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ABSTRACT

Translation is a complex process whose continuous initiation cycle can be regulated depending
on the state of phosphorylation of factor elF2a. Any of four cellular kinases (PKR, PERK,
HRI, GCN2) can interrupt the cycle phosphorylating to elF2a, while phosphatase PP1 is
recruited by one of two regulatory subunits (GADD34 or CReP) to dephosphorylate to elF2a
and maintain active the initiation cycle. The catalytic subunit PP1 is the major phosphatase
Ser/Thr of the eukaryotic cell, a protein that is involved in the regulation of several functions,
but lacking intrinsic specificity, that is associated with over 200 regulatory subunits to form
enzymatic complexes where the regulatory subunit can direct or prevent the
dephosphorylation of certain substrates. It is known that even viral RNA sensors RIG-I and
MDAS are activated via dephosphorylation by PP1 triggering a series of events leading to the
antiviral response.

To study the presumed ability of viral proteins to interact with cellular proteins involved in
regulation of protein synthesis during the virus replication cycle, it was carried out the search
of motifs related to the translation process by bioinformatic analysis, followed by isolation of
ribosomal complexes by sucrose gradient and their corresponding analysis by Western blot
tests. Bioinformatic analysis of the amino acid sequences of rotavirus RRV proteins using a
probability cutoff of 0.001 yielded two types of motif related with the translation process:
elF4E-binding motif (probability 0.0002) and PP1-interaction motif (probability 0.0008 ). The
elF4E-binding motif is in four viral proteins: VP1, VP2, VP3 and NSP2; and the
PP1-interaction motif is in seven viral proteins: VP1, VP3, VP6, VP7, NSP1, NSP2 and NSP5.
Although Western blot tests allowed detect structural proteins in ribosomal fractions obtained
by sucrose gradient, quantification of foci revealed the presence of infectious virus throughout
the gradient, so that structural proteins detected can be attributed such particles.

The in silico analysis of the amino acid sequence of the protein NSP2 identified two highly
conserved PP1-interaction motifs, which are located between residues 261-267 (DQRVIWQ)
and 284-291 (ICKKLLFQ) of its C-terminal domain, highlighting the motif that lies between
residues 261-267 because it is exposed in a 3 turn of its molecular structure. Western blot tests
revealed the presence of NSP2 and PPI1 in the fractions corresponding to the 48S and 80S
ribosomal complexes of infected cells. Pull-down assays with His-tag recombinant proteins
(PP1-Hg and NSP2-Hg) allowed confirm that NSP2 and PP1 interacting in vitro, suggesting
that it is very likely that can also interact in vivo, an interesting result because it leaves open
the possibility that the viral protein NSP2 could be a regulatory subunit of cellular phosphatase
PP1 with yet unknown function.

Keywords: translation, rotavirus RRV, bioinformatic analysis, eukaryotic motifs, ribosomal
complexes, non-structural protein NSP2, cellular phosphatase PP1.



RESUMEN

La traducciéon es un proceso complejo cuyo ciclo continuo de inicio se puede regular
dependiendo del estado de fosforilacion del factor elF2a. Cualquiera de cuatro cinasas
celulares (PKR, PERK, HRI, GCN2) puede interrumpir el ciclo fosforilando a elF2a, en tanto
que la fosfatasa PP1 es reclutada por una de dos subunidades regulatorias (GADD34 o CReP)
para defosforilar a e[F2a y mantener activo el ciclo de inicio. La subunidad catalitica PP1 es la
principal fosfatasa Ser/Thr de la célula eucariota, una proteina que se encuentra involucrada en
la regulacion de diversas funciones, pero carente de especificidad intrinseca, que se asocia con
mas de 200 subunidades regulatorias para formar complejos enzimaticos en los que la
subunidad regulatoria puede dirigir o impedir la defosforilacién de determinados sustratos. Se
sabe incluso que los sensores de RNA viral RIG-1 y MDAS se activan via defosforilacion por
PP1 desencadenando una serie de eventos que conducen a la respuesta antiviral.

A fin de estudiar la presunta capacidad de proteinas virales para interactuar con proteinas
celulares involucradas en la regulacion de la sintesis de proteinas durante el ciclo replicativo
del virus, se llevo a cabo la busqueda de motivos relacionados con el proceso de traduccion
mediante analisis bioinformatico, seguida del aislamiento de complejos ribosomales por
gradiente de sacarosa y su andlisis correspondiente mediante pruebas de Western blot. El
analisis bioinformatico de las secuencias de aminoacidos de las proteinas de rotavirus RRV
empleando una probabilidad de corte de 0.001 arrojo dos tipos de motivo relacionados con el
proceso de traduccion: union a elF4E (probabilidad 0.0002) e interaccion con PPI
(probabilidad 0.0008). El motivo de unién a elF4E lo poseen cuatro proteinas virales: VP1,
VP2, VP3 y NSP2; y el motivo de interaccion con PP1 lo poseen siete proteinas virales: VP1,
VP3, VP6, VP7, NSP1, NSP2 y NSP5. Si bien las pruebas de Western blot permitieron
detectar proteinas estructurales en fracciones ribosomales obtenidas por gradiente de sacarosa,
la cuantificacion de focos revelo la presencia de virus infeccioso a lo largo del gradiente, de tal
manera que las proteinas estructurales detectadas pueden atribuirse a tales particulas.

El andlisis in silico de la secuencia de aminoéacidos de la proteina NSP2 permitio identificar
dos motivos de interaccion con PP1 altamente conservados, los cuales se situan entre los
residuos 261-267 (DQRVIWQ) y 284-291 (ICKKLLFQ) de su dominio C-terminal,
destacando el motivo que yace entre los residuos 261-267 debido a que se encuentra expuesto
en un giro B de su estructura molecular. Las pruebas de Western blot revelaron la presencia de
NSP2 y PPI1 en las fracciones correspondientes a los complejos ribosomales 48S y 80S de
células infectadas. Los ensayos de pull-down con proteinas recombinantes His-tag (PP1-Hg y
NSP2-Hg) permitieron confirmar que NSP2 y PP1 interactian in vitro, lo cual sugiere que es
muy probable que también puedan interactuar in vivo, un resultado muy interesante dado que
deja abierta la posibilidad de que la proteina viral NSP2 pudiese ser una subunidad regulatoria
de la fosfatasa celular PP1 con funcion aun desconocida.

Palabras clave: traduccion, rotavirus RRV, analisis bioinformatico, motivos eucarioticos,
complejos ribosomales, proteina no estructural NSP2, fosfatasa celular PP1.



1. INTRODUCCION
1.1. Rotavirus

Los rotavirus (del latin rofa, “rueda” y virus, “veneno”) son la causa mas importante de
diarrea severa en lactantes y nifios pequefios en todo el mundo, representando entre el 30-50%
de este tipo de enfermedades. Al margen de la causa, la diarrea es una de las enfermedades
mas comunes en este grupo de edad a nivel mundial, una de las seis principales causas de 10.6
millones de muertes que se producen anualmente en nifios menores de 5 afios de edad y
representa el 18%, es decir, alrededor de 2 de los 10.6 millones de muertes, cifra que tiene el

, - . . 1
mayor nimero de victimas en los paises en vias de desarrollo .

Los rotavirus constituyen al género Rotavirus dentro de la familia Reoviridae, los cuales son
virus que comparten propiedades bioquimicas y morfologicas. Se trata de virus sin envoltura
que presentan un genoma formado por 11 segmentos de RNA doble cadena (dsRNA), donde
el segmento 11 de la mayoria de cepas virales es bicistronico, lo que les permite codificar 12
proteinas: 6 estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y 6 no estructurales (NSP1-NSP6). El
género Rotavirus se encuentra clasificado seroldgicamente en 7 grupos (A-G), de los cuales
unicamente los grupos A, B y C infectan humanos, mientras que todos los grupos se han

detectado en animales. El grupo A es el mas estudiado, ya que tiene mayor importancia tanto

. , qe . . 123
desde la perspectiva médica como veterinaria .

Figura 1. Estructura de rotavirus >*. El virion est4
constituido por tres capas concéntricas de
proteina: la capa interna (core) esta formada por
la proteina VP2 (verde), la cual encierra al
genoma (11 segmentos dsRNA), y a las proteinas
VP1 y VP3; la capa intermedia se compone de la
proteina VP6 (azul); y la capa externa esta
compuesta por una superficie lisa de proteina
VP7 (amarillo) desde la cual se extienden 60
espiculas constituidas por trimeros de VP4 (rojo).




El virion presenta simetria icosaédrica, tiene alrededor de 100 nm de didmetro y se encuentra
constituido por tres capas concéntricas de proteina (Figura 1). La capa interna o nucleocapside
(core) esta formada por la proteina VP2 (120 moléculas), la cual encierra al genoma (11
segmentos dsSRNA), y a las proteinas VP1 (12 moléculas) y VP3 (12 moléculas), integrando la
particula de simple capa (SLP). La proteina VP1 es una RNA polimerasa RNA-dependiente,
en tanto que VP3 es la enzima de capping, la cual posee las actividades guanililtransferasa,
metiltransferasa y fosfodiesterasa. La capa intermedia se compone de VP6 (780 moléculas), la
cual se ensambla sobre el core de proteina VP2 formando la particula de doble capa (DLP),
que es transcripcionalmente activa. La capa externa esta compuesta por una superficie lisa de
proteina VP7 (780 moléculas) desde la cual se extienden 60 espigas constituidas por trimeros
de VP4 (180 moléculas), integrando asi lo que se conoce como particula de triple capa (TLP),
que es la particula infecciosa completa. Ambas proteinas de capa externa (VP4 y VP7) se

. . . e . r 1,2,4
encuentran involucradas en las interacciones iniciales del virus con la célula hospedera .

1.2. Traduccion

La traduccion es el proceso mediante el cual se sintetizan las proteinas, un proceso sumamente
complejo llevado a cabo por los ribosomas junto con un gran nimero de factores accesorios

que se encargan en conjunto de decodificar la informacion genética contenida en el mRNA.

El proceso de traduccion suele dividirse en tres fases: iniciacion, fase que agrupa todos los
eventos necesarios para que se lleve a cabo el ensamble del ribosoma sobre el codon de inicio
del mRNA; elongacion, que comprende la sintesis de la cadena polipeptidica; y terminacion,

fase en la que se liberan el polipéptido recién sintetizado y el ribosoma del mRNA.

La iniciacion es la fase mas regulada del proceso de traduccion, fase en la que participan
proteinas celulares conocidas como factores de inicio de la traduccion (elFs, eukaryote
Initiation Factors) que cumplen diversas funciones. Se estima que son al menos 25 elFs los
que participan, sin incluir las proteinas ribosomales y las tRNA sintetasas. Sin embargo, los
principales mecanismos de control durante el proceso de traduccidon involucran la formacion
del complejo proteico eIF4F vy la actividad del complejo ternario eIF2-GTP-tRNA;, donde el

factor eIF2 constituye un punto clave en la regulacion traduccional >*"%.



1.3. Ribosomas

Los ribosomas son complejos macromoleculares formados por dos subunidades, una grande y
una pequeiia, las cuales integran una particula de entre 20-30 nm de didmetro, cuyo peso
molecular, dependiendo del organismo, varia entre los 2.5 MDa (procariontes) y los 4.5 MDa
(eucariontes superiores), y en el caso de las células eucariotas se encuentra constituido

aproximadamente por un 60% RNA y un 40% proteina 51011

rRNA 28S

rRNA 5.8S

(4.2 MDa)

Figura 2. Diagrama esquematico de un ribosoma eucariota. El ribosoma eucariota es un complejo con
un peso molecular aproximado de 4.2 MDa que se caracteriza por su coeficiente de sedimentacion 80S
y se encuentra formado por dos subunidades, una grande (60S) y una pequefia (40S). La subunidad
ribosomal 60S se compone de tres moléculas de rRNA (28S, 5.8S, 5S) y alrededor de 49 proteinas
(L1-L49), en tanto que la subunidad ribosomal 40S se compone de una molécula de rRNA (18S) y
alrededor de 33 proteinas (S1-S33).

El ribosoma eucariota se caracteriza por tener un coeficiente de sedimentacion 80S, cuyas dos
subunidades, grande y pequeia, se denominan 60S y 40S respectivamente, dados sus
coeficientes de sedimentacion (Figura 2). La subunidad ribosomal 60S se compone de tres
moléculas de rRNA designadas 28S, 5.8S y 5S por sus coeficientes de sedimentacion, y
alrededor de 49 proteinas cuya nomenclatura es rpL (ribosomal protein Large subunit) o
simplemente L seguida de un numero natural (L1-L49); la subunidad ribosomal 40S se
compone de una molécula de rRNA designada 18S por su coeficiente de sedimentacion, y
alrededor de 33 proteinas cuya nomenclatura es rpS (ribosomal protein Small subunit) o

simplemente S seguida de un nimero natural (S1-S33) *'*13.



Tabla 1. Principales caracteristicas del ribosoma eucariota.

Ribosoma eucariofa Coeficiente de sedimentacion: 80S
U Peso molecular: ~4.2 MDa Diametro: ~25 nm

Subunidad ribosomal PM (MDa) rRNA Bases Proteinas

. 28S 4718
Sfa';‘ggdad 60S 2.8 5.8 160 49
& 5S 120
Subunidad 40S 1.4 18S 1874 33
pequetia

Se registran los coeficientes de sedimentacion de las subunidades que integran el ribosoma, su peso
molecular aproximado, los coeficientes de sedimentacion y numero de bases de las moléculas de rRNA
que componen las subunidades, asi como también el nimero de proteinas de cada subunidad.

1.4. Mecanismo Candnico de Traduccion

El mecanismo candnico o mecanismo de traduccidon convencional de la mayoria de mRNAs
celulares involucra sus extremos 5’ y 3°, los cuales en general se caracterizan por tener una
estructura denominada cap (m’GpppN) en el extremo 5’ y un tramo poliadenilado (cola poliA)
en el extremo 3’ (Figura 3). Ambos extremos permiten la seudocircularizacion del mRNA a

través del factor eIF4F, un complejo proteico que recluta al cap e interactiia con la proteina de

5,6,7,14,15,16

union a la cola poliA, PABP (PolyA-Binding Protein)

mRNA

elF4F

Figura 3. Mecanismo canénico de traduccion. El mecanismo de traduccion convencional o
cap-dependiente involucra ambos extremos del mRNA, los cuales permiten su seudocircularizacion a
través del complejo elF4F, el cual recluta al cap via elF4E e interactiia con PABP, la proteina de unién
a la cola poliA.




Cabe agregar que existe un mecanismo de traduccidén no convencional (cap-independiente), en
el que ciertos mRNAs pueden ser traducidos mediante elementos altamente estructurados que
generalmente se encuentran en la region no traducida (UTR) de su extremo 5’ denominados
IRES (Internal Ribosome Entry Site), con la participacion de pocos o ninguin factor canonico
de iniciacion, y en algunas ocasiones con la participacion de factores accesorios conocidos

como ITAFs (IRES Trans-Acting Factors) 17.18,15
1.5. Complejo elF4F

El factor elF4F es un complejo formado por tres proteinas: la proteina que reconoce y une la
estructura cap (eIF4E), una RNA helicasa ATP-dependiente (eIF4A), y la proteina que sirve
de andamiaje o eslabon para la interaccion de ambas (elF4G). Ademas de promover la
seudocircularizacion del mRNA mediante su interacciéon con la proteina PABP unida a su
extremo 3°, lo que probablemente mejora la eficiencia del inicio de la traduccidn y restringe el
reclutamiento de mRNASs con extremos intactos, elF4G también interactia con el factor elF3,

tendiendo de esta manera el puente entre el mMRNA y la subunidad ribosomal 408 >¢7%,

El factor elF3 es un complejo formado por 13 subunidades (a-m) que se asocia a la subunidad
ribosomal 40S promoviendo el reclutamiento de los factores elF1 y eIF1A, los cuales son
importantes para el reconocimiento del codon de inicio, asi como también la unién de elF5 y
del complejo ternario eIF2-GTP-tRNAM®, formando todos en conjunto el denominado
complejo de preinicio 43S. Este complejo se une al mRNA y sus factores asociados a través de
la interaccion de elF3 con elF4G, integrando el complejo de inicio 48S, el cual se encuentra
listo para interactuar con el mRNA y escanearlo para el reconocimiento del codon de inicio,
donde la hidrélisis de GTP del complejo ternario por el factor elF5 permite que se deposite el
tRNA;M, se comiencen a liberar los factores de inicio y se favorezca la interaccion entre las

subunidades ribosomales 40S y 60S para ensamblar el ribosoma 80S '*%.

Después de que el complejo ternario deposita tRNA;M en el codén de inicio de la traduccion,
elF2 se libera como complejo binario inactivo elF2-GDP, que es reciclado por el factor elF2B,
el cual intercambia GDP por GTP restableciendo el complejo binario activo elF2-GTP para

.- . . . ) Iy 18
que se utilice en el siguiente ciclo de inicio de la traduccion "%,



1.6. Proteinas 4E-BPs

Las proteinas 4E-BPs (e/F4E-Binding Proteins) son conocidos reguladores negativos de la
traduccion cap-dependiente, dado que en su forma activa hipofosforilada se asocian con elF4E
compitiendo con elF4G, de tal manera que inhiben el ensamble del complejo elF4F, y por lo
tanto arrestan el inicio de la traduccion (Figura 4). Estas proteinas se inactivan por
hiperfosforilacion a través de una compleja cascada de sefalizacion cuya enzima efectora es la
cinasa Ser/Thr mTOR (mammalian Target Of Rapamycin kinase), un regulador central del
metabolismo celular, el crecimiento y la supervivencia que permite reanudar la traduccion
cap-dependiente integrando sefales en respuesta a disponibilidad de nutrientes, hormonas y

. 5212223
factores de crecimiento >~ 7.

AE-BPs P|

mTOR
4E-BPs P1

JPOPAPL
AE-BP

Figura 4. Las proteinas 4E-BPs arrestan la traduccion cap-dependiente. La forma hipofosforilada de las
proteinas 4E-BPs se asocia al factor eIF4E compitiendo con el factor eIF4G, de tal manera que impiden
el ensamble del complejo elF4F y por lo tanto arrestan el inicio de la traduccion. Se inactivan por
hiperfosforilacion mediada por la cinasa mTOR en respuesta a diversas sefiales que permiten reanudar
la traduccion cap-dependiente.



1.7. Complejo Ternario

El factor elF2 es un heterotrimero formado por una subunidad regulatoria (elF2a), una
subunidad de union a tRNA (elF2p) y una subunidad de uniéon a GTP (elF2y). Este factor en
su forma activa eIF2-GTP une el tRNA iniciador cargado con metionina (tRNA;M®, initiator
Methionyl-tRNA) formando el complejo ternario eIF2-GTP-tRNAM® que se asocia a la

subunidad 40S para acarrear el tRNA;M* al codén de inicio de la traduccion (Figura 5) >%"*,

4
. Inicio de la
4 traduccion

tRNAMe

Inhibicion traduccion global
(sintesis selectiva)

Figura 5. El complejo ternario es un punto clave en la regulacion traduccional. El factor elF2 es un
heterotrimero cuya forma activa eIF2-GTP une el tRNA;®" formando el complejo ternario que se
asocia a la subunidad 40S para acarrear el tRNA;"*" al codon de inicio de la traduccién. Después de
depositar el tRNAM®, eIF2 se libera como complejo binario inactivo eIF2-GDP, el cual es reciclado
por el factor elF2B, un heteropentamero que intercambia GDP por GTP restableciendo el complejo
binario activo elF2-GTP para el siguiente ciclo de inicio. La fosforilacion de la Ser 51 de la subunidad
elF2a por cualquiera de cuatro cinasas celulares que responden a determinadas condiciones de estrés
conduce a la inhibicion de la traduccion global.

La activacion del factor elF2 se lleva a cabo a través del factor eIF2B, un heteropentamero que

cataliza el intercambio de nucleotido (GDP por GTP) en el complejo binario inactivo



elF2-GDP, restableciendo el complejo binario activo elF2-GTP para el siguiente ciclo de
inicio de la traduccion. Sin embargo, la forma fosforilada de elF2a posee mayor afinidad por
elF2B que la forma no fosforilada, y dado que el factor intercambiador se encuentra en
cantidades limitadas, pequefios cambios en el estado de fosforilacion de elF2a tienen un

. ’ . . 15,16,18,25
pronunciado efecto sobre la sintesis de proteinas >'>'¢182,

Se sabe que el factor elF2 es regulado por fosforilacion en la serina 51 de la subunidad elF2a
por cualquiera de cuatro cinasas celulares, cada una de las cuales responde a determinadas
condiciones de estrés: el dSRNA producido durante infecciones virales activa a la cinasa PKR
(Protein Kinase dsRNA-activated), el exceso de proteinas desplegadas tipico del estrés de
reticulo endoplasmico prende a PERK (PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase), la
deficiencia de hierro, estrés oxidativo o choque térmico activan a HRI (Heme-Regulated
Inhibitor) y la cinasa GCN2 (General Control Non-derepressible 2) responde a privacion de

C . 5,7,15,16,18
aminoacidos o luz ultravioleta > 7",

La fosforilacién de elF2a constituye entonces una sefal de regulacion que inhibe el inicio de
la traduccion global, dado que ocasiona su union al factor elF2B con alta afinidad, lo que
impide el intercambio de GDP por GTP en el complejo binario inactivo elF2-GDP, luego elF2

Met

no puede unir el tRNA;"™, no se forma el complejo ternario y por lo tanto no puede llevarse a

C ., 5.15,16,18
cabo el inicio de la traduccion > 7> >°°.

