lugar un cambio de marco de lectura ribosémico
retrocediendo una posicion (backtrack) -1 (poco antes del codon de terminacion de la
ORF1a), generando asi la poliproteina lab (Plant & Dinman, 2008; Ziebuhr, 2004) (Figura

7). Posteriormente, ambas son procesadas por proteasas, dando lugar al complejo proteico

replicasa-transcriptasa. Este mediard la replicacion del genoma RNA viral y la transcripcion
de los mRNA subgenbémicos, que a su vez codificardn las proteinas estructurales y

accesorias en estos virus (Nakagawa et al., 2020).

A O
.G:\
) o) Pseudoknot
->PAUSE L
— / -

B

Figura 7 — Ribosomal frameshifting A — El ribosoma traduciendo alcanza la secuencia préxima al pseudonudo.
B — Retroceso del ribosoma en una posicién. C — Inicio de la traduccién en nueva pauta de lectura. Secuencia
deslizante en negrita (Modificada de Ribosomal Frameshifting ~ ViralZone, n.d.)
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Este proceso de cambio de marco de lectura estd dirigido por “sefiales especificas”
presentes en el MRNA que fuerzan al ribosoma a cambiar el marco de lectura de la posicion
0 al -1. Es decir, el ribosoma hara un movimiento en direccién 5’, retrocediendo una posicion
y continuando la traduccidn en este nuevo marco. Las sefiales se encuentran en secuencias
codificantes solapadas y, en la mayoria de los casos, el proceso es necesario para la

expresion de replicasas (Hagemeijer et al., 2012).

En el caso de coronavirus de eucariotas, las “sefiales” para cambio de marco de lectura
consisten en una “secuencia deslizante” y una estructura secundaria del RNA, con funcion

estimulatoria, que suele formar una estructura en pseudonudo (pseudoknot) (Firth & Brierley,

2012). Esta estructura (Figura 7) se encuentra 3’ respecto a la secuencia deslizante; entre
ambas se ubica una region espaciadora, de la cual se tiene que conservar cierta longitud
para la maxima eficacia del proceso (Plant, 2008). Sera en la secuencia deslizante donde el
ribosoma cambie de marco de lectura y se considera que esto sucede por deslizamiento en

tandem (tandem slippage) (Brierley & Dos Ramos, 2006).

La secuencia deslizante es un tramo de siete nucledtidos, con estructura XXXYYYZ, en la
gue la X puede ser cualquier nucleétido, la Y sera A o U y la Z tendra que ser distinta a G.
El deslizamiento en tAndem tiene lugar en dos tRNAs anclados al ribosoma, que se deslizan
desde lafase 0 (X_XXY_YYZ) alafase -1 (XXX_YYY). Se considera necesaria la naturaleza
homopolimérica de esta secuencia, ya que asi permite que el tRNA quede emparejado con

el mRNA en, al menos, 2 de 3 posiciones de anticodon después del deslizamiento.
Gracias a este retroceso en la sintesis de proteinas se consiguen las poliproteinas lay lab.

Cabe destacar que la estequiometria de las proteinas codificadas por estas dos ORFs esta
conservada evolutivamente, por lo que podria ser necesaria para la replicacién viral. El
cambio en la pauta de lectura se encargaria de regular esta estequiometria, permitiendo
producir el ratio requerido de las proteinas virales resultantes y regulando asi los niveles de

replicasas virales que, en elevadas cantidades, resultarian toxicas (de Wilde et al., 2018).

4.5 Proteinas de Coronavirus

Tras obtener las dos poliproteinas, ppla y pplab, estas sufriran una escisién proteolitica,

obteniéndose asi 16 proteinas no estructurales, denominadas nspl-nspl6, en SARS-CoV

9
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(Ziebuhr, 2004). Derivadas de ppla, encontraremos a las proteinas no estructurales (nsp) 1-

11; asuvez, derivaran de pplab las nsp1-10y nsp12-16. Nspl1l es un oligopéptido generado
cuando no se da el cambio de marco de lectura. En la Tabla 1 (anexo-I) se incluye un sumario

con las proteinas de estos virus asi como sus funciones conocidas.

