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RESUMEN
El virus de Influenza tipo A es un patdégeno que infecta las vias respiratorias del hospedero.

Es un virus zoondtico que presenta altas variaciones antigénicas y pude producir epidemias
y pandemias. El genoma viral (RNA’ss) codifica para 11 proteinas virales. La proteina no
estructural 1 (NS1), es una proteina multifuncional conocida como la principal antagonista
del Interferon (IFN). Ademas se ha reportado que interacciona con el sistema de
SUMOilacién celular. La proteina celular IRF-3 es un factor transcripcional que modula la
expresion del IFN. Se sabe que la NS1 de algunas cepas virales (HIN1) bloquea a la IRF-3,
sin embargo, se desconoce el mecanismo molecular empleado por la NS1 para modular la
inhibicion de la activacion de IRF-3. En nuestro estudio, infectamos células A549 con el
virus de Influenza estacional y pandémico, mediante ensayos de Inmunofluorescencia
observamos que la distribucion intracelular de la IRF-3 es diferente durante la infeccion
con los virus estacionales (nuclear) versus los pandémicos (nuclear y citoplasmica), ademas
colocalizdo con la SUMO-1. Mediante ensayos de Inmunoprecipitacion y Western blot,
observamos que durante la infeccion con el virus estacional se inducia un incremento de la
SUMOilacién de la IRF-3. En contraste, en la infeccion con el virus pandémico los niveles
de SUMOilacion disminuyeron en la fase tardia de la infeccion, a un tiempo, en donde la
activacion de la IRF-3 (IRF3-P) se incrementd, estos resultados nos sugirieron que existe
un dialogo molecular entre la SUMOilacion y fosforilacion de la IRF-3 en la infeccion con
la cepa pandémica. Para evaluar el papel de la NS1 sobre la SUMOilacién de la IRF-3 fuera
del contexto de la infeccion, se realizaron ensayos de Transfeccion con un plasmido que
expresa a la NSI1 viral y se observd mediante ensayos de Inmunoprecipitacion, un
incremento en los niveles de IRF-3/SUMO-1, lo que sugiere que la NS1 favorece la

SUMOilacidon de la IRF-3 en la infeccion viral.

PALABRAS CLAVE: Influenza tipo A, NS1 (proteina viral no estructural 1), IRF-3
(Factor de Regulacion del Interferon 3), modificaciones post-traduccionales, SUMO (de

sus siglas en inglés Small Ubiquitin-Like Modifier).
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Efecto de la proteina viral NS1 sobre la activacion de IRF-3 en
la infeccion por el virus de Influenza HIN1/A

I. INTRODUCCION
I. 1. Generalidades del virus de Influenza

I. 1. 1. Clasificacion
Los virus de Influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Esta familia se subdivide
en seis géneros: Thogotovirus, Isavirus, Quaranilvirus, Influenzavirus A, B y C. Ademas
los virus de Influenza tipo A (IAV) se dividen en subtipos virales con base a los antigenos

de superficie: Hemaglutinina y Neuraminidasa (Knipe & Howley, 2013).

De acuerdo con la clasificacion de David Baltimore (1971) que se basa en las
caracteristicas del material genético (DNA o RNA), los virus de Influenza pertenecen al
grupo V, ya que son virus con genomas segmentados de RNA de cadena sencilla de

polaridad negativa (c;RNA") (Knipe & Howley, 2013).

A diferencia de otros virus con genomas de RNA cuyo ciclo de replicacion viral ocurre en
el citoplasma de las célula hospedera, el ciclo de replicacion de los orthomyxovirus ocurre

en el nucleo de la célula infectada (Wagner et al., 2008).

I. 1. 2. Estructura y composicion de la particula viral
Los virus de Influenza son pleomorficos, es decir, tienen una estructura variable. La
estructura de la particula viral puede ser esférica, cuyo didmetro va de 80-120 nm o
filamentosa de alrededor de 300 nm de longitud, dependiendo del subtipo viral. Es un virus
envuelto que posee una envoltura lipidica derivada de la membrana de la célula hospedera
en donde se proyectan las glicoproteinas virales Neuraminidasa (NA) y Hemaglutinina
(HA). En la membrana del virus también se encuentra la proteina viral M2 (Matrix protein

2) que funciona como canal i6nico (Fig.1) (Knipe & Howley, 2013).

