UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

1

Instituto de %

Biotecnologia ‘&Z

|

.
! W
.l

'\"\;t';

Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas
Instituto de Biotecnologia

Departamento de Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular

Determinacion del Perfil de Fosforilacion Tras la

Infeccion por Rotavirus en Células MA104

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

PRESENTA:
Lic. En C. Luis Alberto Casorla Pérez

DIRECTOR DE TESIS:
Dr. Tomas David Lopez Diaz

CUERNAVACA, MORELOS



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ESTA TESIS FUE REALIZADA EN EL DEPARTAMENTO DE GENETICA DEL DESARROLLO Y
FISIOLOGIA MOLECULAR DEL INSTITUTO DE BIOTECNOLOGI{A DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, CAMPUS MORELOS, BAJO LA DIRECCION DEL DR.
TOMAS DAVID LOPEZ DIAZ, EN EL LABORATORIO DE VIROLOGIA DIRIGIDO POR LOS

DOCTORES CARLOS F. ARIAS Y SUSANA LOPEZ CHARRETON.

COMITE TUTORAL:

DRA. ROSARIO VERA ESTRELLA

DR. CESAR FERREIRA BATISTA

JURADO DE EXAMEN:

DRA. CLAUDIA LYDIA TREVINO SANTA CRUZ

DRA. BRONWYN JANE BARKLA

DRA. ROSA VICTORIA PANDO ROBLES

DR. MARTIN GUSTAVO PEDRAZA ALVA

DR. RAMON GONZALEZ GARCIA CONDE

ESTE TRABAJO SE REALIZO CON EL APOYO DE LAS SIGUIENTES INSTITUCIONES:

DONATIVO 82351. CONSEJO NACIONAL DE CIENCIAS Y TECNOLOGIA.

DONATIVO IN-212211. DIRECCION GENERAL DE ASUNTOS DE PERSONAL.



Dedicatorias.

El presente trabajo lo dedico a mi familia por el apoyo brindado durante todos estos afios,
en particular a mi madre Faustina Pérez Francisco y a mi padre Nolberto Cazorla Martinez.
Gracias por su apoyo y espero seguir contando con ustedes. También me gustaria
agradecerles a todas las personas que de una u otra forma influyeron en este trabajo. De
manera especial, al laboratorio de Carlos Arias/Susana Lopez, a la Unidad de Protedmica
en particular al Dr. César Ferreira Batista y a Myriam Rodriguez Gandarrilla por su apoyo
y a Ernesto Méndez por los consejos y ensefianzas que compartié durante su vida. A todos

gracias.



1. INErOUCCION ceveeeneeeeeeereereeeeeeeeeeecessesssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssnns 7

1.1GENEIAlIAAES ...ttt et sttt b e b s ae e et enre e 7
1.2 ClaSIfICACION ..ottt sttt et b e s re e ae e e e nree 8
1.3 ESTrUCTUIA del VIFION ..eieeeiieceie ettt sttt st sae e st ere e sreesaneeareens 9
B CT=T g To] o o - IO PP PPPR PP 12
1.5 Proteinas NO EStrUCTUAIES .....couuievieiiiiiieteet ettt s 13

i X T Lo o [T Y=Y o] [ ot o] o VRSPt 14

2 ANTECEACRILES ..uuueeeesuneeissneeisneessneesssanesssseesssseesssnesssssesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssnsssssnssssanes 16
2.1 Deteccion de fOSTOPIrOteINGS ......ciiiciiiie e e e e e e e b e e e e e aaaeean 20
2.1.1 Métodos de Enriquecimiento de Fosfoproteinas y Fosfopéptidos.........ccecueeeeecuieeeennnnn. 21
2.1.2 INMUNOPIECIPITACION ....veiii ettt e ettt e e et e e et e e e e be e e e e eabee e e eearaeeennreas 22
2.1.3 Cromatografia de Afinidad de lones Metalicos Inmobilizados (IMAC) ...........cccvveeenn..e. 23
2.1.4 DiOXidO @ TIANIO .eeeuveeieerieeiitet ettt ettt et e st st st b e sbeesaneneesneesaee 25
2.1.5 Cromatografia de Intercambio Catidnico Fuerte (SXC).....ccoveeevriiereeeiieee e 25
2.1.6 Derivaciones QUIMICAS ....cccueerueirieerieeneertesreesiee st et e bt e ee st sttt e sbeesaeeebeesbeesaeesareenennes 26

2.2 Protedmica CUANTITATIVA ..c..eerieeieeriie ittt sttt st ettt e beeneesane e 27
2.2.1Etiquetado con isétopos estables mediante aminoacidos en cultivo celular (SILAC)....... 27
2.2.2 Etiqueta de afinidad codificada en is6topos (ICAT) ...cueeeeeerieeeeeiieee e e 28
2.2 3 ITRAQ . ettt ettt ettt ettt e s bt e bt e sat e et e a e e e a bt e bt e bt e e h e e eab e et e ehe e sat e e be e ebeesheesateereenne 29

3. JUSTIFICACION.cu.cuuinncinncnnsssssnscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 32
T 7o T =T L3 U T 32
N I O ] o T3 4 Ao CT=Y =T - | USSRt 32
3.1.2 Objetivos PartiCUlares: ........occuuieei ittt et e e e e s ebae e e e sntae e e seneaeeenes 33

4. MATERIALES Y METODOS ....ccuuiumiuninnssnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 34
4.1 DESCIPCION BENEIAL...uuiiiieiiiiee ettt e et e e et e e e e bt e e ba e e e e e abaeeeeenbeeeeeesbaeeensreeeeenres 34
o A W [ g = T oL =] (V] = T SR VA L UL SRR 35



4.1.3 ENSQY0S A€ INTECCION ..ottt ettt e ettt e e et e e e e e ar e e e e earaeeeenraeaean 35

R N T ol (U] O O OO PP PPPRRTPR 35
4.1.5 Cuantificacidn de proteinas por el método de Bradford .........ccccceevvvveievciieeeciiee e, 36
4.1.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) .........ccccoveieiiiieeeeciieeeciree e 36
4.1.7 Deteccion por WeStern BlOT.........oociiiii ettt e e s 36
= R g Tl e g I e [N = - S 37
4.1.9 Purificacion de FOSTOProteiNas. ......ccuviiiiciiiie ettt e e e arae s 38
4.1.9.1 Purificacidon por el método de QIageN ........cceeeeeecuiieieeceee e 38
4.1.9.2 Purificacidn de fosfoproteinas por el método en batch ..........ccccveiiieciiiiincennen, 39

4.2 PrecipitaCion CON GCERTONA ....cccccuviieeeeirieeeeeiieeeiteeeeeeitreeeeestaeeeeeeareeasasresaeesreeeseestaeeeeanreeannnrens 40
4.3 Extraccion de péptidos mediante digestion en gel .........cocuvvieeiiiieciieccceeeeee e 40
4.4 Extraccion de péptidos mediante digestion en soluCiON .........cccueeieeciiiiieciieeeccee e 42
4.4.1 Desalado mediante columnas CL8 ......cccviivieiiiiiiiriieeree sttt sre e sae e e s saree s 43
4.4.2 Cuantificacion de PEPLIdOS.....cuuiii et 43

4.5 Purificacion de fosfopéptidos empleando columnas IMAC-Galio (Thermo Scientific Pierce Ga-
IDA Phosphopeptide Enrichment Kit NO Cat: 89853) .....ccccuviieiiiiieeeiiiieee et e e eiree e esvaee e 44

4.6 Purificacion de fosfopéptidos empleando columnas de dxido de titanio ( Protea Bioscience

TiO, SpinTips Sample Prep Kit NO Cat: SP-154-24) ........ccccieeeeeiiiee et eeteee et e e 44
v/ 2 0T g o [o ]l ] [ 1 AP STP 45
4.8 ESPECLrOMELIia 08 MASAS ..uuiiieiiiiieeeiiiiee e ettt ettt e e e ettt e e e ettt e e e e ar e e e abeeeeeareeeeeearaeeeeennreseennrens 45

5. RESUILAUOS ...uvreeeeerreenennesreeeeereereeesssesesessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssssse 47

5.1 Cinéticas de infeccion de MALOA Y CACO......cccuuieeeeireeeeecieeeeireeeeecreeeeeeareeeeeereeeesaseeeeenanaeeaas 47
5.2 Purificacion de FOSTOPIOteINGS. ....c.cuuiii ettt e e e et e e e e nnaee s 50
5.3 Purificaciéon de fosfoproteinas por el método en “batch” .........cccooieiiiiiiiicciieeeeee, 51
5.4 Purificacion y deteccion de FOSTOPEPLIAOS .......ceeeecviiiieiiiiie ettt e 54
B L IMAC .ttt s h et h e et s e et e h et s bt et bt et bt e a e bt e bt e h e et e s heebesbeebenaea 54
5.4.2 Ensayo de purificacidn de fosfopéptidos mediante columnas IMAC-Galio...................... 54
D83 DOT-BIOT ..ttt et b e et sa e st be et sbeeate b 58



5.4.4 Purificacidén de fosfopéptidos empleando columnas de TiO; ....cccuveeeeeciieeeeeciiieeeecieeeees 60
5.4.5 Digestion €N SOIUCION .......ciiiiiiiie ettt e e te e e eatre e e e ebte e e e sntaeeeeentaeeeanes 62
5.4.6 Etiquetado de muestras Por iTRAQL........ueeiieciieeeiiiieee ettt e e et e e e eetre e e e eraee e eebaeeeeeaes 63

5.5 Identificacidon de cambios en el fosfoproteoma de células MA104 infectadas con rotavirus 64
5.5.1 Eficiencia de la purificacion y etiquetado de 1as MUEStras .........ccceeeeecveeeeeciieeecreee e, 64

5.5.2 Métodos de Fragmentacion .......coccuuieeieciiieeieiieecitee et e e etne e e s vve s satae e e e eaaee e s enaaeeeeans 66
5.5.3 Proteinas y fosfositios que cambian durante la infeccion .........ccccovveiiciiiiiccciee e 70

RN N N T Y LT R LI =T =T 73

8. PeISPECLiVAS cuuuueriiiicnnricnssnnicssssnnrincsssssnnesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssse 93
0. REFEIEICIAS ccceeeeeeeererrcrsaneereecccsssssssnnssseseccssssssnasssssessssssssssnsassssesssssssnnassassessssssssssnnassssssssssse 34

10. APENAICE ..uuuuerirnrinsnrinsnressnniicssanissssnessssncsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssse 100



1. Introduccion
1.1Generalidades

Las enfermedades diarreicas son una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a
nivel mundial. En México, del afio 2000 al 2008, estas enfermedades ocuparon el primer
lugar de mortalidad en nifios de edad preescolar. (SINAIS [Sistema Nacional de

Informacion en Salud], 2010. México).

Diversos estudios epidemioldgicos han revelado que rotavirus es el principal agente
etiologico de gastroenteritis viral en nifios [1]. Cada afio, rotavirus causa aproximadamente
111 millones de episodios de gastroenteritis que requieren reposo en el hogar, 25 millones
de visitas clinicas, 2 millones de hospitalizaciones y alrededor de 600,000 muertes en nifios
menores a 5 afios. A los 5 afios, cada nifio a nivel mundial habré tenido aproximadamente
un episodio de infeccion por rotavirus, de los cudles 1 en 5 recibiran tratamiento clinico, 1
en 65 seran hospitalizados y 1 en 293 morira como resultado de la infeccion. Alrededor del
82% de las muertes de infantes causadas por rotavirus suceden en paises en vias de

desarrollo[1].

La sintomatologia tipica de la infeccion por rotavirus es una diarrea severa (mds de 8
evacuaciones al dia) acompafiada de vomito con o sin fiebre. Esta enfermedad tiene una
duracion promedio de cinco dias. La alta mortalidad asociada a esta enfermedad se debe a

la exacerbada deshidratacion provocada por la infeccion [2].

Rotavirus infecta principalmente enterocitos maduros localizados en el éapice de las
vellosidades del intestino delgado, provocando descamaciones y muerte celular. Se ha

sugerido que la proteina viral no estructural NSP4 estimula la secrecion de cloro, por una



via dependiente de calcio, lo cual interfiere con el equilibrio i6nico de la célula y resulta en

la pérdida de agua, previo a la destruccion del epitelio intestinal por la replicacion viral [3].

Rotavirus pertenece a la familia Reoviridae. Sus principales caracteristicas son: 1) el
genoma se compone de 11 segmentos de RNA de doble cadena que codifican para seis
proteinas no estructurales (de NSP1 a NSP6) y seis proteinas virales estructurales (VP1, 2,
3,4, 6 y7); 2) la particula madura tiene 70 nm de didmetro y una cépside icosaédrica
compuesta de tres capas; 3) una RNA polimerasa dependiente de RNA y una enzima que
adiciona el cap a los transcritos de RNA; 4) El genoma segmentado de estos virus es capaz
de rearreglarse genéticamente; 5) La replicacion viral ocurre en el citoplasma; 6) el
tratamiento con tripsina facilita el proceso infeccioso in vitro; 7) estos virus presentan una
ruta de morfogénesis particular ya que las particulas inmaduras geman hacia el interior de
reticulo endoplasmico (RE) donde llevan a cabo su maduracion; 8) las particulas maduras

no tienen envoltura lipidica [4].

1.2 Clasificacion

En la actualidad los rotavirus se han clasificado en 7 grupos (A-G) con base a las
caracteristicas antigénicas de la proteina VP6. Los grupos A, B y C infectan tanto humanos
como otros animales, mientras los grupos D, E, F y G infectan solo animales. El genoma
viral se puede rearreglar entre miembros del mismo grupo. Los rotavirus del grupo A son la
principal causa de gastroenteritis viral y diarrea en nifios a nivel mundial. El grupo B se ha
asociado a epidemias anuales de diarreas severas principalmente en adultos. El grupo C se
ha detectado esporaddicamente en heces fecales de nifios con diarrea y en brotes severos,

principalmente en China [4, 5].



Los grupos de rotavirus se clasifican en diferentes serotipos y genotipos. Los primeros se
han caracterizado por ensayos de neutralizacion con anticuerpos policlonales; mientras que
los segundos, estan determinados por andlisis de hibridacion, o por la secuencia de los
genes. Debido a que existen dos proteinas blanco de anticuerpos neutralizantes en la
capside externa, VP4 yVP7, surgi6 una clasificacion dual. Para VP7, hay al menos 14 tipos
especificos para la proteina, denominados tipos G (derivado de glicoproteina). Para VP4,
existen al menos 19 diferentes tipos especificos, llamados tipos P (derivado de proteina
sensible a proteasa). Todos los tipos G y P pueden distinguirse por la secuencia de sus
genes. Cada virus tiene un serotipo P indicado por un numero que lo precede y es seguido

por el genotipo P indicado por un nimero entre corchetes (por ejemplo P1A[8]) ([6], [7],

[8]).

Recientemente, se ha propuesto un nuevo sistema de clasificacion para los rotavirus, en el
cual se emplean los 11 segmentos de RNA y se basa en porcentajes de identidad para
asignar genotipos a cada uno de los segmentos del genoma. La nomenclatura para comparar
los genomas completos de rotavirus es la siguiente: Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-
Hx los cuales corresponden a los respectivos genes que codifican para VP7-VP4-VP6-VP1-
VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6, donde “x” indica el nimero del genotipo [9].

1.3 Estructura del virion

Mediante la criomicroscopia electronica se ha logrado determinar la estructura
tridimensional de la particula viral, la cual tiene una geometria icosaédrica con una simetria
T= 13 (Figura 1). Diversos ensayos experimentales han permitido identificar tres tipos de
particulas que presentan diferentes propiedades. Las particulas maduras presentan tres

capas y se denominan TLPs (del inglés Triple-Layered Particles). Estas se caracterizan por
9



ser las unicas infecciosas ya que tienen la capacidad de reconocer el receptor de las células

blanco e infectarlas. Las capas que presentan son las siguientes:

Core o nucleocapside: se compone de las proteinas VP1, 2 y 3 y el RNA viral se encuentra
interaccionando con los complejos VP1-VP3. Estos a su vez interaccionan con la cara
interna de la capa formada por VP2 (120 moléculas que forman 60 dimeros) que tiene una
geometria icosaédrica con simetria T=1. Diversos estudios indican que VPI es la RNA
polimerasa viral y que ésta requiere la participacion de VP2 para llevar a cabo la actividad
de replicasa [10, 11]. De igual forma se ha observado que VP3 es la enzima que adiciona el
“cap” al mRNA viral ya que tiene la actividad guanililtransferasa ademas de una actividad
metiltransferasa [12, 13]. El didmetro aproximado del core es de 51 nm, mientras que el

grosor de la capa de VP2 es de 3.5 nm.

Capa intermedia: se compone de la proteina VP6 (780 moléculas que son el componente
estructural mas abundante de la particula viral), esta proteina forma 260 trimeros que
interaccionan con 120 moléculas de VP2 y 260 trimeros de VP7. De igual forma en esta
capa se encuentran 132 canales, que atraviesan las tres capas de la particula viral

conectando el interior con el exterior. El grosor de esta capa es de 10 nm [4].

Capa externa: esta compuesta de las proteinas VP4 y VP7. El principal componente es la
glicoproteina VP7 arreglado en 260 trimeros asociados entre si. La capa formada por VP7
tiene un grosor de 35 nm. La proteina VP4 forma 60 espiculas que se proyectan a través de
la superficie formada por VP7. VP4 al ser cortada por tripsina, produce las proteinas VP8*

y VP5*, Esto resulta en un aumento en la infectividad de la particula viral [4, 14, 15].
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Dado que la estabilidad de la capa externa depende de la presencia de calcio, el uso de
agentes quelantes tales como EDTA o EGTA comprometen los trimeros de VP7 induciendo
el desensamble de ésta. Cuando esto ocurre, se forma una particula denominada DLP (del
inglés Double-Layered Particles) de apariencia rugosa. Esta particula se caracteriza por ser
incapaz de ingresar en la célula pero si de promover el ciclo de replicacion viral al
introducirse por transfeccion. Cuando se hace uso de agentes caotropicos (por ejemplo
tiocianato de sodio) que remueven VP6, se obtienen las nucleocéapsides virales, las cuéles

no son infecciosas y no tienen actividad transcripcional (Figura 2) [11, 16-18].

Segmento

de ARN Proteina
1 —— 4— VP
Y VP2
3 :‘ = 3 VP
4 VP4

§ % —— 4— NSP1

> —— 4+—VP§

8% & NoPs
’ T VP?

aw—i — — 4— NSP4 b

11— — — 4— NSPS5, 6

Figura 1. Estructura de rotavirus (Esquema tomado de Estes, M. K. 2001 [4]). En A)
se muestra un electroferograma del genoma de rotavirus, en el cual se sefialan cada uno de
los once segmentos que lo componen. En B) se representa la estructura de una particula

madura TLP, en la cual se sefialan proteinas de su superficie como VP4 y VP7. En C) se
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sefala el componente de la DLP (VP6), asi como los componentes del “core” (VP1/3 y

VP2).

TLP’s (Triple capa)
(VP1, VP2, VP3, VP4,
VP6 y VPT)

*Infecciosa e inactiva en

la transeripeion EDTA g VPA/VPT

DLP’s (Doble capa)
(VP1,VP2, VP3y
VP6)

*No infecciosa

*Activaen la %

transcripeion (13';13:;10 g VP6
Nucleocapside (una capa)

(VP1,VP2 yVP3) .

*No infecciosa
*Inactiva en la transeripcion

Figura 2. Esquema de los tres tipos de particulas. En esta figura se muestra el proceso
por el cual la particula viral pierde sus capas durante el desarrollo de la infeccion
(Modificado de la Figura 1 de Estes, M. K. 2001 [4]).

1.4 Genoma

El genoma se constituye de 11 segmentos de RNA de doble cadena envueltos por la
nucleocapside. El tamafo de los segmentos varia de 660-3300 pares de bases. Los primeros
10 segmentos son monocistronicos y el décimo primero es dicistronico ya que codifica para
NSP5 y NSP6. Seis segmentos de RNA codifican para proteinas estructurales, las cuales
forman parte de la particula viral, y los otros cinco segmentos codifican para proteinas no

estructurales que se encuentran en la célula infectada y no forman parte del virion.
12



Cada mRNA empieza con un 5’-guanidina (cap) seguido de secuencias no traducidas
conocidas como 5° UTR (de sus siglas en inglés, region no traducida) y 3° UTR, el cual
tiene una secuencia conservada (5-UGUGACC-3'). La longitud de las regiones no
codificantes 5’ y 3’ varia para diferentes mensajeros. Ademds nunca se ha observado una

senal de poliadenilacidon en su extremo 3’ [4].