Los productos de la poliproteina 1a parecen preparar a la célula para la infecciéon; aquellas
exclusivas de pplab llevan a cabo la catalisis de la replicacion y transcripcion del RNA, junto

a algunas enzimas celulares (de Wilde et al., 2018) y la proteina N (Robson et al., 2020). Los

dominios transmembrana de algunas de estas proteinas no estructurales anclaran el
complejo replicasa a membranas intracelulares, pudiendo estar involucradas en su
remodelacion y dando lugar a compartimentos de doble membrana dedicados a la sintesis
del RNA viral (Masters, 2006).

4.6 Replicacion y transcripcion en Coronavirus

La sintesis de RNA RNA-dependiente en coronavirus engloba los procesos de replicacion y
de transcripcion. En la replicacion se sintetiza una hebra negativa complementaria a todo el
genoma viral que posteriormente se empleara como molde para generar los genomas de la

progenie (Sawicki, 2009; Hartenian 2020). Para que se inicie la sintesis de esta hebra molde,

la RNA polimerasa RNA dependiente (RdRp) tiene que acceder al extremo 3’ del genoma.

La transcripcién en virus de esta familia tiene lugar en un proceso discontinuo (Sawicki et al.,
2007) que implica un cambio de molde durante la sintesis de los RNA subgenomicos al que
se afiadir4 una copia de la secuencia lider. Asi se generaran varios RNA subgenémicos con
ambos de sus extremos comunes con los del genoma viral ademas de la secuencia lider en

su extremo 5’ (Sola et al., 2015). Esta ultima secuencia presente Unicamente en el extremo

5’ del genoma sugiere que los RNAs subgendmicos son sintetizados mediante la fusion de
secuencias no contiguas. De esta manera, se uniran a la secuencia lider y la secuencia

codificante de cada RNA (también conocida como cuerpo o “body”) (Ziebuhr, 2004).

10
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Figura 9 — RNAs gendmicos y subgenomicos (basada en Sawicki, 2009). Los puntos indican las diferentes

secuencias de regulacion de la transcripcién. sgRNA — RNAs subgendmicos

Este proceso de transcripcion esta controlado por las secuencias reguladoras de la
transcripcion (TRS), presentes en el extremo 3’ de la secuencia lider (TRS-L) y antes de
cada gen viral (TRS-B) (Fig 10A) (de Wilde et al., 2018; Stanley G. Sawicki, 2009; Sola et
al., 2015). Estas TRS estan formadas por una secuencia central (CS), de 6-7 nucleétidos,

con regiones variables en cada uno de sus extremos (Dufour et al., 2011). La secuencia
central es idéntica en el genoma (CS-L) y en los mRNAs (CS-B). Esto hace posible el
apareamiento de la CS-L, del genoma, con la CS-B, de la hebra naciente negativa, llevando

a la unién de la secuencia lider y la secuencia “body” (Sola et al., 2015).

La polimerasa reconocera los TRS internos (TRS-L) y, tras copiarlos, se translocara al

extremo 5’ del genoma, a la secuencia lider (Snijder et al., 2016) (Fig 10B). Por tanto, la

polimerasa RdRp puede unirse e iniciar la transcripcion en diferentes puntos, continuando la
elongacion una vez copiado el gen de interés. Tras afiadir la secuencia lider, se obtiene un

molde de RNA subgendmico negativo. La transcriptasa viral reconocera estos moldes y los

copiara, generando mRNAs subgendémicos y genomas virales completos (Sawicki, 2009).
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Figura 10 — A - Elementos de la secuencia involucrados en la transcripcion discontinua. B - Representacion del
salto 3’ a 5’ en la transcripcion discontinua durante la sintesis de hebras negativas. Basada en Zufiiga et al.
(2004)

Estos saltos en la transcripcién no sélo estan regulados por las secuencias presentes en el
RNA sino también por las estructuras secundarias en el RNA virico, que a su vez forman una
estructura tridimensional, y son esenciales para que se produzca este tipo de transcripcion

(Sola et al., 2015). Recientemente se han propuesto estas estructuras como diana

terapéutica (Manfredonia et al., 2020).

Ya que los sgRNAs y el gRNA tienen el mismo extremo 5’, compartiendo la sefial de
reconocimiento para el ribosoma, la abundancia relativa de las diferentes proteinas virales

se determinara por la expresion relativa de sus RNAs (Snijder et al., 2016).