La céapside viral estd formada por la proteina M1 (Matrix protein 1) que se localiza debajo
de la membrana lipidica formando una estructura helicoidal. En la nucleocépside del virion
se encuentran los ocho segmentos del genoma viral asociados a la RNA-polimerasa viral.

Esta a su vez estd compuesta por tres subunidades: PB1 (Polymerase basic 1), PB2
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(Polymerase basic 2) y PA (Polymerase acid). Los segmentos del genoma viral se
encuentran cubiertos por multiples unidades de la nucleoproteina viral (NP). Dentro del
viridén, cada segmento del genoma viral estd asociado a la NP y a la RNA-polimerasa
formando un complejo: ribonucleoproteina viral (vVRNP) (Fig.1). La composicion
bioquimica de cada particula viral es de aproximadamente: 1% RNA, 5-8% carbohidratos,

20% lipidos y 70% proteinas (Knipe & Howley, 2013).

Figura 1. Esquema que ilustra la estructura del virus de Influenza. Tomada y modificada de Medina &
Garcia-Sastre (2011).

I. 1. 1.3. Estructura del genoma viral
El genoma de los virus de Influenza tipo A y B se compone de ocho segmentos de RNA de
cadena sencilla y de polaridad negativa. En contraste, los genomas de los virus de Influenza
tipo C se componen Unicamente de siete segmentos. Algunos segmentos del genoma de
Influenza tipo A y B codifican para mas de una proteina viral. Los virus de influenza
utilizan dos estrategias para aumentar la capacidad codificante de su genoma: 1) tienen
marcos de lectura abiertos alternos (ORFs); y 2) diversos sitios para Splicing (Fig.2). Los
segmentos 7 y 8 del genoma de Influenza A son procesados por la maquinaria de splicing
celular y dan lugar a cuando menos dos proteinas diferentes, en total el genoma de

Influenza tipo A codifica para 11 proteinas virales (Fig. 2) (Knipe & Howley, 2013).

El primer segmento del genoma de Influenza A codifica para la proteina viral PB2,
compuesta por 759 aminoacidos (a.a.) (Fig.2). Es una de las tres subunidades de la RNA-

polimerasa viral, y tiene un papel importante en el inicio de la transcripcion, ya que se
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encarga de unir el cap de los mensajeros celulares a las moléculas de pre-RNAm virales

(Knipe & Howley, 2013).

El segundo segmento codifica para la PBI1, estd compuesta por 757 a.a. Es otro de los
componentes de la RNA-polimerasa viral (Fig.2). Su funcion es adicionar nucleotidos
durante la elongacion de la cadena de RNA. Este segmento tiene un segundo marco de
lectura abierto (+1) que codifica para la proteina PB1-F2, compuesta de 87 a.a., la cual
tiene actividad pro-apoptotica y funciona como antagonista del IFN. Un tercer marco de
lectura (0) da origen a la proteina N40 (PB1-N40), que se compone de 718 a.a., sin

embargo, su funcidn especifica ain se desconoce (Fig.2) (Knipe & Howley, 2013).

El tercer segmento PA, codifica para el tercer componente de la RNA-polimerasa viral que
consta de 716 a.a., y tiene actividad de endonucleasa y/o proteasa durante la transcripcion

viral (Fig.2) (Knipe & Howley, 2013).

El cuarto segmento codifica para la proteina HA, ésta es un trimero que se compone de 550
a.a. La HA se encuentra en la superficie de la particula viral en forma de espicula y su
principal funcién es unirse al receptor celular, el acido sialico (Fig.2) (Knipe & Howley,

2013).

El quinto segmento codifica para la nucleoproteina viral NP, compuesta de 498 a.a.; se une
al RNA viral y se encarga de la importacion de las ribonucleoproteinas virales (VRNPs)

hacia el nacleo celular (Fig.2) (Knipe & Howley, 2013).