1.5 Proteinas No Estructurales

Las proteinas no estructurales (NSP) estan involucradas en la replicacion (NSP1 a NSP3, 5
y 6) y morfogénesis (NSP4). NSP1 es la proteina viral menos conservada, contiene un dedo
de zinc y se ha observado que funciona como una ubiquitina ligasa E3 que media la
degradacion dependiente de proteosoma de factores regulatorios de interferén, tales como
IRF 3, 5, 7 y ademas reprime la respuesta celular de IFN tipo 1 y NF-kappaB [19]. NSP2 es
una NTPasa que se localiza en los viroplasmas y al parecer esta involucrada en la
encapsidacion del RNA. NSP3 se une al extremo 3° del mRNA viral actuando de manera
similar a la proteina de union a poli-A, desplazando a elF4G (factor de inicio de la
traduccion eucarionte 4G) para inhibir la sintesis de proteinas celulares. NSP5 es una
fosfoproteina con sitios de O-glicosilacion que tiene actividad autocinasa e interactiia con
NSP2 [20, 21]. NSP6 esta codificada en un ORF alternativo dentro del segmento 11,
interacttia con NSP5 y se acumula en los viroplasmas. NSP2, NSP5 y NSP6 se encuentran
asociados a los viroplasmas pudiendo estar involucrados en su formacion y en el
reclutamiento o movimiento de proteinas virales hacia los viroplasmas [22]. NSP4 es la
unica proteina no estructural que no es capaz de unirse al RNA y cuya funcion principal se
asocia con la morfogénesis viral y la virulencia. NSP4 es una proteina transmembranal

ubicada en el RE y mediante un dominio citoplasmico situado en su extremo carboxilo
13



terminal se une a particulas de dos capas recién sintetizadas y las “recluta” en el RE como
parte de su maduracion. También se ha observado que NSP4 induce diarrea, dependiente de
edad, en ratones; funcionando como una viroporina que lleva a la secrecion trans-epitelial

de cloro, por una via dependiente de Ca** [23-25].

1.6 Ciclo de Replicacion

In vivo, rotavirus infecta principalmente a enterocitos maduros del epitelio intestinal,
localizados en el apice de las vellosidades del intestino delgado. In vitro, el virus puede
replicarse en células epiteleales principalmente intestinales y renales. La gran mayoria de
los ensayos de replicacion viral se han realizado, in vitro, en células de rifidon fetal de mono

verde (MA-104) [26].

La replicacion viral es un fendmeno que en las células MA-104 tiene una duracioén de 10 a
12 horas a 37 °C. Para que este evento ocurra, se necesita que primero se unan las
particulas virales a las células blanco a través de VP8* de manera dependiente de acido
sidlico [4]. El mecanismo por medio del cual el virus entra a la célula no se conoce bien,
pero se cree que ocurre por un proceso de endocitosis que tiene una duracion de alrededor
de 60 a 90 minutos [4]. Tras su entrada las particulas virales pierden su envoltura protéica
externa generando particulas de dos capas a partir de las cudles se inicia la transcripcion. Se
ha propuesto que los transcritos salen a través de canales para llevar a cabo dos funciones:
1) se traducen para sintetizar las proteinas virales y 2) son las cadenas molde a partir de las
cuales se sintetiza el RNA de doble cadena para el genoma de la progenie viral (Figura 3)

[4, 14, 15, 27].
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Replicacion

-
@ viroplasme

Ensamblaje @eirsees

Figura 3. Esquema general de la replicacion (Tomado de Estes, M. K. 2001, [4]).

Las proteinas virales sintetizadas en el citoplasma y los mRNAs virales interactuan para
formar intermediarios de replicacion (RI), nombrados asi por presentar actividad de
replicasa, cuya funcion es sintetizar el RNA de doble cadena en sititos conocidos como
viroplasmas. Los RI se componen de las proteinas VP1, VP2 y VP3 ademas de que pueden
tener asociadas a las proteinas NSP2 y NSP5 [28]. La integraciéon de VP6 a los RI da lugar
a particulas conocidas como DLPs (que cuentan con la actividad transcriptasa). Los DLPs
maduran a TLPs inicialmente a través del transporte de DLPs hacia RE mediante la
interaccion de VP6 con NSP4, donde transitoriamente adquieren una envoltura lipidica la
cual se pierde, y adquieren las proteinas de capa externa VP4 y VP7 resultando en la

formacion de una particula infecciosa. El ciclo de infeccion finaliza cuando la progenie
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viral se libera por lisis celular aunque también se ha descrito que en enterocitos polarizados,
la salida ocurre por un transporte vesicular que no resulta en un efecto citopatico extenso

[4, 28].

2 Antecedentes

Casi todos los aspectos de los procesos celulares son regulados por modificaciones post
traduccionales (PTM), las cudles regulan la activacion, degradacion, localizacion subcelular
e interacciones proteina-proteina. La fosforilacion de proteinas es una de las modificaciones
post traduccionales mas amplias en la naturaleza, asi como un regulador clave de los
procesos biologicos intracelulares y en la actualidad es uno de los mas estudiados y mejor
comprendidos [29]. La fosforilacion de proteinas media diversas redes de sefializacion que
regulan la respuesta celular a diversos estimulos ambientales como estrés mecanico,
factores de crecimiento, citocinas, interacciones célula-célula e interacciones célula-matriz,
entre otros. Dada la importancia de esta PTM, no es sorprendente que la desregulacion de
las cinasas y fosfatasas de proteinas haya sido ligada a un vasto nimero de patologias,
incluyendo cancer, enfermedades autoinmunes, desordenes metabolicos e infecciones por

patogenos [29-31].

Los eventos de fosforilacion frecuentemente inician y propagan rutas de transduccion de
sefiales. La fosforilacion de una proteina es una PTM transitoria y reversible que lleva a
cambios conformacionales, de actividad y capacidad de interaccionar con otra proteina
dentro de un intervalo de tiempo muy corto. Ya que la modificacion es reversible, los
cambios en la actividad de la proteina pueden ser regulados estrictamente por eventos de

fosforilacion y defosforilacion en respuesta a estimulos celulares o ambientales. La
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fosforilacion a menudo ocurre en multiples residuos dentro de una proteina y en muchos
casos por diversas cinasas [32]. Los multiples sitios de fosforilacion le permiten a la
proteina realizar diversas funciones dependiendo de cual sitio se encuentre fosforilado. Por
ejemplo, la proteina del retinoblastoma (pRb) tiene como funcién la inhibicion de la
proliferacion celular a través de la interaccion con E2F, reprimiendo la transcripcion de
genes regulados por esta proteina. pRb tiene 16 sitios potenciales de fosforilacion los
cudles se ha demostrado que la fosforilacion en cualquiera de estos sitios lleva a un cambio
conformacional que interrumpe la interaccion entre pRb-E2F y de esta manera se permite el

avance en el ciclo celular [33].

La fosforilacion estd regulada por una compleja interaccion entre cinasas y fosfatasas
especificas, las cuales mantienen un estricto control espacial y temporal de los eventos de
fosforilacion y defosforilacion en sitios especificos de las proteinas blanco. En eucariontes,
la fosforilacion tiene lugar en residuos de serina, tirosina y treonina. La presencia de
fosforilacion en residuos de serina y treonina es mas frecuente que en residuos de tirosina,

con una proporcion de pSer/ pThr/ pTyr del orden de 1800:200:1 [32].

Las cinasas eucarioticas constituyen una gran super familia de proteinas homologas que se
agruparon en base a la similitud de sus dominios cataliticos que es de alrededor de 250-300
aminoacidos. Dentro de esta gran super familia hay dos principales subdivisiones: las
serina/ treonina cinasas y las tirosina cinasas [34]. Se ha estimado que cerca del 50% de
todas las proteinas son fosforiladas en un momento determinado y que existen cerca de
100,000 sitios potenciales de fosforilacion en el proteoma humano [35]. La secuenciacion

del genoma humano ha revelado que existen alrededor de 518 cinasas y se han predicho por
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anotacion gendmica la existencia de mas de 100 fosfatasas, enfatizando el papel ubicuo de
la fosforilacion y defosforilacion de proteinas [36]. A pesar de su papel ubicuo, las
fosfoproteinas estan generalmente presentes en una relativamente baja abundancia dentro
de la célula y las formas fosforiladas de las proteinas individuales también tienden a estar
presentes en mucha mas baja proporcion que sus contrapartes no fosforiladas. Mientras
algunas proteinas son constitutivamente fosforiladas, la mayoria s6lo lo son de manera

transitoria [37, 38].

Durante la infeccion por rotavirus se ha observado que las cinasas JNK (Cinasa NH»
terminal c-Jun) y p38 promueven la activacion del factor de transcripcion AP-1 que resulta
en la expresion de IL-8, el cual es una potente citocina pro inflamatoria [39]. De igual
forma se ha observado la activacion de NF«kB tras la infeccion por rotavirus. Se ha
reportado que durante la infeccion se activan dos proteinas pertenecientes a la familia RLR
(del inglés RIG-1 like receptor) RIG-1 y MDAS. Estas proteinas se activan en presencia de
RNA de doble cadena viral y a su vez promueven la activacion de una molécula adaptadora
llamada MAVS (del inglés Mitocondrial antiviral signaling protein) que resulta en la
produccion de INF-B cuya secrecion al medio externo es regulada por PKR [40, 41]. Por
otro lado, durante la infeccidon ocurren cambios en la interaccion entre las células
intestinales y su ambiente. El crecimiento y supervivencia de las células epiteliales
intestinales, las cudles como se ha mencionado anteriormente son los blancos principales de
rotavirus, dependen de las interacciones entre componentes de matriz extracelular e
integrinas de superficie celular. Un resultado interesante durante la infeccion es la
regulacion de la expresion de integrinas en la que esta involucrado la ruta del fosfoinositido

3-cinasa (PI3K/Akt). Cuando se bloquea la regulacion de integrinas mediante el uso de
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drogas que impiden la activacion de PI3K, esto resulta en la reduccion de la adherencia de
las células intestinales infectadas y una disminucién concomitante en los titulos virales.
Estos hallazgos sugieren que la activacion de PI3K inducida por rotavirus resulta en la
regulacion de la expresion de integrinas de células intestinales, lo cual lleva a una
adherencia mas prolongada de las células infectadas a coldgeno y a una mayor produccion
viral [42]. La via PI3K/Akt también puede ser activada por proteinas de choque térmico
como HSP90, la cual se ha demostrado que puede interaccionar con Akt y activarla
mediante su fosforilacion. Esto lleva a la fosforilacion de proteinas rio abajo de Akt tales
como 4EBP, mTOR y p70S6K (Figura 23). De hecho se ha demostrado que la inhibicion
de la ruta PI3K/Akt o su activador HSP90 con drogas o interferentes, lleva a la disminucion
de transcritos virales, proteina viral asi como titulo viral [43]. Durante la infeccion también
se ha observado que elF2a se fosforila. Este factor es un regulador clave en la sintesis de
proteinas ya que se encarga de entregar el Met-tRNA iniciador al ribosoma. La
fosforilacion de este factor resulta en la inhibicion de la formacién del complejo de pre
inicio de la traduccion. Resultando en la disminucion de la sintesis de proteinas celulares y
favoreciendo la traduccion de los mensajeros virales por un mecanismo desconocido.
Asimismo, se ha observado que PKR al activarse por reconocimiento de RNA de doble

cadena viral, es la proteina que dispara la fosforilacion de elF2a [44, 45].
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2.1 Deteccion de fosfoproteinas

Ya que los eventos de fosforilacidon que ocurren durante la infeccién por rotavirus no han
sido completamente caracterizados. Como primer paso para elucidarlos, es necesario poder

detectar las fosfoproteinas involucradas en tales eventos de sefializacion.

Tras la lisis celular, muchas proteasas y fosfatasas se activan y si no se toman las
precauciones necesarias, las proteinas se degradan y los grupos fosfatos se remueven. Es
por esto que se deben procesar las muestras a 4 °C, ya que a esta temperatura la actividad de
las proteasas y fosfatasas se reduce; y se debe agregar inhibidores de proteasas y fosfatasas
en todos los buffers que se usan en los pasos iniciales de la solubilizacion de la muestra y
digestion enzimatica. De igual forma, es necesario inhibir la actividad de las cinasas para

identificar los sitios de fosforilacion de verdadera relevancia bioldgica.

Usualmente, la deteccion de proteinas fosforiladas en muestras complejas no es posible sin
una previa separacion, por ejemplo, en geles de dos dimensiones (2-DE). Las
fosfoproteinas se pueden visualizar directamente en el gel 2-DE mediante tincién
fosfoespecifica, western blot o marcaje radiactivo [46-48]. Las principales ventajas de estas
técnicas es que se pueden detectar todos los tipos de fosforilacion y se pueden cuantificar
las sefnales de manera absoluta. El método més sensible es el marcaje radiactivo de los
grupos fosfato usando **P o P [48, 49]. Los grupos fosfato radiactivos se pueden
introducir in vivo o in vitro. Cuando se hace in vitro, este puede llevarse a cabo incubando
la proteina o la mezcla de proteinas con la cinasa seleccionada y [y-""P]-ATP. La principal
desventaja es la fosforilacion inespecifica debido a las altas concentraciones de reactivo. La

. ., N o - 32
incorporacion de grupos fosfatos radiactivos in vivo se lleva a cabo incubando ““P con las
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células, tejido, 6rgano u organismo. Aunque las condiciones de reacciéon son mucho
mejores en células vivas que in vitro, de igual forma ocurren fosforilaciones inespecificas
[49]. Ademas, proteinas fosforiladas constitutivamente con baja tasa de intercambio de
grupos fosfato incorporan muy pocas cantidades de radiactividad y por lo tanto pueden

escapar de la deteccion.

Otra forma para detectar fosfoproteinas, es la tincion fosfoespecifica, la cual es menos
sensible (detecta solo de 1-16 ng de fosfoproteina) por banda en un gel que los métodos
radiactivos pero el manejo de los reactivos es mucho menos peligroso y es compatible con
MS. Un ejemplo de tincion fosfoespecifica es Pro-Q Diamond (Molecular Probes), el cual
es un fluor6foro que se une a los grupos fosfato permitiendo detectar proteinas fosforiladas

en un gel de electroforesis in vitro [50, 51].

Otro método que es capaz de detectar bajas cantidades de fosfoproteinas (del orden de
femtomoles), es el western blot. Sin embargo, la especificidad y sensibilidad del método

depende de los anticuerpos fosfoespecificos empleados [46, 48, 52].

2.1.1 Métodos de Enriquecimiento de Fosfoproteinas y Fosfopéptidos

Las fosfoproteinas principalmente se caracterizan usando métodos de espectrometria de
masas posterior a la digestion con tripsina, sin embargo, los fosfopéptidos son notoriamente
dificiles de analizar en el espectrometro de masas, especialmente por la presencia de
péptidos no fosforilados, ya que impiden una adecuada ionizacion de los fosfopéptidos y
por lo tanto disminuyen su deteccion [46]. Asi, un enriquecimiento eficiente de las especies
fosforiladas antes del analisis por el espectrometro de masas resultara en una mayor

sensibilidad y como consecuencia una caracterizacion mas eficiente. La cromatografia de
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Afinidad de Iones Metalicos Inmobilizados (IMAC) y la inmunoprecipitacion son métodos
de enriquecimiento tanto de fosfoproteinas como de fosfopéptidos. Otras opciones para la
purificaciéon de fosfopéptidos son las columnas de dioxido de titanio (TiO;) y las

derivaciones quimicas (Figura 4; [35, 38, 46, 53-55]).
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Figura 4. Estrategias utilizadas para el enriquecimiento de fosfopéptidos ( Tomado de
Thingholm, Tine E. Jensen, Ole N y Larsen Martin R. [46]). Se representan las principales
estrategias para la purificacion de fosfoproteinas y fosfopéptidos.

2.1.2 Inmunoprecipitacion

Este método hace uso de anticuerpos especificos contra residuos fosforilados que precipitan
las proteinas o péptidos fosforilados de las proteinas totales. Dentro de esta estrategia la

inmunoprecipitacion de fosfotirosinas es la mas comun. Ya que los anticuerpos contra
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fosfotirosinas son de buena especificidad y poca reactividad cruzada contra tirosinas no
fosforiladas o serinas/treoninas fosforiladas [56]. Mientras que los anticuerpos contra serina

o treonina fosforilada son mucho menos especificos [57].

2.1.3 Cromatografia de Afinidad de Iones Metalicos Inmobilizados (IMAC)

Se introdujo inicialmente por Porath et al en 1975 para la purificacion de proteinas
etiquetadas con una cola de histidinas. Sin embargo, posteriormente Andersson demostro
que podian unir grupos fosfato [35]. Actualmente es una de las técnicas usadas para la
purificacién de fosfoproteinas y fosfopéptidos [54]. IMAC es una técnica que utiliza la
afinidad diferencial de las proteinas hacia los iones metélicos inmovilizados para mejorar
su separacion. Esta afinidad diferencial surge de los enlaces coordinados formados entre los
iones metalicos y las cadenas laterales de ciertos aminoacidos expuestos en la superficie de
las proteinas. Las proteinas o péptidos fosforilados se unen a la fase estacionaria de la
columna mediante interacciones electrostaticas de sus grupos fosfato cargados
negativamente con los iones metalicos inmovilizados cargados positivamente. Estos iones
metalicos pueden unirse a la columna a través de resinas de acido nitriloacético (NTA),

acido iminodiacético (IDA) o Tris-etilendiamina (TED) (Figura 5) [32].
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Figura 5. Columnas IMAC (Tomado de Imam-Sghiouar, N., R. Joubert-Caron, y M.
Caron, [58]).

Esta técnica facilita la recuperacion e identificacion de fosfopéptidos en muestras
complejas. Sin embargo, una de las principales desventajas de la técnica, es que permite la
unioén inespecifica de péptidos no fosforilados que contienen aminoacidos acidos como Glu
y Asp, por lo cual pueden co-purificar con los fosfopéptidos reduciendo la selectividad del
método [59]. Para superar esta desventaja se han implementado mejoras a la técnica como
usar buffers de resuspension con pH 3.5, ya que a este pH los péptidos acidos tienen carga
neutra mientras los fosfopéptidos estan casi en su totalidad ionizados [55, 60-62]. De igual
forma, incubar la muestra con acetonitrilo reduce la union inespecifica hacia la columna e
incrementa la especificidad hacia los fosfopéptidos. Por otro lado, otra forma de aumentar
la eficiencia de la columna, se logra al disminuir la complejidad de la muestra pre
fraccionandola usando columnas de intercambio catidnico fuerte [60]. Sin embargo, para
esto se requieren grandes cantidades de muestra. Los fosfopéptidos son eluidos de la

columna usando buffers alcalinos como bicarbonato de amonio. De manera alterna, los
24



fosfopéptidos se pueden eluir con EDTA, soluciones muy acidas o soluciones que incluyan
fosfato o acido fosforico. Una vez que se obtiene el eluido es conveniente desalar y
concentrar antes de analizar por MS. IMAC ha llegado a ser muy popular debido a su
compatibilidad con las subsecuentes técnicas de separacion y deteccion tales como
electrospray y MALDI ; ademés de que se ha reportado una eficiencia de purificacion entre

70 % al 90% [32].

2.1.4 Dioxido de Titanio

El diéxido de titanio se emplea en columnas para la purificacion de fosfopéptidos y se basa
en la interaccion selectiva de los fosfatos solubles en agua con microesferas de dioxido de
titanio. Los fosfopéptidos se retienen en una columna de TiO; bajo condiciones acidas y
posteriormente se liberan en condiciones alcalinas [63]. Estas columnas de dioxido de
titanio tienen una alta especificidad por los fosfopéptidos, sin embargo, también presentan
cierta afinidad por péptidos acidos no fosforilados. Recientemente se ha descubierto que el
uso de acido dihidroxibenzdico (DHB) reduce la unién de péptidos no fosforilados mientras
retiene su alta afinidad por los fosfopéptidos, resultando esta técnica mas selectiva que el
IMAC [64]. Otra de las principales ventajas de esta técnica es que puede ser acoplada

facilmente a espectrometria de masas [32].