El modelo de transcripcion que se da en Coronavirus incluye tres pasos. Para empezar, el
RNA gendmico formard precomplejos de iniciacion, que acercan TRS-L y TRS-B.
Interacciones entre RNA-RNA, proteina-RNA y proteina-proteina mantendran estos
precomplejos en equilibrio dindmico. Los precomplejos funcionaran como sefiales de freno
y separacion para el complejo de transcripcién durante la sintesis de RNA de hebra negativa.
Copiada la TRS-B, si la estabilidad (AG) del duplex formado entre la hebra naciente negativa
complementaria a TRS-B y TRS-L llega a cierto valor, ocurrirda un cambio de molde,
afadiéndose una copia de la TRS-L y completandose asi el RNA subgendémico de hebra
negativa (Enjuanes et al., 2006; Sola et al., 2015).
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Figura 11 — Localizacion de las secuencias reguladoras de la transcripcion (flechas verticales) en el genoma

de coronavirus.(Modificada de Zufiga et al., 2004)

Ademas de los productos RNA subgendmicos candénicos resultantes de este proceso de
transcripcion discontinua, se han encontrado en varios coronavirus productos RNA
subgendmicos no candnicos, aunque se duda de si son resultados de este proceso o de la

recombinacion (V’kovski et al., 2020).

4.7 Técnicas para el estudio de coronavirus

4.7.1 Perfil ribosomico o ribosome profiling

Una de las metodologias para el estudio del cambio en la pauta de lectura de los ribosomas
es el llamado “perfil ribosémico” o ribosome profiling, una técnica que se beneficia de la
capacidad del ribosoma de proteger unos 30 nucleétidos del mMRNA que esté traduciendo,

evitando su digestién por ribonucleasas (Ingolia et al., 2012). En este proceso, se lisan las

células, tratdndolas antes con inhibidores de la traduccidbn y a continuacion, con

ribonucleasaeliminando asi el RNA no protegido (Irigoyen et al., 2016). Posteriormente, tiene

lugar la purificacion de estos fragmentos de RNA, su secuenciacion y mapeo (Brar &
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Weissman, 2015; Ingolia et al., 2012).(Figura 12). Asi, pueden localizarse y cuantificarse las

regiones de RNA en los ribosomas con mucha precision.
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Figura 12 — Etapas de las metodologias de Ribosome profiling y RNASeq (modificado de Brar &

Weissman, 2015).

4.7.2 Secuenciado RNA y ribosome profiling en Coronavirus y ejemplos

El RNA-Seq es un método de secuenciacion de RNA que usa el secuenciado empleando

una metodologia de alto rendimiento para obtener informacion del transcriptoma celular

(Kukurba & Montgomery, 2015). Asi, se pueden conocer las lecturas de genes presentes en
la célula, como pueden ser el RNA ribosdmico, tRNA, snRNA o small nuclear RNA y snoRNA

o small nucleolar RNA, asi como otras clases de RNAs no codificantes como los miRNAs y

los piRNA, que regulan la expresion génica a nivel postranscripcional, y los IngRNAs

(Kukurba & Montgomery, 2015). En un experimento tipico de RNA-Seq, se sintetiza el cDNA

14


https://sede.udc.gal/services/validation/6HUn3b2In6OBaW/eXWQ/5g==

a partir del tipo de RNA de interés, se prepara la genoteca de secuenciado y se secuencia

este cDNA en una plataforma NGS (Next Generation Sequencing) (Behjati & Tarpey, 2013).

Se pueden combinar las dos técnicas comentadas, como por ejemplo en el estudio de
Irigoyen et. al. (2016) en el que se aplicaron las técnicas de RNA-Seq y ribosome profiling al
MHV (murine hepatitis virus), infectando células de raton. Las células se trataron con
harringtonina (HAR) y/o cicloheximida (CHX) como inhibidores del inicio y la elongacion de
la traduccién respectivamente. Posteriormente se extrajo el RNA. Se prepararon genotecas
tanto para secuenciado RNA como para ribosome profiling. A continuacion, se secuenciaron

y mapearon los fragmentos de RNA, tanto a las secuencias virales como hospedadoras.