1.8. Fosfatasa Celular PP1

La subunidad catalitica PP1 (Protein Phosphatase 1) es la principal fosfatasa Ser/Thr de la
célula eucariota, una proteina que se encuentra involucrada en la regulacion de diversas
funciones, pero carente de especificidad intrinseca, que se asocia con mas de 200 subunidades
regulatorias para formar complejos enzimaticos en los que la subunidad regulatoria puede

e . . . . <y . 26,27,28,2 1
dirigir o impedir la defosforilacion de determinados sustratos 2272523031,

La fosfatasa PP1 es reclutada por una de dos subunidades regulatorias para llevar a cabo la
defosforilacion del factor elF2a: GADD34 (Growth Arrest and DNA Damage-inducible
protein 34) o CReP (Constitutive Repressor of elF2a Phosphorylation). La primera recluta a
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PP1 dirigiéndola a la defosforilacion de elF2a para reanudar la traduccion después de

superado el estrés, mientras que la segunda promueve la defosforilacion de elF2a de manera

constitutiva para mantener bajos niveles de la forma fosforilada (Figura 6) '*%%.

Inicio de la
traduccion

P-clF2a

Figura 6. Defosforilacion del factor elF2a. Una de dos subunidades regulatorias (GADD34 o CReP)
reclutan la subunidad catalitica PP1, integrando un complejo enzimatico que defosforila a e[F2a para
reanudar la traduccién (GADD34) o de manera constitutiva (CReP).

1.9. Mecanismo de Inicio de la Traduccién

El factor eIF2 en su forma activa (eIF2-GTP) une el tRNA;"* formando el complejo ternario
elF2-GTP-tRNA;M, el cual se asocia a la subunidad ribosomal 40S en un evento promovido
por el factor elF3, que también promueve la union de los factores elF1, elF1A y elFS5,
integrando todos en conjunto el complejo de preinicio 43S. Este complejo se une al mRNA y
sus factores asociados a través de la interaccion entre elF3 y elF4G, ensamblando asi el
complejo de inicio 48S, el cual esta listo para escanear el mRNA en direccion 5°—3’ hasta
encontrar el primer codon de inicio (generalmente AUG, menos comun GUG, CUG o UUG),
donde el factor elF5 cataliza la hidrolisis de GTP del complejo ternario, lo cual permite que se
deposite el tRNAM, liberandose eIF2 en su forma inactiva (eIF2-GDP) y comenzandose a
liberar los factores de inicio para que subsecuentemente se disocie el factor elF6 de la
subunidad ribosomal 60S y el factor elF5B catalice su unién a la subunidad 40S a fin de

ensamblar un ribosoma 80S listo para proceder a la sintesis de la cadena polipeptidica '**.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mientras un buen nimero de virus codifica la maquinaria enzimética requerida para la
replicacion y transcripcion de su genoma, ningun virus codifica para la maquinaria de sintesis
de proteinas, condicion que determina que los virus sean totalmente dependientes de la
maquinaria celular para la traduccion de sus mRNAs y que ha dado lugar a la evolucion de

. . -, 7,18,19,34
diversos mecanismos para favorecer su proceso de traduccion '*192437,

El inicio de la traduccion es un ciclo continuo en el que la formacion del complejo ternario es
uno de los puntos claves de regulacion, dado que se puede interrumpir o reanudar dependiendo
del estado de fosforilacion del factor elF2a. Cualquiera de cuatro cinasas celulares que
responden a determinadas condiciones de estrés pueden interrumpir el ciclo a través de la
fosforilacion de elF2a, en tanto que la fosfatasa PP1 es reclutada por una de dos subunidades
regulatorias que permiten reanudar el ciclo dirigiendo su defosforilacion, lo cual puede darse
para reactivar la traduccion después de superado el estrés (GADD34) o de manera constitutiva

para mantener bajos niveles de la forma fosforilada (CReP) >7'>16-1%,

Los virus han evolucionado sofisticadas estrategias para usurpar la maquinaria de traduccion,
y dado el papel preponderante del factor elF2a, resulta apenas natural que los virus hayan
evolucionado mecanismos para controlar las cinasas que llevan a cabo su fosforilacion o la
enzima que lo defosforila. Algunos virus incluso tienen la capacidad de desplegar multiples
estrategias para controlar el estado de fosforilacion de elF2a, combinando mecanismos
dirigidos tanto a las cinasas como a la fosfatasa PP1 '®.

Un ejemplo tipico es el virus herpes simple tipo 1 (HSV-1, Herpes Simplex Virus 1), el cual
codifica dos proteinas que contienden la funciéon de dos cinasas: la proteina US11 une el
dsRNA y PKR para inhibir su actividad cinasa, mientras que la glicoproteina gB contrarresta a
PERK, lo que previene el estrés de reticulo endoplasmico. Y como tercer estrategia, codifica
una proteina denominada factor de neurovirulencia ICP34.5 (Infected Cell Protein 34.5), la
cual actua como subunidad regulatoria asociandose a la fosfatasa PP1 para promover la

defosforilacion de eIF2a y mantener activo el proceso de traduccion (Figura 7) %207,
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Figura 7. Defosforilacion de elF2a por ICP34.5. El virus herpes simple tipo 1 (HSV-1) codifica la
proteina ICP34.5, la cual actua como subunidad regulatoria reclutando a PP1 para defosforilar a elF2a
y mantener activo el proceso de traduccion.

De la misma manera que ICP34.5, se ha sugerido que la proteina DP71L del virus de la fiebre
porcina africana (ASFV, African Swine Fever Virus) también podria actuar como subunidad
regulatoria de PP1, aunque ha sido propuesto que este virus despliega multiples mecanismos

. . ., . |
para evitar la fosforilacion de eIF20 y mantener activo el proceso de traduccion '*~*.

Algunos virus tales como adenovirus y Epstein-Barr (EBV) codifican dsRNA sefiuelos que se
unen pero no activan a PKR, mientras que vaccinia (VacV) codifica dos proteinas que inhiben
la actividad de dos cinasas: la proteina E3 une al dsSRNA enmascarandolo de tal manera que
evita su reconocimiento y la subsecuente activacion de PKR, en tanto la proteina K3 actua
como seudosustrato de PKR y PERK, lo que impide la fosforilacion de elF2a y por lo tanto

. . Y ’ . r 1
previene la inhibicion de la sintesis de proteinas '*.

Pese a la evidencia de gran diversidad de mecanismos que impiden la funcion de las cinasas
PKR y PERK, asi como mecanismos que promueven la actividad de la fosfatasa PP1, también
se han descrito casos en los que ciertos mRNAs virales pueden traducirse de manera
independiente del estado de fosforilacion del factor elF2a. Los alfavirus Semliki Forest virus
(SFV) y Sindbis virus (SINV), el virus de la hepatitis C (HCV), el virus de la paralisis del
grillo (CrPV) y poliovirus se encuentran entre los virus que se benefician induciendo la
fosforilacion de elF2a, ya que bajo estas condiciones los mRNAs virales son eficientemente

traducidos mientras se arresta la sintesis de proteina celular 18,
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El estudio de la traduccion del virus de la paralisis del grillo (CrPV, Cricket Paralysis Virus)
ha brindado detalles excepcionales sobre lo sorprendentes que pueden llegar a ser los
mecanismos de sintesis de proteinas. Este virus tiene un genoma ssRNA de polaridad positiva
y bicistrénico, cuyo primer marco abierto de lectura (ORF) estd seguido por una region
intergénica (IGR) de 189 nt que funciona como un IRES, el cual recluta a las subunidades
ribosomales 40S y 60S para ensamblar el ribosoma 80S sin la participacion de factores
canobnicos de iniciacion, incluyendo el tRNAM®, La IGR del virus presenta una estructura
secundaria que mimetiza al tRNA iniciador, de tal manera que se posiciona en el ribosoma y
decodifica el segundo codon iniciando la sintesis de proteina viral con alanina y no con

. . . . . . . . 19.40.41.42
metionina como suele ocurrir, lo cual le permite prescindir del complejo ternario '***42,

Los rotavirus constituyen otro claro ejemplo de virus que pueden llevar a cabo su proceso de
traduccion cuando el factor elF2a se encuentra fosforilado, fosforilacion que deberia impedir
la traduccion, pero que aun en tales condiciones se lleva a cabo a través de un mecanismo
desconocido. No obstante, se sabe que los virus han logrado permanecer en la carrera
evolutiva gracias a su capacidad para desplegar mecanismos alternos a fin de que la

. . < . . 1 15,1
magquinaria celular continie sintetizando sus proteinas *'>'°,
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3. HIPOTESIS

Durante la infeccion por rotavirus RRV debe existir un mecanismo que permite la traduccion
de mRNAs celulares y virales pese a que el factor de inicio de traduccion elF2a se encuentra

fosforilado, mecanismo en el que presumiblemente podria estar involucrada una proteina viral.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
e Caracterizar el mecanismo a través del cual se traducen los mRNAs celulares y virales
cuando el factor de inicio de traduccion elF2a se encuentra fosforilado durante la infeccion

por rotavirus RRV.

4.2. Objetivos Especificos

e Identificar mediante métodos bioinformaticos si en las secuencias de aminoacidos de las
proteinas virales existen motivos relacionados con el proceso de traduccion.

e Determinar experimentalmente si existen proteinas virales asociadas a los complejos de
inicio 48S del proceso de traduccion.

e Demostrar si existen interacciones directas entre proteinas virales y proteinas celulares

involucradas en el proceso de traduccion.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Células, Virus y Bacterias

Las células epiteliales MA104 provenientes de rifion de mono verde africano (Cercopithecus
aethiops) se cultivaron en DMEM-RS (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Reduced
Serum) suplementado con 5% FBS (Fetal Bovine Serum). Los lisados virales de la cepa RRV
(Rhesus Rotavirus) se activaron incubando con 10 pg/mL tripsina durante 30 min a 37 °C y se
propagaron en células MA104 usando MEM (Minimum Essential Medium) suplementado con
2 pug/mL glutamina y pH ajustado a 7.0 con soluciéon NaHCO; 4.4%, infectando monocapas
durante 1 h a 37 °C e incubando durante 14 h a 37 °C, tras lo cual las células se lisaron
mediante tres ciclos de congelacion-descongelacion para luego alicuotar, rotular y almacenar a
-70 °C. Las bacterias transformadas de la cepa Escherichia coli BL21(DE3) se cultivaron en
medio LB (Luria - Bertani) con 30 pg/mL kanamicina o 100 pg/mL ampicilina de acuerdo al

marcador de resistencia del plasmido.
5.2. Determinacion de Titulo Viral

Monocapas de células confluentes cultivadas en placas de 96 pozos se infectaron con
diluciones seriales de rotavirus RRV durante 1 h a 37 °C, luego se incubaron durante 14 h a
37 °C y se fijaron incubando durante 30 min a T,,, con acetona 80% en buffer PBS. Las
células fijadas se incubaron con una dilucion 1:2000 del anticuerpo primario (a-TLPs) en PBS
durante 1 h a 37 °C y se lavaron con PBS, tras lo cual se incubaron con una dilucioén 1:3000
del anticuerpo secundario (proteina A peroxidasa, GE Healthcare) en PBS durante 1 h a 37 °C
y se lavaron de nuevo 2 veces con PBS. Finalmente se agregé el sustrato carbazol para tefiir
las células infectadas, se lavd con agua corriente y se dejo secar a T,y a fin de proceder a

contar en el microscopio los focos infecciosos para determinar el titulo viral.
5.3. Aislamiento de Complejos Ribosomales

Monocapas de células confluentes MA104 cultivadas en platos de 150 mm (~1.8x10” cel) se
infectaron, o no, con rotavirus RRV (MOI 5) durante 1 h a 37 °C y luego se incubaron durante

6 h a 37 °C. Antes de cosechar, las células se incubaron con 0.1 mg/mL cicloheximida durante
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5 min a 37 °C, luego se lavaron 2 veces con buffer A (Tris 20 mM pH 8.0, KCl 140 mM,
MgCl, 5 mM, cicloheximida 0.1 mg/mL) y se lisaron con 500 pL buffer de lisis (Tris 20 mM
pH 8.0, KCI 140 mM, MgCl, 5 mM, NaF 25 mM, Na;VO, 1 mM, Complete EDTA-free 1X,
heparina 1 mg/mL, cicloheximida 0.1 mg/mL, DTT 0.5 mM, Triton X-100 0.5%,
RNasin 0.2%). Los lisados se colectaron e incubaron en hielo durante 20 min, agitando cada
5 min por 30 seg, tras lo cual se centrifugaron a 3500 rpm / 4 °C durante 5 min. Los
sobrenadantes se recuperaron, se centrifugaron a 9500 rpm / 4 °C durante 10 min y se
almacenaron a -70 °C (lisados depurados o extractos celulares). Finalmente, los extractos
celulares (sin infectar o infectados) se cargaron en gradientes discontinuos elaborados con
soluciones de sacarosa (10-50%) en buffer B (Tris 20 mM pH 8.0, KCl 140 mM,
MgCl, 5 mM, cicloheximida 0.1 mg/mL, DTT 0.5 mM) y se sometieron a una velocidad de
centrifugacion de 36000 rpm / 4 °C durante 2 h empleando un rotor Beckman SW 40Ti.

5.4. Analisis de Complejos Ribosomales

Los gradientes discontinuos de sacarosa se fraccionaron colectando ~500 pL/fraccion, de tal
manera que se obtuvieron alrededor de 25 fracciones por gradiente, a cada una de las cuales se
le cuantificé el RNA en un espectrofotometro (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific)
para después graficar la concentracion de RNA en funcion de los nimeros de fraccion a fin de
obtener el perfil ribosomal correspondiente a cada condiciéon. El RNA total presente en
determinadas fracciones se aislo mediante extraccion con fenol-cloroformo, se resuspendi6 en
10 uL agua DEPC y se le agrego buffer de carga (glicerol 30%, naranja G) para someter a
electroforesis en gel de agarosa. La proteina total presente en determinadas fracciones se
concentré mediante precipitacion con metanol-cloroformo, se resuspendié en 10 pL buffer
Laemmli (Tris 100 mM pH 6.8, SDS 1.7%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 1.7%, azul de

bromofenol) y se hirvidé durante 5 min para someter a electroforesis SDS-PAGE.
5.5. Electroforesis en Gel de Agarosa

Los geles de agarosa 1% se corrieron en buffer TAE con 0.2 mg/L bromuro de etidio a un
potencial constante de 90 V durante 30 min y luego se escanearon en un equipo de deteccion

de fluorescencia (Typhoon Trio, Amersham Biosciences) a fin de identificar las bandas
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correspondientes a los rRNA 18S y 28S que permiten confirmar las fracciones en las que se

encuentran los distintos complejos ribosomales.
5.6. Electroforesis SDS-PAGE

Los geles SDS-PAGE se corrieron en buffer Tris-Gly con 0.08% SDS a un potencial de 60 V
hasta rebasar el gel de apilamiento, y luego a 120 V hasta que el frente de corrida alcanz6 el
borde inferior del gel, tras lo cual se sometieron a tinciéon con azul Coomassie (metanol 45%,
acido acético 5%, azul Coomassie R-250 0.2%) para el andlisis visual correspondiente, o se
electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (Merck Millipore) en presencia de buffer
CAPS con 10% metanol aplicando un potencial constante de 50 V durante 1 h para luego

proceder a realizar su analisis mediante Western blot.

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en las pruebas de Western blot.

Pro,telna a detectar / pisEres 1© Clonalidad / Dilucién Proveedor

antigeno hospedero

VPs a-TLPs Pohclopal / 1:1000 Laboratorio™
conejo

36 5402 Monoc!onal / 1:1000 Cell Signaling
raton Technology

NSP2 a-NSP2 Policlonal/ 1:1500 Laboratorio*
conejo

NSP3 0-NSP3 Policlonal / 1:1000 Laboratorio*
conejo

NSP5 a-NSP5 Policlonal/ 1:2000 Laboratorio*
conejo

VP2 3A8 Monoc!onal / 1:1000 Laboratorio*
raton

PP1 E-9 Monoc!onal / 1:1000 Sqnta Cruz
raton Biotechnology

GADD34 H-193 Policlonal/ 1:1000 Santa Cruz
conejo Biotechnology

GST-tag 2H3-D10 Mor‘r‘;‘t’é‘r’l“al / 1:5000 Sigma-Aldrich

His-tag Anti-Hisg Monoclonal / 1:5000 Roche

raton

Se listan las proteinas detectadas mediante Western blot, la designacion de los anticuerpos primarios
empleados para su deteccion, su clonalidad y hospedero, asi como también la proporcion en la que
fueron usados y proveedor.

*. Anticuerpos producidos en el Laboratorio de Virologia Molecular del IBT, UNAM.
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5.7. Pruebas de Western blot

Las membranas de nitrocelulosa con proteinas inmovilizadas se bloquearon con una
suspension de leche descremada 5% en buffer PBS-T (PBS con 0.1% Tween 20) durante toda
la noche a 4 °C y se lavaron ligeramente con PBS-T. Las membranas bloqueadas se incubaron
con el anticuerpo primario (Tabla 2) en suspension de bloqueo durante 1 h a T,y y se lavaron
3 veces por 10 min con PBS-T, tras lo cual se incubaron con el anticuerpo secundario
(dilucion 1:5000 acoplado a fluoréforo o dilucion 1:2500 acoplado a peroxidasa) en
suspension de bloqueo durante 1 h a Toy, y se lavaron de nuevo 3 veces por 10 min con
PBS-T. Finalmente, las membranas se escanearon en un equipo de deteccion de fluorescencia
(Typhoon Trio, Amersham Biosciences) o se revelaron con luminol por quimioluminiscencia
(Western Lightning Plus, PerkinElmer), segin se haya empleado un anticuerpo secundario
acoplado a un fluor6foro (Alexa Fluor 647, Molecular Probes) o acoplado a la enzima

peroxidasa (a-raton o a-conejo peroxidasa, Invitrogen) respectivamente.
5.8. Lisados para Determinar Probables Interacciones con PP1 o NSP2

Monocapas de células confluentes MA104 cultivadas en platos de 100 mm (~7.0X106 cel) se
infectaron, o no, con rotavirus RRV (MOI 5) durante 1 h a 37 °C, luego se incubaron durante
6 h a 37 °C y se cosecharon lisando con 250 pL buffer de lisis (Tris 20 mM pH 8.0,
KCl1 140 mM, MgCl, 5 mM, Complete EDTA-free 1X, DTT 0.5 mM, Tritén X-100 0.5%).
Los lisados se colectaron e incubaron en hielo durante 20 min, agitando cada 5 min por 30 seg,
tras lo cual se centrifugaron a 5000 rpm / 4 °C durante 10 min. Los sobrenadantes (lisados
depurados o extractos celulares) se recuperaron y se almacenaron a -70 °C para después

realizar los ensayos de pull-down que permitieran evaluar probables interacciones.
5.9. Ensayos de Pull-Down con las Proteinas Recombinantes

Indculos crecidos durante la noche de bacterias transformadas E. coli BL21(DE3) que
expresan la proteina recombinante (Tabla 3), se cultivaron en medio LB con antibiodtico
(30 pg/mL kanamicina o 100 pg/mL ampicilina) durante 3 h a 37 °C y se indujeron con 1 mM
IPTG durante 3 h a 30 °C, tras lo cual se cosecharon y lisaron en buffer con 20 pg/mL PMSF
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en condiciones nativas (Tris 20 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M) o desnaturalizantes (Tris 10 mM
pH 8.0, NaH,PO4 100 mM, urea 8 M), para purificar la proteina recombinante por su afinidad
con resina glutation-agarosa (GST-tag) o Ni-agarosa (His-tag) respectivamente, incubando
durante 1 h a T,np. Una vez fijada a la resina mediante su etiqueta, la proteina recombinante se
incubd con los extractos preclareados de células (sin infectar o infectadas) durante 18 h a 4 °C.
De otra manera, la proteina PP1-Hg se eluyo (Tris 20 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, glicerol 20%,
urea 6 M) y dializé (Tris 20 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, glicerol 20%) inmediatamente antes de
incubar con los extractos celulares preclareados durante 18 h a 4 °C, para luego recapturar la
proteina recombinante junto a las proteinas que pudiese haber unido, mediante incubaciéon con
resina Ni-agarosa durante 1 h a T,y,. De manera similar, el extracto bacterial que contenia la
proteina NSP2-Hg se incubd con el extracto celular preclareado durante 18 h a 4 °C, para luego
obtener la proteina recombinante junto a las proteinas que pudiese haber unido, mediante
incubacion con resina Ni-agarosa durante 1 h a T,y Finalmente, la resina se centrifugd, se
lavé al menos 4 veces y se eluyd con glutation reducido 10 mM (GST-tag), o empleando
imidazol 250 mM o EDTA 100 mM pH 8.0 (His-tag), para después someter las distintas
fracciones de la purificacion a electroforesis SDS-PAGE por duplicado a fin de efectuar el

analisis correspondiente mediante tincidon con azul Coomassie y pruebas de Western blot.

Tabla 3. Plasmidos usados en la transformacion de bacterias E. coli BL21(DE3).