2.1.5 Cromatografia de Intercambio Cationico Fuerte (SXC)

Originalmente la cromatografia de intercambio catidnico se usaba para el pre
fraccionamiento de proteinas y péptidos, donde los grupos cargados positivamente
(cationes) interactiian con los grupos cargados negativamente (aniones) de la resina de la
columna. El pH y la fuerza i6nica de los buffers usados para la carga y elucién de los

péptidos pueden ser modificados para promover la unién y elucion de diferentes moléculas.
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Esta técnica permite la purificacion de fosfopéptidos y se basa en el hecho de que bajo
condiciones acidas (pH 2.7) los péptidos tripticos tienen una carga +2 debido a la carga del
extremo C- terminal de la arginina o lisina asi como a la carga de su extremo N-terminal.
Los monofosfopéptidos que llevan la carga negativa del grupo fosfato tienen una carga +1.
Por lo tanto, se espera que los fosfopéptidos muestren una unién mas débil a la columna
SCX y eluyan antes que los péptidos no fosforilados que muestran multiples cargas
positivas[65]. Para estudios fosfoprotedémicos a gran escala es recomendable usar SCX
como técnica de pre-fraccionamiento antes del enriquecimiento de fosfopéptidos usando

IMAC o columnas de TiO; [46, 66].

2.1.6 Derivaciones Quimicas

La derivacion quimica es otra estrategia para la purificacion de fosfopéptidos. Una variedad
de derivaciones quimicas se han empleado para el etiquetado de grupos fosfato en péptidos
y proteinas. Bajo condiciones alcalinas, la B-eliminacion de grupos fosfato presentes en
residuos de serina y treonina produce dehidroalanina y [-metildehidroalanina
respectivamente. Mediante la subsecuente adicion de un compuesto que contiene un grupo
sulfidrilo libre para la dehidroalanina o B-metildehidroalanina por la reaccion de Michael,
un di-tiol se crea en el péptido, el cual puede servir como un cross-linker para una etiqueta
de biotina o para la purificacion directa por afinidad [67, 68]. La desventaja general de la b-
eliminacion es la contaminacion de péptidos con otras modificaciones que también sufren
b-eliminacion, tales como O-glicosilaciones. Ademas, la estrategia no puede ser aplicada a
péptidos fosforilados en tirosinas y se ha observado el etiquetado de serinas no fosforiladas
[68]. En el 2001, se introdujo una estrategia que puede ser aplicada a todos los residuos

fosforilados llamada quimica del fosforamidato (PAC). Inicialmente, el grupo carboxilo del
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péptido es O-metil esterificado para impedir su reactividad en los siguientes pasos y
purificacion inespecifica. Los fosfopéptidos se derivatizan con un grupo sulfidrilo y
subsecuentemente se ligan a grupos iodoacetilo inmovilizados en un soporte soélido de
polimero sintético o perlas de vidrio a través del PAC. Los grupos fosfato se reconstituyen
por hidrolisis acida de los puentes fosforamidato, facilitando la identificacion de los sitios
de fosforilacion por MS. Sin embargo, la carga de trabajo de la estrategia es muy extensa
debido a las diversas reacciones quimicas y la muestra puede perderse en cada paso,

especialmente durante la O-metilesterificacion [46, 69].

2.2 Prote6mica cuantitativa

La protedmica cuantitativa es una poderosa herramienta que permite identificar proteinas
asi como comprender la dinamica global de expresion de proteinas. Ya que brinda
informacion cuantitativa de las proteinas en diferentes muestras. Podemos clasificar la
protedmica cuantitativa como absoluta y relativa. La protedbmica cuantitativa relativa
consiste en analizar las muestras por espectrometria de masas (MS) y comparar los
espectros de cada péptido para determinar las abundancias en cada muestra. En la
protedmica cuantitativa absoluta se emplea un péptido control cuya concentracion es
conocida y en base a este péptido se compara la intensidad de la sefal del péptido en la
condicidn experimental [35, 70].

2.2.1Etiquetado con isotopos estables mediante aminoacidos en cultivo celular
(SILAC)

Las estrategias de etiquetado metabolico hacen uso de distintos medios definidos
isotdpicamente para introducir aminoacidos de una masa isotdpica unica en la composicion
bioquimica de una poblacion celular. La mezcla de lisados celulares derivados de distintos
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medios isotopicos permite la separacion de especies idénticas bioquimicamente (por
ejemplo el mismo péptido) mediante su masa usando métodos basados en espectrometria de
masas. Una de las estrategias de etiquetado metabdlico méas ampliamente utilizada y bien
conocida es el etiquetado con is6topos estables mediante aminodcidos en cultivo celular
(SILAC). En esta estrategia s6lo un aminoacido especifico es etiquetado isotdpicamente,
permitiendo que la masa del péptido pesado y ligero sea facilmente predeterminada y
detectable por el andlisis MS [71, 72]. El medio en el cual cada aminoacido es etiquetado
isotopicamente con N o "N se emplea para cuantificar la dinamica de fosforilacion. En
algunos ejemplos como en células vegetales, los aminoécidos etiquetados son
ineficientemente incorporados en la poblacion celular. Por ejemplo, células de Arabidopsis
solo incorporan parcialmente los aminoacidos etiquetados isotopicamente [73]. Aunque las
técnicas de marcaje metabolico requieren de una manipulacion reducida (por ejemplo
modificaciones quimicas), tienen cierta desventaja ya que son caros porque se requiere de

un gran volumen de medio de crecimiento [37, 70].

2.2.2 Etiqueta de afinidad codificada en isotopos (ICAT)

Es una técnica protedmica especifica de grupos tioles. Cada reactivo ICAT consiste de tres
grupos esenciales: un grupo reactivo que se une a tioles; un linker que tiene un iso6topo
ligero o pesado y un segmento de biotina que facilita el enriquecimiento de péptidos [74].
El procedimiento general con ICAT inicia con el etiquetado de las muestras de proteinas
con ICAT pesados y ligeros en el grupo tiol de los residuos de cisteina. Las mezclas de
proteinas etiquetadas se digieren por tripsina y posteriormente se separan a través de
multiples pasos de separacion cromatografica. Los péptidos se identifican por

espectrometria de masas en tdndem, y las cuantificaciones relativas de los péptidos se

28



infieren a partir de los picos de las versiones ligeras y pesadas de los péptidos etiquetados
con ICAT. Ya que solamente se pueden aislar péptidos que contienen cisteinas, la mezcla
de péptidos es menos compleja, lo cual puede ser una ventaja para la cuantificacion de
muestras complejas. Por otro lado, algunas proteinas no contienen cisteinas y otras
solamente se cuantifican a partir de un solo péptido. De igual forma, el tamafio de la
etiqueta es grande, ya que influye en el patron de fragmentacion y puede hacer dificil la
identificacion del péptido [70].

2.2.3iTRAQ

La estrategia de etiquetado isobérico para la cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ) se
introdujo hace varios afios e involucra la unién de una molécula al extremo N-terminal del
péptido o NH, de un residuo de lisina. El kit inicialmente incluia cuatro etiquetas
isobaricas, asi, cuatro muestras separadas podrian ser etiquetadas diferencialmente y
combinadas; aunque actualmente se dispone de hasta ocho etiquetas diferentes que

permiten el analisis de ocho condiciones diferentes.
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Figura 6. Estructura del iTRAQ. Se representa la estructura de la etiqueta y el sitio de
union a péptidos (Tomado de Product bulletin iTRAQ Reagents,
www.appliedbiosystems.com)

El iTRAQ consiste de un grupo reportero que indica la abundancia relativa de cada péptido
en cada condicidn; un equilibrador o “balancer” que permite que todas las etiquetas tengan

la misma masa (145 Da) y un grupo reactivo que permite la union al péptido (Figura 6).

Después de etiquetar los péptidos provenientes de cada condicion y combinarlos,
inicialmente al someterlos al MS se observa un solo pico para los mismos péptidos

provenientes de diferentes condiciones.

Después de fragmentarlos en el espectrometro de masas el grupo reportero se libera y en
base a su intensidad se determina la abundancia relativa de cada péptido (Figura 7).
Algunas de las ventajas de esta estrategia es que impide la pérdida potencial de muestra en
todos los procesos previos al etiquetado ya que hay poca manipulacion de la muestra; al

combinar las muestras etiquetadas para el analisis en el MS si ocurriera alguna pérdida de
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muestra durante el analisis, cada muestra experimentaria la misma pérdida y la proporcion
de los péptidos se conservaria, permitiendo el analisis de diferentes muestras
simultaneamente. Adicionalmente se ha demostrado su compatibilidad con ensayos
fosfoprotedmicos [37, 75, 76]. Esta estrategia se ha aplicado a varios modelos bioldgicos,
particularmente a la casacada de EGFr (del inglés, receptor del factor de crecimiento
epidérmico) obteniéndose un perfil de 58 proteinas fosforiladas en 78 sitios (tirosinas) tras
la estimulacion con EGF. De las 58 proteinas identificadas en el andlisis, 52 se han
asociado con la cascada de sefalizacion EGFr, mientras que las otras 6 proteinas no se

habian identificado en anélisis bioquimicos o protedémicos de la cascada EGFr [61].

m + PEFTIDO | El
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Reportero-Balance-Péptido INTACTOS -Fragmentos de péptido IGUALES
4 muestras con idéntica mjz -lones reportero DIFERENTES

Figura 7. Esquema del etiquetado con iTRAQ. Breve descripcion de los pasos a seguir
para la identificacion del perfil de fosforilacion (Tomado de Ross, P.L., et al.[77]).
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3. JUSTIFICACION

Los rotavirus son el principal agente etiologico de gastroenteritis viral en nifios.
Anualmente causa 111 millones de episodios de gastroenteritis y alrededor de 600,000
muertes de infantes menores a 5 afios. Alrededor del 82% de las muertes de infantes

causadas por rotavirus suceden en paises en vias de desarrollo[1].

Ya que la fosforilacion tiene un papel importante durante la infeccion por rotavirus y no se
han caracterizado completamente las fosfoproteinas involucradas [33-39]. Es de vital
importancia una mejor comprension de estos eventos de sefnalizacion, ya que nos permitira
tener una idea de las interacciones célula-rotavirus asi como blancos potenciales para el

desarrollo de nuevas terapias antivirales.

3.1 Hipotesis:
Se pueden determinar los cambios en el patron de fosforilacion de proteinas celulares
inducidos por rotavirus utilizando una combinaciéon de protedmica cuantitativa con

purificacion de fosfopéptidos.

3.1.1 Objetivo General:

Identificar los cambios inducidos en el fosfoproteoma de células MA104 tras la infeccién

por rotavirus RRV.
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3.1.2 Objetivos Particulares:

1. Determinar los tiempos de infeccion a analizar mediante western blot con

anticuerpos contra fosfotirosinas.

2. Estandarizar las condiciones de extraccion de proteinas, digestion y desalado de las

muestras.

3. Estandarizar el inmunodot blot.

4. Estandarizar las condiciones de purificacion de fosfopéptidos.

5. Estandarizar el etiquetado de las muestras con iTRAQ.

6. Identificacion de los péptidos y proteinas.

7. Cuantificar las abundancias relativas.

8. Analizar las posibles interacciones (in silico).

9. Analizar los cambios en la fosforilacion durante la infeccion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Descripcion general

Lisis Celular
Célulzs SmERYV EEV Reduccion y Alquilacion de
AL cisteinas ITRAQ-1 lfi
2hrs. 2hrs. —
i o Fonetles MRAQ-IIS ™~ 5 Ti02 > LCMS/MS
G hrs. fhrs. - 3
=== : : ITRAQ-116 .
= = Deszlado Q el
ITRAQ-117 i
Alicuotas == Andlizis

Figura 8. Estrategia experimental.

Las células MA104 se incubaron durante 2 y 6 horas en presencia o ausencia de Rotavirus
(RRV) para posteriormente lisarlas y las proteinas de cada muestra digerir con tripsina y
desalar. Etiquetar las alicuotas de cada muestra con los marcadores iTRAQ los cudles se
unen al extremo amino de los péptidos permitiendo compararlas cuantitativamente. Mezclar
las muestras y purificar los fosfopéptidos mediante una columna de TiO,. Someter
posteriormente al andlisis por espectrometria de masas en el cual los péptidos etiquetados
con las diferentes marcas iTRAQs co eluyen durante el gradiente LC y generan un tnico
pico para cada carga en el scan MS. Al seleccionar un pico, la fragmentacion del péptido
etiquetado genera 4 picos con una m/z 114, 115, 116 y 117 que permiten determinar la
abundancia relativa de cada condicion. Posteriormente se analizaron los datos obtenidos
para la determinacion de la dindmica de fosforilacion y la secuencia del péptido (Figura

8).
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4.1.2 Lineas celulares y virus

Se empled la linea celular MA-104 proveniente de células epiteliales de riion de mono
verde, las cudles se crecieron en medio Advanced DMEM (GIBCO) suplementado con 4%
suero fetal bovino (SFB) a 37°C /5% CO, y resembradas cada tercer dia. La cepa de
rotavirus de mono Rhesus RRV fue una donacion de H. B. Greenberg de la Universidad

de Stanford, California.

4.1.3 Ensayos de Infeccion

Las células MA104 se cultivaron hasta llegar a sub confluencia en placas de cultivo celular
de 162 cm? en una incubadora con atmosfera humeda a 37°C/5% CO,. A las 24 horas se
realizaron dos lavados con MEM (medio minimo Gibco) para eliminar el suero y se dejaron
en este medio durante 12 hrs/37°C/5% CO,. Una vez transcurrido este tiempo, se retird el
medio e incubd con la cepa viral RRV a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10 en 3
ml de MEM durante 1 hora a /37°C/ 5% CO, moviendo el medio cada 10 min.
Posteriormente, el cultivo se lavo 2 veces con MEM y se dejo en 30 ml de MEM

suplementado con aminoacidos no esenciales (AANE) 1X durante el tiempo de infeccion.

4.1.4 Lisis celular

Las células infectadas de cada placa se lavaron dos veces con PBS 1X frio y se lisaron con
5ml de RIPA (del inglés ensayo de radio inmunoprecipitacion) frio (10 mM Tris-HCI, pH
7.4; 158 mM NaCl; 1 mM EGTA (etilenglicol del 4cido tetracético); 1% Triton-X 100; 1%
Deoxicolato; 0.1% SDS (dodecilsulfato sédico), 2 mM Molibdato; 1 mM DTT; 2 mM
NaVOy; 5 mM NaFl; 200 pl 50X de una pastilla Complete Protease Inhibitor
Cocktail(Roche) disuelta en 1 ml de agua Milli Q (concentracion final 2X). Para ello, se

dejaron las placas de cultivo sobre hielo e incubaron durante 20 minutos con el buffer de
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lisis RIPA. Después se cosechd el lisado con un gendarme y se centrifugé a 9,400 g durante
30 min a 4°C para eliminar los detritos celulares. Las muestras se pueden usar

inmediatamente o almacenar a — 70°C.

4.1.5 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Se gener6 una curva de calibracién usando BSA (albumina sérica) como estandar. Se us6

como concentracion inicial de BSA 1000 ng/ul y final 31.25 ng/ul (dilucion seriada doble).

Una vez realizado lo anterior, se preparo la solucion de Bradford [78] en una dilucién 1:5
en H,O milli Q y se agreg6 90 ul de esta solucion por cada 10 ul de muestra de proteinas.
Después se depositod en placas de 96 pozos e incubd 5 min para leer a 595 nm en un lector

de placas.

4.1.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las muestras se hirvieron a 95°C en presencia del buffer de Laemmli (5% SDS) [79]
durante 5 min y se cargaron en un gel desnaturalizante SDS-poliacrilamida al 10% en
amortiguador Tris-Glicina. Inicialmente las muestras se corrieron a 120 volts durante 5 min
en el gel concentrador al 4% (2 ml de H;O milli Q, 108 pl Tris 2 M pH 6.8, 330 ul de
acrilamida-bis (30-0.08%), 25 ul de SDS 10 %, 25 ul de persulfato de amonio 10%, 3 pl de
TEMED), posteriormente, se corrieron a 150 volts en el gel separador al 10% (1.9 ml de
H,0 milli Q, 720 pl de Tris 2M pH 8.8, 1.33 ml de acrilamida-bis (30-0.08%), 36.5 ul de

SDS 10%, 25 pl de persulfato de amonio 10%, 4 ul de TEMED).

4.1.7 Deteccion por Western Blot

El gel de proteinas se transfirié a una membrana de nitrocelulosa (Millipore, Bedfore, MA)

a 130 mA durante 1 hr en amortiguador CAPS 10% (10 mM de ciclohexilamino-1-acido
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propanelsufoénico pH 11, 10% de metanol). Se verificd la transferencia de las proteinas
mediante la tincién con rojo de Ponceau (0.1 % Ponceau en 5% de &cido acético).
Posteriormente, la membrana se bloqued con una solucién al 5% de leche descremada
(Carnation, México) en PBS-0.1% de Tween (PT) durante 1 hr en agitacion a temperatura
ambiente (TA). Al terminar el bloqueo, se incub6 con el anticuerpo primario diluido 1:1000
en PT durante 1 hr en agitacion a TA. Al finalizar la incubacion, la membrana se lavé 3
veces con PT durante 10 min en agitacion. Después, se incub6 con el anticuerpo secundario
raton a-conejo acoplado a alexa 647 (Molecular Probes) diluido 1:10000 en PT si la lectura
se realiza por fluorescencia, pero si se realiza por quimioluminiscencia, se diluye 1:3000 el
anticuerpo cabra o-conejo peroxidasa o conejo o-raton peroxidasa. Incubar durante 1 hora
en agitacion a TA. Al término de la incubacion, repetir los lavados y leer en el Typhoon a
670 nm (si es por fluorescencia) o revelar la membrana con el sustrato para la peroxidasa
(Western Lightening) al exponer las peliculas fotograficas X-Omat (Kodak, Rochester,

NY).

4.1.8 Tincion de Plata

El gel desnaturalizante de proteinas se tratdé con una solucién de fijacion (15 ml de metanol,
3.6 ml de acido acético, 15 ul de formaldehido y 11 ml de H,O milli Q) por 1 hr a T.A. o
toda la noche a 4°C. Posteriormente, el gel se lavo tres veces durante 20 min cada uno (c/u)
en agitacion con 20 ml de etanol al 30% y se repitid el mismo procedimiento con 40 ml de
H,0. Una vez realizado los lavados, el gel se incubd con una solucion de tiosulfato de sodio
[0.01 gramos en 50 ml de H,O (0.8 mM)] durante 1 min protegido de la luz y se guardaron

600 pl de esta solucioén para su posterior uso. Después se realizaron 3 lavados con agua
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durante 20 segundos c/u y se incubd con la solucion de nitrato de plata (0.06 g de nitrato de
plata, 22.5 pul de formaldehido en volumen final de 30 ml con H,O milli Q) durante 20 min
en agitacion y se lavo 2 veces con agua por 20 segundos. Posteriormente el gel se tifio con
una solucion de revelado [1.8 gr de carbonato de sodio (0.56 M), 22.5 ul de formaldehido y
600 pl de tiosulfato de sodio 0.8 mM en volumen final de 30 ml de agua] El gel se lavo 2
veces con agua unos segundos y se detuvo la reaccion con la solucion de paro (15 ml de
metanol, 3.6 ml de acido acético y 11.4 ml de H,O milli Q) durante 10 min en agitacion.

Posteriormente, se seco el gel o se guard6 en una solucion 50% metanol/50% agua.

4.1.9 Purificacion de Fosfoproteinas

4.1.9.1 Purificacion por el método de Qiagen

Los productos para la purificacion de fosfoproteinas estan disefiados para la purificacion
especifica de proteinas fosforiladas de lisados celulares. Las proteinas que llevan un grupo
fosfato en cualquier aminoécido se unen con alta especificidad a la resina de purificacion
de fosfoproteina mientras que las proteinas sin un grupo fosfato no se unen a la resina y
por lo tanto se pueden encontrar en la fracciéon no unida.