El sexto segmento codifica para la proteina NA, es un tetramero que se compone de 454
a.a. Al igual que la HA es un antigeno, y tiene actividad de neuraminidasa, es decir, rompe
al acido sidlico, evitando asi la formacion de agregados de particulas virales y de esta

manera se liberan los virus de la célula infectada (Fig.2) (Knipe & Howley, 2013).

El séptimo segmento del genoma, codifica para la proteina M1, que se compone de 498 a.a.
Dentro de sus funciones se encuentran: 1) proteger a las ribonucleoproteinas virales
(VRNPs) de agentes externos, 2) participa en la exportacion de las vVRNPs hacia el
citoplasma de la célula, y 3) se encarga de reclutar a los componentes virales en la

membrana del hospedero, sitio donde se da el ensamblaje del virion. Este segmento es
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procesado por splicing y da origen a la proteina M2, que se conforma por 92 a.a., funciona
como canal i6nico, y también participa en el ensamblaje y formacion de la envoltura viral

(Fig.2) (Knipe & Howley, 2013).

El octavo segmento del genoma viral, da origen a dos proteinas virales: la primera es la
proteina no estructural NS1, que se compone de alrededor de 230 a.a. La NSI1 es la proteina
viral encargada de inhibir la respuesta antiviral de la célula infectada por diferentes
mecanismos que se describen mas adelante, es conocida como la principal antagonista del
Interferon (IFN). La segunda es la proteina de exportacion nuclear NS2/NEP, constituida
por 121 aminoacidos. Esta modula la exportacion de las VRNPs del nucleo al citoplasma de

la célula (Knipe & Howley, 2013).
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Figura 2. Estructura del genoma del virus de Influenza tipo A. Cada segmento del genoma se muestra en
un sentido positivo (5°-3”). El numero de nucleodtidos se muestra en negro y en rojo el nimero de aminoacidos
que compone a cada una de las proteinas virales. En los extremos terminales de cada segmento se ilustran las
regiones no codificantes (UTR) en forma de lineas. El genoma viral completo del virus de Influenza tipo A
esta formado por ocho segmentos que puede codificar para 10-11 proteinas virales. Esto se debe a que un
mismo segmento puede codificar para mas de proteina por dos vias: Marco de lectura alternativo (ORF) o
splicing alternativo, en el esquema se ilustran como cuadros verdes, los intrones se ilustran como lineas en
forma de V. Tomado y modificado de Knipe & Howley (2013).
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I. 1. 4. Ciclo de Replicacion viral
El ciclo de replicacion del virus de Influenza se lleva a cabo en el ntcleo de la célula
infectada (Killip et al., 2014). Este a su vez se divide en varias etapas que se describen a

continuacion (Fig.3):

a) Adsorcion
La infeccion viral inicia por el reconocimiento del dominio de union al receptor (RBD) de
la HA con el receptor celular de 4cido sidlico (Sia), en la conformacién a-2/6 en humanos o
a2/3 en aves, este receptor se encuentra en mayor proporcion en la superficie de las células

epiteliales del aparato respiratorio (Knipe & Howley, 2013).

b) Endocitosis y desencapsidacion
Una vez que la HA se uni6 al acido sidlico la particula viral es internalizada por
endocitosis, mediada por clatrinas. Posteriormente el endosoma se acidifica por la actividad
del canal M2. La acidificacion del endosoma produce un cambio conformacional de la HA
que favorece la fusion de la membrana viral con la membrana del endosoma y de esta

manera las VRNPs son liberadas en el citoplasma de la célula infectada (Knipe & Howley,

2013).

¢) Translocacion de las vRNPs hacia el nicleo celular

Los componentes de la polimerasa (PB1, PB2 y PA) y la proteina NP, contienen sefales de
localizacion nuclear (NLS), las cuales son reconocidas por la maquinaria de importacioén
celular para el transporte de las vVRNPs hacia el ntcleo celular. La sefial NLS de la NP viral
interacciona con las importinas o/f de la célula, permitiendo asi, el transporte de las vRNPs
a través del complejo del poro nuclear hacia el interior del nucleo. Este proceso ocurre

aproximadamente 30 minutos después de la adsorcion (Knipe & Howley, 2013).

d) Replicacion y Transcripcion
Una vez que las VRNPs se encuentran en el ntcleo celular, la RNA-polimerasa viral (que es
dependiente de RNA) lleva a cabo la Replicacion y Transcripcion del genoma viral

generandose tres tipos de RNA:

1) La RNA-polimerasa viral genera RNA mensajero (VRNAm), usando a las vRNPs

(3’-5’) como templado, los mensajeros virales son poliadenilados. La RNA
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polimerasa viral corta la Cap del extremo 5° del pre-RNAm celular y lo afiade al
RNAm viral, favoreciendo la exportacion de los mensajeros virales sobre los
celulares.