Vector Proteina Etiqueta / Nivel de Marcador de Referencia
Recombinante Posicion Expresion Resistencia

pGEX-4T1 GST - Alto Ampicilina | GE Healthcare

pRB4892 GST-PPI GST/ Alto Ampicilina | Roizman, B. *°
N-terminal

pET-28a PP1-Hg His / Alto Kanamicina | Laboratorio*
N-terminal

pET-28a NSP2-Hg His / Alto Kanamicina | Laboratorio*
N-terminal

Se registran las principales caracteristicas de los plasmidos con los que se transformaron bacterias
E. coli BL21(DE3) para obtener las correspondientes proteinas recombinantes.

*: Plasmidos construidos en el Laboratorio de Virologia Molecular del IBT, UNAM.
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6. DATOSY RESULTADOS
6.1. Andlisis Bioinforméatico

Las secuencias de aminoacidos de las 12 proteinas de rotavirus usadas en este trabajo se
tradujeron in silico a partir de los 11 genes de la cepa RRV de rotavirus secuenciados en el
Laboratorio de Virologia Molecular del IBT, UNAM, empleando la herramienta de traduccion

disponible en el portal ExPASy (Anexo 1) **.
6.1.1. Propiedades fundamentales de las proteinas de rotavirus

El proteoma de la cepa RRV de rotavirus estd constituido por 12 proteinas: 6 estructurales
(VP1-VP4, VP6 y VP7) y 6 no estructurales (NSP1-NSP6). Cabe recordar que el segmento 11
del genoma de RRV es bicistronico, lo cual le permite codificar dos proteinas (NSP5 y NSP6).
Se registran los resultados obtenidos para las 12 secuencias de aminoacidos analizadas
mediante las herramientas de célculo disponibles en el portal ExXPASy (Tabla 4, Anexo 2) s,
El nimero de proteinas estructurales por virion se ha tomado de los valores reportados, los

cuales han sido calculados a partir del estudio estructural de viriones purificados '*.

Tabla 4. Propiedades fundamentales de las proteinas de rotavirus RRV.

Proteina Molégulas / Aminoéacidos PM PM o
virion (N°) (Da) (kDa)
VP1 12 1082 124436 124 8.42
VP2 120 887 103285 103 5.71
VP3 12 835 97904 98 6.86
VP4 180 776 86584 87 5.11
VP6 780 397 44896 45 6.01
VP7 780 326 37112 37 4.68
NSP1 - 501 58649 59 8.52
NSP2 - 317 36660 37 9.06
NSP3 - 313 36315 36 5.83
NSP4 - 175 20450 20 6.33
NSP5 - 198 21667 22 6.83
NSP6 - 92 11006 11 9.21

Se muestra el nimero de moléculas por virion de las proteinas estructurales, el nimero de
aminoacidos, el peso molecular (PM) en unidades Da y kDa, y el punto isoeléctrico (pI) que arroja el
analisis mediante las herramientas de calculo del portal ExXPASy para las 12 secuencias de aminoacidos
traducidas in silico a partir de los 11 genes de la cepa RRV de rotavirus secuenciados en el Laboratorio
de Virologia Molecular del IBT, UNAM.
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6.1.2. Caracteristicas generales de los aminoacidos

Aunque existen diversas clasificaciones de aminoacidos, por simplicidad se eligid una
clasificacion basada en tres propiedades fisicoquimicas fundamentales: polaridad, carga y
aromaticidad (Tabla 5, Anexo 3). Puede observarse que la probabilidad conjunta de los
aminoacidos polares es muy similar a la de los no polares, asi como también lo es la
probabilidad de los aminoacidos con carga. En contraste, la probabilidad conjunta de los
aminoacidos aromaticos (Phe, Tyr, Trp) tiene un valor muy inferior, pues se trata de tres de los
aminoacidos con mas baja frecuencia en las proteinas, el Trp con el valor mas bajo, un rango
solo alcanzado por la Cys, clasificado aqui como polar. Se muestra una clasificacion general,
los cédigos tanto de tres letras como de una letra, y la probabilidad con que ocurren en las
proteinas los 20 aminoacidos. Cabe sefalar que los valores tabulados se obtuvieron de la base

de datos ELM, los cuales derivan del analisis estadistico de la base de datos UniProt **°.

Tabla 5. Clasificacion general, codigos y probabilidad de los aminoacidos.

Clasificacion | Aminoacido (g?ilriz) ((iolgfe?) Probabilidad

Alanina Ala A 0.074253
Valina Val \Y 0.045399
Leucina Leu L 0.073093

No polares I leucina Tle I 0.026977 0333169
Metionina Met M 0.019150
Prolina Pro P 0.094297
Fenilalanina Phe F 0.018359

Aromaticos | Tirosina Tyr Y 0.014141 0.039350
Triptofano Trp \\ 0.006850
Glicina Gly G 0.073955
Serina Ser S 0.104119
Treonina Thr T 0.059547

Polares i teina Cys C 0.009697 0.337565
Asparagina Asn N 0.033851
Glutamina Gln Q 0.056396

Cargados Aspartato Asp D 0.050147 0.139158

) Glutamato Glu E 0.089011 '

Cargados Lisipa' Lys K 0.061170

*) Arginina Arg R 0.063802 0.150756
Histidina His H 0.025784

Se registra una clasificacion general, los codigos tanto de tres letras como de una letra, y la
probabilidad de ocurrencia en las proteinas de los 20 aminoacidos.
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6.1.3. Motivos relacionados con el proceso de traduccion

El analisis in silico de las secuencias de aminodacidos de las 12 proteinas de rotavirus RRV
mediante el uso de la base de datos ELM (Eukaryotic Linear Motif) ***, un recurso
bioinformatico que predice sitios funcionales de proteinas, reveld la presencia de dos tipos de
motivo relacionados con el proceso de traduccion: unién a elF4E e interaccion con PPl. El
motivo de union a elF4E tiene una probabilidad de 0.0002 y lo poseen cuatro proteinas virales:
tres estructurales (VP1, VP2, VP3) y una no estructural (NSP2); el motivo de interaccion con
PP1 tiene una probabilidad de 0.0008 y lo poseen siete proteinas virales: cuatro estructurales
(VP1, VP3, VP6, VP7) y tres no estructurales (NSP1, NSP2, NSP5). Aunque la base de datos
arroja la probabilidad ajustada a cuatro cifras decimales, se ilustra el calculo de dichos valores
a partir de la frecuencia de los aminoacidos que componen los motivos (Tablas 6). La
identificacion de tales motivos resulta particularmente interesante por la baja probabilidad de
que puedan ocurrir al azar, dado que se ingres6 como parametro fundamental un valor de
0.001 como probabilidad de corte, ademas que puede notarse que el calculo de la probabilidad

de cada motivo solamente tiene en cuenta la frecuencia de los aminoacidos que lo componen,

y por lo tanto, no se considera la longitud de la secuencia de aminoacidos de la proteina.

Tabla 6. Probabilidad de los dos tipos de motivo relacionados con el proceso de traduccion.

Motivo de union a elF4E: Y****[ [VILMF]

Y & & © & L [VILMF]
0,014141 1 1 1 1 0,073093 0,182978
Probabilidad: 0.0001891
~0.0002
Motivo de interaccion con PP1: **[RK]{0,1}[VIL][*P][FW]*

* * [RK] {0,1} [VIL] ["P] [FW] *
1 1 0,124972 2 0,145469 | 0,905701 | 0,025209 1
Probabilidad: 0.0008301
~(0.0008

Se muestra el calculo de la probabilidad de ocurrencia al azar de los dos tipos de motivo relacionados
con el proceso de traduccion (union a elF4E e interaccion con PP1) que se encuentran en las secuencias
de aminoacidos de las proteinas virales, calculos que se basan en los valores de probabilidad
registrados en la Tabla 5.
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El motivo de unién a elF4E (Tabla 6) se compone de dos residuos aminoacidos altamente
conservados (Tyr y Leu), separados por cuatro posiciones en las que puede haber cualquier
residuo, y seguidos de un residuo aminoacido poco variable en la ultima posicion (Val, Leu,
Ile, Met o Phe). Se registran las secuencias y posiciones de los probables sitios de unién a

elF4E hallados en las secuencias de aminoacidos de las proteinas virales (Tabla 7).

Tabla 7. Proteinas virales que presentan motivo de union a elF4E.

Proteina : _ Motivo de un'i('.)n a elF4E
Secuencia Posicion Probabilidad Y**¥** [VILMF]
VP1 YGCYQLF 1001-1007 po | po | ar | po F
VP2 YIRPNLL 305-311 no| + | no | po L
YNYETLM 559-565 0.0002 po|ar| - | po M
VP3 YENAFLI 29-35 - | po|no | ar [
NSP2 YLEHRLM 171-177 no| - | + | + M

Se registran las secuencias y posiciones de los motivos de union a elF4E que arrojan cuatro proteinas
de rotavirus RRV (VPI1, VP2, VP3 y NSP2). Se resaltan en casillas de color rojo los residuos
aminoacidos altamente conservados y en letras de color rojo los residuos poco variables. También se
analiza el caracter de los otros residuos de acuerdo a la clasificacion general dada en la Tabla 5
(po: polar, no: no polar, ar: aromatico, +: cargado positivo, -: cargado negativo).

Tabla 8. Proteinas virales que presentan motivo de interaccion con PP1.

Proteina : _ Motivo de int‘er‘acci(')n con PP1
Secuencia Posicion Probabilidad **RK]{0,1}[VIL][*P][FW]*
ENRCIEFH 35-42 - | po po| 1l | -]|F |+
ESRQLKFG 404-411 - | po po| L |+ | F |po
VPI RTRIIFI 458-464 + | po I [no| F |no
GGKIFFR 684-690 po | po [ [ar | F | +
LQKPVTFK 861-868 no | po no|V |po| F |+
VP3 HHKELFFE 318-325 + | + - | L |ar| F | -
EPKVGFK 497-503 - | no Vi ipo| F | +
VP6 KFKRINFD 123-130 0.0008 + | ar + | I |po| F| -
FKRINFD 124-130 ar | + I |po| F | -
VP7 MMRINWK 284-290 no | no I |po| W | +
NSP1 LVKDILWH 380-387 no | no - | T |no| W[+
DQRVIWQ 261-267 - | po V [no | W | po
NSP2 ICKKLLFQ 284-291 no | po + | L |no| F |po
CKKLLFQ 285-291 po | + L |no| F |po
NSP5 CDRVDFS 105-111 po | - V|-]F]|po

Se registran las secuencias y posiciones de los motivos de union a PP1 que arrojan siete proteinas de
rotavirus RRV (VP1, VP3, VP6, VP7, NSP1, NSP2 y NSP5). Se resaltan en casillas de color rojo los
residuos aminoacidos altamente conservados y en letras de color rojo los residuos poco variables.
También se analiza el caracter de los otros residuos de acuerdo a la clasificacion general dada en la
Tabla 5 (po: polar, no: no polar, ar: aromatico, +: cargado positivo, -: cargado negativo).
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El motivo de interaccién con PP1 (Tabla 6) se compone de un residuo aminoacido altamente
conservado (Lys o Arg), después de dos posiciones en las que puede haber cualquier residuo,
seguido de una posicién en la que puede o no haber residuo (un gap), luego un residuo
aminoacido poco variable (Val, Leu o Ile), una posicion en la que puede haber cualquier
residuo excepto Pro y un residuo aminoacido altamente conservado en la penultima posicién
(Phe o Trp), seguido de una posicion en la que puede haber cualquier residuo. Se registran las
secuencias y posiciones de los probables sitios de interaccion con PPI1 hallados en las

secuencias de aminoacidos de las proteinas virales (Tabla 8).

Considerando que es bien conocido que el factor elF4G y las proteinas 4E-BPs (Anexos 4 y 5)
interactian con el factor eIF4E, se procedio entonces a realizar el mismo analisis informatico a
las secuencias de aminoacidos de elF4G (2 isoformas) y de las proteinas 4E-BPs (3
isoformas), revelando no solo que todas poseen el motivo de unidn a elF4E, sino que ademas
existe evidencia experimental de funcionalidad registrada en la base de datos ELM. Se
registran las secuencias y posiciones de los sitios de union a elF4E hallados en las secuencias

de aminoacidos de las proteinas celulares mencionadas (Tabla 9).

Tabla 9. Proteinas celulares que presentan motivo de union a elF4E.

Proteina Motivo de unién a elF4E
Secuencia Posicion Probabilidad Y**¥** [VILMF]

eIF4GI YDREFLL 612-618 B I R L
(Humano)

eIF4GII YDREFLL 624-630 - |+ | - |ar L
(Humano)

4E-BPI YDRKFLM 54-60 0.0002 N S [ [ M
(Humano)

4E-BP2 YDRKFLL 54-60 - |+ |+ |ar L
(Humano)

4E-BP3 YDRKFLL 40-46 N S [ [ L
(Humano)

Se registran las secuencias y posiciones de los motivos de union a elF4E que arrojan las isoformas de
dos proteinas humanas (elF4G y 4E-BPs). Las secuencias se resaltan en casillas de color amarillo
porque existe evidencia experimental de su funcionalidad. Se resaltan en casillas de color rojo los
residuos aminoacidos altamente conservados y en letras de color rojo los residuos poco variables.
También se analiza el caracter de los otros residuos de acuerdo a la clasificacion general dada en la
Tabla 5 (po: polar, no: no polar, ar: aromatico, +: cargado positivo, -: cargado negativo).
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De la misma manera, se sabe que dos proteinas relacionadas directamente con el proceso de
traduccion (GADD34 y CReP) constituyen subunidades regulatorias que dirigen la fosfatasa
celular PP1 a la defosforilacion del factor elF2a, asi como también lo hace el factor de
neurovirulencia ICP34.5 del virus herpes simple tipo 1 (HSV-1) '%%7 También se ha
sugerido que la proteina DP71L del virus de la fiebre porcina africana (ASFV) podria actuar
como subunidad regulatoria de PP1 (Anexo 5) '®**%. Si bien el analisis informatico de las
secuencias de aminoacidos reveld que todas estas proteinas poseen motivos de interaccion con
PP1, en la base de datos ELM solamente hay registrada evidencia experimental de
funcionalidad del motivo que media la interaccidon entre las proteinas ICP34.5 y PP1. Resulta
interesante que ambas isoformas de elF4G también arrojaron motivos de interaccion con PP1.
Se registran las secuencias y posiciones de los sitios de interaccion con PP1 hallados en las

secuencias de aminoacidos de las proteinas mencionadas (Tabla 10).

Tabla 10. Proteinas analizadas que presentan motivo de interaccion con PP1.

Proteina Motivo de interaccion con PP1
Secuencia Posicion Probabilidad **RK]{0,1}[VIL][*"P][FW]*
CIFAGI IGKDLDFE 942-949 no | po -|L|-]F/| -
(Humano) SSRIRFM 972-978 po | po I |+ ] F [no
GGRLSWG 1088-1094 po | po L |po| W | po
IGKDLDFE 936-943 no | po - | L] -]F]-
(I‘fﬁ;‘lgﬁ) SSRIRFM 966-972 po | po I |+ |F |no
EQKLDFI 1399-1405 - | po L|-]F]|no
GADD34 KARKVRFS 552-559 + | no + |V |+ ]| F |po
(Humano) ARKVRFS 553-559 0.0008 no | + V|+ | F |po
LQKVLIWS 78-85 ’ no | po no| L |no|W]|po
PTRWLDFA 93-100 no | po ar | L | - | F |no
CReP RMKRLEFL 297-304 + | no + | L|-1]F|no
(Humano) MKRLEFL 298-304 no | + L|-1|F|no
KRKKVTFL 637-644 + | + + | V]|po| F | no
RKKVTFL 638-644 + | + V| po| F |no
ICP34.5 PARVRFS 190-196 no | no VI|+|F|po
DP71L DTKHVRFA 12-19 - | po + | V]| +|F |no

Se registran las secuencias y posiciones de los motivos de uniéon a PP1 que arrojan tres proteinas
celulares (elF4G, GADD34 y CReP) y dos proteinas virales (ICP34.5 de HSV-1 y DP71L de ASFV).
Se resalta en una casilla de color amarillo la inica secuencia de la cual existe evidencia experimental
registrada de su funcionalidad. Se resaltan en casillas de color rojo los residuos aminoacidos altamente
conservados y en letras de color rojo los residuos poco variables. También se analiza el caracter de los
otros residuos de acuerdo a la clasificacion general dada en la Tabla 5 (po: polar, no: no polar,
ar: aromatico, +: cargado positivo, -: cargado negativo).
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6.2. Complejos Ribosomales

El aislamiento de los complejos de inicio 48S se llevo a cabo mediante un proceso que puede
simplificarse en cuatro etapas (Figura 8). Basicamente, lisados de células sin infectar (mock) o
infectadas con rotavirus RRV (MOI 5), cosechadas 6 hpi, se cargaron en gradientes
discontinuos de sacarosa (10-50%) y se sometieron a una velocidad de centrifugacion de
36000 rpm / 4 °C durante 2 h, después de lo cual se colectaron fracciones de ~500 pL y se
procedié a cuantificar la concentracion de RNA presente en cada fraccion (el procedimiento

detallado se describe en la seccion de Materiales y Métodos).

1. Gradientes de sacarosa 3. Fraccionamiento

1 2 3 4 5 6 7
Mock  Infectado 1 2 3 4 5 6 7 ...
2. Ultracentrifugacion 4. Cuantificacion RNA

Figura 8. Aislamiento de los complejos de inicio 48S. Lisados de células sin infectar (mock) o
infectadas con rotavirus RRV (MOI 5), cosechadas 6 hpi, se cargaron en gradientes discontinuos de
sacarosa (10-50%) y se centrifugaron a 36000 rpm / 4 °C durante 2 h, después de lo cual se colectaron
fracciones de ~500 pL y se cuantifico la concentracion de RNA presente en cada fraccion
(hpi: horas posinfeccion).

6.2.1. Perfiles ribosomales

Los valores de concentracion de RNA presente en las fracciones colectadas de los gradientes
de sacarosa se graficaron en funcion de los numeros de fraccion, nimeros que en orden
ascendente corresponden a valores crecientes de densidad, de tal manera que se obtuvieron en
experimentos independientes las curvas caracteristicas que indican las regiones respectivas a
los distintos complejos ribosomales (Figura 9). Los perfiles ribosomales superpuestos de
fracciones celulares mock e infectadas obtenidas de aproximadamente 10 gradientes mostraron

de manera reiterada y consistente que los picos correspondientes a los complejos 40S y 80S
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son mas pronunciados en las fracciones provenientes de células mock que en las infectadas,
mientras que los picos correspondientes a los polisomas son mas prominentes en las fracciones
de las células infectadas, lo cual sugiere que la iniciacion y la eficiencia de la sintesis de

proteinas en general se encuentra incrementada en las células infectadas.

350
—— Mock
= |nfectado
300
250
T 200 4
2
(@)
£
< 150
prd
m .
100 - 80S Polisomas
50 -
O T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Fraccion (N°)

Figura 9. Perfiles ribosomales de lisados celulares mock e infectados. Los valores de concentracion de
RNA presente en las fracciones colectadas de los gradientes de sacarosa se graficaron en funcion de los
numeros de fraccion, obteniéndose las curvas caracteristicas que permiten sefhalar las regiones
correspondientes a los distintos complejos ribosomales. Se muestran superpuestos los perfiles
ribosomales completos de fracciones mock (azul) e infectadas (rojo), lo cual permite notar que los
picos que indican los complejos 40S y 80S son mas pronunciados en las fracciones mock, mientras que
los picos polisomales son mas prominentes en las fracciones infectadas, sugiriendo que la eficiencia de
la sintesis de proteinas se encuentra incrementada en células infectadas.

Para confirmar los numeros de fraccion en los que se encuentran las subunidades ribosomales,
se aislo el RNA de fracciones numeradas a intervalos regulares mediante extraccion con
fenol-cloroformo y se sometid a electroforesis en gel de agarosa 1% (Figura 10). Los perfiles
ribosomales en conjunto con el patron de bandas de RNA revelado por el gel de agarosa
permitieron identificar las fracciones de los gradientes en las cuales se encuentran los distintos

complejos ribosomales.
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En este experimento en particular, el andlisis de los perfiles ribosomales (Figura 9), apoyado
por los perfiles de RNA en gel de agarosa (Figura 10), indica que los complejos 48S se
encuentran entre las fracciones 11-14, los ribosomas 80S entre las fracciones 15-18 y una

parte representativa de los polisomas entre las fracciones 21-27.

-
48S: 11-14 0
80S: 15-18 R
Pol: 21-27 \
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RNA (ngiuL)
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Fraccion (N°) Fraccion (N°)
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Figura 10. Perfiles ribosomales y de RNA de fracciones mock e infectadas. Se aislo el RNA de las
fracciones indicadas mediante extraccion con fenol-cloroformo y se sometio a electroforesis en gel de
agarosa 1%, obteniéndose un patrén de bandas tipico en el que pueden identificarse los IRNAs 18S y
28S (abajo), moléculas que confirman la presencia de las subunidades 40S y 60S respectivamente, en
tanto que ambas moléculas sefialan la presencia del ribosoma 80S. El analisis conjunto con los perfiles
ribosomales (arriba), indica que en este gradiente los complejos 48S se encuentran entre las fracciones
11-14, los ribosomas 80S entre las fracciones 15-18 y los polisomas entre las fracciones 21-27.