La lisis celular se lleva a cabo usando un buffer de lisis que contiene el detergente
zwiterionico CHAPS a una concentracion de 0.25% (w/v). Para evitar la formacion de los
complejos proteina-DNA, Benzonase (una DNAsa/RNAsa) se agrega al lisado. Para
impedir degradacion proteolitica del lisado, se agrega una mezcla de inhibidores de
proteasa. Después de la lisis y un paso de centrifugacion para limpiar el lisado, el contenido
proteico de la muestra se determina y se ajusta a 0.1 mg/ml. Este ajuste en la concentracién
se realiza para asegurar que todos los grupos fosfato son facilmente accesibles durante la

purificacion y no estan ocultos dentro de complejos proteicos. Subsecuentemente, el lisado
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se hace pasar a través de la columna y la fraccion no unida a la columna que contiene la
fraccion de proteinas no fosforiladas se puede colectar. El lisado se deja pasar por gravedad
a través de una resina de manera tal que las proteinas fosforiladas puedan unirse
eficientemente. Después de un paso de lavado para remover cualquier proteina no
fosforilada, las proteinas fosforiladas se eluyen en PBS. El fosfato presente en el PBS
inhibe la actividad fosfatasa, y por lo tanto estabiliza el status de fosforilacion de la fraccion
eluida durante los siguientes usos y almacenaje. El material de inicio para el proceso de
purificacion es 2.5 mg de proteina (0.1 mg/ml). Usualmente, entre el 7-15% de las proteinas
provenientes de células crecidas en condiciones estandar (por ejemplo, sin inducir la
fosforilacion) pueden llevar uno o mas grupos fosfatos. Por lo tanto, la produccion esperada
de una columna de purificacion de fosfoproteinas es de 175-375 pg de proteina fosforilada.

La maxima capacidad de union de la columna es de 500 ug de proteina fosforilada.
4.1.9.2 Purificacion de fosfoproteinas por el método en batch
Lisis y preparacion del Fe**-IMAC

Las células previamente crecidas e infectadas, se lisaron con 3ml del buffer de lisis (1% de
triton X100, 150 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pHS, inhibidor de proteasa [Roche EDTA-

free]).

Inicialmente se saturd la agarosa NTA (Qiagen, No. Catalogo 1018244) con FeCl;. Para
ello, las perlas de NTA se incubaron con 3 volimenes de 0.1 M FeCl; en 0.1 M de acido
Acético por 16 horas a temperatura ambiente. Después, las perlas se lavaron con 5
volimenes de 0.1 M de acido acético y se almacenaron en este buffer. Antes de su uso, las

perlas se lavaron con 5 volumenes del buffer de lisis e incubaron con el lisado durante 12
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horas (3 ml de lisado para 2 ml de perlas Fe-IMAC; en promedio, 2.5 mg de proteinas en 3
ml de lisado) a una concentracion de 0.1 mg/ml (diluir los 2.5 mg de proteinas en 25 ml
volumen final de buffer de lisis). Después de incubar, las perlas se lavaron 6 veces con
buffer de lavado (5 mM Tris/HCI, pH 6.3, 150 mM NaCl) y se eluyeron las proteinas
unidas incubando las perlas con el buffer de elucion (50 mM K,HPO,4, 50 mM de NaCl, pH
7.5. Filtrar antes de usar) durante 5 min a 95°C. Este paso se repitid tres veces.
Posteriormente, se tom6 una alicuota del lisado, lavado y de las eluciones para analizar la

eficiencia de la purificacion (34).

4.2 Precipitacion con acetona

Enfriar la acetona a -20°C y agregar 6 volimenes al tubo con la muestra e invertir 3 veces.
Posteriormente, incubar el tubo a -20°C hasta que un precipitado se forma (durante 4 horas)
y centrifugar 5 minutos a 5000 RPM (97g). Decantar la acetona y procurar no dejar secar la

pastilla, la cual se resuspende en H>O milli Q y se cuantifica la proteina por Bradford [78].

4.3 Extraccion de péptidos mediante digestion en gel

Los reactivos se prepararon en el momento de la extraccion. A) Solucion de destincion:
50% de metanol/5% de acido acético en agua milli Q; B) solucion 10mM DTT: 1.5mg/ml
en 100 mM de ABC (bicarbonato de amonio) o TEAB (bicarbonato de trietilamonio); C)
solucion 50 mM de iodoacetamida: 10 mg/ml en 100 mM de ABC o TEAB; D) solucion de
tripsina (en hielo): 20 ng/pul Promega sequencing grade modified trypsin (No. Cat: V5111)
en 50mM de ABC o TEAB; E) solucion de extraccion: 5% de ac. Formico en 50%

acetonitrilo
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Procedimiento:

Dia 1

Se disolvieron 2.5 mg de las proteinas precipitadas en buffer de Laemly (5% SDS) [79] y se
corrid6 en un gel desnaturalizante SDS-poliacrilamida al 10% de un solo carril.
Posteriormente, se tifio el gel durante 20 minutos con coomassie y se destiiid durante toda
la noche con una solucién 40% metanol/10% &cido acético. El gel que contiene la proteina
se cortd y se dividio en pequeiios fragmentos de manera tal que no se puedan introducir en
las puntas de las pipetas. Posteriormente, los fragmentos se destifieron en 500 ul de

solucion de destincion.

Dia 2

La solucién de destincion se removio y se reemplazd con 200 pl de nueva solucion de
destincion e incubo 2-3 hrs. La solucion de destincion se desechd y se deshidratd los geles
en 200 pl de 100% acetonitrilo EI gel se tornara blanquecino en 5 min. De no ser asi, quitar
el acetonitrilo y volver a agregar 200 pl de acetonitrilo. Posteriormente, se desecho el

acetonitrilo y se sec en un speedvac 2-3 min para desechar el acetonitrilo restante.

Las proteinas se redujeron en 30-50 pul 10 mM de DTT por 30 min a TA. El DTT se
removio y la muestra se alquilo en 30-50 pl mM de iodoacetamida por 30 min a TA
protegido de la luz. Luego, la solucion de iodoacetamida se removio y se lavé con 100 pl
de 100 mM de bicarbonato de amonio por 10 min. Posteriormente, el bicarbonato se
removio y se deshidratdé el gel con 200 pl de acetonitrilo. Las piezas se tornaran

blanquecinas en 5 min, si no pasa, quitar la solucion y agregar mas acetonitrilo.
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El acetonitrilo se removio y se rehidrato el gel en 100 pl de 100mM ABC por 10 min.
Después, se removio el ABC y se volvido a deshidratar en 200 pl de acetonitrilo. El
acetonitrilo se quitd y volvio a agregar 200 pl de acetonitrilo. Finalmente, el acetonitrilo se

quito y se seco en un SpeedVac 2-3 min.

Se prepar6 la solucion de tripsina (Promega) 20 ng/ pul en 50 mM de ABC y se mantuvo en
hielo. Después la solucion de tripsina se agregd a los geles y se esperd 5-10 min hasta que
se rehidrataran (la tripsina entra en el gel para que pueda actuar). El exceso de tripsina se
removio y se agregd la solucion 50 mM de ABC hasta que los geles quedaron cubiertos.

Posteriormente se dejo toda la noche a 37 °C.

Dia3

Se agreg6 100 mM ABC hasta que el gel quedd cubierto y se vortexed e incub6 10 min.
Después se centrifugd y tomo el sobrenadante en un tubo. Los péptidos se extrajeron con la
solucion de extraccion (que cubra el gel) e incub6 por 10 min. El extracto se deposito en el
tubo anterior. El paso anterior se repitid y por ultimo se evapord la muestra hasta un

volumen de 20 pl (no secar).

4.4 Extraccion de péptidos mediante digestion en solucion

Se tomo una muestra de las proteinas precipitadas con acetona y se secaron en el SpeedVac.
Luego la muestra se resuspendio en 100 pl de bicarbonato de trietilamonio 50 mM pH 8.5 y
se redujo agregando 5 pl de DTT 200mM (30.86 mg of DTT + 1000 ul of 100mM
bicarbonato de trietilamonio). Posteriormente se centrifugd un par de segundos y se dejo
incubando entre 45 min a 1 hr a TA. Después se procedid a alquilar la muestra agregando 4

ul de 1 M iodoacetamida en 100 mM de bicarbonato de trietilamonio. Después se mezclo
42



centrifugd e incubod protegido de la luz durante 45 min a 1 h. La alquilacion se detuvo
agregando 20 pl 200 mM DTT mezclando y centrifugando. La muestra se dejo incubando
entre 45 min a 1 hr protegido de la luz. Posteriormente se le agregd tripsina (Promega
sequencing grade modified trypsin) en una proporcion 1:50 con respecto a la masa de
proteina a digerir disuelta en 50 mM de bicarbonato de trietilamonio pH 8.5 y se incub6 a
37°C durante al menos 22 hrs. Al dia siguiente se detuvo la digestion acidificandola al

0.4% TFA (4cido trifluroacético) y se desaldo empleando columnas C18.

4.4.1 Desalado mediante columnas C18

Para llevar a cabo el desalado de las muestras, se realizaron usando cartuchos Sep-Pak tC18
(No. Cat: WAT054960). Cada cartucho tiene la capacidad de desalar 2.5 mg de péptidos.
Inicialmente se activaron los cartuchos realizando 3 lavados de 1 ml cada uno con
acetonitrilo al 100%. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 1 ml cada uno con 50%
acetonitrilo/0.5% &cido acético en agua miliQ y 3 lavados de 1 ml con una solucioén 0.1%
TFA en agua miliQ. Después de esto la digestion se virtid sobre el cartucho y se dejo que
pasara por la columna. Se realizaron 3 lavados de 1 ml cada uno con 0.1% TFA y luego se
lavaron con 0.5 ml 0.5% de 4cido acético en agua miliQ. Los péptidos se eluyeron con 1 ml
50% acetonitrilo/0.5% éacido acético. Los péptidos eluidos se secaron en un SpeedVac y se

guardaron a -70°C.

4.4.2 Cuantificacion de péptidos

Los péptidos digeridos y desalados se cuantificaron midiendo las absorbancias a tres
longitudes de onda: 205 nm, 215 nm y 225 nm y los valores obtenidos se introdujeron en
dos formulas: (205) x 31= ug/ml y (215-225) x 144= ug/ml. Dichos valores se

promediaron.
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4.5 Purificacion de fosfopéptidos empleando columnas IMAC-Galio (Thermo
Scientific Pierce Ga-IDA Phosphopeptide Enrichment Kit No Cat: 89853)

Las columnas tienen una capacidad de retencion de 150 pg de péptidos fosforilados. A
partir de la digestion de péptidos desalados, se mezclaron en igual proporcion
(volumen/volumen) con el buffer de union (5% de acido acético, pH<3) y se agregaron 25-
50 pl de la mezcla a la columna e incubd durante 3-5 min a T.A. y mezcl6 cada 2 min
mediante un ligero golpe en la punta. El tapon se quitd de la punta de la columna y se
depositd en un tubo de centrifuga. Posteriormente, se centrifugé a 1000 x g durante un
minuto y se depositd en otro tubo. Enseguida se agreg6 50 pl de buffer de lavado 1(0.1% de
acido acético) para remover los péptidos no unidos y se golped ligeramente la punta. Se
centrifugd a 1000 x g durante 1 min y se repitio el procedimiento de lavado. Después, se
agreg6 50 pl de buffer de lavado 2 (0.1% de &cido acético/10% de acetonitrilo pH 3) para
despegar los péptidos no fosforilados y se golped ligeramente la punta. Se centrifugd a
1000 x g durante 1 min y se repitio el segundo lavado. Luego la columna se transfiri6 a otro
tubo y agregd 75 pl de H>O milli Q para equilibrar. Se golped ligeramente la punta y se
centrifugd a 1000 x g durante 1 min. Se transfirié a otro tubo y agregd 20 pl del buffer de
elucion (0.1 M de bicarbonato de amonio, pH 9) e incub6d durante 3-5 min a TA.

Finalmente, se centrifugd a 1000 x g durante 1 min y se repiti6 la elucion.

4.6 Purificacion de fosfopéptidos empleando columnas de oxido de titanio ( Protea
Bioscience TiO; SpinTips Sample Prep Kit No Cat: SP-154-24)

Las columnas funcionan eficientemente con 500 pug de péptidos tripticos desalados.
Inicialmente se asegur6 que toda la resina de titanio estuviera en el fondo de la punta y
después se equilibro la columna agregando 100 pl de la solucion de reconstitucion y lavado

para centrifugar a 4000 x g/5min. Este procedimiento se repitio. La muestra, previamente
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digerida y secada, se resuspendio con 600 pl de solucion de reconstitucion y lavado (puede
usar lo que sobra de equilibrar la columna) y se agrego en ciclos de 200 pl centrifugando a
4000 x g/3 min. Esto se repitio 4 veces. Posteriormente la columna se lavé con 100 pl de la
solucion de reconstitucion y lavado y se centrifugd a 4000 x g/3 min, repitiendo de nuevo el
lavado y la centrifugacion. Luego se lavo con 100 pl de la solucion de lavado 2 y se
centrifug6 a 4000 x g/3 min e igualmente se repiti6 el segundo lavado y centrifugacion.
Finalmente se transfiri6 la columna a un tubo nuevo de 2 ml y se eluy6 2 veces cada una

con 200 pul de la solucién de elucion a 4000 x g/3 min.

4.7 Inmunodot blot

La membrana de nitrocelulosa se sumergio en una solucion al 1% de glutaraldehido en agua
milli Q e incubd por 10 min a TA. Se dejo secar sobre una pieza de papel filtro hasta que no
se observo humedo. Por otro lado, la muestra de péptidos se secd y resuspendio en 0.1% de
acido formico colocando 1 pl sobre la membrana de nitrocelulosa y se dejo secar por al
menos 40 min. Para revelar la membrana se realiz6 de igual forma que en el western blot,
excepto que la membrana se bloqued con 5% BSA en TBS-Tween (20 mM Tris—HCIL, pH

7.5, 150 mM NaCl, and 0.1% (v/v) Tween-20) y los lavados se realizaron por 5 min [80].

4.8 Espectrometria de masas

La muestra se analizd por electrospray en un espectrometro de masas LTQ Orbitrap XL de
la compafiia Thermo. Se tomo una alicuota de la muestra de fosfopéptidos en un ZipTip
(Millipore No. Cat: ZTC18S096) y se inyect6 en una columna de cromatografia liquida. El

equipo se programo para que el analisis durara 120 min, durante el cual se tomaron los dos

45



iones mas intensos. Dichos iones inicialmente se fragmentaban por HCD (del inglés, High
Collision  Dissociation) para detectar las etiquetas iTRAQ. Posteriormente, se
fragmentaban por CID (del inglés, Collision Induced Dissociation) para obtener la
secuencia del péptido. Si se observaba pérdida neutral de grupos fosfato, significaba que
ese péptido estaba fosforilado y se le aplicaba de nuevo la fragmentacion CID. Para que la

secuenciacion fuera completa (detalles del método de fragmentacion, ver en apéndice).
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5. Resultados
5.1 Cinéticas de infeccion de MA104 y Caco

Con el proposito de determinar un punto durante la infeccion en el cual se pudieran
observar cambios evidentes en el patrén de fosforilacion para establecer esos tiempos a
analizar. Se realizaron cinéticas de infeccion de 8 y 12 horas en las células MA104 y Caco-
2 respectivamente, infectadas a una MOI (multiplicidad de infeccion) de 10 con la cepa de

rotavirus RRV (Figuras 9y 10).

Al analizar el western blot de la Figura 9 A) y 10 A) que corresponden a la cinética de
MA104 y Caco-2 respectivamente, no se observa que en geles de una dimension haya
cambios diferenciales en el patron de fosforilacién al comparar con el control sin infectar.
Y como control de que las células realmente estan infectadas se realizaron western blot
contra las proteinas virales de rotavirus observandose que estas aumentan conforme avanza
el tiempo de infeccion [Figura 9 B) y 10 B)]. Como no se pudo determinar mediante
western blot un tiempo donde hubieran cambios en la fosforilacion, se decidiod hacer uso de
los tiempos reportados en la literatura en la cual se activan las cinasas durante la infeccion,
los cuales ocurren principalmente entre las 2 y 6 horas post infeccion, los cudles son
relevantes ya que nos interesan aquellos tiempos similares a los del inicio de la

transcripcion viral asi como eventos tardios durante la traduccion [39, 42-45, 81, 82].
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Figura 9. Western blot anti fosfotirosinas de una cinética de 8 horas en células
MA104. En A) se muestra western blot anti fosfotirosinas de una cinética de 8 horas donde
se comparan cé¢lulas control (C) contra células infectadas con rotavirus (V) cepa RRV a una
MOI de 10, como control de carga se utilizd vimentina. En B) se muestra western blot
contra proteinas virales como control de infeccion en células control (C) e infectadas (V)
usando el anticuerpo anti TLP's.
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Figura 10. Western blot de una cinética de 12 horas en células Caco-2. En A) se
muestra western blot anti fosfotirosinas de una cinética de 12 horas donde se comparan
células control sin infectar (C) y células infectadas con rotavirus (V) cepa RRV a una MOI
de 10, como control de carga se utiliz6 tubulina. En B) se muestra western blot contra
proteinas virales como control de infeccion en células control (C) e infectadas (V) usando
el anticuerpo anti TLP's.
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5.2 Purificacion de Fosfoproteinas

Inicialmente se plantearon dos estrategias para la purificacion de fosfopéptidos, primero
generar una muestra menos compleja enriqueciendo fosfoproteinas y a partir de ellas los
fosfopéptidos. La segunda estrategia consiste en purificar directamente los fosfopéptidos a

partir de la mezcla compleja.

Como prueba inicial empleando la primera estrategia se enriquecieron fosfoproteinas a
partir de ensayos de infeccion de 2 horas con columnas de Qiagen siguiendo las
indicaciones del distribuidor. Al cosechar el cultivo celular previamente crecido e

infectado, se obtuvo una concentracion de proteinas como se muestra:

2 horas de Infeccion Concentracion Final

Proteina mg/ml

Control 1.2362 (6.181 mg totales)

Virus 1.0602 (5.31 mg totales)

Posteriormente, se determino la eficiencia de la purificacion de fosfoproteinas mediante la
deteccion de fosfotirosinas por western blot como se muestra en la Figura 11. Se cargaron
3 pg de muestra en cada carril y al analizar la membrana se observé que no se detecta sefal
en los lavados y ligeramente en la fraccion no unida que principalmente es proteina no
fosforilada. La mayor sefial proviene de los lisados celulares sin purificar y de las
eluciones. Sin embargo al comparar estas muestras se observo que las bandas de alto peso

molecular se enriquecen ligeramente en las eluciones de células control sin infectar e
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infectadas (E3 y E4), mientras que bandas de peso molecular bajo presentes en la fraccion
no enriquecida se dejan de observar en las fracciones enriquecidas de las eluciones E3 y E4.
Estos resultados parecen indicar que la purificacion de fosfoproteinas mediante las
columnas de Qiagen no fue muy eficiente por lo que se decidid evaluar otros métodos de

purificacion.

LC L% E3C E3wF E4C E457 EBEC B W W

Se enriquece
ligeramente

Se pierde

Figura 11. Purificacion de fosfoproteinas a partir de células MA104 infectadas 2 horas
mediante columnas de Qiagen. En esta figura se muestra un western blot anti
fosfotirosinas. Para realizar este ensayo se cargaron 3 pg de proteinas del lisado control
(LC), lisado viral (LV) y de las eluciones (E3C, E3V, E4C, E4V). BC (no unido del
control), BV (no unido viral), WC (lavado del control), WV (lavado viral).