2) La replicacion del genoma ocurre a través de un RNA complementario de polaridad
positiva (cRNA") (5°-3”), el cual es reconocido por la RNA-polimerasa viral y
utilizado como templado para generar los nuevos genomas virales.

3) Segmentos pequefios de RNA viral de polaridad negativa (svRNAs), regulan a la
RNA-polimerasa viral para que transcriba o replique el genoma viral (Wagner et al.,
2008) (Medina & Garcia-Sastre, 2011) (Knipe & Howley, 2013) (Killip et al.,
2014).

e) Ensamblaje
Las proteinas virales que participan en la transcripcion son translocadas al nucleo de la
célula, y los complejos de ribonucleoproteinas sintetizados de novo son exportados al
citoplasma para iniciar el ensamblaje de las particulas virales, asistidas por las proteinas M1
y NEP. Las proteinas HA, NA y M2 son traducidas en el reticulo endoplasmico, en donde
se lleva a cabo su plegamiento y son modificadas post-traduccionalmente por
glicosilaciones, excepto la M2. Posteriormente, son transportadas por la via secretora trans-
Golgi, y son exportadas hacia los balsas lipidicas de la membrana plasmatica, lugar en
donde se termina de ensamblar las particulas virales, asistidas por las proteinas virales M1

(Medina & Garcia-Sastre, 2011) (Knipe & Howley, 2013).

f) Liberacion del virion
En este ultimo paso, la actividad enzimatica de la NA es fundamental, ya que corta los
residuos de 4cido sialico de la membrana de la célula para favorecer la liberacion de los

nuevos viriones, particulas virales infecciosas (Knipe & Howley, 2013).
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Figura 3. Ciclo de replicacion del virus de Influenza. Se muestran los diferentes estadios de la infeccion
viral dentro de la célula hospedera para generar nuevas particulas virales infecciosas. Tomada de Medina y
Garcia-Sastre (2008).

I. 1. 5. Variaciones antigénicas
La Deriva antigénica (Antigenic Drift), son el resultado de mutaciones puntuales

espontaneas que ocurren en los genes que codifican para la HA y NA de un subtipo del
virus de la Influenza que se traducen en cambios antigénicos y biologicos en dichas
proteinas. Este tipo de mutaciones ocurre en una frecuencia menor al 1% anualmente

(Knipe & Howley, 2013).

El salto antigénico (Antigenic Shift), son variaciones mayores en el genoma. Surgen a partir
de una recombinacion o re-arreglos entre los segmentos del genoma viral de virus que
infectan a aves y a mamiferos (como humanos y cerdos). Este tipo de re-arreglos genéticos
ocurren cuando dos o mas subtipos del virus de Influenza A infectan a una misma célula
(co-infeccidn), y cuando se replica su genoma en el nicleo de la célula infectada, puede
ocurrir una mezcla entre los diferentes segmentos del genoma, incluyendo los segmentos
HA y NA. Como resultado se genera una nueva variante del virus de Influenza que no ha

estado previamente entre la poblacion humana o bien ocurre el re-surgimiento de cepas que

Lopez Tercero Nora Andrea Pagina | 15



Universidad Nacional Autébnoma de México

no habian circulado entre humanos en un cierto lapso de tiempo, en consecuencia la

inmunidad es baja o inexistente (Flint ez al., 2009) (Knipe & Howley, 2013).