6.2.2. Analisis de proteinas en los complejos 48S y polisomas

El contenido proteico de las fracciones mock e infectadas en las que se identificaron los
complejos 48S y los polisomas, se aisld6 mediante precipitacion con metanol-cloroformo y se
sometio a electroforesis SDS-PAGE 10% para luego tefiir los geles con azul Coomassie a fin
de estimar la proporcion relativa de proteina entre los complejos, de tal manera que se

obtuvieron en experimentos independientes perfiles tipicos de proteina (Figura 11).
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Figura 11. Perfiles de proteina en los complejos ribosomales mock e infectados. El contenido proteico
de las fracciones correspondientes a los complejos indicados se concentré mediante precipitacion con
metanol-cloroformo y se sometio a electroforesis SDS-PAGE 10% para luego tefiir los geles con azul
Coomassie a fin de estimar la proporcion relativa de proteina entre los complejos ribosomales.

Las muestras de proteina también se sometieron a electroforesis SDS-PAGE 10% y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa a fin de realizar pruebas de Western blot contra
proteinas estructurales de rotavirus. Dado que todos los complejos ribosomales poseen la
subunidad 40S, para cargar cantidades similares de complejos 48S y polisomas que pudiesen
estimarse por simple inspeccion visual se empled como control de carga la proteina ribosomal

de la subunidad pequefa rpS6 (S6).

Teniendo en cuenta que los perfiles obtenidos mediante la tincion con azul Coomassie
muestran mayor cantidad de proteina total en los complejos 48S que en los polisomas, se
decidié entonces cargar en los carriles 48S la cuarta parte del volumen cargado en los
polisomas, estimando que de esta manera se lograria “equilibrar” la cantidad de proteina de la
subunidad ribosomal 40S (Figura 12). Sin embargo, el Western blot contra la proteina S6
detectd una sefial muy débil en los carriles 48S, lo cual parece sugerir que la interpretacion
derivada de los geles tefiidos con azul Coomassie con respecto a la cantidad de proteina de la

subunidad ribosomal 40S no fue acertada.

30



PM  PM 48S Pol 48S Pol 48S Pol 48S Pol PM  Pm

A (kDa) B (kDa)
250 & 250
130 . - 130

VP2 (103) - 100
100 | - - =
70 70
55 | .. - 55
—— o (45
B |me e 3
S6 (29) p— v—
25 25
Mock Infectado Mock Infectado

Figura 12. Western blot contra proteinas estructurales de rotavirus en las fracciones de los complejos
ribosomales. Se corrio un gel SDS-PAGE 10% en el que se cargd en los carriles 48S la cuarta parte del
volumen de proteina cargado en los polisomas, buscando de esta manera “equilibrar” la cantidad de
proteina de la subunidad ribosomal 40S en todas las fracciones, y se transfirio a una membrana de
nitrocelulosa a fin de realizar pruebas de Western blot contra proteinas estructurales de rotavirus (A), y
de manera paralela, contra la proteina S6 como control de carga (B). Tanto en los complejos 48S como
en los polisomas se pudieron detectar las bandas correspondientes a las proteinas VP2, VP4, VP6 y
VP7 (A), destacando la banda doble de la glicoproteina VP7 en los complejos 48S, probablemente
efecto de su modificacion postraduccional.

Se hizo entonces otro gradiente de sacarosa en el que se aisld el contenido proteico de las
fracciones correspondientes a los complejos 48S y polisomas para luego cargar el mismo
volumen en todos los carriles, lo cual permitidé estimar que las fracciones no parecen tener
diferencias notables en el contenido de proteina de la subunidad ribosomal 40S, pues la banda
correspondiente a la proteina S6 aparece relativamente uniforme (Figura 13). Ambos
experimentos mostraron en esencia el mismo patron de bandas, un patrén que corresponde a
las proteinas estructurales VP2, VP4, VP6 y VP7 tanto en los complejos 48S como en los
polisomas, resultando en particular interesante la banda doble de la glicoproteina VP7 en los
complejos 48S, probablemente debido a que se trata de una proteina que sufre procesamiento

postraduccional mediante N-glicosilacion  (Figuras 12 y 13).
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Figura 13. Western blot contra proteinas estructurales de rotavirus en las fracciones de los complejos
ribosomales. Se corrid un gel SDS-PAGE 10% en el que se cargd el mismo volumen de proteina total
en todos los carriles y se transfirio a una membrana de nitrocelulosa a fin de realizar pruebas de
Western blot contra la proteina S6 como control de carga (A), y luego sobre la misma membrana,
contra proteinas estructurales de rotavirus (B). Tanto en los complejos 48S como en los polisomas se
pudieron detectar las bandas correspondientes a las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 (B), destacando de
nuevo la banda doble de la glicoproteina VP7 en los complejos 48S, probablemente efecto de su
modificacion postraduccional.

Para descartar que el patron de proteinas estructurales detectado se debiera a particulas
infecciosas que pudiesen migrar a la misma densidad de los complejos ribosomales aislados,
se decidié determinar la presencia de estas particulas en las fracciones correspondientes tanto
a los complejos 48S como a los polisomas mediante un ensayo de cuantificaciéon de focos
virales, lo cual revel6 de manera inesperada la presencia de virus infeccioso en ambas

fracciones del gradiente (Tabla 11).

Tabla 11. Presencia de particulas infecciosas en las fracciones de los complejos ribosomales.

Fraccion Titnlo
(ffu/mL)

48S 4.3x10°
Pol 5.9x10°

La cuantificacion de focos virales en las fracciones de los lisados celulares infectados arrojo titulos en
el orden de 10° (ffu: unidades formadoras de foco).
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6.2.3. Andlisis de proteinas en fracciones individuales

Considerando la presencia de particulas infecciosas tanto en las fracciones de los complejos
48S como en los polisomas, se optd entonces por correr un gradiente de sacarosa a fin de aislar
y analizar el contenido proteico de fracciones individuales. Se muestran los perfiles
ribosomales y los perfiles de RNA que permiten confirmar que en este gradiente, los
complejos 48S se encuentran entre las fracciones 5-7, los ribosomas 80S entre las fracciones

8-9 y los polisomas entre las fracciones 13-19 (Figura 14).
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Figura 14. Perfiles ribosomales y de RNA de fracciones mock e infectadas. Se aislo el RNA de las
fracciones indicadas mediante extraccion con fenol-cloroformo y se sometio a electroforesis en gel de
agarosa 1%, obteniéndose un patron de bandas tipico en el que pueden identificarse los rRNAs 18S y
28S (abajo), que corresponden a las subunidades 40S y 60S respectivamente. El analisis conjunto con
los perfiles ribosomales (arriba), indica que en este gradiente los complejos 48S se encuentran entre las
fracciones 5-7, los ribosomas 80S entre las fracciones 8-9 y los polisomas entre las fracciones 13-19.

El anélisis mediante Western blot revelé nuevamente la presencia de proteinas estructurales en
todas las fracciones analizadas, destacando otra vez la banda doble de la glicoproteina VP7 en
las fracciones correspondientes a los complejos 48S (Figura 15). Sobre la misma membrana,
también se realiz6 un Western blot contra la proteina no estructural NSP2 que permitié ver

una banda intensa en los complejos 48S y tenue en los ribosomas 80S (Figura 16).
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Figura 15. Western blot contra proteinas estructurales de rotavirus en las fracciones de los complejos
ribosomales. Se corrié un gel SDS-PAGE 10% en el que se cargd el mismo volumen de proteina de
cada una de las fracciones indicadas y se transfirié a una membrana de nitrocelulosa a fin de analizar
mediante un Western blot contra proteinas estructurales de rotavirus. La prueba reveld un patron de
bandas diferenciado en todas las fracciones analizadas de los distintos complejos ribosomales que
corresponde a las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7, destacando otra vez la banda doble de la
glicoproteina VP7 en las fracciones correspondientes al complejo 48S.

48S 808 Polisomas
m PM (5 6 7 (8 o [13 14 15 16 17
(kDa)
170

130

100 . -
— -, — T —_
70 — .
55
40 — = = = e ome o oms o
‘ : - - . -
35 - e — NSP2 (37)

Figura 16. Western blot contra la proteina no estructural NSP2. Sobre la misma membrana en la que se
detectaron las proteinas estructurales (Fig. 15), se realizd un Western blot contra la proteina no
estructural NSP2 que permitié detectar una banda intensa en las fracciones correspondientes a los
complejos 48S, aunque también pudo verse una banda tenue en las fracciones de los ribosomas §0S.
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También se cuantificaron los focos virales y se pudo detectar particulas infecciosas en todas
las fracciones analizadas (Tabla 12). Sin embargo, no se logrd cuantificar los focos virales en

el lisado infectado total (input del gradiente) debido a su elevado numero.

Tabla 12. Presencia de particulas infecciosas en las fracciones de los complejos ribosomales.

Fraccion Titalo

(ffu/mL)

5 3.8x10°

43S 6 5.7x10°
7 7.2x10°

80S 9 7.4x10°
15 1.2x10°

Pol 16 2.6x10°
17 4.5x10°

Lisado total ?

La cuantificacion de focos virales en las fracciones de lisados infectados arrojo titulos en el orden de
10°, mientras que en el lisado infectado total no se logrd cuantificar debido a su elevado numero
(ffu: unidades formadoras de foco).

6.2.4. Andlisis comparativo lisados mock con TLPs purificadas - lisados infectados

Dada la presencia reiterada de particulas infecciosas en las fracciones colectadas de los
gradientes de sacarosa, se decidi6 correr un gradiente que permitiera identificar las fracciones
a las cuales migran las particulas virales. Para este propdsito se mezclaron 200 pL TLPs
purificadas con un lisado de células mock inmediatamente antes de cargar los gradientes, a fin
de realizar un anélisis comparativo con un lisado de células infectadas. Se muestran los
perfiles ribosomales y los perfiles de RNA que permiten confirmar que en este gradiente, los
complejos 48S se encuentran entre las fracciones 5-6, los ribosomas 80S entre las fracciones

8-10 y los polisomas entre las fracciones 13-19 (Figura 17).

La cuantificaciéon de los focos virales tanto en las fracciones de los lisados mock+TLPs
seleccionadas como en las fracciones de lisados infectados correspondientes, permitio
observar que en las dos fracciones mock+TLPs de menor densidad (5 y 6) no se logré detectar
focos virales, mientras que en todas las contrapartes infectadas se detectaron focos y se

obtuvieron mayores valores de titulo (Tabla 13). También se pudo cuantificar los focos virales
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en el lisado total mock+TLPs, mientras que a la dilucion efectuada no se logrd cuantificar los

focos virales en el lisado total infectado debido a su alta concentracion.
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Figura 17. Perfiles ribosomales y de RNA de fracciones mock+TLPs e infectadas. Se aislé el RNA de
las fracciones indicadas mediante extraccion con fenol-cloroformo y se sometio a electroforesis en gel
de agarosa 1%, obteniéndose un patrén de bandas tipico en el que pueden identificarse los rRNAs 18S
y 28S (abajo), que corresponden a las subunidades 40S y 60S respectivamente. El analisis conjunto con
los perfiles ribosomales (arriba), indica que en este gradiente los complejos 48S se encuentran entre las
fracciones 5-6, los ribosomas 80S entre las fracciones 8-10 y los polisomas entre las fracciones 13-19.

Tabla 13. Presencia de particulas infecciosas en las fracciones de los complejos ribosomales.

Mock+TLPs Infectado
Fraccion Titulo Fraccion Titulo
(ffu/mL) (ffu/mL)
5 0 5 6.8x10°
483 6 0 483 6 6.8x10°
80S 9 3.5x10* 80S 9 2.1x10°
16 1.3x10° 16 1.2x10°
Pol 17 1.4x10° Pol 17 9.9x10°
Lisado total 8.7x10° Lisado total ?

La cuantificacion de focos virales en las fracciones de lisados mock+TLPs no detectd particulas
infecciosas en las dos fracciones de menor densidad (5 y 6), mientras que en todas las contrapartes
infectadas arroj6 mayores valores de titulo, ademas de que en el lisado total infectado no se logrod
cuantificar debido a su alta concentracion (ffu: unidades formadoras de foco).
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6.2.5. Andlisis de proteinas no estructurales

Resulta evidente que la presencia de particulas infecciosas en las fracciones colectadas de los
gradientes dificulta el andlisis de proteinas estructurales, pues a tales particulas bien pueden
atribuirse las proteinas estructurales detectadas, aunque realizando simples calculos
estequiométricos con base en los numeros de moléculas por virién reportados en la literatura
(Tabla 4) ', podria discutirse que los patrones de bandas obtenidos mediante Western blot no
corresponden solamente a particulas infecciosas. De cualquier manera, en las mismas
fracciones en las que se detectaron focos virales se optd por analizar la presencia de proteinas
no estructurales mediante pruebas de Western blot dirigido contra las proteinas NSP2, NSP3 y

NSPS5, aunque también se consideraron la proteina estructural VP2 y la fosfatasa celular PP1.
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Figura 18. Western blot contra las proteinas no estructurales NSP2 y NSP3. El contenido proteico de
las fracciones indicadas se concentré6 mediante precipitacion con metanol-cloroformo, se separd
mediante electroforesis SDS-PAGE 12.5% y se transfirid a una membrana de nitrocelulosa a fin de
analizar mediante pruebas de Western blot, el primero dirigido contra NSP2 (A), y después sobre la
misma membrana contra NSP3 (B).

El andlisis mediante Western blot sobre la misma membrana, permitié detectar bandas bien
definidas de las proteinas NSP2 y NSP5 en las fracciones correspondientes a los complejos
48S y 80S, pudiéndose ver la doble banda con barrido caracteristica de la fosfoproteina NSP5,
mientras que la banda de la proteina NSP3 aparecio relativamente uniforme en todas las

fracciones de los distintos complejos ribosomales (Figuras 18 y 19). Considerando el bajo
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peso molecular de las proteinas no estructurales analizadas (22-37 kDa), parece muy probable
que deban estar asociadas de alguna manera a estructuras macromoleculares que les permita
migrar a mayores densidades. Puede notarse incluso que la proteina NSP3, la cual se ha
demostrado que se une especificamente al factor eIF4G *°, estd presente aun en altos valores

de densidad (Figura 18).
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Figura 19. Western blot contra las proteinas virales NSP5 y VP2, y la fosfatasa celular PP1. Sobre la
misma membrana revelada en la Fig. 18, se realizaron pruebas de Western blot contra NSP5 (A), y
luego de manera simultanea contra la proteina estructural VP2 y la fosfatasa celular PP1 (B).

La proteina NSP2 se encuentra involucrada en la replicacion y empaquetamiento del genoma,
y junto con NSPS5 tiene una funcion esencial en la formacion de viroplasmas, inclusiones
citoplasmicas donde se lleva a cabo la replicacion del RNA viral **. Se sabe que NSP2 puede
formar octameros, los cuales tienen un peso molecular aproximado de 300 kDa y alcanzan un
coeficiente de sedimentacién 12S 47, pero aun asi, los octdmeros de NSP2 por si solos no
podrian migrar a la densidad de los complejos ribosomales. Resulta ademas muy interesante
que ambas proteinas involucradas en la formacion de viroplasmas (NSP2 y NSPS5) puedan

detectarse en los complejos 48S y 80S (Figuras 18 y 19).

Considerando que las proteinas NSP2 y NSP5 presentan motivos de interacciéon con PP1
(Tabla 8), se decidi6 efectuar sobre la misma membrana, un Western blot dirigido contra la
fosfatasa para determinar si se encontraba en las mismas fracciones. Pese a la deteccion de

particulas infecciosas en todas las fracciones contempladas, también se realiz6 una prueba de
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Western blot contra VP2 empleando un anticuerpo monoclonal (Tabla 2), dado que se trata de
una proteina estructural que posee un motivo de union a elF4E (Tabla 7), y es una buena

candidata a tener un papel relevante en el inicio de la traduccion viral.

Se encontr6 que la proteina VP2 se distribuye de manera relativamente uniforme en todas las
fracciones analizadas (Figura 19), en claro contraste con lo observado en el Western blot
empleando un anticuerpo a-TLPs (Figura 15) y la cuantificacion de focos virales (Tabla 13),
lo cual parece confirmar que el patron de proteinas estructurales no corresponde solamente a
particulas infecciosas. El andlisis cuantitativo de las bandas detectadas con el anticuerpo
a-TLPs (Figura 15), en conjunto con los titulos virales (Tablas 12 y 13) y los numeros de
moléculas por virién reportados en la literatura (Tabla 4) ', quizds permitirian estimar la

proporcion de proteinas estructurales que no estan ensambladas en las particulas infecciosas.

La fosfatasa celular PP1 solamente se detectd en las fracciones correspondientes a los
complejos 48S y 808, si bien en la fraccion 80S la banda se observé muy tenue (Figura 19), un
resultado muy sugerente considerando que se encuentra en las mismas fracciones que NSP2 y

NSP35, dos proteinas que poseen motivos de interaccion con PP1 (Tabla 8).

La presencia de la fosfatasa PP1 en los complejos 48S y 80S motivé la idea de aislar mas
proteina de las mismas fracciones infectadas, asi como también de las fracciones mock+TLPs
correspondientes, dado que a estas fracciones solo se les agreg6 TLPs purificadas de manera
previa a la corrida del gradiente, y por lo tanto se trata de un lisado de células que no sufrieron

el proceso de infeccion.

El andlisis mediante Western blot permitié detectar bandas uniformes y bien definidas de la
fosfatasa PP1 en los complejos 48S tanto de las fracciones mock+TLPs como de las infectadas
correspondientes, aunque de nuevo también pudo verse una banda muy débil en los ribosomas
80S de las fracciones infectadas (Figura 20). Estas observaciones sugieren que la presencia de

la fosfatasa PP1 en estas fracciones es independiente del proceso de infeccion.

Teniendo en cuenta que GADD34 es una conocida subunidad regulatoria de PP1, se decidi6

realizar sobre la misma membrana una prueba de Western blot para determinar las fracciones
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en las cuales se encontraba esta proteina. Si bien el anticuerpo policlonal dirigido contra

GADD34 reconoce otros blancos, GADD34 se detectdé en los complejos 48S tanto de las

fracciones mock+TLPs como de las infectadas, y también se pudo ver en los ribosomas 80S de

las fracciones infectadas, un patron de migracion en las fracciones muy similar al mostrado

por la subunidad catalitica PP1 como cabe esperar de una subunidad regulatoria (Figura 21).
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Figura 20. Western blot contra la fosfatasa celular PP1. El contenido proteico de las fracciones
indicadas se concentr6 mediante precipitacion con metanol-cloroformo, se separ6 mediante
electroforesis SDS-PAGE 12.5% y se transfirid6 a una membrana de nitrocelulosa a fin de analizar
mediante un Western blot dirigido contra la fosfatasa celular PP1.
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Figura 21. Western blot contra la subunidad regulatoria GADD34. Sobre la misma membrana revelada
en la Fig. 20, se realiz6 un Western blot dirigido contra la proteina GADD34, una conocida subunidad
regulatoria de la fosfatasa celular PP1.
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6.3. Interacciones entre Proteinas Virales y la Fosfatasa Celular PP1

Considerando que segun el andlisis bioinforméatico cuatro proteinas estructurales (VP1, VP3,
VP6 y VP7) y tres proteinas no estructurales (NSP1, NSP2 y NSP5) de rotavirus RRV poseen
motivos de interaccion con la fosfatasa celular PP1, se decidié entonces generar una proteina
PP1 recombinante que permitiera realizar ensayos de pull-down a fin de evaluar in vitro sus

probables interacciones con proteinas virales.

Si bien el andlisis in silico revel6 la presencia del motivo de interaccion con PP1 en tres
proteinas no estructurales, la atencidén se dirigié especialmente a NSP2, una proteina cuya
secuencia de aminodcidos presenta dos motivos de interaccion con PP1, uno entre los residuos
261-267 (DQRVIWQ), y otro entre los residuos 284-291 (ICKKLLFQ) que arrojo dos lecturas
debido a la presencia de dos lisinas consecutivas que pueden situarse en la posicion altamente
conservada, y a que el motivo admite un gap de un residuo entre esta posicion y el residuo

poco variable que sigue en la secuencia que define al motivo (Tabla 8, Figura 22).

Ademas, se ha mostrado que la proteina NSP2 tiene algun papel en inducir o mantener el
estado de fosforilacion de elF2a '°, y a diferencia de NSP5, el alineamiento de secuencias de
distintas cepas de rotavirus reveld que sus motivos estan altamente conservados (Anexo 6),
resultando particularmente interesante el motivo que yace entre los residuos aminoacidos
261-267 debido a que se encuentra expuesto en un giro B de la estructura molecular de NSP2

determinada por cristalografia de rayos X (Figuras 22 y 23) .

A partir de bacterias transformadas E. coli BL21(DE3) se obtuvieron las tres proteinas
recombinantes con las que se llevaron a cabo los ensayos de pull-down iniciales: la fosfatasa
PP1 fusionada a la enzima glutation S-transferasa (GST-PP1) en el extremo N-terminal y la
proteina GST como su control de unidn, y la fosfatasa PP1 fusionada a un tag de histidinas

(PP1-Hg) en el extremo N-terminal (Tabla 3).