5.3 Purificacion de fosfoproteinas por el método en “batch”

Como la purificacion de fosfoproteinas empleando el método anterior no fue tan eficiente
como habiamos observado en la literatura en la cual se enriquece hasta 10 veces la muestra
fosforilada [54], decidimos emplear un protocolo diferente de purificacion que al igual que
el anterior es IMAC pero realizado en batch o lote, ya que se ha reportado con este método
eficiencias de hasta el 90% [55]. Los resultados de purificacion en batch se compararon con
los de Qiagen para determinar la eficiencia del método asi como bandas diferenciales que

pudieran observarse entre ellas. Como control de carga se realizé tincion de plata.
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Para comparar los métodos de enriquecimiento de fosfoproteinas se realizaron western blot
anti fosfotirosinas de cada una de las fracciones obtenidas en cada paso [Figura 12 A)]. En
esta figura se observa un enriquecimiento de fosfotirosinas en las fracciones eluidas con las
columnas de Qiagen (E3 y E4) cuando se compara con el lisado total como control. Por
otro lado, cuando se analizan las fracciones eluidas mediante IMAC batch no se observa un
enriquecimiento de fosfotirosinas. Cuando analizamos el control de carga [Figura 12B)] se
observa que la cantidad de proteina en las fracciones eluidas mediante la técnica en batch es
menor con respecto a su control (lisado total) e incluso comparado con las fracciones
eluidas mediante las columnas de Qiagen, lo cual pudiera explicar en parte el menor
enriquecimiento de fosfotirosinas en batch. Como control de enriquecimiento de
fosfoproteinas se analizo NSP5 [Figura 12 C)] la cual es una proteina viral que se sintetiza
desde las dos horas y que se sabe se hiper fosforila durante la infeccion [20, 21, 83]. Se
observa un mayor enriquecimiento en las fracciones eluidas por batch al comparar con las
fracciones de Qiagen. Como control de que nuestro método de elucion estaba funcionando
correctamente, decidimos lavar la resina del IMAC batch con Laemly para que todo aquello
que se hubiese quedado en la resina se lograra despegar. Cuando se observa la fraccion
eluida con Laemly, esta tiene una mayor sefial lo cual sugiere que probablemente no se
estaban eluyendo eficientemente las fosfoproteinas y quiza por ello la recuperacion de
fosfoproteinas reflejado en los western blot no es la adecuada. En base a estos resultados, se

optod por otra estrategia que nos permitiera la purificacion de fosfopéptidos.
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Figura 12. Comparacion de la purificacion de fosfoproteinas mediante el método en
batch y Qiagen. Este ensayo se realizd a partir de muestras provenientes de células MA104

infectadas 6 horas y se cargaron 3 pg de proteinas de las eluciones y de los lisados. MW
(marcador de peso molecular), Lisado viral (LV), BV (no unido viral), w (lavado), E1-E4
(eluciones). El ultimo carril corresponde a la elucion con Laemmli (La) para despegar
todas las fosfoproteinas unidas a las perlas en el ensayo en batch. En A) se compara la
purificacion de fosfotirosinas mediante western blot del método en batch y Qiagen. En B)
se muestra la tincion de plata como control de carga de A) y C). En C) se compara la

purificacion de la fosfoproteina viral NSP5 por ambos métodos.
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5.4 Purificacion y deteccion de Fosfopéptidos

5.4.1 IMAC

Una de las estrategias para la purificacion de fosfopéptidos a partir de mezclas complejas es
el uso de columnas IMAC [32, 46, 54, 62, 65]. Por ello se usaron columnas de IMAC-galio
y para determinar si estas tenian la capacidad de unir fosfopéptidos, se usaron como control
fosfopéptidos sintéticos de diez residuos de aminoacidos con fosforilaciones en serina,
treonina y tirosina. Al mezclar dichos fosfopéptidos con péptidos obtenidos de secreciones
de piel de rana que no estan fosforiladas y hacerlos pasar por la columna de IMAC-galio,
se observo que las columnas tenian la capacidad de unir los fosfopéptidos, ya que al pasar
por cromatografia liquida acoplado al espectrometro de masas se observaban dichos

fosfopéptidos con tiempos de retencion de 19.2 y 19.6 min (ver mas adelante).

5.4.2 Ensayo de purificacion de fosfopéptidos mediante columnas IMAC-Galio

Para realizar la purificacion, se realizé una digestion en solucion de muestras provenientes
de ensayos de infeccion de 6 horas en células MA104. Sin embargo, al analizar las
muestras digeridas en el espectrometro de masas por inyeccion directa, no se observo la
digestion de las muestras ya que solo se observaron picos discretos caracteristicos de ruido
de fondo (Figura 13). Ante este panorama para poder avanzar en la purificacion de
fosfopéptidos, se decidio digerir las muestras en gel ya que esta técnica ya estaba montada
en el laboratorio mientras en paralelo se determinaba las condiciones adecuadas para llevar
a cabo las digestiones en solucién las cuales son mucho mas rapidas y con mucho menor

manipulacion de la muestra.
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Figura 13. Patron de fragmentacion de una muestra digerida en solucion. Se
analizaron 5 pg de péptidos provenientes de células MA104 infectadas con RRV por
inyeccion directa en el espectrometro de masas.

Se realizé una digestion en gel de 1.5 mg de proteinas provenientes de MA104 con Lys C.
La mitad de la muestra se analiz6 directamente en el espectrometro de masas y la otra mitad

se hizo pasar previamente por columnas de galio antes de analizar (Figuras 14 y 15).

Como se observa en la Figura 14 A) la digestion en gel funciona ya que se observa la
fragmentacion de los péptidos. Y no se hallaron péptidos fosforilados como se esperaria de
una mezcla compleja sin enriquecer, ya que los péptidos fosforilados son mucho menos

abundantes y no se ionizan tan bien como los péptidos no fosforilados [Figura 14 B)].

Posteriormente, se decidid pasar por columnas de galio 750 pg de péptidos provenientes
de MA104 y se observd una buena digestion de la muestra ya que la intensidad de los
péptidos es alta y empiezan a eluir desde tiempos tempranos [Figura 15 A)]. Sin embargo,
solo se identifican 30 proteinas de las cudles solo el 30% estaban fosforiladas [Figura 15
B)]. Estudios previos demuestran que la eficiencia de la columna IMAC (alrededor del
75%) se aumenta significativamente hasta en un 90% [32, 37, 46, 54, 62] si se acopla a otra
técnica de purificaciéon como columnas de dioxido de titanio o de intercambio catidnico
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fuerte. En base a esto, se decidio purificar los fosfopéptidos empleando columnas de

dioxido de titanio.
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B)
Accesion # Coverage Peptides FAAs Drescription
43501389 426% 41 376 Actin, gamma 2 propeptids
31542047 3.06% 43 373 Chaperonin
24234688 3.89% 43 679 Heat shock 70EDa protem ©8
Precursor
4303483 2.8% 22 858 Eukaryotic translation elongation
factor 2
17521001 431% 23 4138 Tubulin, alpha 2 izoform 2
12667788 2.76% 26 1960 Myosm, heavy polypeptide @

Figura 14. Identificacion de proteinas no fosforiladas a partir de una muestra de
MA104 sin purificar. En A) en la parte superior se muestra el cromatograma de la
digestion de 750 pg de proteinas. En la parte inferior se muestra como ejemplo el patréon de
fragmentacion de un péptido. En B) Se representa algunas de las proteinas halladas de esa
digestion [Accesion # (muestra el identificador de la proteina), Coverage (muestra el
porcentaje de cobertura de la secuencia proteica en base a los péptidos hallados), # Peptides

56



(muestra el nimero total de péptidos hallados para esa proteina), # AAs (muestra el nimero
de aminodcidos de la proteina), Description (muestra el nombre la proteina)].
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Accasion# Coverags Paptidas =440 Diaseription
20149594 2.35% 1z 724 Haat shock 90kDa protain 1, bata
24308169 0.97% 12 4116 Drmein, axonsmal | heavy polypaptida 3
21361722 L.11%% 15 LBOS Kinesin family member 134
4506945 1.2% 140 1B27 Sucrassisomaltasa (alpha glucosidassa)
TIO61468 0.96% 58 27T0L Cantromesre protein E
4503571 2.76% 19 434 Enclasa 1
4826878 4 T4% 7 527 Orxidative-stress responsive

Figura 15. Identificacion de fosfoproteinas provenientes de células MA104 purificadas
por columnas de galio. En A) se muestra el cromatograma de los péptidos pasados por la
columna. En B) se representan las proteinas halladas [Accesion # (muestra el identificador
de la proteina), Coverage (muestra el porcentaje de cobertura de la secuencia proteica en
base a los péptidos hallados), # Peptides (muestra el nimero total de péptidos hallados para
esa proteina), # AAs (muestra el nimero de aminoécidos de la proteina), Description
(muestra el nombre la proteina)].
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5.4.3 Dot-Blot

Con la finalidad de tener un método que nos permitiera detectar si el paso previo de
purificacién funcionaba eficientemente, se decidi6 emplear el dot blot como punto de
control de calidad de las muestras [80]. Recientemente se ha descrito el uso del inmuno-dot
blot para la deteccion de fosfopéptidos. Este método permite determinar la calidad de la
muestra enriquecida antes de enviar a analizar por espectrometria de masas y no se necesita
de un equipo especializado para llevarla a cabo. Ademés que permite detectar

selectivamente péptidos fosforilados en serina, treonina o tirosina.

Por otro lado, para determinar si las muestras provenientes de MA104 estan fosforiladas en
un grado tal que puedan detectarse eficientemente, los resultados se compararon con
ensayos realizados en células HeLa. Ya que esta linea celular se ha empleado en diversos

estudios de fosfoproteémica [66, 84, 85].

Inicialmente se estandariz6 el protocolo para realizar el inmunodot blot y se realiz6 como

se describe en materiales y métodos (Figura 16).

En la Figural6 A) se demuestra que el inmunodot blot esta funcionando asi como la
especificidad de los anticuerpos ya que se detecta sefial de la mezcla de fosfopéptidos
sintéticos y no se detectan los péptidos de secrecion de piel de rana no fosforilados que
funcionan como control negativo. Asimismo, se muestra que la forma en que se procesan

las muestras no interfiere con la sefial de los fosfopéptidos sintéticos cuando se mezclan.

Posteriormente se determind si por un inmunodot blot podiamos detectar fosfopéptidos a

partir de una muestra de células HeLLa sin enriquecer [Figura 16 B)]. Los resultados
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sefalan que es posible detectar fosforilacion a partir de una muestra compleja en células

HelLa.

01% 5 254135 1 05 {pg
Ac. Fomnico
Fosfopéptidos Sintéticos
Péptidos de Rana

Fosfopéptidos Sintéticos + 1 pg MA104
(2.5-0.5 pg)

Fosfopéptidos Sintéticos+ 1 pg Hela
(2.50.5 pg)

) 01% 10 5 25 1.25 0.750.5 0.25 (ug)
Ac Formice

Fosfopéptidos Sintéticos

Péptidos de Rans

Hels

Fosfopéptidos Sintéticos + 1pg Hela
(2.5-0.25 pg)

Anti-PSer/Thr

Figura 16. Estandarizacion del Inmunodot blot. En A) y B) se muestra el inmuno dot
blot anti-Phospho Ser/Thr de muestras provenientes de células HelLa. Como control
positivo se uso una mezcla de péptidos sintéticos fosforilados en serina, treonina y tirosina.
Como control negativo se usaron péptidos de rana no fosforilados asi como el buffer de
resuspension de los péptidos (0.1% acido férmico). En A) se colocaron desde 0.5 pg hasta
5 ng de fosfopéptidos sintéticos, estas mismas cantidades se colocaron para los péptidos de
rana. Para determinar si el método de procesamiento de muestras interfiere con la deteccion
de los fosfopéptidos sintéticos (0.5 pg hasta 2.5 pg), se agregaron lug de péptidos
provenientes de MA104 y HeLa independientemente. En B) se colocaron desde 0.25 ug
hasta 10ug de fosfopéptidos sintéticos, péptidos de rana y péptidos totales de HelLa.
Ademas se colocaron desde 0.25 pg hasta 2.5 ug de fosfopéptidos sintéticos mezclados con
1nug de péptidos provenientes de células Hel a.
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5.4.4 Purificacion de fosfopéptidos empleando columnas de TiO;

Una de las estrategias para la purificacion de fosfopéptidos es mediante el empleo de
columnas de didxido de titanio, las cuales se ha visto que tienen una mayor afinidad y son
mas eficientes que las columnas IMAC [64]. Con la finalidad de determinar cuél columna
funcionaba mejor en nuestras condiciones y si al combinarlas se mejoraba la purificacion,
se hicieron pasar 2 mg de proteinas de células HeLa no infectadas digeridas en gel por las
columnas de 6xido de titanio y posteriormente el eluido de ésta se secd y se resuspendid en
las soluciones de la columna de galio para pasarla por ella. Como se observa en la Figura
17 A), la mayor sefal de los fosfopéptidos proviene de la muestra eluida de la columna de
titanio, aparentemente la columna de galio no funciono, ya que, la mayor senal se observa
en el no unido a la columna. Como el inmunodot blot sugiere que hubo enriquecimiento de
fosfopéptidos, se inyectaron 5 pug de las muestras pasadas por titanio al espectrometro de
masas [Figura 17 B) y C)] y se detectaron 198 proteinas de las cudles el 48% presentan
fosforilacion. De igual forma, se hizo una digestion en gel de 2 mg de proteina proveniente
de MA104 y se enriqueci6 usando columnas de titanio. E1 37% de las proteinas halladas
estaban fosforiladas (datos no mostrados), por lo cual decidimos usar estas columnas para

los posteriores ensayos.
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Resumen de la purificacién por TiO:z

¥ Se generaron 2600 espectros de fragmentacion
+* |dentificamos 1178 péptidos

“*Se identificaron 562 péptidos con multiples sitios de
fosforilacion

*+ 198 proteinas totales
+* 95 proteinas estaban fosforiladas
+* Corroborado por otro buscador (MASCOT)

Figura 17. Purificacion de fosfopéptidos provenientes de células HelLa mediante
columnas de TiO,. En A) se muestra el inmunodot blot anti-fosfotirosina de muestras
enriquecida por TiO, y Galio. De cada condicion, se colocaron 2.5 y 0.5 pug de péptidos
respectivamente. En B) se muestra el cromatograma de la muestra inyectada en el



espectrometro de masas y en C) una tabla con el resumen de datos generados mediante el
buscador Sequest.

5.4.5 Digestion en solucion

Para hacer el proceso mas eficiente se realizé la digestion en soluciéon como se describe en

la metodologia, ya que esto evita la pérdida de muestra durante el proceso (Figura 18).

BALIE[AL BIOUE LTy
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Figura 18. Muestra digerida eficientemente en solucion. Se muestra el cromatograma de
la inyeccion de 5 pug de péptidos provenientes de células HeLa en el espectrometro de
masas.

En la Figura 18 se muestra el cromatograma de una alicuota proveniente de la digestion en
solucion de 100 pg de péptidos de células HeLLa. Una vez digerida la muestra se desala
por columnas C18 y posteriormente se inyecta al espectrometro de masas por cromatografia

liquida.
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5.4.6 Etiquetado de muestras por iTRAQ

Ya que como uno de los objetivos es cuantificar la abundancia de los fosfopéptidos. Se
realiz6 una digestion en solucion de 500 pg de proteinas de células HelLa y se enriquecio
por columnas de 6xido de titanio. Como se muestra en la Figura 19 A) solo se observa
sefal de los péptidos fosforilados en la fraccion enriquecida. La fraccion unida a la
columna de titanio corresponde al 30% del total digerido. De esta fraccion enriquecida se
tomaron dos alicuotas de 15 pg cada una y se etiquetaron con los marcadores iTRAQ 116y
117 respectivamente (como se indica en el manual de usuario). Después, se mezclaron e
inyectaron 5 ug en el espectrometro de masas y se identificaron 340 proteinas de las cuales
294 estaban fosforiladas (86.47%). De los 817 péptidos detectados con buena confiabilidad

(Xcorr > 1) 8.2 % no estaban fosforilados y el 42% estaban etiquetados con iTRAQ.
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Resumen de muestras de células Hela etiquetadas con iTRAQ

+* Identificamos 340 proteinas

+* 294 proteinas fosforiladas (87%)

+* Se identificaron 817 péptidos

%+ 750 péptidos fosforilados (92%)

% 42% de los péptidos etiquetados con iTRAQ

Figura 19. Muestras enriquecidas de células HeLa etiquetadas con iTRAQ. En A) se
muestra inmunodot blot anti fosfo serina/treonina. En se muestra B) el cromatograma de la
muestra etiquetada y en C) se muestra el resumen de los datos generados.

5.5 Identificacion de cambios en el fosfoproteoma de células MA104 infectadas con
rotavirus

5.5.1 Eficiencia de la purificacion y etiquetado de las muestras

Para la purificacion de fosfopéptidos y el andlisis de la muestra etiquetada, se crecieron las
células MA104 hasta llegar a sub confluencia en placas de 160 cm?® y se dejaron 12 horas
sin suero para disminuir el ruido de fondo de fosforilacion. Posteriormente se infectaron a
una MOI de 10 o se dejaron con MEM vy se cosecharon las proteinas a las 2 y 6 horas post
infeccion como se describe en la metodologia. Brevemente, se digirieron 300 pg de
proteinas de cada condicién y se desalaron en columnas SepPak tC18. Posteriormente, se
etiquetaron 100 pg de cada condicion con marcadores iTRAQ durante 1 hora y se

mezclaron. Los 400 ug totales obtenidos se pasaron por una columna TiO, para enriquecer
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fosfopéptidos. La muestra enriquecida se desalo con un Zip Tip para analizar por

espectrometria de masas.

El analisis de los espectros se observa en el cromatograma de la Figura 20 A) y se realizo
comparando contra la base de datos de proteina de Macaca mulatta y Humano, ya que,
como no se tiene una base de datos completa de mono verde (Chlorocebus aethiops); una
forma factible de obtener el mayor nimero de proteinas seria buscando contra estas ambas
bases de datos. En la Figura 20 B) se muestra la region en la que se encuentran las
etiquetas iTRAQ (114-117) liberadas durante la fragmentacion de los péptidos. La
cuantificacion para cada tiempo se realizé obteniendo el cociente de la abundancia de la
condicidn de infeccion (115 para las 2 horas de infeccion 6 117 para las 6 horas de
infeccion) entre la abundancia de la condicion control sin infectar (114 para la 2 horas sin

infeccion 6 116 para las 6 horas sin infeccion).

Los resultados de la Figura 21 A) y B) muestran que alrededor del 63% de las proteinas
halladas corresponden a proteinas fosforiladas tanto en la base de datos de macaca como de
humano. Por otro lado, al analizar el porcentaje de las proteinas fosforiladas etiquetadas
con iITRAQ, se observo que alrededor del 80% de las proteinas estan etiquetadas como se
observa en la Figura 21 C) y D). Incluyendo las proteinas que aparecen como rescatadas,
ya que en estas la etiqueta solo se observaba en la condicion de infeccion por lo que
podrian ser proteinas que el virus induzca tnicamente durante la infeccion o que se
expresen en niveles muy bajos en las condiciones sin infeccion como para no ser

detectadas.
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5.5.2 Métodos de Fragmentacion

De los métodos de fragmentacion empleados [CID (del inglés Collision Induced
Dissociation) y HCD (del inglés High Collision Dissociation)] se observa que el 38% de
las secuencia obtenidas se identificaron por ambos métodos de fragmentacion, 40% por
CID y 22% por HCD para el caso de los de los péptidos obtenidos a partir de la base de
datos de macaca [Figura 22 A)]. Para los obtenidos del andlisis a partir de bases de datos
de humano, se encontr6 que el 40% de las secuencias de los péptidos se identificaron por

ambos métodos de fragmentacion, el 38% por CID y 22% por HCD [Figura 22 B)].