Una aproximacion similar a otro coronavirus, en este caso el SARS-CoV-2, tuvo lugar en el
estudio de Finkel et al. (2021).

Con estos estudios se caracterizd el genoma de estos virus y su expresion. También se

analizo el ratio RiboSeg/RNASeq, que cuantifica la eficacia de la traduccién (Blevins et al.,
2018).

Asi por ejemplo, Irigoyen y colaboradores (2016) observaron que la densidad ribosomal
aumentaba de 5’ a 3’ cinco horas tras la infeccién, asi como una reduccién marcada en la
densidad RiboSeq entre las ORFlay el 1b, que mostraria los ribosomas que terminan en el
codon de terminacion de la primera ORF, no realizando el cambio de marco de lectura
ribosémico. En cambio, la densidad de RNAs secuenciados fue constante entre estas dos
primeras ORFs, aumentando luego de 5>3’. Aun asi, en la region 5 UTR se presenta una
densidad RNASeq extra, que reflejara la presencia de la secuencia lider en todos los RNA,
gendémicos y subgendémicos. Esta se corresponde con una alta densidad de ribosomas
unidos a RNA en esta secuencia lider 5’, que no se corresponde con regiones codificantes
conocidas; a su vez, la densidad de lecturas en la 3’-UTR es muy baja en comparacion con
las CDSs.

El RNA viral de sentido negativo se encontré en menores cantidades que el positivo en

ambos estudios (Finkel et al., 2021; Irigoyen et al., 2016). En el segundo estudio, la ratio

RiboSeq/RNASeq fue mas baja en las ORF1ab que en el resto de las ORFs candnicas. Esto
puede tener varias causas, 0 bien cierta proporcion del RNA gendémico no se traduce,
estando en complejos de replicacidén-transcripcidon o bien esta empaquetandose, o que

alternativamente, tiene una eficacia de traduccion relativamente baja.
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Las eficacias de traduccion de los RNAs virales esta dentro del rango de los RNAs de la
célula hospedadora. Esto indicaria que los transcritos virales no tienen preferencia durante

la infeccién viral, si no que sus cantidades se deben a altos niveles de transcripcion.

Ademas, este tipo de estudios permiti6 encontrar una ORF anterior a la ORF1la, que se
considera regulador de la traduccién del RNA gendmico, la replicacion viral y la patogénesis.
Hay lecturas que mapean a este ORF, que se ha observado en varios CoVs. Asi como se
definié este, otras ORFs diferentes de las canénicas, han sido encontrados por métodos

computacionales (Finkel et al., 2021).

El estudio de los virus de la familia Coronaviridae, resulta esencial en estos momentos
debido a la actual pandemia causada por el SARS-CoV-2 y a la posibilidad de futuras
pandemias viricas. Los mecanismos moleculares implicados en el ciclo viral, su replicacion
y la expresion de sus genes resultan, por tanto, un aspecto clave de cara a encontrar puntos
esenciales para poder desarrollar tratamientos mas efectivos para las enfermedades que
estos causan. Por lo tanto, conocer los mecanismos citados, asi como las proteinas
generadas y sus funciones, es importante de cara a la prognosis y posterior tratamiento de
las infecciones. Las investigaciones actuales contra el SARS-CoV-2 demuestran su

auténtico potencial al haber permitido la obtencién y desarrollo de vacunas en tiempo récord.

5. Conclusiones

En esta revision hemos mostrado las peculiaridades de los virus de la familia Coronaviridae,

su ciclo viral y su expresién génica. Caben destacar las siguientes conclusiones:

1. Los coronavirus tienen un genoma de un tamafio inusualmente grande. Esto
probablemente responde al complejo mecanismo de regulacion en estos virus por el cual
se determina la expresion de sus proteinas.

2. La traduccion de algunas de sus proteinas esta controlada por el proceso de cambio de
pauta de lectura ribosomal frameshifting, el cual ayudaria en la regulacién de la
estequiometria de las proteinas codificadas por las ORFs lay lab.