Finalmente, para confirmar los resultados obtenidos con la proteina recombinante PP1-Hg se
produjo una proteina NSP2 recombinante fusionada a un tag de histidinas (NSP2-Hg) en el

extremo N-terminal (Tabla 3), también con bacterias transformadas E. coli BL21(DE3).
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Figura 22. Motivos de interaccion con PP1 en la proteina viral NSP2. Se resaltan los dos probables
motivos de unidon a PP1 que arrojé el analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de la proteina
no estructural NSP2 (abajo), uno entre los residuos 261-267 (rojo) y otro entre los residuos 284-291
(azul). También se muestra un diagrama (arriba) en el que se representan las estructuras secundarias de
NSP2 (PDBsum 1L9V) organizadas en sus dos dominios, N-terminal y C-terminal, los cuales estan
separados por un loop de 10 aminoacidos entre los residuos 141-151, sefialando en el domino
C-terminal los motivos de unién a PP1 con recuadros del color respectivo. El motivo que yace entre los
residuos 261-267 (rojo) resulta particularmente interesante debido a que se encuentra expuesto en un
giro B de la estructura molecular de NSP2 determinada por cristalografia de rayos X.
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Figura 23. Estructura molecular de la proteina viral NSP2 (PDB 1L9V) **. Se muestra el diagrama de
cintas de la estructura molecular de NSP2 determinada por cristalografia de rayos X, destacando con
una circunferencia roja el giro  en el que se encuentra el probable motivo de interaccion con PP1.

1. Cultivo de bacterias 3. Purificacién de proteina
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o

Proteina recombinante

[]) <=

| % v

Preclareo previo
E. coli
BL21(DE3) Mock Infectado
2. Biosintesis de proteina 4. Ensayos de interacciones
recombinante (pull-down)

Figura 24. Analisis de probables interacciones entre NSP2 y PP1. Bacterias transformadas E. coli que
expresan la proteina recombinante se cultivaron, cosecharon y lisaron para purificar la proteina por su
afinidad con resina glutation-agarosa (GST-tag) o Ni-agarosa (His-tag). La proteina recombinante se
incubd durante 18 h a 4 °C con lisados preclareados de células sin infectar (mock) o infectadas con
rotavirus RRV (MOI 5), cosechadas 6 hpi. Finalmente, la resina se centrifugd, se lavo varias veces y se
eluyo6 para luego someter las distintas fracciones a electroforesis SDS-PAGE por duplicado a fin de
efectuar el analisis correspondiente mediante tincion con azul Coomassie y pruebas de Western blot.
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6.3.1. Interacciones con GST-PP1

El primer enfoque para determinar probables interacciones de PP1 con proteinas virales se
realizd empleando una proteina recombinante fusionada a la enzima glutation S-transferasa
(GST-PP1) purificada y fijada a resina glutatién-agarosa, siguiendo un proceso que puede
resumirse en cuatro etapas (Figura 24), preclareando de manera previa los lisados de células y
eluyendo con glutation reducido 10 mM al final de los ensayos de pull-down (el

procedimiento detallado se describe en la seccion de Materiales y Métodos).

Aunque el perfil de purificacion de GST-PP1 mostrd reiteradamente que la mayor parte se
queda como cuerpos de inclusion en el pellet, se logré obtener proteina del sobrenadante y se
dej6 fijada a la resina glutation-agarosa para realizar los ensayos de pull-down con lisados

celulares tanto mock como infectados (Figura 25).

Pv PM Pe SoNU La1lLa2 R1 R2 R3 R4
(kDa)

200
150
120 -

100 —
85 '-g-g
e,—-“&,
;8 .." — GST-PP1
“‘ — (63)
Y w e S
- —
o -BEEET
==F
30 S
FE

25

Figura 25. Perfil de purificacion de GST-PP1. Bacterias transformadas E. coli que expresan GST-PP1
se cultivaron, cosecharon y lisaron para purificar la proteina recombinante por su afinidad con resina
glutation-agarosa. Las fracciones indicadas se sometieron a electroforesis SDS-PAGE 10%, seguida de
la tincion del gel con azul Coomassie. Aunque la mayor parte se queda como cuerpos de inclusion en
el pellet, se logro obtener proteina GST-PP1 del sobrenadante y se dejo fijada a la resina en 4 tubos
(R1-R4) para efectuar los ensayos de pull-down con lisados celulares tanto mock como infectados
(PM: peso molecular, Pe: pellet, So: sobrenadante, NU: no unido, Lal: lavado 1, La2: lavado 2,
R1: resina 1, R2: resina 2, R3: resina 3, R4: resina 4).

La identidad de la proteina fijada a la resina se confirmé mediante dos pruebas de Western

blot realizadas en paralelo, una dirigida contra GST y otra dirigida contra PP1 (Figura 26).
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Figura 26. La proteina purificada es GST-PP1. Las fracciones indicadas se sometieron a electroforesis
SDS-PAGE 10%, seguida de la transferencia del gel a una membrana de nitrocelulosa a fin de realizar
dos pruebas de Western blot en paralelo, una dirigida contra GST (A), y otra dirigida contra PP1 (B). A
manera de control se cargaron muestras de pellet, sobrenadante, no unido y lavado
(PM: peso molecular, Pe: pellet, So: sobrenadante, NU: no unido, La2: lavado 2, Re: resina).

La proteina GST-PP1 fijada a la resina se incubd con lisados celulares tanto mock como
infectados, preclareados previamente con resina glutation-agarosa. Las fracciones de interés se
sometieron a electroforesis SDS-PAGE 10% por duplicado empleando un control positivo de
presencia de la proteina (GST-PP1 fijada a la resina), de tal manera que un gel se tiiid con azul
Coomassie y el otro se transfirid a una membrana de nitrocelulosa para efectuar el analisis

mediante pruebas de Western blot.

El perfil de probables interacciones obtenido mediante tincion con azul Coomassie no mostrd
diferencias significativas entre las muestras mock y las infectadas que pudiesen sugerir
interacciones con alguna proteina viral, especialmente si se observa que los carriles
correspondientes a los eluidos carecen de bandas evidentes (Figura 27). No obstante, a manera
de control se realizo un Western blot dirigido contra GADD34, la conocida subunidad
regulatoria de PP1, cuya sefial se pudo detectar en el preclareado, no unido y resina final
(después de eluir), tanto de las muestras mock como infectadas, aunque el anticuerpo
policlonal empleado reconoce otros blancos (Figura 28). La sefial no se detect6 en los eluidos

correspondientes como se esperaba de una subunidad regulatoria.
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Figura 27. Perfil de probables interacciones entre proteinas virales y GST-PP1. La proteina GST-PP1
fijada a la resina se incub6 durante 18 h a 4 °C con lisados de células mock o infectadas con rotavirus
RRV (MOI 5), cosechadas 6 hpi, preclareando de manera previa con resina glutation-agarosa. La resina
se centrifugo, se lavd varias veces y se eluyo con glutation reducido 10 mM para después someter las
fracciones indicadas a electroforesis SDS-PAGE 10%, seguida de la tincion del gel con azul
Coomassie. A manera de control se cargd proteina GST-PP1 fijada a la resina (PM: peso molecular,
PP1: proteina fijada, Pre: preclareado, NU: no unido, Re: resina, El: eluido).
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Figura 28. Western blot contra la subunidad regulatoria GADD34. La proteina GST-PP1 fijada a la
resina se incubd durante 18 h a 4 °C con lisados de células mock o infectadas con rotavirus RRV
(MOI 5), cosechadas 6 hpi, preclareando de manera previa con resina glutation-agarosa. La resina se
centrifugd, se lavo varias veces y se eluyd con glutation reducido 10 mM para después someter las
fracciones indicadas a electroforesis SDS-PAGE 10%, seguida de la transferencia del gel a una
membrana de nitrocelulosa a fin de analizar mediante un Western blot dirigido contra GADD34. A
manera de control se cargd proteina GST-PP1 fijada a la resina (PM: peso molecular,
PP1: proteina fijada, Pre: preclareado, NU: no unido, Re: resina, El: eluido).
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Figura 29. Western blot contra la proteina no estructural NSP2. Sobre la misma membrana revelada en
la Fig. 28, se realizo un Western blot dirigido contra NSP2 (PM: peso molecular, PP1: proteina fijada,
Pre: preclareado, NU: no unido, Re: resina, El: eluido).

El Western blot contra NSP2 sobre la misma membrana reveld la presencia de la proteina en el
preclareado y no unido de las muestras infectadas, pero su presencia en la resina no se pudo
confirmar debido a una banda situada en la misma posicion en su contraparte mock. Tampoco
se detectd sefial de NSP2 en el eluido, resultados que sugieren una elusion fallida de la resina
o muy probablemente la precipitacion de la proteina GST-PP1, lo que habria conllevado la

pérdida de su funcionalidad.
6.3.2. Interacciones con GST y GST-PP1

Para descartar cualquier posible interaccion de proteinas de origen celular o viral con GST, el
segundo enfoque para determinar probables interacciones entre PP1 y proteinas virales se
realizd con la proteina recombinante fusionada a GST (GST-PP1) purificada y fijada a resina
glutation-agarosa, siguiendo el proceso de cuatro etapas (Figura 24), pero empleando la
proteina GST recombinante (no fusionada) purificada y fijada a resina glutation-agarosa como

control de unidn en el preclareo previo de los lisados de células.

El perfil de purificacion de las proteinas permitié ver que GST es una proteina muy soluble

que pudo obtenerse del sobrenadante en mayor cantidad que la proteina GST-PP1, la mayor

47



parte de la cual se queda como cuerpos de inclusion en el pellet (Figura 30). Se tuvo entonces

que purificar mas proteina GST-PP1 para realizar los ensayos de pull-down.
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Figura 30. Perfil de purificacion de GST y GST-PP1. Bacterias transformadas E. coli que expresan
GST o GST-PP1 se cultivaron, cosecharon y lisaron para purificar ambas proteinas recombinantes por
su afinidad con resina glutation-agarosa. Las fracciones indicadas se sometieron a electroforesis
SDS-PAGE 10%, seguida de la tincion del gel con azul Coomassie. Ambas proteinas se dejaron fijadas
a la resina para efectuar los ensayos de pull-down con lisados celulares tanto mock como infectados
(PM: peso molecular, Pe: pellet, So: sobrenadante, NU: no unido, Lal: lavado 1, La2: lavado 2,
Re: resina).

La proteina GST-PP1 fijada a la resina se incubd con lisados celulares tanto mock como
infectados, preclareados previamente con GST. Las fracciones de interés se sometieron a
electroforesis SDS-PAGE 10% por duplicado empleando un control positivo de presencia de
la proteina (GST-PP1 fijada a la resina), de tal manera que un gel se tifié con azul Coomassie
y el otro se transfirid a una membrana de nitrocelulosa para efectuar el andlisis mediante

pruebas de Western blot.

Aunque nuevamente el perfil de probables interacciones obtenido mediante tincién con azul
Coomassie no mostrd diferencias significativas entre las muestras mock y las infectadas, se
realizd un Western blot dirigido contra NSP2. Desafortunadamente, la prueba mostré6 un
patron extraio que carece de relevancia (datos no mostrados), dado que ni siquiera pudo
detectarse la sefial correspondiente a NSP2 en el preclareado y por lo tanto no aportd dato

alguno que pudiese sugerir interacciones entre esta proteina y la fosfatasa PP1.
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6.3.3. Interacciones con PP1-Hg fijada

Dado el problema de solubilidad de GST-PP1, el tercer enfoque para determinar probables
interacciones de PP1 con proteinas virales se realizd6 empleando una proteina recombinante
fusionada a un tag de histidinas (PP1-Hg) purificada y fijada a resina Ni-agarosa, siguiendo el
proceso de cuatro etapas (Figura 24), preclareando de manera previa los lisados de células y

eluyendo con EDTA 100 mM pH 8.0 al final de los ensayos de pull-down.

Si bien la identidad de la proteina fijada a la resina se confirm6 mediante dos pruebas de
Western blot realizadas en paralelo, una dirigida contra el tag de histidinas y otra dirigida
contra PP1 (Figura 31), la mayor parte de la proteina PP1-H¢ seguia quedando como cuerpos
de inclusion en el pellet. Considerando que el tag de histidinas permite la purificacion de
proteinas en condiciones desnaturalizantes, se decidio entonces lisar las bacterias en un buffer
desnaturalizante con urea 8 M a fin de obtener una mayor cantidad de proteina para efectuar

los ensayos de interacciones.
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Figura 31. La proteina purificada es PP1-H;. Las fracciones indicadas se sometieron a electroforesis
SDS-PAGE 10%, seguida de la transferencia del gel a una membrana de nitrocelulosa a fin de realizar
dos pruebas de Western blot en paralelo, una dirigida contra el tag His (A), y otra dirigida contra
PP1 (B). A manera de control se cargaron muestras de sobrenadante y no unido (PM: peso molecular,
So: sobrenadante, NU: no unido, Re: resina).
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El perfil de purificacion de PP1-Hg en condiciones desnaturalizantes mostrd que efectivamente
se podia obtener mucha mayor cantidad de proteina (Figura 32). Sin embargo, es bien
conocido que la funcion de las proteinas y sus interacciones moleculares dependen de la
estructura terciaria, lo cual requiere que las proteinas se encuentren en su condicion nativa. Por
lo tanto, era necesario proceder al replegamiento de la proteina PP1-H¢ disminuyendo de

manera gradual la concentracion de urea.
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Figura 32. Perfil de purificacion de PP1-Hg en condiciones desnaturalizantes. Se pudo obtener una gran
cantidad de proteina PP1-Hg en condiciones desnaturalizantes, lisando las bacterias en buffer con urea
8 M (Dn) e incubando con resina Ni-agarosa durante 1 h a T,,;, para luego lavar (Lal, La2) y eluir
(El1, EI2) con descensos de pH. Se cargd una pequefia cantidad de proteina fijada a la resina antes (Ri)
y después (Rf) de los lavados y elusiones. A manera de control (Ctrl) se puso una cantidad minima de
bacterias lisadas en buffer de carga (Ctrl: control, PM: peso molecular, Dn: desnaturalizado,
NU: no unido, Ri: resina inicial, Lal: lavado 1, La2: lavado 2, Ell: eluido 1, EI2: eluido 2,
Rf: resina final).

La disminucion gradual de la concentracion de urea mostré que PP1-Hg podia eluirse con
imidazol 250 mM en presencia de urea 1 M, aunque la mayor parte de la proteina se quedaba
en la resina (Figura 33). No obstante, se hizo una purificacion y renaturalizacion completa de
la proteina fijada a la resina llevandola con un gradiente escalonado hasta urea 0 M para luego

realizar los ensayos de pull-down (Figura 34).
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Figura 33. Perfil de purificacion y renaturalizacion parcial de PP1-Hg. La proteina PP1-Hg purificada
en condiciones desnaturalizantes (Fig. 32) se eluy6 por tercera vez en urea 8 M (EI3) y la que quedaba
fijada a la resina se sometid a un gradiente escalonado de urea: 6 M (Rnl), 4 M (Rn2), 2 M (Rn3),
1 M (Rn4), para finalmente eluirla con imidazol 250 mM en urea 1 M (El1, EI2). Si bien la proteina
eluye en urea 1 M (Ell, EI2), puede notarse que la mayor parte queda en la resina (Re) y que
evidentemente eluye mayor cantidad en urea 8 M (EI3). A manera de control (Ctrl) se puso una
cantidad minima de bacterias lisadas en buffer de carga (PM: peso molecular, Ctrl: control,
EI3: eluido 3, Rnl: renaturalizado 1, Rn2: renaturalizado 2, Rn3: renaturalizado 3,
Rn4: renaturalizado 4, El1: eluido 1, EI2: eluido 2, Re: resina).
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Figura 34. Perfil de purificacion y renaturalizacion completa de PP1-Hg. Se pudo obtener proteina
PP1-Hy en condiciones desnaturalizantes, lisando las bacterias en buffer con urea 8 M (Dn) e
incubando con resina Ni-agarosa durante 1 h a T,,;,, para luego lavar con descenso de pH (Lal, La2) y
proceder a renaturalizar sobre la resina con un gradiente escalonado de urea: 6 M (Rnl), 4 M (Rn2),
2 M (Rn3), 1 M (Rn4), 0.5 M (Rn5), 0.25 M (Rn6), 0 M (Rn7). La proteina purificada y renaturalizada
se dejo fijada a la resina para efectuar los ensayos de pull-down con lisados celulares tanto mock como
infectados. A manera de control (Ctrl) se cargd proteina PP1-Hg¢ eluida en pruebas anteriores
(Ctrl: control, PM: peso molecular, Dn: desnaturalizado, NU: no unido, Lal: lavado 1, La2: lavado 2,
Rnl: renaturalizado 1, Rn2: renaturalizado 2, Rn3: renaturalizado 3, Rn4: renaturalizado 4,
Rn5: renaturalizado 5, Rn6: renaturalizado 6, Rn7: renaturalizado 7, Re: resina).
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La proteina PP1-Hs fijada a la resina se incubd con lisados celulares tanto mock como
infectados, preclareados previamente con resina Ni-agarosa. Las fracciones de interés se
sometieron a electroforesis SDS-PAGE 10% por duplicado empleando un control positivo de
presencia de la proteina (PP1-Hg fijada a la resina), de tal manera que un gel se tiii6 con azul
Coomassie y el otro se transfirio a una membrana de nitrocelulosa para realizar el andlisis

mediante pruebas de Western blot.

El perfil de probables interacciones obtenido mediante tincion con azul Coomassie no mostro
mayores diferencias entre las muestras mock y las infectadas, excepto una banda evidente
alrededor de 35 kDa en los eluidos infectados (recuadro rojo), debajo de la banda

correspondiente a PP1-Hg (Figura 35).
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Figura 35. Perfil de probables interacciones entre proteinas virales y PP1-Hg. La proteina PP1-Hg fijada
a la resina se incubd durante 18 h a 4 °C con lisados de células mock o infectadas con rotavirus RRV
(MOI 5), cosechadas 6 hpi, preclareando de manera previa con resina Ni-agarosa. La resina se
centrifugd, se lavo varias veces y se eluydo con EDTA 100 mM pH 8.0 para después someter las
fracciones indicadas a electroforesis SDS-PAGE 10%, seguida de la tincion del gel con azul
Coomassie. A manera de control (Ctrl) se carg6 proteina PP1-Hg eluida en pruebas anteriores, ademas
de la proteina PP1-Hy fijada a la resina para los ensayos (Ctrl: control, PM: peso molecular,
PP1: proteina fijada, Lis: lisado, Pre: preclareado, NU: no unido, Re: resina, Ell: eluidol,
El2: eluido2).

52



pv  CtrlPM PP1 Lis Pre NU Re EI1 EI2 Lis Pre NU Re EI1 EI2
(kDa) <

170
130
100

70

55

40

NSP2
&N

35

25

Mock Infectado
Figura 36. Western blot contra la proteina no estructural NSP2. La proteina PP1-Hg fijada a la resina se
incubd durante 18 h a 4 °C con lisados de células mock o infectadas con rotavirus RRV (MOI 5),
cosechadas 6 hpi, preclareando de manera previa con resina Ni-agarosa. La resina se centrifugo, se
lavé varias veces y se eluyd con EDTA 100 mM pH 8.0 para después someter las fracciones indicadas
a electroforesis SDS-PAGE 10%, seguida de la transferencia del gel a una membrana de nitrocelulosa a
fin de analizar mediante un Western blot dirigido contra NSP2. A manera de control (Ctrl) se cargd
proteina PP1-Hg eluida en pruebas anteriores, ademas de la proteina PP1-Hg fijada a la resina para los
ensayos (Ctrl: control, PM: peso molecular, PP1: proteina fijada, Lis: lisado, Pre: preclareado,
NU: no unido, Re: resina, Ell: eluidol1, EI2: eluido2).
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Figura 37. Western blot contra la subunidad regulatoria GADD34. Sobre la misma membrana revelada
en la Fig. 36, se realiz6 un Western blot dirigido contra GADD34 que resulté poco limpio
probablemente debido a la sobreexposicion de la pelicula sumada a la calidad del anticuerpo, un
policlonal que desde pruebas anteriores se sabe que reconoce otros blancos (Ctrl: control,
PM: peso molecular, PP1: proteina fijada, Lis: lisado, Pre: preclareado, NU: no unido, Re: resina,
Ell: eluidol, EI2: eluido2).
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El analisis mediante Western blot contra NSP2 detect6 la sefal correspondiente no solo en el
lisado y preclareado de las muestras infectadas como se esperaba, sino también en los dos
eluidos, lo que sugiere que hubo unién entre las proteinas NSP2 y PP1-Hg (Figura 36). Sobre
la misma membrana, a manera de control se realizd6 un Western blot contra la subunidad
regulatoria GADD34 y se pudo detectar su sefial en todas las muestras analizadas, aunque la
prueba resultoé poco limpia probablemente debido a la sobreexposicion de la pelicula sumada a
la calidad del anticuerpo, un policlonal que desde pruebas anteriores se sabe que reconoce

otros blancos (Figura 37).

Si bien el andlisis de los ensayos de interacciones resultd bastante sugerente respecto a la
probable unién de NSP2 y PP1-Hg, una observacidon un poco mas detallada de la tincion con
azul Coomassie permite ver que la mayor parte de PP1-Hg se queda unida a la resina final
(después de efectuar las elusiones), lo que constituye un indicador de que la proteina
probablemente estaba precipitada (Figura 35). No obstante, la tinciéon con azul Coomassie
mostro la elusion de cierta cantidad de PP1-Hg y el Western blot contra GADD34 revel6 una
sefal relativamente clara en los eluidos de las muestras tanto mock como infectadas, lo que se

espera de una subunidad regulatoria (Figuras 35 y 37).