Asimismo, se analizaron los péptidos hallados para las proteinas fosforiladas y se encontrod

que para las proteinas halladas en la base de datos de macaca el 85% de los péptidos
corresponden a péptidos fosforilados. Para el caso de los hallados en la base de datos de

humano alrededor del 82% de los péptidos son fosforilados.
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Figura 20.Cuantificacion de péptidos etiquetados con iTRAQ provenientes de células
MA104 infectadas durante 2 y 6 horas. Células MA104 se incubaron con MEM o se
infectaron con una MOI 10 con la cepa de rotavirus RRV durante 2 y 6 horas
respectivamente. Las muestras se procesaron como se describe en la metodologia para la
purificacion de fosfopéptidos y el posterior analisis por espectrometria de masas. En A) se
muestra el cromatograma de una mezcla de 5 pg de péptidos etiquetados con iTRAQ
provenientes de las condiciones de infeccion y sin infectar. En B) se muestra una
ampliacion de la zona en la que se observan las etiquetas iTRAQ. La etiqueta 114 indica la
abundancia del péptido proveniente de la condicidon de 2 horas sin infeccion, la etiqueta 115
corresponde a la condicion de 2 horas de infeccion; la etiqueta 116 corresponde a las 6
horas sin infeccidn y la etiqueta 117 corresponde a las 6 horas de infeccion. La
cuantificacion del péptido a 2 y 6 horas, se obtiene a partir del cociente de dividir la
intensidad del péptido proveniente de la condicidon de infeccion entre la intensidad del
péptido de la condicion sin infectar.
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Proteinas Totales de
Humano

B Proteinas
Fosforiladas

LiProteinas
No
Fosforiladas

Proteinas Totales
de Macaca

M Proteinas
Fosforiladas

LI Proteinas No
Fosforiladas

©)

D)

Proteinas
Fosforiladas de
Humano

M Etiquetadas

B No Etiquetadas

L Rescatadas

Proteinas
Fosforiladas de
Macaca

i Etiguetadas

B No
Etiquetadas

ki Rescatadas

Figura 21. Identificacion de proteinas fosforiladas y etiquetadas con iTRAQ.En A) y
B) se muestran el nimero de proteinas fosforiladas identificadas a partir de las muestras
provenientes de las infecciones de 2 y 6 horas en células MA104 y analizadas contra bases
de datos de proteinas humanas y de Macaca mulatta. En C) y D) se muestran el nimero de
fosfoproteinas etiquetadas con iTRAQ para cada base de datos.
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A)

Péptidos de Proteinas
Fosforiladas de
Macaca

M Totales
ECID

ki HCD-CID
E HCD

i Péptidos
Fosforilados

B)

Péptidos de Proteinas
Fosforiladas de
Humano

B Totales
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ki Péptidos
Fosforilados

Figura 22. Métodos de fragmentacion y numero de péptidos fosforilados identificados
a partir de las fosfoproteinas de los ensayos de infeccion en MA104. En A) y B) se
compara el numero de fosfopéptidos con respecto al total de péptidos identificados para las
fosfoproteinas en las bases de datos de humano y Macaca mulatta. Asi como el nimero de
péptidos identificados por los diferentes métodos de fragmentacion (CID o HCD) o ambos.
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5.5.3 Proteinas y fosfositios que cambian durante la infeccion

De la lista de proteinas obtenidas, se seleccionaron aquellas que cambian durante la
infeccion. Para ello se establecié como punto de corte aquellas fosfoproteinas que tienen un
cociente mayor a 2 o menor a 0.5. En la Figura 23 A) se muestra que de la lista de
proteinas halladas, 75 fosfoproteinas cambian para el caso de la base de datos de macaca y
91 para la base de datos de humano. De las proteinas halladas, 34 proteinas se hallaron en
ambas bases de datos y 3 solo se encuentran en Macaca mulatta y no tienen equivalente en

humano.

En la Figura 23 B) se observa que 127 fosfoproteinas cumplen con los criterios de corte a
las 6 horas y 32 a las 2 horas. La tendencia general que se observa es que la mayoria

cambia a las 6 horas.

Por otro lado, en la Figura 24 A) y B) al analizar los fosfositios de ambas bases de datos
se encontraron 848 en la base de datos de humano y 712 en Macaca mulatta. De igual
forma, se analiz6 el nimero de fosfositios que cambian durante la infeccion; para ello se
tomd como punto de corte aquellos péptidos que aumentaron al menos al doble o
disminuyeron a la mitad. Resultando en 277 (32.6 %) fosfositios que cambian en humano y
196 (27.5%) en macaca. En la Figura 24 C), al sumar los fosfositios que cambian de
ambas bases de datos resultan en 473 fosfositios. Sin embargo, s6lo hay 360 fosfositios

diferentes que cambian sumando ambas bases de datos, ya que se traslapan 113 entre ellas.
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A) B)

Cambios durante la Cambios a
infeccion diferentes tiempos

E Humano

B Macaca
B 6 horas
L Traslape B 2 horas
i Sin
equivalente
Humano

Figura 23. Fosfoproteinas que cambian significativamente durante la infeccion. Se
seleccionaron como fosfoproteinas que cambian significativamente aquellas cuyo cociente
es mayor a 2 o menor a 0.5. En A) se muestra el nimero de fosfoproteinas que cumplen con
el criterio de corte en bases de datos de humano y Macaca mulatta, asi como las
fosfoproteinas que se encuentran en ambas bases de datos o solo en Macaca mulatta. En B)
se sumaron las fosfoproteinas que son diferentes de ambas bases de datos y se graficaron
aquellas que cambian a las 2 y 6 horas pos infeccion respectivamente.
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Figura 24. Identificacion de fosfositios que cambian durante la infeccion por RRV. Se
tomaron como fosfositios que cambian aquellos cuyo cociente del péptido en el que se
encuentran es mayor a 2 o menor a 0.5. En A) y B) se muestran los fosfositios totales de
las fosfoproteinas identificadas en Macaca mulatta y humano, asi como aquellos fosfositios
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que cumplen con el criterio de corte. En C) se sumaron los fosfositios que cumplen con el
criterio de corte obtenidos a partir de ambas bases de datos y se muestran aquellos
fosfositios compartidos en ambas bases de datos.

5.5.4 Analisis de redes

Con la finalidad de analizar las fosfoproteinas que cambian durante la infeccion, se

utilizaron dos programas; IPA (Ingenuity System) y Panther Pathways, los cuales permiten
generar redes de interaccion asi como las principales funciones y procesos bioldgicos en las
que estan involucradas. Estos programas para generar las redes de interaccion hacen uso de

interacciones ya reportadas en la literatura asi como interacciones altamente predichas.

Al analizar los resultados obtenidos a las 2 horas de infeccion mediante Ingenuity, se
obtienen 4 funciones asociadas a redes, entre las que destacan aquellas involucradas en
expresion génica y procesos infecciosos [Figura 25 A)]. Asimismo, al analizar mediante
Panther Pathways se observa que los principales procesos biologicos estan relacionados a

comunicacion celular, procesos celulares y metabolismo [Figura 26 A)].

Los resultados obtenidos a partir de los datos de 6 horas de infeccion mediante Ingenuity
muestran 5 funciones asociadas a redes. Destacando el metabolismo de carbohidratos y
lipidos [Figura 25 B)]. Por otro lado, al analizar los procesos biologicos mediante Panther
Pathways se observa que el principal en el cual se encuentran el mayor nimero de genes

estéa relacionado al metabolismo [Figura 26 B)].
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A)

FUNCIONES ASOCIADAS AREDES 2 hr

m Expresion de genes, mecanismo de
infeccién, ciclo celular.

M Desarrollo celular, crecimiznto celular y
proliferacion, metabolismo de
aminoacidos.

1 Expresion de genes, replicacion
I

recombi i6 1y rep ion de ADN.

M Enfermedades del sistema
reproductivo.

B)

FUNCIONES ASOCIADAS A REDES 6 hr

B Metabolismo de carbohidratos, metabolismo de
lipidos, bioguimica de moléculas pequefias.

B Morfologia celular desarrollo y funcién del
sistema hepitico, ensamblaje y organizacién
celular.

" Expresion de genes, enfermedades y condiciones
dermatolégicas, muerte celular.

B Desordenes genéticos, enfermedades
neuroldgicas, sefializacién e interaccion célula-
célula.

# Desordenes genéticos, nefrosis, enfermedades
renales y urolégicas.

Figura 25. Redes y funciones asignadas a las proteinas que cambian durante la
infeccion. Se analizaron 130 fosfoproteinas mediante la version de prueba de Ingenuity
System. En A) se muestran las redes y funciones obtenidas a las 2 horas y en B) las
obtenidas a las 6 horas.
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Figura 26. Procesos biolégicos asociados a la infeccion. Se analizaron 130 fosfoproteinas
mediante Panther Pathways. En A) se muestran los procesos biologicos obtenidos a las 2
horas de infeccion y en B) los obtenidos a las 6 horas.
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6. Discusion

El objetivo de este estudio fué¢ determinar el patron de fosforilacion durante la infeccion por
rotavirus. Sin embargo, es importante determinar los tiempos que son de relevancia para
llevar a cabo este estudio. Inicialmente se realizaron cinéticas de infeccion de 12 hr y 8 hr
en células Caco-2 y MAI104 respectivamente y se analizaron por western blot con
anticuerpos anti fosfotirosinas. No obstante, no se pudo encontrar un tiempo en el cual se
observaran cambios en el patrén de bandeo durante la infeccion (Figuras 9y 10). Y ya que
nos interesaban tiempos tempranos en los que se inicia la transcripcion y tiempos mas
tardios en los que hay produccién de proteina viral, se encontraron en la literatura diversos
ensayos que sugieren que a las 2 horas se empiezan a encender algunas cinasas, alcanzando
un pico entre las 6 y 8 horas pos infeccion [39, 42-45, 81, 82]. Por lo cual, se decidieron
analizar estos tiempos ya que podrian darnos una idea de los eventos iniciales de control
celular esenciales durante la infeccidén, asi como aquellos involucrados durante etapas

tardias de infeccion.

Para llevar a cabo este estudio, se plantearon dos estrategias para la purificacion de
fosfopéptidos: 1) purificacion de fosfoproteinas y a partir de estas la purificacion de los
fosfopéptidos [54, 55]; 2) purificar los fosfopéptidos directamente de la mezcla compleja de

péptidos [60, 62-66].

Para la purificacion de fosfoproteinas, se decidieron usar columnas IMAC comerciales
(Qiagen). Inicialmente se analizaron muestras provenientes de ensayos de infeccion de 2
horas. Sin embargo, los resultados obtenidos no muestran un enriquecimiento claro de

fosfoproteinas ya que se esperaba una intensidad de las bandas enriquecidas entre unas 5 y
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10 veces mayor con respecto al control (lisado total) como se ha reportado en otro ensayo,
ademads que claramente se observa que no todas las bandas son enriquecidas con la misma
eficiencia, ya que algunas bandas solo se observan en la fraccion total sin enriquecer y tras

pasarlas por las columnas su sefial es muy baja (Figura 11) [54].

Como alternativa para el enriquecimiento de fosfoproteinas, se decidié usar el IMAC en
batch ya que se han realizado diversos ensayos para la optimizacion de la técnica IMAC asi
como variantes de esta para la obtencion de fosforesiduos. Uno de ellos sefiala una
eficiencia de alrededor del 90% mediante la técnica en batch [54, 55], por lo cual decidimos
realizar un breve ensayo con este método y compararlo con las columnas IMAC
comerciales de Qiagen para determinar cudl era la mas eficiente. Los resultados obtenidos
reflejan que en las condiciones llevadas a cabo el experimento, sugieren que las columnas
de Qiagen son mas eficientes que la técnica en batch [Figura 12 A)]. Sin embargo, cuando
se analiza el enriquecimiento de la fosfoproteina viral NSP5 por western blot [Figura 12
B)], se observa que hay un mayor enriquecimiento mediante la técnica en batch comparado
con las columnas de Qiagen y ésta podria mejorarse estableciendo un mejor método de
elucion, ya que al tratar nuevamente las resinas eluidas con buffer Laemly se obtiene una
mayor cantidad de fosfoproteina, lo cual indica que no se habia logrado un despegado

eficiente de fosfoproteinas.

De manera alterna, decidimos usar la segunda estrategia que consistia en purificar
directamente los fosfopéptidos. Como se ha mencionado, hay diversas publicaciones que
afirman que bajo ciertas condiciones en la columna IMAC se puede lograr una eficiente

purificacion de fosfopéptidos, sin embargo, estas variaciones pueden resultar en una alta
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pureza de la muestra pero poca cantidad de la misma o viceversa [32, 46, 54, 62]. No
obstante, algunos afirman que se puede llegar a obtener buenos resultados sin comprometer
la calidad ni la cantidad de la muestra obteniendo eficiencias arriba del 90% [62]. Con la
finalidad de evaluar la eficiencia de purificacion de fosfopéptidos, decidimos emplear
columnas comerciales IMAC-Galio. Inicialmente partimos de lisados celulares de ensayos
de infeccién de 6 horas. Como control, se inyectdé una muestra de péptidos totales no
purificados provenientes de este ensayo de infeccion al espectrometro de masas y
efectivamente no se detectaron péptidos fosforilados, lo cual es lo que se esperaba con base
a la literatura, ya que los fosfopéptidos son muy poco abundantes y ademés presentan poca
ionizacion comparado con los péptidos no fosforilados (Figura 14). Sin embargo, al
enriquecer la muestra pasandola por las columnas comerciales IMAC-galio se observa que
el 30 % (9 proteinas) de las proteinas estan fosforiladas (Figura 15). Una posible
explicacion de la baja eficiencia, es que en estos ensayos se utilizaron columnas C18 de
baja capacidad de desalado y dichas sales interfieren con la capacidad de pegado especifico

de los grupos fosfatos de los fosfopéptidos hacia el metal de la columna IMAC [60, 62, 65].

Diversos estudios demuestran que la eficiencia de la columna IMAC (alrededor del 75%) se
puede aumentar significativamente hasta en un 90% [32, 37, 46, 54, 62] si se acopla a otra
técnica de purificacion tal como columnas de di 6xido de titanio o de intercambio cationico
fuerte. Las columnas de dioxido de titanio tienen una alta especificidad por los
fosfopéptidos, ademas que se puede incrementar su afinidad incubando las muestras con
DHB (4cido dihidroxibenzo6ico), el cual reduce la unidn inespecifica de péptidos acidos no
fosforilados mientras retiene su alta afinidad por los fosfopéptidos, siendo de esta manera

mas selectiva que el IMAC [32, 64]. Como ya se han caracterizado diversos estudios de
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fosfoprotedmica en células HeLa, decidimos evaluar nuestra metodologia en esta linea
celular como control de que esta funcionando eficientemente. Para ello, se purificaron
fosfopéptidos de células HeLa usando columnas de didxido de titanio y se inyectaron en el
espectrometro de masas [Figura 17 B) y C)]. Se encontré que el 48% de 198 proteinas

estaban fosforiladas.

Los datos sugieren que las columnas de 6xido de titanio y las columnas IMAC-Ga
enriquecen las muestras en fosfoproteinas de manera similar, 48% y 30% respectivamente.
Sin embargo, se detectaron 95 fosfoproteinas en la muestra que se pasé por dioxido de
titanio [Figura 17 C)] mientras que con las columnas IMAC-Ga solo se detectaron 9
fosfoproteinas [Figura 15 B)]. Estos resultados sugieren que las columnas de diéxido de
titanio son mas eficientes que las columnas IMAC-Ga. Para corroborar estos resultados, se
decidi6 emplear un método diferente a la espectrometria de masas. Por ello, se decidid
emplear el inmuno-dot blot ya que permite determinar la calidad de la muestra enriquecida,
permite detectar selectivamente péptidos fosforilados en serina, treonina o tirosina, los
materiales utilizados cominmente se encuentran en el laboratorio y evita gastar materiales

y tiempo si nuestra muestra no esta fosforilada. [80].

Al comparar por dot-blot el enriquecimiento realizado por las columnas de 6xido de titanio
y columnas IMAC-Ga, se observa que los fosfopéptidos son retenidos eficientemente en la
columna de 6xido de titanio, ya que solo se observa sefal en la fraccion eluida, mientras

que las columnas IMAC-Galio se observan los fosfopéptidos tanto en la fraccion no unida

como en el eluido (en menor intensidad). Lo cual sugiere que la capacidad de retencion de
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estas columnas es mucho menor que las de 6xido de titanio y por tanto, menos eficiente en

el enriquecimiento de fosfopéptidos [Figura 17 A)].

Los resultados sugieren que tenemos las condiciones adecuadas para la purificacion de
fosfopéptidos, sin embargo, se tratd de montar la digestion en solucion, ya que en este tipo
de digestion hay muy poca manipulacién de la muestra, la digestion se realiza en un s6lo
tubo, ademds que es mucho mas rapida que la digestion en gel ya que el proceso tarda tan
solo un dia. Cuando inicialmente se trato de montar la digestion en solucion, no funcionaba,
ya que al introducir la muestra al espectrometro de masas se observaba solo el ruido de
fondo (Figura 13). Esto se debia a la presencia de gran cantidad de sales que impedian el
analisis de la muestra. Este problema pudo resolverse empleando columnas C18 de alta

capacidad de desalado, como se observa en la Figura 18.

Una parte importante del estudio era determinar los cambios en el perfil de fosforilacion
mediante el uso de etiquetas iTRAQ, las cuales indican las abundancias relativas de los
fosfopéptidos en las diferentes condiciones. Para ello, se decidio evaluar el etiquetado de
las muestras con las condiciones de procesamiento ya montadas. Al analizar nuevamente
muestras provenientes de células HeLa digeridas en solucion, se determind que el 87% de
las 340 proteinas totales estaban fosforiladas [Figura 19 A)]. Por otro lado, de los péptidos
totales, el 92% estaban fosforilados y el 42% estaban etiquetados con iTRAQ. Como se
observa, las eficiencias de purificacion de fosfopéptidos aumentaron al doble comparado
con el ensayo de la Figura 17, probablemente debido a que a esta concentracion de las

muestras no se satura la columna y se logra menor inespecificidad. Ademas que el uso de
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cartuchos C18 favorece un mejor desalado de las muestras, lo cual permite una mejor

interaccion del 6xido de titanio con los péptidos fosforilados.

En vista que se tenia un método que permitia purificar los fosfopéptidos y que ademas es
compatible con el método de cuantificacion, se decidid evaluar los cambios en el perfil de
fosforilacion de células MA104 infectadas con rotavirus. Para analizar tales cambios, se
necesita de una base de datos de proteinas del organismo a estudiar para identificar las
proteinas involucradas. No obstante, no se tiene la base de datos de proteinas de la linea
celular MA104 ya que no se ha secuenciado el genoma de Mono Verde (Chlorocebus
aethiops) del cual proviene dicha linea. La mejor estrategia que se podria emplear con la
finalidad de identificar el mayor numero de proteinas posibles, es usar bases de datos de
proteinas de organismos cuyo genoma se conoce y que ademads son cercanos al modelo de
estudio. En base a esto, se utilizaron dos bases de datos de proteinas; una de humano y otra
de Macaca mulatta. Al realizar el ensayo e identificar las proteinas por espectrometria de
masas usando de manera independiente cada base de datos, se determind que alrededor del
63% de las proteinas halladas corresponden a proteinas fosforiladas y ademas que el 80%
de estas proteinas estan etiquetadas con iTRAQ [Figura 21]. Cabe mencionar que dentro de
las proteinas etiquetadas, las abundancias de alrededor del 7% de estas fueron determinadas
al hacer el andlisis manual de los espectros de dichas proteinas, ya que como el programa
expresa los cambios como cociente (donde la intensidad de la condicion de infeccion se
divide entre la intensidad de la condicion control sin infectar), todas aquellas proteinas que
se expresan solo en la condiciéon de infeccion o su abundancia es mucho mayor en la
condicion de infeccidon que en la condicion control, sus valores no los puede determinar el

programa y por tanto no aparecen en los resultados finales. Por eso el andlisis manual
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permite rescatar estas proteinas que podrian ser muy importantes, ya que solo se observan

durante la infeccion y podrian estar involucradas en el éxito que tiene el virus al infectar.

Al analizar los péptidos de las proteinas fosforiladas, se determin6 que para la base de datos
de Macaca mulatta, el 85% de los péptidos corresponden a péptidos fosforilados. Para el
caso de los hallados en la base de datos de humano alrededor del 82% de los péptidos estan

fosforilados [Figura 22].

Por otro lado, durante la inyeccion de la muestra en el espectrometro de masas, se utilizaron
2 métodos de fragmentacion: CID; el cual se utiliza principalmente para la secuenciacion
de novo de los péptidos y HCD; que principalmente se usa para liberar las etiquetas iTRAQ
(114, 115,116 y 117) de los péptidos permitiendo cuantificar su abundancia relativa,
aunque también permite la secuenciacion de novo de los péptidos. Para evaluar las
secuencias de los péptidos obtenidos, se determino cuantas secuencias se obtuvieron por
ambos métodos de fragmentacion o por alguno de ellos. Los resultados muestran que 40%
de las secuencias se obtuvieron por ambos métodos de fragmentacion, 38 % por CID y
solo el 22% se obtuvo por HCD. Cumpliendo con lo esperado, ya que como se ha
mencionado esta ultima se utiliza para cuantificar la abundancia de las etiquetas [ Figura

22].