A partir de este tipo de re-arreglos han surgido virus pandémicos que han afectado a la
humanidad a lo largo de la historia. La primera pandemia reportada fue causada por el
subtipo HINT1 en el afio 1918, conocida como “Influenza espafiola” que causo alrededor de
50 millones de muertes, siendo la poblacion de adultos jovenes la mas afectada (Knipe &
Howley, 2013). Se ha sugerido que el surgimiento de este subtipo ocurrié por una infeccién
por influenza aviar que contenia los segmentos HA, NA y PB1 de influenza humano
(Watanabe et al., 2012). El segundo reporte de pandemia ocurrié en el afo 1957, conocida
como “Influenza asiatica”, fue causada por el subtipo H2N2 (2-4 millones de muertes).
Posteriormente, en el afio 1968 un nuevo brote fue causado por el subtipo H3N2 en Hong
Kong (1-2 millones de muertes). Durante este tiempo, los epidemiologos demostraron que
éste tipo de re-arreglos genéticos ocurren en areas donde la poblacion humana esta en
contacto directo con aves de corral y cerdos, en donde la interaccion entre especies es
altamente probable (Flint ef al., 2009). Hacia el afio 1977 en Rusia, reemergi6 el subtipo
HINI1/A. Recientemente, en el afio 2009 ocurrié una nueva pandemia causada por una
variante de éste subtipo, denominada “Influenza porcina”, siendo México y Estados Unidos
(California) el centro de origen, sin embargo, el virus se propag6 rapidamente alrededor del
mundo, y de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, se reportaron mas de 18 000
muertos (Knipe & Howley, 2013) (WHO, 2010). En esta ultima pandemia se observo un
triple re-arreglo entre segmentos del virus de Influenza porcina clasica (subtipo HIN1 de
1918) (HA, NP, NS1/2, NA y M1/2) e Influenza aviar (PB2 y PA) de Norte América y
virus estacionales humanos del subtipo H3N2 (PB1). Ademas, se reporté que las
caracteristicas clinicas y patologicas eran similares a la pandemia de 1918, lo que sugiere
que probablemente el origen, aun no dilucidado, de esta pandemia en humanos era una

adaptacion para cerdos (Michaelis ef al., 2009).

Por lo cual, se han considerado tres criterios para que un subtipo de Influenza A se pueda
transmitir de humano a humano y tenga la capacidad de producir pandemia: A) un subtipo

de HA emergente o re-emergente que no haya infectado a humanos en al menos una
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generacion. B) que sea altamente infeccioso en humanos. C) contagio eficiente y sostenido

(continuo) en humanos (Watanabe et al., 2012).

I. 1. 6. Zoonosis viral
Como se menciond, los virus de Influenza tipo A se caracterizan por presentar variaciones

antigénicas en las glicoproteinas de superficie, este hecho permite al virus cruzar la barrera
entre especies ¢ infectar, ademds del humano, a otros animales como: aves silvestres y de
corral, cerdos, caballos, visones, focas, ballenas, perros y gatos (Knipe & Howley, 2013).
Sin embargo, existe una cierta especificidad entre los subtipos que infectan a cada especie,
por ejemplo, los tnicos subtipos de Influenza A, estacionales, que circulan en la poblacion
humana son: HIN1, H2N2 y H3N2; en contraste, el subtipo H5NI, que infecta
principalmente a aves, aunque son altamente patégenos en humanos, atin no adquieren la
habilidad de transmision de humano a humano (Kuo et al., 2010). Por otra parte, los virus
de Influenza porcina generalmente no infectan a humanos, cuando ocurren infecciones se
denominan como una variante (v). Los diferentes subtipos porcinos que se han detectado en

humano son: HIN1v, H3N2v y HIN1v (CDC, 2014).

I. 1. 7. Tropismo celular
Por otra parte, aunque el virus de Influenza A tiene la capacidad de infectar a diferentes

especies, existen patrones moleculares que determinan el rango de restriccion del
hospedero, a esta condicion se le denomina tropismo celular. El receptor celular que
requiere el virus de Influenza es el 4cido sidlico. Esta molécula est4 cargada negativamente
y en posiciones terminales es comun encontrarla en glicoproteinas o glicolipidos. Dentro
del grupo &cido sidlico, el acido N-acetil neurdmico (NeuAc) es un miembro comun y es
sintetizado por humanos, sin embargo, otras variantes no lo son como: el 4cido N-glicolil
neurdmico (NeuGc), que también es reconocido por el virus de Influenza (Knipe &

Howley, 2013).