Una nueva purificacion y renaturalizacion de PP1-Hg fijada a la resina, disminuyendo de
manera escalonada la concentracion de urea hasta 0 M, permitioé ver que la proteina no eluye

en estas condiciones, lo cual indica que PP1-Hg se precipita en la resina (Figura 38).

Se decidio llevar gradualmente la concentracion de urea de la proteina fijada a la resina hasta
1 M, para luego tratar de eluirla con imidazol 250 mM en urea 0.5 M, pero la proteina apenas
pudo verse en el primer eluido (datos no mostrados). Se intentd reducir de nuevo la
concentracion de urea hasta 1 M, pero esta vez eluyendo con imidazol 250 mM enurea 1 M, y
si bien pudo verse la banda de la proteina bastante limpia en dos de los tres eluidos, el

contenido de proteina era muy bajo como para someter las muestras a dialisis (Figura 39).
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Figura 38. La proteina PP1-Hg no eluye en ausencia de urea. Se lisaron bacterias en buffer con urea
8 M (Dn) y se incubd con resina Ni-agarosa durante 1 h a T,.;,, para luego lavar con descenso de pH
(Lal, La2). Se procedi6 a renaturalizar sobre la resina con un gradiente escalonado de urea: 6 M (Rnl),
4 M (Rn2), 2 M (Rn3), 1 M (Rn4), 0.5 M (Rn5), 0.25 M (Rn6), 0 M (Rn7), para finalmente eluir (El1,
El2) con EDTA 100 mM pH 8.0 en urea 0 M (PM: peso molecular, Dn: desnaturalizado, NU: no unido,
Lal: lavado 1, La2: lavado 2, Rnl: renaturalizado 1, Rn2: renaturalizado 2, Rn3: renaturalizado 3,
Rn4: renaturalizado 4, Rn5: renaturalizado 5, Rn6: renaturalizado 6, Rn7: renaturalizado 7,
Ell: eluido 1, EI2: eluido 2, Re: resina).

pv PM So Dn NULa1lLa2Rn1Rn2Rn3 Rn4 EI1EI2EI3 Re
(kDa)

200
150
120

100
85

asie . PP1-H,
(38)

Figura 39. La proteina PP1-H eluye escasamente en urea 1 M. Se lisaron bacterias en buffer con urea
8 M (Dn) y se incubd con resina Ni-agarosa durante 1 h a T,., para luego lavar con descenso de pH
(Lal, La2). Se procedio a renaturalizar sobre la resina con un gradiente escalonado de urea: 6 M (Rnl),
4 M (Rn2), 2 M (Rn3), 1 M (Rn4), para finalmente eluir (Ell, EI2) con imidazol 250 mM en urea 1 M
(PM: peso molecular, Dn: desnaturalizado, NU: no unido, Lal: lavado 1, La2: lavado 2,
Rnl: renaturalizado 1, Rn2: renaturalizado 2, Rn3: renaturalizado 3, Rn4: renaturalizado 4,
Ell: eluido 1, EI2: eluido 2, Re: resina).
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La siguiente estrategia de purificacion y completa renaturalizacion de PP1-Hg consistid en
eluir la proteina con imidazol 250 mM en presencia de urea 6 M para luego efectuar su dialisis
en buffer sin urea (Figura 40). Aunque la estrategia dio muy buen resultado dado que se

obtuvo una proteina notablemente purificada, al tercer dia la proteina se habia precipitado.
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Figura 40. La proteina PP1-Hg¢ se puede eluir en urea 6 M para proceder a su didlisis. Se lisaron
bacterias en buffer con urea 8 M (Dn) y se incubd con resina Ni-agarosa durante 1 h a T,, para luego
lavar con descenso de pH (Lal, La2) y eluir con imidazol 250 mM en urea 6 M (El1, EI2). Aunque
sigue quedando en la resina (Re) una gran cantidad de proteina, la dialisis (Dls) de una alicuota de los
eluidos permiti6 obtener una proteina notablemente purificada (PM: peso molecular,
Dn: desnaturalizado, NU: no unido, Lal: lavado 1, La2: lavado 2, Ell: eluido 1, EI2: eluido 2,
Re: resina, Dls: dializado).

A fin de confirmar tal observacion, se procedid al andlisis del sobrenadante de la muestra
mediante electroforesis SDS-PAGE 10% seguida de tinciéon con azul Coomassie, pero
inmediatamente antes de proceder, los eluidos disponibles de PP1-Hg en urea 6 M se
sometieron a didlisis para cargar muestras recientes en el gel (Figura 41). La tincion con azul
Coomassie permitio ver claramente que en urea 6 M la proteina se mantenia soluble, mientras
que la muestra dializada pocos dias antes tenia una cantidad de proteina practicamente
imperceptible mediante la tincién. En contraste, la muestra dializada inmediatamente antes de

correr el gel permitio ver que se trataba de una proteina soluble notablemente purificada.

Aunque hasta la fecha se han determinado las estructuras de 15 complejos con PP1, todos

generados a partir de sistemas de expresion heterdloga en E. coli y con distintas metodologias
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de purificacion, los datos reportados sefialan que PP1 es una proteina altamente insoluble y
dificil de purificar que aun en concentraciones muy bajas permanece soluble por cortos
periodos de tiempo antes de comenzar a formar agregados °. Se registran los datos relevantes

de las estrategias llevadas a cabo para la purificacion y renaturalizacion de PP1-Hg (Tabla 14).

PM PM Dn El/2 DlIs1 Dlis2
(kDa)

200
150
120

100
85

70
60

50

40 — W  PP1-H,
(38)
30

25

Figura 41. La proteina PP1-Hs se mantiene soluble poco tiempo. Se confirm6 que la muestra de
proteina dializada pocos dias antes se habia precipitado dejando una cantidad de proteina en el
sobrenadante imperceptible mediante la tincion (DIsl), mientras que la muestra recientemente
dializada contenia proteina soluble notablemente purificada (DIs2). A manera de control se cargd una
muestra de proteina eluida en urea 6 M (El1/2), ademas de una cantidad minima de bacterias lisadas en
buffer con urea 8 M (PM: peso molecular, Dn: desnaturalizado, El1/2: eluidos, DIsl: dializado 1,
DIs2: dializado 2).

Tabla 14. Estrategias de purificacion y renaturalizacion de la proteina recombinante PP1-Hg.

Estrategla‘ i Pur ificacion y Eluyente Resultado
Renaturalizacion

Gradiente escalonado de urea EDTA 100 mM pH 8.0 No eluve

hasta 0 M y elusion en urea 0 Y

Gradiente escalonado de urea Imidazol 250 mM Elusién infima
hasta 1 M y elusion enurea 0.5 M

Gradiente escalonado de urea Imidazol 250 mM Elusion escasa
hasta 1 M y elusion enurea | M

Elusion en urea 6 M y dialisis Imidazol 250 mM Proteina purificada,
en ausencia de urea enurea 6 M soluble pocos dias

Se registran los datos mas relevantes de las estrategias llevadas a cabo para la purificacion y
renaturalizacion parcial o completa de la proteina PP1-H para los ensayos de pull-down.
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6.3.4. Interacciones con PP1-Hg solubilizada

Dada la tendencia de PP1-H¢ a precipitar en la resina, el cuarto enfoque para determinar
probables interacciones entre PP1 y proteinas virales se realizé con la proteina recombinante
fusionada a un tag de histidinas (PP1-Hg) eluida y dializada, siguiendo el proceso de cuatro
etapas (Figura 24), preclareando de manera previa los lisados de células y eluyendo con
EDTA 100 mM pH 8.0 después de recapturar PP1-Hg, junto a las proteinas que pudiese haber

unido, por su afinidad con resina Ni-agarosa.

Considerando que la proteina PP1-Hg se mantiene soluble poco tiempo, después de su elusion
y didlisis se procedid inmediatamente a incubarla con lisados celulares tanto mock como
infectados, preclareados previamente con resina Ni-agarosa. Las fracciones de interés se
sometieron a electroforesis SDS-PAGE 10% por duplicado, de tal manera que un gel se tifid
con azul Coomassie y el otro se transfirié a una membrana de nitrocelulosa para realizar el

analisis mediante pruebas de Western blot.

PM Ctrl PM Lis Pre NU Re EI1 EI2 Lis Pre NU Re EI1 EI2
(kDa) [ 7

FEE

200 '
150 -

120 —
100 et
85 s
70 -
60 ~e—
50 ) 4
e

40 -

.

30 -

25

Mock Infectado

Figura 42. Perfil de probables interacciones entre proteinas virales y PP1-Hg. La proteina PP1-Hg se
eluyo y dializd6 inmediatamente antes de incubar durante 18 h a 4 °C con lisados preclareados de
células mock o infectadas con rotavirus RRV (MOI 5), cosechadas 6 hpi, para luego recapturar la
proteina PP1-Hg por su afinidad con resina Ni-agarosa. La resina se centrifugd, se lavo varias veces y
se eluyo con EDTA 100 mM pH 8.0 para después someter las fracciones indicadas a electroforesis
SDS-PAGE 10%, seguida de la tincion del gel con azul Coomassie. A manera de control (Ctrl) se
cargd proteina PP1-Hg eluida en pruebas anteriores (Ctrl: control, PM: peso molecular, Lis: lisado,
Pre: preclareado, NU: no unido, Re: resina, Ell: eluidol, E12: eluido2).
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Nuevamente el perfil de probables interacciones obtenido mediante tincion con azul
Coomassie no mostr6é diferencias significativas entre las muestras mock y las infectadas,
excepto una banda evidente alrededor de 35 kDa en los eluidos infectados (recuadro rojo),
debajo de la banda correspondiente a PP1-Hg (Figura 42), la cual ya habia sido identificada
previamente en los ensayos con la proteina recombinante fijada a la resina (Figura 35), y en
este experimento en particular, también pudo detectarse una sefial muy tenue en la resina final

(después de efectuar las elusiones).

El analisis mediante Western blot contra NSP2 detectd la sefial correspondiente no solo en el
lisado y preclareado de las muestras infectadas como se esperaba, sino que también detecto
una sefial intensa en los dos eluidos y mas débil en la resina final, lo que sugiere que hubo
union entre las proteinas NSP2 y PP1-Hg (Figura 43). Sobre la misma membrana, a manera de
control se realizd6 un Western blot contra GADD34 y se pudo detectar su senal en todas las
muestras analizadas, aunque la prueba también detect6 muchas otras sefiales probablemente
debido a la ya cuestionada calidad del anticuerpo policlonal empleado (Figura 44). No
obstante, la sefial de GADD34 aparece relativamente clara en los eluidos como se espera de

una subunidad regulatoria.

Resulta evidente que el perfil de probables interacciones obtenido mediante tincion con azul
Coomassie muestra una gran cantidad de proteinas en todo el rango de pesos moleculares en
los carriles correspondientes a los eluidos tanto mock como infectados, lo cual
presumiblemente se deba a que la proteina recombinante PP1-Hg empleada en los ensayos de
pull-down haya podido interactuar de manera directa o indirecta con muchas proteinas
celulares, pues se sabe que PPl es una fosfatasa involucrada en la regulacion de diversas
funciones a través de la formaciéon de complejos enzimaticos con més de 200 subunidades
regulatorias, las cuales pueden dirigir o impedir la defosforilacion de cientos de sustratos, de
hecho, segiin los datos reportados cataliza mas de la mitad de todas las defosforilaciones en

. . . 2631
residuos Ser/Thr que se llevan a cabo en la célula eucariota .
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Figura 43. Western blot contra la proteina no estructural NSP2. La proteina PP1-Hg se eluy6 y dializo
inmediatamente antes de incubar durante 18 h a 4 °C con lisados preclareados de células mock o
infectadas con rotavirus RRV (MOI 5), cosechadas 6 hpi, para luego recapturar la proteina PP1-Hg por
su afinidad con resina Ni-agarosa. La resina se centrifugd, se lavo varias veces y se eluyd con
EDTA 100 mM pH 8.0 para después someter las fracciones indicadas a electroforesis
SDS-PAGE 10%, seguida de la transferencia del gel a una membrana de nitrocelulosa a fin de analizar
mediante un Western blot dirigido contra NSP2. A manera de control (Ctrl) se cargd proteina PP1-Hg
eluida en pruebas anteriores (Ctrl: control, PM: peso molecular, Lis: lisado, Pre: preclareado,
NU: no unido, Re: resina, Ell: eluidol1, El2: eluido2).

pm  Ctrl PM Lis Pre NU Re EI1 EI2 Lis Pre NU Re El1 EI2
(kDa)

250
130

100 GADD34

73
70 (73)

NSP2
37

Mock Infectado

Figura 44. Western blot contra la subunidad regulatoria GADD34. Sobre la misma membrana revelada
en la Fig. 43, se realizo un Western blot dirigido contra GADD34 que resultd poco limpio
probablemente debido a la cuestionada calidad del anticuerpo, un policlonal que desde pruebas
anteriores se sabe que reconoce otros blancos. A manera de control (Ctrl) se cargd proteina PP1-Hg
eluida en pruebas anteriores (Ctrl: control, PM: peso molecular, Lis: lisado, Pre: preclareado,
NU: no unido, Re: resina, Ell: eluido1, El2: eluido2).
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6.3.5. Interacciones con NSP2-Hsg

Para confirmar las interacciones de NSP2 con PPl se realizaron ensayos de pull-down
empleando una proteina NSP2 recombinante fusionada a un tag de histidinas (NSP2-Hg)
purificada y fijada a resina Ni-agarosa, siguiendo el proceso de cuatro etapas ya descrito
(Figura 24), preclareando de manera previa el lisado celular y eluyendo con imidazol 250

mM al final de los ensayos de pull-down.

El perfil de purificacion de NSP2-H obtenido mediante tincion con azul Coomassie apoyado
de manera paralela por el andlisis mediante Western blot contra NSP2, permiti6é ver que se
trata de una proteina soluble que se puede obtener del sobrenadante en gran cantidad y dejar

fijada a la resina Ni-agarosa para los ensayos de pull-down con lisados celulares (Figura 45).
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Figura 45. Perfil de purificacion de NSP2-Hg. Bacterias transformadas E. coli que expresan NSP2-Hg
se cultivaron, cosecharon y lisaron para purificar la proteina recombinante por su afinidad con resina
Ni-agarosa. Las fracciones indicadas se sometieron a electroforesis SDS-PAGE 10% por duplicado, de
tal manera que la mitad del gel se tifi6 con azul Coomassie (A) y la otra mitad se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa a fin de realizar un Western blot contra NSP2 (B). A manera de control
(Ctrl) se cargo una muestra de lisado celular infectado con rotavirus RRV en la que no se alcanzé a
detectar la proteina NSP2 por su escasa proporcion (PM: peso molecular, Ctrl: control,
So: sobrenadante, NU: no unido, El1: eluido 1, EI2: eluido 2, Re: resina).

La proteina NSP2-Hj fijada a la resina se incubd con el lisado celular preclareado previamente
con resina Ni-agarosa. Las fracciones de interés se sometieron a electroforesis SDS-PAGE
15% por duplicado empleando un control positivo de presencia de la proteina (NSP2-Hg fijada
a la resina), de tal manera que un gel se tifio con azul Coomassie y el otro se transfiri6 a una

membrana de nitrocelulosa para el analisis mediante pruebas de Western blot.
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Figura 46. Perfil de probables interacciones entre NSP2-H¢ y PP1. La proteina NSP2-H fijada a la
resina se incubd durante 18 h a 4 °C con el lisado celular preclareado de manera previa con resina
Ni-agarosa. La resina se centrifug6, se lavd varias veces y se eluyd con imidazol 250 mM para después
someter las fracciones indicadas a electroforesis SDS-PAGE 15%, seguida de la tincion del gel con
azul Coomassie. A manera de control (Ctrl) se cargd proteina NSP2-Hg eluida en pruebas anteriores,
ademas de la proteina NSP2-Hg fijada a la resina para los ensayos (Ctrl: control, PM: peso molecular,
NSP2: proteina fijada, Lis: lisado, Pre: preclareado, NU: no unido, Re: resina, Ell: eluidol,
El2: eluido2, EI3: eluido3).
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Figura 47. Western blot contra la fosfatasa celular PP1. La proteina NSP2-H, fijada a la resina se
incubd durante 18 h a 4 °C con el lisado celular preclareado de manera previa con resina Ni-agarosa.
La resina se centrifugd, se lavo varias veces y se eluy6 con imidazol 250 mM para después someter las
fracciones indicadas a electroforesis SDS-PAGE 15%, seguida de la transferencia del gel a una
membrana de nitrocelulosa a fin de analizar mediante un Western blot dirigido contra PP1. A manera
de control (Ctrl) se cargd proteina NSP2-Hg eluida en pruebas anteriores, ademas de la proteina
NSP2-Hg fijada a la resina para los ensayos (Ctrl: control, PM: peso molecular, NSP2: proteina fijada,
Lis: lisado, Pre: preclareado, NU: no unido, Re: resina, Ell: eluido1, EI2: eluido2, E13: eluido3).
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El perfil de probables interacciones obtenido mediante tinciéon con azul Coomassie mostro la
banda correspondiente a NSP2-Hg en la resina final (después de efectuar las elusiones) y en
los tres eluidos, pero no se esperaba identificar a PP1 con facilidad dado que ambas proteinas
(NSP2-Hg y PP1) tienen un peso molecular aproximado de 37.5 kDa (Figura 46). No obstante,
el analisis mediante Western blot contra PP1 detectd la sefial correspondiente no solo en el
lisado y preclareado de las muestras celulares como se esperaba, sino también en los tres
eluidos y en la resina final, pero particularmente intensa en el primer eluido, lo que sugiere
que hubo unién entre las proteinas NSP2-Hg y PP1 (Figura 47). También pudo notarse una
sefial muy intensa en la fraccion no unida, lo cual indica que hay una gran proporcion de PP1

que no se une a NSP2-Hg.

Considerando que PP1 es una fosfatasa celular involucrada en la regulacion de diversas
funciones mediante la formacién de complejos enzimaticos con mas de 200 subunidades

2631 puede suponerse razonablemente que la mayor parte de PP1 en algin

regulatorias
momento dado se encuentra asociada a muchas de sus subunidades regulatorias, y que por lo
tanto haya sido una proporcién minoritaria la que estaba disponible para interactuar con la

proteina recombinante NSP2-Hg.

El ultimo enfoque implementado para confirmar las interacciones entre PP1 y proteinas virales
se realizd con la proteina NSP2 recombinante fusionada a un tag de histidinas (NSP2-Hg)
presente en un lisado de bacterias, siguiendo el proceso de cuatro etapas (Figura 24),
incubando el extracto bacterial con el extracto celular preclareado de manera previa y
eluyendo con imidazol 250 mM después de purificar NSP2-Hg, junto a las proteinas que

pudiese haber unido, por su afinidad con resina Ni-agarosa.

Las fracciones de interés se sometieron a electroforesis SDS-PAGE 12.5% por duplicado
empleando un control positivo de presencia de la proteina (NSP2-Hg eluida en pruebas
anteriores), de tal manera que un gel se tifio con azul Coomassie y el otro se transfirié a una

membrana de nitrocelulosa para el analisis mediante pruebas de Western blot.
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Figura 48. Perfil de probables interacciones entre NSP2-Hg y PP1. Bacterias transformadas E. coli que
expresan NSP2-Hg se cultivaron, cosecharon y lisaron para luego incubar durante 18 h a 4 °C los
extractos bacteriales con extractos celulares preclareados a fin de purificar NSP2-Hg y las proteinas que
pudiese haber unido por su afinidad con resina Ni-agarosa. La resina se centrifugo, se lavo varias veces
y se eluyd con imidazol 250 mM para después someter las fracciones indicadas a electroforesis
SDS-PAGE 12.5%, seguida de la tincion del gel con azul Coomassie. A manera de control (Ctrl) se
carg6 proteina NSP2-Hs ecluida en pruebas anteriores (Ctrl: control, PM: peso molecular,
Cel: preclareado celular, Bac: extracto bacterial, NU: no unido, Re: resina, Ell: eluido1, EI2: eluido2,
El3: eluido3).
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Figura 49. Western blot contra la fosfatasa celular PP1. Bacterias transformadas E. coli que expresan
NSP2-Hg se cultivaron, cosecharon y lisaron para luego incubar durante 18 h a 4 °C los extractos
bacteriales con extractos celulares preclareados a fin de purificar NSP2-Hg y las proteinas que pudiese
haber unido por su afinidad con resina Ni-agarosa. La resina se centrifugo, se lavo varias veces y se
eluyd con imidazol 250 mM para después someter las fracciones indicadas a -electroforesis
SDS-PAGE 12.5%, seguida de la transferencia del gel a una membrana de nitrocelulosa a fin de
analizar mediante un Western blot dirigido contra PP1. A manera de control (Ctrl) se cargd proteina
NSP2-Hg eluida en pruebas anteriores (Ctrl: control, PM: peso molecular, Cel: preclareado celular,
Bac: extracto bacterial, NU: no unido, Re: resina, Ell: eluido1, EI2: eluido2, E13: eluido3).
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El perfil de probables interacciones obtenido mediante tincion con azul Coomassie mostré la
banda correspondiente a NSP2-Hg en el extracto bacterial, resina final (después de efectuar las
elusiones) y en los tres eluidos (Figura 48), mientras que el anélisis mediante Western blot
contra PP1 detect6 la sefial correspondiente no solo en el preclareado celular como se
esperaba, sino que también se pudo detectar una sefial evidente en el primer eluido, lo que
sugiere que hubo union entre las proteinas NSP2-Hg y PP1 (figura 49). Y de nuevo pudo verse
una sefial intensa en la fraccion no unida, lo cual indica que hay una gran proporcion de PP1

que no se une a NSP2-Hg.