Posteriormente, de la lista de fosfoproteinas obtenidas se seleccionaron como cambios
durante la infeccion aquellas que aumentan al doble o disminuyen a la mitad. Al
analizarlas, se hallaron 91 fosfoproteinas que cambian en la base de datos de humano y 75
fosfoproteinas que cambian en la base de datos de Macaca. De las cuales 34 fosfoproteinas

se traslapan en ambas bases de datos (20%). Por otro lado, al analizar los tiempos en los
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que cambian estas fosfoproteinas, alrededor del 80% de ellas tienden a cambiar a las 6
horas de infeccion [Figura 23 B)]. Cabe mencionar que dentro del ensayo se pudieron
identificar proteinas no fosforiladas debido a la interaccion inespecifica que presentan los
residuos acidos de péptidos no fosforilados con el 6xido de titanio [64]. Dentro de estas
proteinas no fosforiladas, se identificaron 57 proteinas que cambian su expresion durante la

infeccion (Tabla 2. Proteinas no fosforiladas que cambian durante la infeccion).

De los fosfopéptidos hallados por cada base de datos, se determinaron el nimero de sitios
de fosforilacion que se encuentran en los fosfopéptidos que cumplen con el criterio de corte
de cambio durante la infeccion(es decir, aumentan al doble o disminuyen a la mitad su
abundancia) y se encontré que 360 fosfositios cumplen con este criterio. De esta forma este
tipo de estrategias permite no solo cuantificar los cambios a nivel de proteina sino también
a nivel de sitio de fosforilacion. Permitiendo agregar a la literatura nuevos sitios de

regulacion que no se han reportado [Figura 24].

Ya que se obtuvo la lista de proteinas que cambian su estado de fosforilacion durante la
infeccidn, era importante tratar de darle un sentido biologico a esta lista de proteinas en el
contexto de la infeccion. Para ello, se decidio analizar si este conjunto de proteinas estaban
implicadas en alguna via en particular. Este objetivo se logro empleando dos programas,
Panther Pathways e IPA de Ingenuity Systems, los cudles permiten generar redes de
interaccion de proteinas y asignar funciones generales a partir de datos experimentales
reportados en la literatura que sefialan la interaccion de ciertas proteinas o que se predicen
su interaccion. A este analisis se sometieron 130 fosfoproteinas que cumplieron con el

criterio de corte durante la infeccion y se encontrd que a las 2 horas se encuentra redes que
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principalmente tienen que ver con expresion génica y mecanismos de infeccion seguido por
metabolismo de aminoécidos y crecimiento celular principalmente. Ademas que en los
procesos biologicos principales se encuentran comunicacion celular y procesos
metabolicos. Estos resultados pueden tener sentido ya que se ha reportado que a las 2 horas
de infeccidn se inducen genes de respuesta antiviral, ademds que se activan rutas que estan
relacionadas con proliferacion celular e inhibicion de la apoptosis tales como PI3K/Akt y
NF-kp, las cudles se ha observado que se pueden activar por NSP1 asi como por HSP90

[Figura 27] [42, 43, 86].

A partir de los datos de 6 horas de infeccion las principales redes que se observan tienen
que ver con metabolismo de carbohidratos, metabolismo de lipidos seguido por ensamblaje
y organizacion celular. Estos datos sugieren que a este tiempo el virus esta activando el
metabolismo celular para su beneficio ya sea que de esta forma pueda inducir
indirectamente el aumento en la sintesis de proteina viral o de estructuras que intervienen

durante la morfogénesis viral.

Se ha reportado que para la formacion de particulas infecciosas en hepatitis C y dengue se
requieren de organelos intracelulares llamados gotas lipidicas, los cuales estan involucrados
en el metabolismo de lipidos y carbohidratos [87, 88][Figura 22 B)]. Recientemente se ha
demostrado que los viroplasmas de rotavirus colocalizan e interactian con componentes de
las gotas lipidicas y esto parece ser dependiente del tiempo de infeccion. Por otro lado, al
hacer uso de farmacos que interfieren con la formacion de estas estructuras, resulta en la
disminucién del niimero y tamafo de viroplasmas, asi como la inhibicion de la replicacion

del RNA de doble cadena y la disminucion del nimero particulas infecciosas[89].
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Asimismo, dicho metabolismo de lipidos se requiere tanto in vitro como in vivo. Ya que se
observo durante la infeccidn aumentan los niveles de triglicéridos en la célula y el
tratamiento con sales biliares primarias o agonistas del receptor de dichas sales (FXR)
disminuyen la replicacion viral tanto in vitro como in vivo en un modelo murino, resultando

en la reduccion del numero de particulas en heces, lo cual correlaciona con la disminucién

de triglicéridos y esteres de colesterol [90].

- Activacion de Cinasas Celulares
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Figura 27. Activacion de Cinasas durante la infeccion. En esta figura se muestran las
rutas de sefalizacion en las que estan involucradas cinasas activadas durante la infeccion.

En la Figura 27 se representan diversas vias de sefializacion relacionadas con cinasas que
se han reportado se activan durante la infeccion por rotavirus [39-44, 81, 82, 91, 92]. Con la

finalidad de evaluar los resultados obtenidos, se decidi6 determinar cudles de las vias ya

reportadas (Figura 23) pudimos identificar en este analisis.



La via de las MAPK se ha visto que juega un papel importante en el crecimiento,
supervivencia y diferenciacion celular. Dentro de esta via se puede encontrar a P38, JNK
1/2 y ERK 1/2 [93]. ERK 1/2 es una proteina que se ha reportado su fosforilacion tras la
infeccion con rotavirus en lineas celulares de colangiocitos y ductos biliares extrahepaticos
de raton. La inhibicion de la activacion de ERK 1/2 usando inhibidores farmacologicos
resulta en la disminucion de la citdlisis y ademas en la disminucion del titulo viral en un
40% [81]. En este ensayo no pudimos detectar directamente a ERK 1/2. Sin embargo, se
pudieron detectar algunas proteinas que se sabe estan rio arriba en la via de sefializacion de
las MAP cinasas como RASGRF1 y SOS1 (ver Tabla 1, ID 5923 y 6654, respectivamente),
los cudles son factores intercambiadores de nucledtidos de guanina y esto puede estar en

concordancia que la via de las MAP cinasas es importante durante la infeccion [94, 95].

Dentro de la familia de las MAP cinasas, se ha reportado que p38 es una cinasa que se
activa durante la infeccion por rotavirus en diferentes lineas celulares como MA104, Caco-
2, colangiocitos y ductos biliares extrahepaticos de raton. En MA 104 se ha visto que p38
se activa desde las 6 horas post infeccion (hpi) y alcanza un maximo de activacion a las 8
hpi. El uso de inhibidores farmacologicos que impiden la activacion de p38 resulta en la
disminucion del titulo viral en un 50% sin comprometer la produccion de proteina viral[39].
En este ensayo se pudo detectar una de las isoformas de la proteina p38, p38 delta (ver
Tabla 2, ID 5603). Sin embargo, esta proteina se detectd mediante un péptido no
fosforilado que indica que su expresion aumenta al doble a las 6 hpi. En el trabajo
anteriormente citado se muestra que no cambia la expresion de p38 sino mas bien su nivel
de fosforilacion [39]. No obstante, el anticuerpo usado en ese articulo es un anticuerpo

policlonal que no distingue entre las diferentes isoformas. Por lo que para evaluar el cambio
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en la expresion de p38 delta, seria necesario utilizar un anticuerpo especifico dirigido

contra esta.

Se ha reportado que durante la infeccidn, la via PI3K/Akt se activa por el virus para
promover la supervivencia celular, dicha activacion resulta en que células epiteleales
intestinales se queden adheridas mas tiempo a placas tratadas con coldgeno y de esta forma
el virus puede generar una mayor progenie viral [42, 43, 86]. En este ensayo encontramos
la subunidad catalitica PI3KBeta (Tabla 1, ID 5291) la cual aumenta casi 3 veces su
fosforilacion a las 6 hpi. Sin embargo, el sitio de fosforilacion que identificamos es un sitio
nuevo comparado con los 17 ya reportados en PhosphositePlus por espectrometria de masas
(http://www.phosphosite.org’/homeAction.do), por lo que la funcionalidad que pudiera tener

es desconocida y tendria que validarse mediante métodos alternos.

De igual forma durante la infeccion por rotavirus se ha observado un efecto en la estructura
de las uniones intercelulares como las TJ (uniones estrechas). Una de la proteinas afectadas
es la ocludina, la cual se ha observado disminuyen sus niveles de mRNA [96]. Las JAM
pertenecen a una familia de inmunoglobulinas que se expresan en las uniones intercelulares
de células epiteleales y endoteliales asi como en la superficie de plaquetas, leucocitos y
eritrocitos. Estas proteinas intervienen en diferentes procesos celulares como ensamblaje de
uniones estrechas, transmigracion de leucocitos, angiogénesis y union de virus [97, 98]. Se
ha observado que dentro de la familia Reoviridae, reovirus requiere de la interaccidén con
JAM-A para entrar en su célula huésped [99]. De hecho se ha observado que si incubas
células con anticuerpos contra JAM-A se bloquea la infeccion viral [100]. Ademas, si se

expresa JAM-A exdgena en células resistentes a la infeccion estas se vuelven permisivas
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[101]. En los ensayos realizados hallamos a JAML (Tabla 1, ID 120425) la cual pertenece
a la familia de las JAM. Se observa que el nivel de fosforilacién de esta proteina se duplica
desde las dos horas post infeccion y alcanza un incremento de hasta casi 19 veces a las 6
hpi. Estos datos podrian sugerir que esta proteina tiene un papel en la entrada durante la

infeccion.

Otra cinasa que se sabe se induce su activacion durante la infeccion es S6K, cuyo papel es
fosforilar a la proteina S6 de la subunidad ribosomal 40S[102]. Se ha reportado que la
inhibicidon de S6K trae como resultado la inhibicion de la traduccion de mRNAs que
codifican para proteinas ribosomales y factores de elongacion de la traduccion[103].
Asimismo, se ha sugerido que durante la infeccion por rotavirus la sintesis de proteinas se
incrementa, ya que al comparar el perfil de polisomas a las 6 hpi, en condiciones de estrés o
sin infectar, solo en la condicidon de infeccion se observa un perfil prominente[44]. En este
estudio encontramos una proteina no fosforilada que aumenta mas de dos veces su
expresion a las 6 hpi (ver Tabla 2, ID 1915). Esta proteina es un factor de elongacion de la
traduccion (EEF-1) cuyo papel es entregar los aminoacil-tRNA al ribosoma, esto tiene
concordancia con lo ya previamente reportado sobre el aumento de la traduccion durante la
infeccidn y puede sugerir que esta proteina es importante para rotavirus. Ya que se ha
encontrado evidencia en el laboratorio que sugiere que EEF-1puede interaccionar con

NSPS5, aunque su funcionalidad no ha sido explorada.

Asimismo, rotavirus puede encender rutas antivirales que pueden resultar en la produccion
de citocinas pro inflamatorias, las cuales contienden con la infeccion ya que pueden ayudar

a reclutar células de la respuesta inmune. Algunas citocinas que se conoce que aumentan
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son RANTES e IL-8 [104, 105]. CXCL10 es otra citocina que también se ha observado
aumenta su expresion durante la infeccion, tanto en lineas celulares como HT-29 desde las
8 hpi asi como in vivo en modelos murinos [106, 107]. En este analisis pudimos encontrar
esta proteina (ver Tabla 2, ID 3627) y se observa que su expresion aumenta mas de dos
veces a las 6 hpi, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura sobre el efecto de la

infeccion en los niveles de esta proteina.

Por otro lado, ademas de identificar las vias ya reportadas en la Figura 23, se encontraron
otras proteinas implicadas en otras vias que podrian ser novedosas o que podrian ayudar a
explicar otros eventos que se conoce ocurren durante la infeccion. Por ejemplo, se ha
reportado que rotavirus induce un remodelamiento de la red de microtubulos desde las 6
horas post infeccion[108]. Por inmunofluorescencias, se observa una colocalizaciéon de los
microtiubulos con viroplasmas. Algunas de las proteinas que se identificaron participan en
este proceso son NSP2 y NSP4. NSP2 interactia con microtubulos a través de un surco
cargado positivamente y NSP5 compite con los microtubulos por este sitio de unién[108].
De igual forma, se ha visto que NSP4 por si sola puede inducir la depolimerizacion de
microtibulos en células transfectadas con la contruccion de esta proteina [109]. Tanto con
NSP4 como con NSP2 se observa que la depolimerizacién de microtiibulos resulta en la
formacion de una estructura en forma de anillo de microtiibulos en la periferia de la célula,
asi como granulos en los cudles colocalizan estas proteinas virales con microtubulos [108,
109]. Los motores moleculares usan los microtibulos como “pistas” por donde mueven
vesiculas, proteinas u organelos celulares. Estos motores moleculares son las dyneinas, las
kinesinas y dynactinas. Dentro de las proteinas que cambian obtenidos por el analisis

protedmico encontramos a estos tres motores moleculares. A las 6 hpi, dynactina aumenta
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26 veces su expresion y tanto dyneina como kinesina aumentan mas de dos veces su
fosforilacion con respecto al control sin infectar. Se ha reportado que dynactina es un
complejo molecular que interactiia con dyneina y kinesina. Participando en diferentes
procesos celulares como transporte de proteinas de ER a Golgi, movimiento de endosomas
y lisosomas, movimiento de cromosomas, transporte de gotas lipidicas, asi como en la
dindmica de microtabulos[110, 111]. Estas proteinas podrian ser de interés ya que como se
ha mencionado muchos de estos procesos celulares ocurren durante la infeccion por

rotavirus.

Los datos obtenidos a partir de este enfoque permiten sugerir nuevos blancos a estudiar y
de igual forma concuerdan con vias ya reportadas inducidas durante la infeccion, ya que al
menos se puede identificar alguna proteina dentro de la via. Aquellas proteinas que no se
pudieron detectar en el andlisis podria explicarse por varios factores. Uno seria que las
muestras provienen de un organismo cuyo genoma no se ha secuenciado por lo que al hacer
uso de bases de datos de organismos relacionados para hallar proteinas, no significa
necesariamente que la cobertura sea total, ya que diferencias aun sutiles que resulten en
cambios de un solo aminoécido traen como consecuencia que no se pueda identificar el
péptido y por lo tanto tampoco la proteina a la que pertenece. Otro factor que interviene en
la identificacion de los péptidos es la resolucion de las muestras. Se ha observado que el
uso de columnas bidimensionales permiten separar de manera mas eficiente los péptidos
que eluyen de la columna disminuyendo la complejidad de la muestra. Otra estrategia para
resolver las muestras es pre fraccionarlas antes de inyectar, para asi disminuir la
complejidad y permitir que los péptidos menos abundantes puedan ser observados.

Asimismo, el etiquetado de las muestras con iTRAQ se realiz6 antes de la purificacion de
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los fosfopéptidos. Esto confiere ciertas ventajas, ya que se puede mezclar las muestras
etiquetadas en un solo tubo y purificar los fosfopéptidos en una sola columna de 6xido de
titanio permitiendo menos manipulacion de la muestra y menos variabilidad de los
resultados. Si se hubieran etiquetado las muestras después de haber purificado los
fosfopéptidos se hubieran necesitado 4 columnas de 6xido de titanio para llevar a cabo
dicha purificacion, lo cual provocaria cierta variacion ya que todas las columnas no
necesariamente funcionan exactamente igual. Ademas, después de la purificacion hubiera
sido necesario cuantificar los fosfopéptidos para etiquetar la misma cantidad de muestra de

cada condicion, lo cual podria también introducir cierta variacion.

Por otro lado, la estrategia empleada no solo permite evaluar los cambios globales de
fosforilacion (Tabla 1) sino también los cambios en la expresion de proteinas (Tabla 2).
Estas proteinas provienen de los péptidos que se lograron unir a las columnas de TiO2 de
manera inespecifica y son importantes, ya que permiten evaluar mas candidatos que estan
involucrados en la infeccion y de esta manera complementan los resultados de fosforilacion
para asi establecer un mecanismo de accion mas detallado. Sin embargo, para tener una
mayor certeza de los resultados es necesario evaluar las proteinas identificadas mediante

métodos alternos que corroboren su fosforilaciéon y cambios de expresion.
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7. Conclusiones

1.

Se logr6é estandarizar un método para la purificacion de fosfopéptidos y

etiquetado de las muestras con iTRAQ.

Pudimos detectar y analizar los fosfopéptidos tanto por inmunodot blot como

por espectrometria de masas.

Se hallaron 130 fosfoproteinas totales que cambian durante la infeccion a2y 6

horas.

A las 2 horas de infeccion encontramos 32 fosfoproteinas que cambian.

A las 6 horas de infeccion encontramos 127 fosfoproteinas que cambian.

Se encontraron 360 fosfositios pertenecientes a los péptidos que cambian

durante la infeccion.

Las principales funciones asociadas a redes a las 2 y 6 hrs son, expresion

génica/mecanismos de infeccion y metabolismo de carbohidratos/lipidos.

Uno de los principales procesos biolégicos a las 2 y 6 horas son, comunicacion

celular y procesos metabdlicos.
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8. Perspectivas

Demostrar por otros métodos que las proteinas halladas en el andlisis realmente cambian ya
sea usando anticuerpos fosfoespecifico en ensayos de western blot o evaluando la cantidad
de mensajero de la proteina blanco en la condicidon de infeccion comparada con el control
sin infectar.

Una vez que se haya demostrado que las proteinas realmente cambian durante la infeccion,
lo siguiente seria evaluar el papel que tienen estas proteinas para el virus ya sea en etapas
tempranas o tardias de la infeccion. Una estrategia que podria emplearse son los ensayos
de interferencia celular en los cudles se inducen la disminucion de las proteinas blanco y
posteriormente se realizan los ensayos de infeccion para determinar las unidades
formadoras de focos en ensayos de infectividad o de progenie viral.

Una de las vias que seria interesante analizar es aquella relacionada al metabolismo de
lipidos y carbohidratos, ya que es una de las vias mas representadas en nuestro analisis
ademas que recientemente se ha demostrado que hay co localizacion de triglicéridos con
los centros de replicacion viral conforme avanza la infeccion. Asimismo, drogas que
interfieren con la sintesis de €stos, resultan en una disminucion del nimero y tamafio de los
viroplasmas, asi como una reduccion en el titulo viral [89].
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10. Apéndice
Método de Fragmentacion

El tiempo de corrida fue de 120 min y el método construido para el analisis consta de 2
segmentos. El segmento 1 tiene una duracion de 0.1 min/1 solo scan/tune method:

Default ESI IBT. Scan event details 1: ITMS + ¢ norm o E (300.00-2000.0). CV=0.0V.

Segmento 2
Duration time: 119.90 min
Number of scan events: 7
Tune method: Default ESI IBT
Scan event details:
1: FMTS + ¢ norm res=3000 o (300.00-2000.0)
Cv=0.0V
2: FMTS + ¢ norm res=3000 Dep MS/MS Most intense ion from (1)
Activation Type: HCD
Min. Signal Required: 500.0
Isolation width: 3.00
Normalized Coll. Energy: 35.0
Default Charge State: 2
Activation Time. 30.000
Cv=0.0V
3: FMTS + ¢ norm res=3000 Dep MS/MS Most intense ion from (1)
Activation Type: CID

Min. Signal Required: 500.0
100



Isolation width: 3.00
Normalized Coll. Energy: 35.0
Default Charge State: 2
Activation Q: 0.250
Activation Time: 30.000
CV=0.0V

4: FMTS + ¢ norm res=3000 Dep MS3 Neutral Loss from (3)
Activation Type: CID

Min. Signal Required: 500.0
Isolation width: 3.00
Normalized Coll. Energy: 35.0
Default Charge State: 2
Activation Q: 0.250
Activation Time: 30.000
CV=0.0V

5: FMTS + ¢ norm res=3000 Dep MS/MS 2nd most intense ion from (1)
Activation Type: HCD

Min. Signal Required: 500.0
Isolation width: 3.00
Normalized Coll. Energy: 35.0
Default Charge State: 2
Activation Time. 30.000
CV=0.0V
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6: FMTS + ¢ norm res=3000 Dep MS/MS 2nd most intense ion from (1)
Activation Type: CID

Min. Signal Required: 500.0

Isolation width: 3.00

Normalized Coll. Energy: 35.0

Default Charge State: 2

Activation Q: 0.250

Activation Time: 30.000

CV=0.0V

7: FMTS + ¢ norm res=3000 Dep MS3 Neutral loss from (6)
Activation Type: CID

Min. Signal Required: 500.0

Isolation width: 3.00

Normalized Coll. Energy: 35.0

Default Charge State: 2

Activation Q: 0.250

Activation Time: 30.000

CV=0.0V

Por otro lado, se establecieron masas que se rechazaron del andlisis ya que estan siempre
presentes como fondo del equipo. Y para ello se hizo como sigue:

Data dependent settings:

Use separate polarity settings disabled
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Parent mass list: (None)

Reject mass list: 419.31, 429.09, 445.12, 462.14, 476.20, 503.1, 519.14, 536.16, 550.21,
593.15, 610.18, 624.23, 667.17, 684.20, 698.25, 758.21, 772.26, 832.23, 906.25.