En humanos, el 4cido sidlico se encuentra unido a galactosa (N-acetil galactosamina) y es
predominante en tejidos del sistema respiratorio en una conformacion a-2,6 (NeuAca-2,6
Gal) principalmente en: células de la mucosa nasal, senos paranasales, faringe, traquea y
bronquios. Por otra parte, también se puede encontrar 4cido sidlico en la conformacion a-

2,3 (NeuAca-2,3 Gal) en células cuboidales no ciliadas de bronquiolo. Sin embargo, el
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receptor predominante en epitelio respiratorio de aves es el acido sidlico en esta
conformacion. El hecho de que ambos receptores estén en humanos explica porqué ciertos
subtipos como el H5N1 (Influenza aviar) también infecta a humanos (Knipe & Howley,
2013). Por otro lado en células epiteliales del aparato respiratorio superior del cerdo (nariz,
traquea, bronquios y alveolos) también se encuentra acido sialico en una conformacién o-
2/6 y en menor proporcion a-2/3 (excepto en nariz y traquea). En consecuencia, puede ser
infectado por un virus de Influenza que infectan aves y humanos, por lo tanto se considera
al cerdo como el hospedero intermediario (mixing vessel). Como se menciond
anteriormente, algunos virus que infectan al cerdo tienen potencial de producir pandemias.
Sin embargo, debido a la proporcion y distribucion de los receptores de acido sidlico en el
cerdo que es similar al del humano, recientemente se ha considerado al humano como una
posible fuente de transmision de los virus de Influenza estacionales en cerdos (Trebbien et

al.,2011) (Nelson & Vincent, 2013).

Por otra parte, se ha reportado que hay una alta especificidad de la proteina viral HA por el
receptor celular, tanto de Influenza humana como aviar, por lo cual es determinante para la
restriccion del rango del hospedero. De esta forma, la HA de los virus que infectan a
humanos como el subtipo HIN1, reconoce el receptor de acido sialico en una conformaciéon
a-2,6 (Sian-2,6Gal). En contraste, la HA del subtipo HSN1 que infecta a aves, se une al
receptor en una conformacion a-2,3 (Siaa-2,3Gal) (Knipe & Howley, 2013).

Por otra parte, la NA también muestra un patrén de reconocimiento a ciertos tipos de acido
sidlico. Y por lo tanto la actividad enzimatica de esta proteina también restringe el rango
del hospedero, es decir, la NA del virus de Influenza aviar corta en receptores de acido
sidlico en una conformacion a-2,3 y la NA de Influenza humana en una conformacion a-2,6

(Knipe & Howley, 2013).

I. 1. 8. Patogénesis
Se ha reportado que la secuencia de aminodcidos de los componentes de la RNA-

polimerasa viral (PB1, PB2 y PA), influyen en la patogenicidad del virus. Aunado a esto, la
proteina viral NS1 es un componente clave durante la replicacion viral puesto que esta

proteina interfiere con la respuesta antiviral del hospedero (Knipe & Howley, 2013).
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El virus de Influenza se caracteriza por infectar células epiteliales del aparato respiratorio,
aunque también puede infectar a células dendriticas y macrdofagos, esto conlleva a la
activacion de la respuesta inmune; aunque el virus se puede replicar en todo el aparato
respiratorio ciertos sitios son Optimos para la generacion eficiente de progenie viral
infecciosa, que en parte son determinados por la distribucion de los receptores de acido
sidlico. Y, por otro lado se conoce que la tasa de replicacion viral es mayor a partir de las

48 horas post-infeccion (hpi) (Knipe & Howley, 2013).

Durante la infeccién viral se inducen cambios en todo el aparato respiratorio, sin embargo,
estos suelen ser mas prominentes en el aparato respiratorio inferior, € incluye una serie de
sintomatologias como: inflamacion en laringe, trdquea, bronquios y mucosa nasal; edema;
neumonia; trombosis y necrosis, ya que a nivel celular el virus bloquea la sintesis de
proteinas e induce la apoptosis. Es importante mencionar que hacia el tercer o quinto dia de
la infeccion, se observa una regeneracion del tejido, por lo que si llegase a ocurrir dafio

epitelial se observa después de un mes de la infeccion (Knipe & Howley, 2013).