Los ensayos de pull-down con proteinas recombinantes (PP1-Hes y NSP2-Hg) han permitido
entonces confirmar que la proteina viral NSP2 y la fosfatasa celular PP1 interactian in vitro
(Tabla 15), lo cual sugiere que es muy probable que también puedan interactuar in vivo, y por
lo tanto, los resultados experimentales junto a los datos obtenidos mediante analisis in silico
dejan abierta la posibilidad de que NSP2 pueda ser una subunidad regulatoria de PP1 con

funcion aun por determinar.

Tabla 15. Resultados de los ensayos de pull-down con proteinas recombinantes.

Proteina Estado de la Control de Union .
Recombinante | Proteina (Preclareado) il Lt T N 2
GST-PP1 Fijada a la Resina Glutation reducido | Negativa, precipitacion
resina glutation-agarosa | 10 mM de PP1 en la resina
Fijada a la GST fijadaala Glutation reducido | Negativa, datos no
GST-PP1 . :
resina resina 10 mM mostrados
PP1-H, Fjj 'flda ala R@sina EDTA 100 mM Positiva, precipi.tacic')n
resina Ni-agarosa pH 8.0 de PP1 en la resina
PP1-H, Eluida y Resina EDTA 100 mM Positiva, presencia de
dializada Ni-agarosa pH 8.0 NSP2 en los eluidos
NSP2-H; Fij 'flda ala Rgsina Imidazol 250 mM Positiva, presepcia de
resina Ni-agarosa PP1 en los eluidos
Extracto Resina . Positiva, presencia de
NSP2-Hq bacterial Ni-agarosa Imidazol 250 mM 1 pp 102 eluidos

Se listan los datos mas relevantes de los ensayos de pull-down con proteinas recombinantes y el
resultado obtenido para la presunta interaccion NSP2-PP1.
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7. DISCUSION

La traduccion es uno de los procesos mas interesantes en la permanente disputa virus - célula,
dado que constituye una inevitable encrucijada en la que ambos actores se encuentran
obligados a utilizar la misma maquinaria de sintesis de proteinas, una maquinaria cuya pieza
fundamental es de naturaleza exclusivamente celular: los ribosomas. La sintesis de proteinas
virales esta entonces sujeta a las mismas reglas que rigen la sintesis de proteinas celulares, y
por lo tanto, a diferencia de otros procesos del ciclo viral, se puede afirmar que en el proceso

de traduccion los virus son completamente dependientes de la maquinaria celular.

Y aunque los ribosomas constituyen la pieza clave del proceso, la sintesis de proteinas
requiere ademads de la participacion de un gran nimero de factores accesorios que median las
interacciones entre el mRNA y los ribosomas, constituyendo en conjunto un sistema que
“selecciona” los mRNAs que se han de traducir. Pese a que se trata de un proceso sumamente
complejo, de esta manera el sistema admite la posibilidad de que los virus puedan evolucionar
proteinas que les permitan reclutar a los ribosomas para favorecer la traduccién de sus mRNAs

virales, generalmente en detrimento de los mRNAs celulares.

Seguin este planteamiento, parece entonces evidente que rotavirus debe contar con proteinas
para iniciar y mantener activo el proceso de traduccion durante el ciclo replicativo, aunque
dada la complejidad del proceso, resulta dificil identificar las proteinas virales involucradas, y
mas aun esclarecer su aporte individual. No obstante, la busqueda de motivos relacionados con
el proceso de traduccion mediante recursos bioinformaticos, acompanada del aislamiento de
complejos ribosomales y su andlisis correspondiente a través de técnicas clasicas de
identificacion de proteinas constituye una formidable estrategia para obtener algunos indicios

sobre el mecanismo traduccional de rotavirus.

El analisis bioinformatico de las secuencias de aminoacidos de las 12 proteinas de rotavirus
RRYV (Anexo 1) arrojé dos tipos de motivo relacionados con el proceso de traduccion: unidon a
elF4E (Tabla 7) e interaccion con PP1 (Tabla 8). Si bien ambos tipos de motivo podrian
presentarse en cualquier proteina, la probabilidad de encontrarlos al azar es relativamente baja

(probabilidad de corte 0.001), dado que los valores calculados solo a partir de la frecuencia de
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los aminodcidos que los componen, dejando de lado la longitud de las secuencias, estan en el

orden de las diezmilésimas (Tabla 6).

La presencia de tales motivos en las proteinas estructurales, especialmente el motivo de unién
a e[F4E en las proteinas VP1, VP2 y VP3, parece factible teniendo en cuenta que se trata de
proteinas de las que el virus dispone tan pronto ingresa en la célula, y es un motivo clave dado
que media la interaccion con el factor eIF4E, la proteina que reconoce y une la estructura cap
de los mRNAs en el inicio de la traduccion. Sin embargo, las proteinas VP1 y VP3 poseen
funciones bien definidas, pues VP1 es la RNA polimerasa RNA-dependiente involucrada en la
replicacion y transcripcion del genoma, mientras que VP3 es la enzima que cataliza la
formacion de la estructura cap en el extremo 5° de los mRNAs virales. Esto deja entonces a
VP2, la proteina que constituye el core del virion como posible candidata, quizd la mas

probable a tener un papel relevante en el inicio de la traduccion viral.

Desafortunadamente, la cuantificacion de focos en las fracciones colectadas de los gradientes
de sacarosa reveld la presencia de virus infeccioso a lo largo del gradiente (Tablas 11-13), de
tal manera que a tales particulas bien pueden atribuirse las proteinas estructurales detectadas
en los complejos ribosomales, aunque realizando simples calculos estequiométricos con base
en los nimeros de moléculas por virion reportados en la literatura (Tabla 4) ¥, podria
discutirse que los patrones obtenidos mediante Western blot no corresponden solamente a
particulas infecciosas. Considerando el peso molecular estimado de un virién (~100 MDa), lo
que equivale al peso de mas de 20 ribosomas, parece muy probable que en las condiciones
bajo las cuales se aislaron los complejos ribosomales, el virus pueda asociarse con diversas

estructuras y complejos celulares que le permiten migrar a un amplio rango de densidades.

Dado este escenario, el analisis de proteinas no estructurales representa un enfoque que puede
reivindicar el aislamiento de complejos ribosomales por gradientes de sacarosa. La presencia
del motivo de interacciéon con PP1 en las proteinas NSP1, NSP2 y NSP5 cobra entonces
importancia en la busqueda de respuestas sobre el proceso de traduccion viral, dado que se
trata de un motivo que media la union a la fosfatasa celular PP1, la proteina responsable, entre

muchas otras funciones, de la defosforilacion del factor eIF2a.
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Si bien el andlisis in silico revel6 la presencia del motivo de interaccion con PP1 en tres
proteinas no estructurales, la atencidon se dirigié especialmente a NSP2, una proteina cuya
secuencia de aminoacidos presenta dos motivos de interaccion con PP1 (Tabla 8), uno entre
los residuos 261-267 (DQRVIWQ), y otro entre los residuos 284-291 (ICKKLLFQ) que arrojé
dos lecturas debido a la presencia de dos lisinas consecutivas que pueden situarse en la
posicioén altamente conservada, y a que el motivo admite un gap de un residuo entre esta
posicion y el residuo poco variable que sigue en la secuencia que define al motivo (Figura 22).
Y a diferencia de NSPS5, el alineamiento de secuencias de NSP2 de diferentes cepas de
rotavirus reveld que sus motivos estdn altamente conservados (Anexo 6), resultando
particularmente interesante el motivo que yace entre los residuos aminoacidos 261-267 debido
a que se encuentra expuesto en un giro B de la estructura molecular de NSP2 determinada por

cristalografia de rayos X (Figuras 22 y 23) **.

Se sabe que la proteina NSP2 se encuentra involucrada en la replicacién y empaquetamiento
del genoma, y junto con NSP5 tiene una funcion esencial en la formacion de viroplasmas,
inclusiones citoplasmicas donde se lleva a cabo la replicacion del RNA viral, ademas de que
muestra union a ssRNA, asi como también actividades NTPasa, RTPasa y helicasa

2,3,48

ATP-independiente . También se ha mostrado que la presencia de NSP2 durante la

infeccion podria inducir o mantener el estado de fosforilacion de eIF2a .

El andlisis mediante Western blot de las fracciones colectadas de los gradientes de sacarosa
revel6 la presencia de NSP2 en los complejos 48S y 80S de células infectadas (Figura 18),
fracciones en las que también se pudo detectar a la fosfatasa celular PP1 (Figura 19). Los
ensayos de pull-down con una proteina PP1 recombinante (PP1-Hg) expuesta a lisados
celulares tanto mock como infectados, sugirieron interaccion entre esta fosfatasa y NSP2
(Figura 43), un resultado que se confirm¢ desde el enfoque inverso utilizando una proteina

NSP2 recombinante (NSP2-Hg) expuesta a lisados celulares (Figura 47).

Los resultados obtenidos permiten entonces afirmar que las proteinas NSP2 y PP1 interactiian
in vitro, sugiriendo que es muy probable que también puedan interactuar in vivo, lo cual es

muy interesante, ya que NSP2 podria ser una subunidad regulatoria de PP1 con funcion aun

68



desconocida. Tendran que realizarse mas experimentos a fin de determinar si el motivo
predicho mediante analisis bioinformatico es el responsable de esa interaccion y finalmente

dilucidar el papel de la presunta interaccion NSP2-PP1 en el ciclo replicativo de rotavirus.

Los estudios fosfoprotedmicos han sugerido que aproximadamente el 70% de todas las
proteinas celulares eucarioticas son reguladas por fosforilacion, lo cual es controlado por la
accion concertada de cinasas y fosfatasas sobre residuos de Ser (86.4%), Thr (11.8%) o Tyr
(1.8%), los cuales en suma representan el 98.2% (Ser/Thr) y 1.8% (Tyr) de todos los eventos
de fosforilacion. El genoma mamifero codifica alrededor de 500 cinasas, de las cuales ~100
son cinasas Tyr y ~400 son cinasas Ser/Thr ***'**_ Sorprendentemente, mientras el nimero de
cinasas y fosfatasas Tyr se encuentra balanceado (~100), el genoma mamifero codifica solo
~40 fosfatasas Ser/Thr para revertir la fosforilacion generada por ~400 cinasas Ser/Thr. Esta
discrepancia en la proporcion de enzimas (un orden de magnitud) efecto de una estrategia de
diversificacion diferente durante la evolucidn, ha sido compensada por un nimero limitado de
fosfatasas mediante la formacion de complejos enzimaticos estables con diversidad de
proteinas que determinan la localizacion subcelular y la especificidad de sustrato, lo cual

permite catalizar la defosforilacion de manera selectiva y altamente regulada >='.

La subunidad catalitica PP1 es la principal fosfatasa Ser/Thr de la célula eucariota, una
proteina involucrada en la regulacion de diversas funciones, pero carente de especificidad
intrinseca, que se asocia con mas de 200 subunidades regulatorias para formar complejos
enzimaticos en los que la subunidad regulatoria puede dirigir o impedir la defosforilacion de

. 26-31
determinados sustratos 2%

. Se sabe que se asocia con una de dos subunidades regulatorias
para llevar a cabo la defosforilacion del factor elF2a, reanudando la traduccién después de
superado el estrés asociada con GADD34, o manteniendo de manera constitutiva bajos niveles

de la forma fosforilada asociada con CReP 3%,

Se ha reportado que el virus herpes simple tipo I (HSV-1) codifica una proteina denominada
factor de neurovirulencia ICP34.5, la cual actlia como subunidad regulatoria que recluta a PP1
para defosforilar a e[F2a contrarrestando el apagado de la sintesis de proteina causado durante

18,36,37

la infeccion . De la misma manera que ICP34.5, se ha propuesto que la proteina DP71L
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del virus de la fiebre porcina africana (ASFV), la cual posee un caracteristico motivo de union
a PP1, y tiene la capacidad de interactuar con la fosfatasa celular tanto in vitro como in vivo,

también podria actuar como subunidad regulatoria de PP1 #3537,

Los datos reportados han mostrado que la infeccion por rotavirus induce y mantiene la
fosforilacion de elF2a durante el ciclo replicativo, siendo la fosforilacion llevada a cabo por la
cinasa PKR '>!. Dada la funcién fundamental de este factor en el inicio de la traduccion, cabe
esperar que rotavirus despliegue alglin mecanismo para evadir esta restriccion. Considerando
que el estado de fosforilacion de elF2a en un tiempo dado es el resultado del equilibrio entre
las actividades de la cinasa/fosfatasa involucradas, se ha planteado que una posible
explicacion para este resultado es que durante la infeccién se presentan eventos rapidos y/o
localizados de defosforilacion de eIF2a que permiten la sintesis de proteina viral '°.

Se ha demostrado que el salubrinal, una droga que inhibe de manera especifica la actividad
fosfatasa de cualquiera de los dos complejos enzimaticos que llevan a cabo la defosforilacion
de elF2a, también inhibe la actividad fosfatasa de PP1 asociada con ICP34.5, lo cual impide la
replicacion de HSV-1 3. Pero los experimentos realizados con salubrinal en células MEF
infectadas con rotavirus RRV revelaron que la inhibicion de la actividad de los complejos que
defosforilan a elF2a no afecta la sintesis de proteina viral, lo cual llevd a sugerir que los
mRNAs virales son traducidos a través de un mecanismo menos sensible a sus efectos y que

por lo tanto rotavirus puede superar el bloqueo impuesto por la fosforilacion de elF2a. '°.

~ Respuesta
" antiviral

P-RLR RLR

Figura 50. Activacion de los sensores de RNA viral RIG-1 y MDAS. Los RLRs (R/G-I-Like Receptors)
RIG-I y MDAS se activan via defosforilacion por PP1 desencadenando una serie de eventos que
conducen a la respuesta antiviral.
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También se sabe que en células infectadas, los sensores de RNA viral RIG-I (Retinoic acid-
Inducible Gene | protein) y MDAS (Melanoma Differentiation-Associated protein 5) se
activan via defosforilacién por la fosfatasa PP1 desencadenando una serie de eventos que
conducen a la produccion de interferon tipo I, lo cual induce genes antivirales para abatir la
replicacion viral *° (Figura 50). Se ha reportado que el virus del sarampién (MV, Measles
Virus) inhibe esta respuesta antiviral dirigiendo a PPI1, lo que impide la defosforilacion y
consecuente activacion de RIG-I y MDA5 °'2. De hecho, recientemente se ha presentado
evidencia de que la proteina V de MV (MV-V) forma un complejo enzimatico con PP1
sirviendo ademas como sustrato para la defosforilacion, lo cual inhibe de manera competitiva

la defosforilacion de MDAS >3,

Los resultados publicados sugieren que NSP2 no estd involucrada en la defosforilacion de
elF20 '°, lo que no descarta que pudiese estar implicada en mantener su estado de
fosforilacion, o incluso en dirigir o impedir la defosforilacion de sustratos tales como los
RLRs. Mas aun, experimentos de interferencia con siRNA dirigidos contra cada uno de los 11
genes virales han sugerido que VP2, NSP2 y NSP5 estan involucradas en inducir o mantener
el estado de fosforilacion de elF2a, ademas de que su silenciamiento causa una reduccion
general en la sintesis de proteina viral, lo que correlaciona en todos los casos con un
incremento en la sintesis de proteina celular > En este contexto, se podria especular que la
presunta interaccion NSP2-PP1 tiene algun papel en impedir la defosforilacion de elF2a, de
tal manera que el efecto del salubrinal solo se habria enmascarado en el ya causado durante la

infeccidn, lo que explicaria el hecho de que la droga no afecte la sintesis de proteina viral.

La fosforilacion y defosforilacion son eventos continuos en la célula, y si bien se asume que el
factor elF2a se fosforila desde tiempos tempranos y permanece en ese estado a lo largo de la
infeccion por rotavirus ', un analisis detallado de la relacion eIF2a total / P-eIF20 de acuerdo
a los datos reportados permite ver que la proporcion de P-elF2a durante el tiempo observado
(las primeras 10 h de infeccion) no llega siquiera a la mitad del total, lo que significa que al
menos la otra mitad no estd fosforilada, y por lo tanto se supone razonablemente que se

encuentra disponible para el inicio de la traduccion.
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Teniendo en cuenta que durante la infeccion la eficiencia de la traduccion se encuentra
incrementada como ha sido visto reiteradamente en los perfiles ribosomales (Figura 9), y que
la proteina NSP3 tiene un papel relevante en el apagado de la sintesis de proteina celular,
induciendo la acumulacion de PABP y mRNAs poliadenilados en el nucleo de células
infectadas, y que en efecto, el silenciamiento de NSP3 permite una notable recuperacion de la

14,54 o , .
81434 harece probable que la sintesis de proteina viral se pueda

sintesis de proteina celular
llevar a cabo aun con una reducida proporcion de elF2a, y que presumiblemente la interaccion
NSP2-PP1 pueda favorecer la traduccién viral manteniendo un bajo nivel del factor en su

forma no fosforilada, mientras se arresta la sintesis de proteina celular desde otro frente.

Otra posibilidad interesante es que la presunta interaccion NSP2-PP1 inhiba la actividad de la
fosfatasa de tal manera que podria favorecer el mantenimiento de los sensores de RNA viral
RIG-I y MDAS en su forma inactiva, lo cual disminuiria la respuesta antiviral de la célula.
Dada la importancia de NSP2 en el ciclo replicativo, tendrdn que disefiarse experimentos
precisos que permitan dilucidar la funcion de esta proteina en el mecanismo traduccional de

rotavirus y en la respuesta inmune innata de la célula.
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8. CONCLUSION

El andlisis bioinformatico de las secuencias de aminodcidos de las 12 proteinas de la cepa
RRYV de rotavirus arroj6 dos tipos de motivo relacionados con el proceso de traduccion: union
a elF4E e interaccion con PP1. El motivo de union a elF4E lo poseen cuatro proteinas virales:
tres estructurales (VP1, VP2, VP3) y una no estructural (NSP2); y el motivo de interaccion
con PP1 lo poseen siete proteinas virales: cuatro estructurales (VP1, VP3, VP6, VP7) y tres no

estructurales (NSP1, NSP2, NSP5).

La presencia reiterada de particulas infecciosas a lo largo de las fracciones colectadas de los
gradientes de sacarosa no permitio realizar mayores interpretaciones respecto a la
identificacion de proteinas estructurales en los complejos ribosomales. Sin embargo, la
deteccion mediante Western blot de la proteina viral NSP2 y de la fosfatasa celular PP1 en los
complejos 48S y 80S de células infectadas, sumada a la identificacion in silico de dos motivos
de interaccion con PP1 altamente conservados en NSP2, uno de los cuales se encuentra
expuesto en un giro  de su estructura molecular, motivaron la idea de realizar ensayos de

pull-down a fin de determinar probables interacciones entre NSP2 y PP1.

Los ensayos de pull-down con una proteina PP1 recombinante (PP1-Hg) revelaron su unién a
la proteina viral NSP2, lo cual fue confirmado desde el enfoque inverso por la uniéon de una
proteina NSP2 recombinante (NSP2-Hg) a la fosfatasa celular PP1. Los resultados obtenidos
permiten entonces afirmar que NSP2 y PPI1 interactian in vitro, lo cual sugiere que es muy
probable que también puedan interactuar in vivo, de tal manera que queda abierta la tentadora
posibilidad de que la proteina viral NSP2 pueda ser una subunidad regulatoria de la fosfatasa

celular PP1 con funcion atin por determinar.
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9. PERSPECTIVAS

Las perspectivas mas relevantes que surgen de este trabajo se listan a manera de objetivos para

futuros estudios a continuacion:

e Identificar el motivo implicado en la interaccion entre NSP2 y PP1 in vitro, y verificar si
existe interaccion in vivo entre estas proteinas.

e Determinar el estado de fosforilacion de los sensores de RNA viral RIG-1 y MDAS durante
la infeccion por rotavirus RRV.

e Identificar las proteinas que podrian ser blanco de la interaccion NSP2-PP1, asi como
también determinar si se promueve o impide su defosforilacion.

e Definir el papel que podria tener la presunta interaccion NSP2-PP1 en el ciclo replicativo
de rotavirus RRV.

e Realizar ensayos de pull-down con proteinas His-tag a fin de establecer la funcionalidad
de los motivos de unién a elF4E que arrojo el analisis in silico de VP2, quiza la mas

probable candidata a tener un papel relevante en el inicio de la traduccion de rotavirus.
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ANEXOS
Anexo 1. Secuencias de aminoé&cidos de las proteinas de la cepa RRV de rotavirus

Las secuencias de aminoacidos de las 12 proteinas virales se tradujeron in silico a partir de los
11 genes de la cepa RRV de rotavirus secuenciados en el Laboratorio de Virologia Molecular

del IBT, UNAM, empleando la herramienta de traduccion disponible en el portal ExPASy.