De igual forma, se establecieron las masas de las pérdidas neutrales de los grupos fosfato
dependiendo de la carga del péptido (se excluyen péptidos de carga +4 en adelante) durante
la fragmentacion. Para que cuando sean detectadas estas pérdidas se accione el MS3 que
terminara de secuenciar el péptido y ayudara a determinar el sitio de fosforilacion. La lista
se hizo como sigue:

Neutral loss mass list:

Mass Name

26.65 carga 3
32.65 carga 3
39.95 carga 2
48.98 carga 2
53.31 carga 3
65.32 carga 3
79.97 carga 1
97.96 carga |

159.94 carga |
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Tabla 1. Fosfoproteinas que cambian durante la infeccion

Descripcién
ID Gen 117/116 115/114
Humano (6 hpi) (2hpi)

5923 | ras protein-specific guanine nucleotide-releasing factor 1 isoform 1 [Homo sapiens] 2.023 1.143
7273 | titin isoform N2-A [Homo sapiens] 3.213 1.527
8899 serine/threonine-protein kinase PRP4K [Homo sapiens] 2.252 1.459
169044 collagen, type XXII, alpha 1 [Homo sapiens] 3.213 1.527
79960 | Jade1 protein long isoform [Homo sapiens] 2.252 1.459
23082 | pGC-1 related co-activator [Homo sapiens] X
92714 | arrestin domain containing 1 [Homo sapiens] 2.524 1.319
652642 | PREDICTED: similar to a disintegrin and metalloprotease domain 3 (cyritestin) [Homo sapiens] 2.252 1.459
8777 multiple PDZ domain protein [Homo sapiens] 2.252 1.459
344905 | ATPase type 13A5 [Homo sapiens] 2.023 1.143
90102 pleckstrin homology-like domain, family B, member 2 [Homo sapiens] 2.252 1.459
56479 potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 5 [Homo sapiens] 3.629 0.862
4288 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 [Homo sapiens] 3.213 1.527
3155 3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A lyase (hydroxymethylglutaricaciduria) [Homo sapiens] 3.181 1.212
57509 | mitochondrial tumor suppressor 1 isoform 1 [Homo sapiens] 3.213 1.527
10868 ubiquitin specific protease 20 [Homo sapiens] ND 2.426
254173 | tubulin tyrosine ligase-like family, member 10 [Homo sapiens] 2.079 0.486
3822 | Killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 2 [Homo sapiens] 0.527 1.639
55870 | ash1 (absent, small, or homeotic)-like [Homo sapiens] 2.01 1.613
10564 ADP-ribosylation factor guanine nucleotide-exchange factor 2 [Homo sapiens] 2.62 0.893
339829 | PREDICTED: hypothetical protein LOC339829 [Homo sapiens] 3.818 1.01
51306 | chromosome 5 open reading frame 5 [Homo sapiens] 2.863 0.782
57647 | DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 37 [Homo sapiens] 3.181 1.212
23312 | Dmx-like 2 [Homo sapiens] 2.348 1.23
10311 | pown syndrome critical region protein 3 [Homo sapiens] 3.629 0.862
131177 family with sequence similarity 3, member D [Homo sapiens] 2.207 0.91
2157 coagulation factor VIII isoform a precursor [Homo sapiens] 251 2.262
2803 golgi autoantigen, golgin subfamily a, 4 [Homo sapiens] X
3053 heparin cofactor II precursor [Homo sapiens] 0.396 1.079
147700 | kinesin light chain 3 [Homo sapiens] 2.506 1.106
23513 | scribble isoform b [Homo sapiens] 2.863 0.782
4204 methyl CpG binding protein 2 [Homo sapiens] X
4603 | pREDICTED: v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-like 1 isoform 1 [Homo sapiens] 3.686 1.496
4642 myosin ID [Homo sapiens] 2.001 ND
5291 phosphoinositide-3-kinase, catalytic, beta polypeptide [Homo sapiens] 2.863 0.782
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2.884

10216 proteoglycan 4 [Homo sapiens] 1.286
440533 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 8 [Homo sapiens] X
158 adenylosuccinate lyase [Homo sapiens] 2.884 1.286
54517 pseudouridylate synthase 7 homolog [Homo sapiens] 7.703 0.968
266747 | Ral-GDS related protein Rgr [Homo sapiens] 2.176 1.282
6430 splicing factor, arginine/serine-rich 5 [Homo sapiens] 2.884 1.286
6654 | son of sevenless homolog 1 [Homo sapiens] 27 1.534
3371 | tenascin C (hexabrachion) [Homo sapiens] X
10054 | sumo-1 activating enzyme subunit 2 [Homo sapiens] 2.252 1.459
80724 acyl-Coenzyme A dehydrogenase family, member 10 [Homo sapiens] ND 2.259
51411 bridging integrator 2 [Homo sapiens] 3.181 1.212
65250 hypothetical protein LOC65250 [Homo sapiens] 2.469 1.132
54906 | pREDICTED: hypothetical protein LOC54906 isoform 1 [Homo sapiens] 0.527 1.639
49860 hypothetical protein LOC49860 [Homo sapiens] X
196296 | FL146154 protein [Homo sapiens] 2.155 1.049
115361 guanylate binding protein 4 [Homo sapiens] 2.107 1.528
145741 | nuclear localized factor 1 [Homo sapiens 2.167 0.919
9180 | oncostatin M receptor [Homo sapiens] 3.629 0.862
23037 | PDZ domain containing 2 [Homo sapiens] 1.348 2.404
55276 phosphoglucomutase 2 [Homo sapiens] 3.629 0.862
399744 hypothetical protein LOC399744 [Homo sapiens] 2.207 0.91
29104 | HemkK methyltransferase family member 2 isoform 2 [Homo sapiens] X
51149 hypothetical protein LOC51149 isoform 1 [Homo sapiens] 1.971 2.785
256085 | pPREDICTED: similar to Tryptophan-rich protein (Congenital heart disease 5 protein) [Homo sapiens] 0.527 1.639
23269 | PREDICTED: MAX dimerization protein 5 isoform 1 [Homo sapiens] 1.45 0.507
4957 | outer dense fiber of sperm tails 2 isoform 1 [Homo sapiens] 2.695 1.165
79659 | PREDICTED: dynein, cytoplasmic, heavy polypeptide 2 isoform 1 [Homo sapiens] 2.348 1.068
5982 replication factor C 2 (40kD) isoform 2 [Homo sapiens] 3.181 1.212
650293 | seven transmembrane helix receptor [Homo sapiens] 3.629 0.862
389842 | pREDICTED: similar to Ran-specific GTPase-activating protein (Ran binding protein 1) [Homo sapiens] 2.884 1.286
206338 | jaeverin [Homo sapiens] 3.629 0.862
1565 cytochrome P450, family 2, subfamily D, polypeptide 6 isoform 2 [Homo sapiens] 2.363 0.738
649264 | PREDICTED: similar to cauxin [Homo sapiens] 1.348 2.404
3631 | inositol polyphosphate-4-phosphatase, type 1 isoform a [Homo sapiens] 2.108 0.682
648278 | PREDICTED: similar to Kelch-like protein 2 [Homo sapiens] X
650998 | PREDICTED: similar to zinc finger homeobox 1b [Homo sapiens] 3.629 0.862
51306 | PREDICTED: similar to CG4841-PA isoform 10 [Homo sapiens] 2.256 2.056
4645 | PREDICTED: similar to Myosin-5B (Myosin Vb) isoform 6 [Homo sapiens] X
10216 | microtubule associated serine/threonine kinase 2 [Homo sapiens] 3.181 1.212
25966 | chromosome 21 open reading frame 25 [Homo sapiens] 2.155 1.049
653987 | PREDICTED: hypothetical protein XP_942656 [Homo sapiens] 3.629 0.862
222521 | hypothetical protein LOC222521 [Homo sapiens] 2.165 0.928
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647050 | PREDICTED: hypothetical protein XP_939336 [Homo sapiens] 2.766 1.184
120425 | adhesion molecule, interacts with CXADR antigen 1 [Homo sapiens] 18.769 2.339
81624 diaphanous homolog 3 [Homo sapiens] 3.686 1.496
540 ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide isoform b [Homo sapiens] 0.527 1.639
23331 | PREDICTED: hypothetical protein LOC23331 [Homo sapiens] 2.311 ND
9605 | chromosome 16 open reading frame 7 [Homo sapiens] X
79747 | PREDICTED: hypothetical protein LOC79747 isoform 3 [Homo sapiens] X
57711 | zinc finger protein 529 [Homo sapiens] 3.629 0.862
158427 | hypothetical protein LOC158427 [Homo sapiens] 3.629 0.862
323 amyloid beta A4 precursor protein-binding, family B, member 2 [Homo sapiens] 2.207 0.91
10529 | nebulette sarcomeric isoform [Homo sapiens] 0.527 1.639
646670 | PREDICTED: similar to COMM domain containing 4 [Homo sapiens] 2564 1.283
1373 | carbamoyl-phosphate synthetase 1, mitochondrial [Homo sapiens] 3.818 1.010
116328 | pREDICTED: uncharacterized protein C8orf34-like [Macaca mulatta] 3.629 0.862
7290 | PREDICTED: protein HIRA-like isoform 2 [Macaca mulatta] 3.213 1.527
91664 | PREDICTED: zinc finger protein 845-like, partial [Macaca mulatta] 2.023 1.143
158158 | pREDICTED: ras and EF-hand domain-containing protein-like [Macaca mulatta] 2.252 1.459
6574 | PREDICTED: sodium-dependent phosphate transporter 1-like isoform 6 [Macaca mulatta] 2.252 1.459
148870 | pPREDICTED: coiled-coil domain-containing protein 27 isoform 2 [Macaca mulatta] 2.863 0.782
8214 | PREDICTED: protein DGCR6-like [Macaca mulatta] 2.252 1.459
168975 | PREDICTED: cyclic nucleotide-binding domain-containing protein 1-like [Macaca mulatta 2.252 1.459
9884 | PREDICTED: leucine-rich repeat-containing protein 37A-like [Macaca mulatta] 3.213 1.527
7597 | PREDICTED: zinc finger and BTB domain-containing protein 25-like isoform 2 [Macaca mulatta] 2.252 1.459
7639 | PREDICTED: zinc finger protein 85-like [Macaca mulatta] 2.207 0.91
202333 | PREDICTED: cardiomyopathy-associated protein 5-like [Macaca mulatta] 2.001 2.785
23139 | PREDICTED: microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 2 isoform 9 [Macaca mulatta] 3.181 1.212
57147 | pREDICTED: protein-associating with the carboxyl-terminal domain of ezrin isoform 4 [Macaca mulatta] 2.155 1.049
7037 | PREDICTED: transferrin receptor protein 1 isoform 3 [Macaca mulatta] 1.183 2.407
26173 | PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: integrator complex subunit 1-like [Macaca mulatta] 2.252 1.459
221264 | PREDICTED: uncharacterized protein C6orf224-like [Macaca mulatta] 2.165 0.928
6870 | NK-3 receptor [Macaca mulatta] X
84162 | PREDICTED: uncharacterized protein KIAA1109-like [Macaca mulatta] 2.256 2.056
51780 | PREDICTED: lysine-specific demethylase 3B-like [Macaca mulatta] 2.252 1.459
PREDICTED: arf-GAP with Rho-GAP domain, ANK repeat and PH domain-containing protein [Macaca
64411 | mulatta] 1.348 2.404
No hallado PREDICTED: hypothetical protein LOC100430768 [Macaca mulatta] X
11083 | PREDICTED: death-inducer obliterator 1 isoform 1 [Macaca mulatta] X
23532 | PREDICTED: melanoma antigen preferentially expressed in tumors isoform 1 [Macaca m 2.473 1.256
5288 | PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase C2 do 0.527 1.639
338773 | PREDICTED: transmembrane protein 119-like [Macaca mulatta] 3.181 1.212
9735 | PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: kinetochore-associated protein 1-like [Macaca 0.527 1.639
7173 | PREDICTED: thyroid peroxidase [Macaca mulatta] 2.595 1.45
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23513 | PREDICTED: hypothetical protein LOC702716 [Macaca mulatta] 2.207 0.91
4867 | PREDICTED: nephrocystin-1-like isoform 1 [Macaca mulatta] 2.207 0.91
4723 | PREDICTED: NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mitochondrial-like [Macaca mulatta] X X

54801 | pPREDICTED: HAUS augmin-like complex subunit 6-like [Macaca mulatta] 3.629 0.862

79915 | PREDICTED: ATPase family AAA domain-containing protein 5-like [Macaca mulatta] 11.275 1.452

10208 | pREDICTED: ubiquitin-specific peptidase-like protein 1-like [Macaca mulatta] 0.396 1.079

63895 | PREDICTED: protein FAM38A-like [Macaca mulatta] ND 2.259
5932 | PREDICTED: retinoblastoma-binding protein 8 [Macaca mulatta] 2.863 0.782

84444 | PREDICTED: histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-79 specific isoform 1 [Macaca mulatta] 3.181 1.212

94025 | PREDICTED: mucin-16-like, partial [Macaca mulatta] 2.207 0.91

100049587 | pREDICTED: sialic acid-binding Ig-like lectin 14-like [Macaca mulatta] X X
221223 carboxylesterase 7 [Macaca mulatta] 1.348 2.404
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H5-like [Macaca
347365 | mulatta] 2.157 1.217
X= etiqueta detectada solo en la condicién de infeccion; ND= Etiqueta no detectada en ninguna condicién;
No hallado= no se encontré proteina homologa de Macaca en humano; 117/116= abundancia de la proteina a las 6 hpi;
115/114= abundancia de la proteina a las 2 hpi.
Tabla 2. Proteinas no fosforiladas que cambian durante la infeccion
ID Gen Descripcion 117/116 115/114
Humano . .
(6hpi) (2hpi)
2.023 1.143
57092 PEST-containing nuclear protein [Homo sapiens]
401024 FLJ44048 protein [Homo sapiens] 3.213 1.527
132332 hypothetical protein LOC132332 [Homo sapiens] 2.079 0.486
5603 mitogen-activated protein kinase 13 [Homo sapiens] 2.079 0.486
4026 LIM domain containing preferred translocation partner in lipoma [Homo sapiens] 2.863 0.782
123720 PREDICTED: similar to junction-mediating and regulatory protein [Homo sapiens] 2.306 0.738
26005 hypothetical protein LOC26005 [Homo sapiens] 3.213 1.527
1639 dynactin 1 isoform 2 [Homo sapiens] 26.762 2.947
155 adrenergic, beta-3-, receptor [Homo sapiens] 3.879 0.763
100499483 hypothetical protein LOC57653 [Homo sapiens] 2.148 1.045
489 sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ -ATPase isoform f [Homo sapiens] 2.004 1.570
92196 hypothetical protein LOC92196 [Homo sapiens] 0.792 2.661
3069 high density lipoprotein binding protein [Homo sapiens] 2.016 1.061
29117 bromodomain containing 7 [Homo sapiens] 2.165 0.928
953 ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 [Homo sapiens] 2.977 1.378
8820 homeo box (expressed in ES cells) 1 [Homo sapiens] 2.165 0.928
57639 hypothetical protein LOC57639 [Homo sapiens] 1.682 0.476
23191 cytoplasmic FMR1 interacting protein 1 isoform a [Homo sapiens] 2.541 0.527
440107 hypothetical protein LOC440107 [Homo sapiens] 3.755 0.672
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23225 nucleoporin 210 [Homo sapiens] 2.538 1.824
8227 DNA segment on chromosome X and Y (unique) 155 expressed sequence [Homo sapiens] 2.541 0.527
55164 SHQ1 homolog [Homo sapiens] 2.148 1.045
375248 PREDICTED: similar to protein immuno-reactive with anti-PTH polyclonal antibodies [Homo sapiens] 2.178 0.673
26582 PREDICTED: similar to double homeobox 4c [Homo sapiens] 3.518 0.946
5069 PREDICTED: hypothetical protein XP_939028 [Homo sapiens] 2.700 1.327
3627 small inducible cytokine B10 precursor [Homo sapiens] 2.165 0.928
94025 mucin 16 [Homo sapiens] 2.441 1.496
388817 PREDICTED: peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like [Macaca mulatta] 0.527 1.639
5478 PREDICTED: peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like [Macaca mulatta] 0.542 3.026
4026 PREDICTED: lipoma-preferred partner-like isoform 2 [Macaca mulatta] 2.863 0.782
26005 PREDICTED: c2 domain-containing protein 3-like isoform 2 [Macaca mulatta] 3.213 1.527
1639 PREDICTED: dynactin subunit 1-like isoform 1 [Macaca mulatta] 26.762 2.947
7752 PREDICTED: zinc finger protein 200 isoform 1 [Macaca mulatta] 0.396 1.079
1062 PREDICTED: centromere-associated protein E-like isoform 1 [Macaca mulatta] 26.762 2.947
136306 PREDICTED: putative transporter SVOPL-like [Macaca mulatta] 2.947 1.140
155 beta-3 adrenergic receptor [Macaca mulatta] 3.879 0.763
489 PREDICTED: sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3 isoform 2 [Macaca mulatta] 2.004 1.570
92196 PREDICTED: death associated protein-like 1 [Macaca mulatta] 0.792 2.661
3069 PREDICTED: vigilin-like [Macaca mulatta] 2.016 1.061
6847 PREDICTED: synaptonemal complex protein 1-like isoform 3 [Macaca mulatta] 2.339 1.273
3627 C-X-C motif chemokine 10 precursor [Macaca mulatta] 2.165 0.928
1350 PREDICTED: cytochrome c oxidase subunit 7C, mitochondrial-like [Macaca mulatta] 2.050 0.902
1401 PREDICTED: c-reactive protein isoform 2 [Macaca mulatta] 2.363 0.738
55164 PREDICTED: protein SHQ1 homolog isoform 2 [Macaca mulatta] 2.148 1.045
8820 PREDICTED: homeobox expressed in ES cells 1 isoform 1 [Macaca mulatta] 2.165 0.928
285313 PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: immunoglobulin superfamily member 10-like [Macaca mulatta] 6.328 1.535
64792 PREDICTED: rab-like protein 5-like isoform 1 [Macaca mulatta] 2.306 0.738
9865 PREDICTED: leucine-rich repeat-containing protein KIAA0644-like [Macaca mulatta] 7.703 0.968
23191 | PREDICTED: cytoplasmic FMR1-interacting protein 1-like isoform 1 [Macaca mulatta] 2.541 0.527
288 PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: ankyrin-3-like [Macaca mulatta] 1.330 4.235
953 PREDICTED: ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 isoform 2 [Macaca mulatta] 2.977 1.378
1915 PREDICTED: elongation factor 1-alpha 2-like isoform 4 [Macaca mulatta] 2.620 0.893
6431 PREDICTED: hypothetical protein LOC696054 [Macaca mulatta] 3.181 1.212
79980 PREDICTED: kinetochore-associated protein DSN1 homolog isoform 2 [Macaca mulatta] 2.863 0.782
440107 PREDICTED: pleckstrin homology domain-containing family G member 7-like [Macaca mulatta] 3.755 0.672
29117 PREDICTED: bromodomain-containing protein 7 isoform 2 [Macaca mulatta] 2.165 0.928

117/116= abundancia de la proteina a las 6 hpi; 115/114= abundancia de la proteina a las 2 hpi.
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