3. Elresto de sus proteinas se sintetizan a partir de RNAs subgenémicos, generados por un

proceso de transcripcion discontinua.
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4. Las secuencias reguladoras de la transcripcion (TRS-L y TRS-B), encontradas tanto en la
secuencia lider gendmica como en las secuencias que codifican para proteinas, estan
encargadas de dirigir este proceso de transcripcién discontinua.

5. Mediante la combinacion de las técnicas de RiboSeq y RNASeq se puede medir la
localizacion ribos6mica en los RNAs viricos, la eficacia de la traduccion de las proteinas,
asi como sus abundancias relativas. Gracias a la aplicaciéon de estos procesos, junto con
métodos computacionales, se pudo predecir y comprobar la expresion de nuevas ORFs.
También han permitido comprobar la ausencia de pausado ribosomal en el sitio del

frameshifting.
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Anexo- |

Tabla 1 - Proteinas codificadas por el genoma de SARS-CoV; (Modificada de Hartenian et al., 2020).

Tipos de proteinas Nombre | Funcién

Proteinas estructurales S Formacion de pepldmeros, unién a
receptores para la entrada viral

E Proteina de envuelta, formacién de

viriones y ensamblaje

M Proteina de membrana, da forma al virién

y curvatura a la membrana

N Proteina de la nucleocépside, union a
genoma RNA, asociacion del genoma a
RTCs, inhibicion de la sefializacion celular
y produccion del interferén tipo 1 y

supresion del silenciado RNA

Proteinas no estructurales nspl Degradacion del mRNA celular e
inhibicion de la traduccion; inhibicion del
interferén tipo 1; preparacion del medio
celular para la replicacion viral
(Narayanan et al., 2008; Zhang et al.,
2021)

nsp2 Disruptor de la sefializaciéon intracelular
(Cornillez-Ty et al., 2009)

nsp3 Proteasa de tipo papaina, escisién de
polipéptidos, inhibicién de la sefializacion
y produccion de interferones de tipo 1 (de
Wilde et al., 2018)

nsp4 Formacion de vesiculas de doble

membrana y fijacion del complejo de
replicacion-transcripcion a las membranas

intracelulares (Masters, 2006)

nsp5 Proteasa 3CLP™, escision de polipéptidos,
inhibicibn de la sefalizacion de

interferones de tipo | (Snijder et al., 2016)

nsp6 Restriccion de la expansién de
autofagosomas y formacién de vesiculas

de doble membrana

nsp7 Factor de procesividad para la RdRp y

cofactor con nsp8 y nsp12
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nsp8

Factor de procesividad para la RdRp y
cofactor con nsp7 y nspl2 (esto aumenta
su afinidad al RNA (Te Velthuis et al.,
2012)); actia como RNA primasa,
sintetizando  oligonuclettidos  cortos
(Imbert et al., 2006; Stanley G. Sawicki,
2009)

nsp9

Proteina de unién inespecifica al RNA
(Egloff et al., 2004)

nspl0

Aumento de la actividad catalitica de
nspl4 y proteina de anclaje para nspl4 y

nspl6

nspll

Desconocida (Yoshimoto, 2020)

nspl2

RdRp

nspl3

Helicasa de RNA, preparando el molde
para nspl2 (Ziebuhr, 2004) actividad

trifosfofatasa

nspl4

Exonucleasa de correccion (de Wit et al.,
2016), N7-metiltransferasa

nspls

Endorribonucleasa (Deng & Baker, 2018),
evasion de los sensores RNA de doble

hebra

nsple6

2’-O-metiltransferasa; afadiria capucha al
RNA (Menachery et al., 2014)

Proteinas accesorias

3a

Formacion de canales iénicos, induccion
de necrosis, piroptosis, apoptosis y
detencién del ciclo celular

3b

Inhibidor de la produccion y sefializacion
del interferén de tipo I, inductor de la
apoptosis y necrosis, detencion del ciclo

celular

Inhibicion de la produccion y sefializacion
del interferén de tipo | y de la sintesis de
DNA celular

7a

Inhibicion de la traduccion en la célula
hospedadora, induccién de la apoptosis y

detencion del ciclo celular

7b

Componente del virion (Schaecher et al.,
2007)
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8a Induccién de la apoptosis dependiente de
caspasa

8b Aumento de la sintesis de DNA celular

9b Induccién de la apoptosis dependiente de

caspasa
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