Proteinas estructurales: VP1-VP4, VP6 y VP7
>RRV - VP1

MGKYNLILSEYLSFIYNSQSAVQIPIYYSSNSELENRCIEFHSKCLENSKNGLSLKKLFVEYSDVI
ENATLLSILSYSYDKYNAVERKLVKYAKGKPLEADLTVNELDYENNKITSELFPTAEEYTDLL
MDPAILTSLSSNLNAVMFWLEKHENDVAEKLKIYKRRLDLFTIVASTVNKYGVPRHNAKYRY
EYEVMKDKPYYLVTWANSSIEMLMSVFSHEDYLIARELIVLSYSNRSTLAKLVSSPMSILVAL
VDINGTFITNEELELEFSNKYVRAIVPDQTFDELKQMLDNMRKAGLTDIPKMIQDWLVDCSIE
KFPLMAKIYSWSFHVGFRKQKMLDAALDQLKTEYTEDVDDEMYREYTMLIRDEVVKMLEEP
VKHDDHLLQDSELAGLLSMSSASNGESRQLKFGRKTIFSTKKNMHVMDDMANGRYTPGIIPP
VNVDKPIPLGRRDVPGRRTRIFILPYEYFIAQHAVVEKMLIYAKHTREYAEFYSQSNQLLSYG
DVTRFLSNNSMVLYTDVSQWDSSQHNTQPFRKGIIMGLDMLANMTNDARVIQTLNLYKQTQI
NLMDSYVQIPDGNVIKKIQYGAVASGEKQTKAANSIANLALIKTVLSRISNKYSFATKIIRVDG
DDNYAVLQFNTEVTKOQMVQDVSNDVRETYARMNTKVKALVSTVGIEIAKRYIAGGKIFFRAG
INLLNNEKKGQSTQWDQAAVLYSNYIVNRLRGFETDREFILTKIMQMTSVAITGSLRLFPSERV
LTTNSTFKVFDSEDFIIEYGTTDDEVYIQRAFMSLSSQKSGIADEIAASSKFKNYVSRLSEQLLFS
KNNIVSRGIALTEKAKLNSYAPISLEKRRAQISALLTMLQKPVTFKSSKITINDILRDIKPFFTVN
EAHLPIQYQKFMPTLPDNVQYIIQCIGSRTYQIEDDGSKSAISRLISKYSVYKPSIEELYKVISLHE
NEIQLYLISLGIPKIDADTYVGSKIYSQDKYRILESYVYNLLSINYGCYQLFDFNSPDLEKLIRIPF
KGKIPAVTFILHLYAKLEVINHAIKNGSWISLFCNYPKSEMIKLWKKMWNITSLRSPYTN

>RRV - VP2

MAYRKRGARRETNLKQDDRMQEKEENKNVNTNSENKNATKPQLSEKVLSQKEEVITDNQEE
IKIADEVKKSNKEESKQLLEVLKTKEEHQKEVQYEILQK TIPTFEPKESILKKLEDIKPEQVKKQ
TKLFRIFEPRQLPVYRANGEKELRNRWYWKLKRDTLPDGDYDVREYFLNLYDQVLTEMPDY
LLLKDMAVENKNSRDAGKVVDSETAAICDAIFQDEETEGVVRRFIAEMRQRVQADRNVVNY
PSILHPIDHAFNEYFLQHQLVEPLNNDIIFNYIPERIRNDVNYILNMDRNLPSTARYIRPNLLQDR
LNLHDNFESLWDTITTSNYILARSVVPDLKELVSTEAQIQKMSQDLQLEALTIQSETQFLTGINS
QAANDCFKTLIAAMLSQRTMSLDFVTTNYMSLISGMWLLTVVPNDMFIRESLVACQLAIINTII
YPAFGMQRMHYRNGDPQTPFQIAEQQIQNFQVANWLHFVNNNQFRQVVIDGVLNQVLNDNI
RNGHVVNQLMEALMQLSRQQFPTMPVDYKRSIQRGILLLSNRLGQLVDLTRLLAYNYETLMA
CITMNMQHVQTLTTEKLQLTSVTSLCMLIGNATVIPSPQTLFHYYNVNVNFHSNYNERINDAV
AIITAANRLNLYQKKMKSIVEDFLKRLQIFDISRVPDDQMYRLRDRLRLLPVEIRRLDIFNLILM
NMEQIERASDKIAQGVIIAYRDMQLERDEMYGY VNIARNLDGFQQINLEELMRTGDYAQITN
MLLNNQPVALVGALPFITDSSVISLVAKLDATVFAQIVKLKKVDTLKPILYKINSDSNDFYLVA
NYDWVPTSTTKVYKQIPQQFDFRASMHMLTSNLTFTVYSDLLAFVSADTVEPINAVAFDNMRI
MNEL
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>RRYV - VP3

MKVLALRHGVAQVYADTQIYTHDDTKDSYENAFLISNLTTHNILYLNYSIKTLEILNKSGIAAV
EIQSLEELFTLIRCNFTYDYENNIITYLHDYSYYTNNEIRTDQHWVTKTDIEEYLLPGWKLTYVG
YNGSDTRGHYNFSFTCQNAATDDDLIIEYTYSEALDFQNFMLKKIKERMTTSLPIARLSNRVFR
DKLFPLLSEKHQRIVNIGPRNESMFTFLNFPSIKQFSNGPYLVKDTIKLKQERWLGKRVSQFDIG
QYKNMMNVITTVYYYYNLYQKKPIITYMVGSAPSYWIYDVKQYSDFMFETWDPLDTPYSSVH
HKELFFEKDITRLKDDSILYIDIRTDRGNTDWKEWRKIVEAQTISNLKLAYRYLSGGKSKVCCV
KMTAMDLELPISAKLLHHPTTEIRSEFYLLLDIWDISNVKRFIPKGVLYSFINNVTTENVFIQPPF
KIKPFKNDYIVALYALSNDFNDRTDVINLINNQKQSLITVRINNTFKDEPKVGFKNIYDWTFLPT
DFTTTDAIITSYDGCLGIFGLSISLASKPTGNNHLFILNGTDKYYKLDQFANHTGISRRSHQIRFS
ESATSYSGYIFRDLSNNNFNLIGTNVENSVSGHVYNALIYYRYNYSFDLKRWIYLHSIEKADIE
GGKYYEHAPIELIYACRSAKEFALLQDDLTVLRYANEIESYINKVYSITYADDPNYFIGIKFRHI
PYEYDVKIPHLTFGVLFISDNMIPDVVEIMKIMKKELFEMDITTSYTYMLSDGIYVANVSGVLA
TYFKMYNLFYKSQITFGQSRMFIPHITLSFSNNKTVRIESTRLKISSIYLRKIKGDTVFDMSE

>RRV - VP4

MASLIYRQLLTNSYTVDLSDEIQEIGSTKTQNVTINLGPFAQTGYAPVNWGPGETNDSTTVEPV
LDGPYQPTTFNPPVDYWMLLAPTAAGVVVEGTNNTDRWLATILVEPNVTSETRSYTLFGTQE
QITIANASQTQWKFIDVVKTTQNGSYSQYGPLQSTPKLYAVMKHNGKIYTYNGETPNVTTKY
YSTTNYDSVNMTAFCDFYIIPREEESTCTEYINNGLPPIQNTRNIVPLALSARNIISHRAQANEDI
VVSKTSLWKEMQYNRDITIRFKFASSIVKSGGLGYKWSEISFKPANYQYTYTRDGEEVTAHTT
CSVNGMNDFNFNGGSLPTDFVISRYEVIKENSYVYVDYWDDSQAFRNMVYVRSLAANLNSVI
CTGGDYSFALPVGQWPVMTGGAVSLHSAGVTLSTQFTDFVSLNSLRFRFRLTVEEPSFSITRTR
VSRLYGLPAANPNNGKEYYEVAGRFSLISLVPSNDDYQTPITNSVTVRQDLERQLGELREEFN
ALSQEIAMSQLIDLALLPLDMFSMFSGIKSTIDAAKSMATSVMKKFKKSGLANSVSTLTDSLSD
AASSISRGASIRSVGSSASAWTDVSTQITDVSSSVSSISTQTSTISRRLRLKEMATQTEGMNFDDI
SAAVLKTKIDRSTQISPNTLPDIVTEASEKFIPNRAYRVINNDEVFEAGTDGRFFAYRVETFDEIP
FDVQKFADLVTDSPVISAIIDFKTLKNLNDNYGISRQQAFNLLRSDPRVLREFINQDNPIIRNRIE
QLIMQCRL

>RRV - VP6

MDVLYSLSKTLKDARDKIVEGTLYSNVSDLIQQFNQMIITMNGNEFQTGGIGNLPIRNWNFDF
GLLGTTLLNLDANYVETARNTIDYFVDFVDNVCMDEMVRESQRNGIAPQSDSLRKLSGIKFKR
INFDNSSEYIENWNLQNRRQRTGFTFHKPNIFPYSASFTLNRSQPAHDNLMGTMWLNAGSEIQ
VAGFDYSCAINAPANIQQFEHIVQLRRVLTTATITLLPDAERFSFPRVINSADGATTWYFNPVIL
RPNNVEVEFLLNGOQIINTYQARFGTIIARNFDTIRLSFQLMRPPNMTPAVAALFPNAQPFEHHAT
VGLTLRIESAVCESVLADASKTMLANVTSVRQEYAIPVGPVFPPGMNWTDLITNYSPSREDNL
QRVFTVASIRSMLVK

>RRV - VP7

MYGIEYTTVLTFLISLILLNYILKSLTRMMDFIIYRFLFIVVILSPLLKAQNYGINLPITGSMDTAY
ANSTQEETFLTSTLCLYYPTEAATEINDNSWKDTLSQLFLTKGWPTGSVYFKEYTDIASFSVDP
QLYCDYNVVLMKYDATLQLDMSELADLILNEWLCNPMDITLYYYQQTDEANKWISMGSSCT
IKVCPLNTQTLGIGCLTTDTATFEEVATAEKLVITDVVDGVNHKLDVTTATCTIRNCKKLGPRE
NVAVIQVGGSDVLDITADPTTAPQTERMMRINWKKWWQVFYTVVDY VNQIIQAMSKRSRSL

NSAAFYYRI
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Proteinas no estructurales: NSP1-NSP6

>RRV - NSP1

MKSLVLAMATFKDACFHYRRVTKLNRELLRIGANSVWTPVSSNKIKIKGWCIECCQLTGLTFC
HGCSLAHVCQWCIQNKRCFLDNEPHLLKLRTFESPITKEKLQCINLYELLFPINHGVINKFKKT
IKQRKCRNEFDKSWYNQLLLPITLNAAVFKFHSRDVYVFGFYEGSSPCIDLPYRLVNCIDLYDK
LLLDQVNFERMSSLPDNLQSIYANKYFKLSRLPSMKLKRIYYSDFSKQNLINKYKTKSRIVLRN
LTEFTWDSQTDLHHDLINDKDKILAALSTSSLKQFETHDLNLGRIKADIFELGHHCKPNYISSN
HWQPASKISKCKWCNVKYAFRDMDWKMESMYNELLSFIQSCYKSNVNVGHCSSIEKAYPLV
KDILWHSITEYIDQTVEKLFNTMNPVQVNEQQGNKVLLANRYRLYMHIKMILETEALPFTFTL
NQFNSIIKGIVNQWCDVAELDHLPLCTEQTDALVKLEEEGKLSEGYELLISDSEDDD

>RRYV - NSP2

MAELACFCYPHLENDSYRFIPFNSLAIKCMLTAKVDKKDQDKFYNSITY GIAPPPQFKKRYNTN
DNSRGMNYETPMFNKVAVLICEALNSIKVTQSDVANVLSKVVSVRHLENLVLRRENHQDVLF
HSKELVLKSVLIAIGHSKEIETTATAEGGEIVFQNAAFTMWKLTYLEHRLMPILDQNFIEYKITV
NEDKPISESHVKELIAELRWQYNKFAVITHGKGHYRVVKYSSVANHADRVYATFKSNNKNGN
VLEFNLLDQRVIWQNWYAFTSSMKQGNTLEICKKLLFQKMKRESNPFKGLSTDRKMDEVSQI

Gl

>RRYV - NSP3

MLKMESTQQMASSIINSSFEAAVVAATSTLELMGIQYDYNEVYTRVKSKFDLVMDDSGVKNN
LIGKAITIDQALNGKFSSAIRNRNWMTDSRTVAKLDEDVNKLRIMLSSKGIDQKMRVLNACFS
VKRIPGKSSSIVKCTRLMKDKLERGEVEVDDSFVEEKMEVDTIDWKSRYEQLEKRFESLKHRV
NEKYNHWVLKARKVNENMNSLOQNVISQQQAHINELQMYNNKLERDLQSKIGSVVSSIEWYL
RSMELSDDVKSDIEQQLNSIDQLNPVNAIDDFESILRNLISDYDRLFIMFKGLLQQCNYTYTYE

>RRYV - NSP4

MEKLTDLNYTLSVVTLMNDTLHTIMEDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASVPTMKIALKTSKC
SYKVIKYCIVSIFNTLLKLAGYKEQITTKDEIERQMDRVVKEMRRQLEMIDKLTTREIEQVELL
KRIHDMLIIKPVDKIDMSQEFNQKYFKTLNDWAEGENPYEPKEVTASL

>RRYV - NSP5

MSLSIDVTSLPSISSSIYKHESSSTTSTLSGKSIGRSEQYVSPDAEAFNKYMLSKSPEDIGPSDSAS
NDPLTSFSIRSNAVKTNADAGVSMDSSTQSRPSSNVGCDRVDFSLSKGIKVNANLDSSISVSTV
SKKEKSKSDHKNRKHYPRIEADSDSDEYVLDDSDSDDGKCKNCKYKKKYFALRMRMKQVA
MQLIEDL

>RRYV - NSP6

MNHLQRRQLFLENLLVGVNSTFHQMQKHSISTCCRSLQRILDHLILLQTTHSPVFRLDRMQLR
QMQTLACLWIHRHNHDLQVTLDAIEWISP
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Anexo 2. Propiedades fundamentales de las proteinas de la cepa RRV de rotavirus

Proteina Moléculas / | Aminoacidos PM PM il
virion (N°) (Da) (KDa)

VP1 12 1082 124436 124 8.42
VP2 120 887 103285 103 5.71
VP3 12 835 97904 98 6.86
VP4 120 776 86584 87 5.11
VP5* - 529 59062 59 5.37
VP8* - 231 25784 26 4.46
VP6 780 397 44896 45 6.01
VP7 780 326 37112 37 4.68
NSP1 - 501 58649 59 8.52
NSP2 - 317 36660 37 9.06
NSP3 - 313 36315 36 5.83
NSP4 - 175 20450 20 6.33
NSP5 - 198 21667 22 6.83
NSP6 - 92 11006 11 9.21

Los valores tabulados corresponden a los resultados obtenidos mediante las herramientas de
calculo y andlisis bioinforméatico disponibles en el portal ExXPASy (www.expasy.org), calculos
que se realizaron para las 12 secuencias de aminodcidos traducidas a partir de los 11 genes de
la cepa RRV de rotavirus secuenciados en el Laboratorio de Virologia Molecular del IBT,
UNAM. Vale la pena recordar que el segmento 11 del genoma de RRV es bicistronico, lo cual
le permite codificar dos proteinas (NSP5 y NSP6), y que durante la entrada del virus en la
célula, la proteina VP4 sufre procesamiento proteolitico entre los residuos aminoacidos

231-232 y 247-248 generando dos cadenas (VP5* y VP8%*).

El numero de proteinas estructurales por viridn se ha tomado de los valores reportados, los
cuales han sido calculados a partir del estudio estructural de viriones purificados (Estes, M.
K.; Greenberg, H. B. Rotaviruses. In: Knipe, D. M.; Howley, P. M. (Eds). Fields Virology.
6 ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins. 2013. pp 1355).
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Anexo 3. Clasificacion general, codigos y probabilidad de los aminoéacidos

Clasificacion | Aminoacido (g?g[lri(s)) ((ioliirg;) Probabilidad

Alanina Ala A 0.074253
Valina Val \Y 0.045399
Leucina Leu L 0.073093

No polares Isoleucina Ile | 0.026977 0.333169
Metionina Met M 0.019150
Prolina Pro P 0.094297
Fenilalanina Phe F 0.018359

Aromaticos | Tirosina Tyr Y 0.014141 0.039350
Triptoéfano Trp \Y 0.006850
Glicina Gly G 0.073955
Serina Ser S 0.104119
Treonina Thr T 0.059547

Polares 1 eina Cys C 0.009697 0.337565
Asparagina Asn N 0.033851
Glutamina Gln Q 0.056396

Cargados Aspartato Asp D 0.050147 0.139158

-) Glutamato Glu E 0.089011 ’

Cargados Lisipa' Lys K 0.061170

) Arginina Arg R 0.063802 0.150756
Histidina His H 0.025784

Esta clasificacion general de los aminoacidos se basa en tres propiedades fisicoquimicas

fundamentales: polaridad, carga y aromaticidad. Los valores de probabilidad de los

aminoacidos se obtuvieron de la base de datos ELM (www.elm.eu.org), los cuales derivan del

analisis estadistico de la base de datos UniProt (www.uniprot.org).
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Anexo 4. Propiedades fundamentales de los factores de inicio de la traduccion

UniProt

Aminoacidos

PM

PM

(ID) Proteina (N°) (Da) (kDa) plI
elF2 125
P05198 elF2a 315 36112 36 5.01
P20042 elF2B 333 38388 38 5.60
P41091 elF2y 472 51110 51 8.66
P60842 elF4A 1 406 46154 46 5.32
14240 elF4A 11 407 46402 46 5.33
P06730 elF4E 1 217 25097 25 5.79
060573 elF4E 2 245 28362 28 8.97
Q8N5X7 elF4E 3 224 24441 24 5.98
Q04637 elF4G 1 1599 175491 175 5.25
043432 elF4G 11 1585 176652 177 5.27
P41567 elF1 113 12732 13 6.90
P47813 elF1IA X 144 16460 16 5.07
014602 elFIAY 144 16442 16 5.07
Q9BY44 elF2A 585 64990 65 9.01
elF2B 261
Q14232 elF2Ba 305 33712 34 6.91
P49770 elF2Bp 351 38990 39 5.77
QI9NRS50 elF2By 452 50240 50 6.08
QoUI10 elF2B3 523 57557 58 9.45
Q13144 elF2Be 721 80380 80 4.97
P41214 elF2D 584 64706 65 7.56
elF3 795
Q14152 elF3a 1382 166569 167 6.38
P55884 elF3b 814 92482 92 4.89
Q99613 elF3c 913 105344 105 5.48
015371 elF3d 548 63973 64 5.79
P60228 elF3e 445 52221 52 5.71
000303 elF3f 357 37564 38 5.24
075821 elF3g 320 35611 36 5.87
015372 elF3h 352 39930 40 6.09
Q13347 elF3i 325 36502 37 5.38
075822 elF3j 258 29062 29 4.72
Q9UBQS elF3k 218 25060 25 4.81
Q9Y262 elF3l 564 66727 67 5.93
Q7L2H7 elF3m 374 42503 43 5.41
P23588 elF4B 611 69151 69 5.54
Q15056 elF4H 248 27385 27 6.66
P55010 elF5 431 49223 49 541
060841 elF5B 1220 138827 139 5.39
P56537 elF6 245 26599 27 4.56
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Anexo 5. Propiedades fundamentales de proteinas relacionadas con el proceso de

traduccion y de otras proteinas mencionadas en este trabajo

UniProt

Aminoacidos

PM

PM

(ID) Proteina (N°) (Da) (kDa) pl
P62136 PPla 330 37512 38 5.94
P62140 PP1f 327 37187 37 5.84
P36873 PPly 323 36984 37 6.12
P11940 PABP 1 636 70671 71 9.52
Q86U42 PABP 2 306 32749 33 5.04
QI9H361 PABP 3 631 70031 70 9.68
Q13310 PABP 4 644 70783 71 9.31
Q96DU9 PABP 5 382 43331 43 9.55
Q13541 4E-BP 1 118 12580 13 5.32
Q13542 4E-BP 2 120 12939 13 6.16
060516 4E-BP 3 100 10873 11 4.37
P42345 mTOR 2549 288892 289 6.73
Q9BUBS Mnk-1 465 51342 51 6.26
Q9HBHY Mnk-2 465 51875 52 5.80
P19525 PKR 551 62094 62 8.58
QI9NZJ5 PERK 1116 125216 125 5.27
Q9BQI3 HRI 630 71106 71 5.68
Q9P2K8 GCN2 1649 186911 187 5.88
075807 GADD34 674 73478 73 4.55
Q5SWAI CReP 713 79152 79 4.59
P08353 ICP34.5 263 27533 28 11.84
Q65212 DP71L 71 8478 8 10.53
P62753 rpS6 249 28681 29 10.85
P08263 GST 222 25631 26 8.91
095786 RIG-I 925 106600 107 6.03
Q9BYX4 MDAS 1025 116689 117 5.38
Q9EMA9 MV-V 299 32146 32 4.77
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Anexo 6. Alineamiento multiple de secuencias de NSP2 de distintas cepas de rotavirus
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