I. 2. Cuadro clinico

I. 2. 1. Sintomatologia
El cuadro clinico en la infeccion por el virus de Influenza se caracteriza por presentar:
secrecion nasal, fiebre, tos (generalmente seca), escalofrios, dolor muscular y articular,
dolor de cabeza y garganta. Aunque el periodo de incubacion ocurre en un rango de 1 a 5
dias, en donde a las 48 hpi se presenta fiebre de hasta 40°C, los sintomas suelen
desaparecer en un lapso de una semana. Sin embargo, puede ocurrir una infeccion
secundaria por bacterias como: Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,

Haemophilus influenzae, entre otras (Knipe & Howley, 2013) (WHO, 2014).

I. 2. 2. Transmision
El virus de Influenza puede propagarse a través de las goticulas que expulsa la persona

infectada al toser o estornudar y pueden ser aspiradas por personas no infectadas. El virus
puede permanecer en superficies o manos infectadas, por lo que también es un medio de

contagio (Knipe & Howley, 2013) (WHO, 2014).
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L. 2. 3. Grupos de riesgo
Las epidemias anuales suelen afectar a toda la poblacion pero ciertos grupos pueden sufrir

complicaciones: menores de 2 afios, mujeres embarazadas, adultos mayores y pacientes
inmunodeprimidos o con enfermedades crénicas. Sin embargo, en la ultima pandemia

(2009) la poblacion joven fue la mas afectada (Knipe & Howley, 2013) (WHO, 2014).

I. 3. Respuesta celular a la infeccion viral

I. 3. 1. Respuesta antiviral
El tracto respiratorio, sitio en donde ocurre el ciclo de replicacion viral, tiene mecanismos
no especificos que pueden prevenir la entrada del virion en la célula como: una capa de
mucina, movimiento mecanico de cilios e inhibidores de proteasas. Sin embargo, en un
periodo corto de la infeccion, la inmunidad innata es esencial para contender con la
infeccion viral (Knipe & Howley, 2013). Por lo que, una vez que los componente virales se
detectan dentro de la célula infectada, se produce una cascada de citocinas que conllevan a
la activacion y sintesis del IFN-I (o/B), que al activarse establece un estado antiviral en la

célula infectada (Killip et al., 2014).

L. 3. 2. Generalidades del Interferén
Los Interferones (IFNs) son una familia de pequefias proteinas tipo citocinas que se

producen en un tiempo temprano de la infeccion viral e inducen la respuesta inmune innata
(Killip et al., 2015). De acuerdo con la secuencia de aminoacidos asi como el tipo de
receptor, los IFNs se clasifican en tres tipos: 1) IFN-I, que incluyen a los multiples subtipos
de Interferon-a y un solo tipo B. Todas las células en respuesta a la infeccion viral son
capaces de producir IFN-I, sin embargo se secreta principalmente por células dendriticas
plasmocitoides (pDCs) anteriormente conocidas células naturales productoras de
Interferon-a (NIPCs) (Theofilopoulos et al., 2005). 11) IFN-II o Interferon-y solo se conoce
un subtipo, secretado por linfocitos T activos y células NK (Natural Killer) en la infeccion
con microorganismos intracelulares. iii) IFN-III que incluye a los tres diferentes tipos de
IFN-A también denominados como Interleucinas (IL: 29, 28A, 28B respectivamente) y el
IFNA4 recientemente descubierto. Se ha descrito que el IFN-III es secretado en respuesta a
la infeccidn con virus respiratorios incluyendo Influenza (Egli et al., 2014). En la infeccién
con este virus es secretado principalmente por células epiteliales de las vias respiratorias, al

igual que el IFN-I por células pDCs y macrotagos (Killip et al., 2015).
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I. 3. 3. Activacion del factor de transcripcion IRF-3 durante la infeccion viral
El factor de transcripcion IRF-3 es una proteina compuesta de 452 a.a. La IRF-3 se expresa

de manera constitutiva en diversos tipos celulares por lo que existe una cantidad basal de
esta proteina en las células, incluso sin estar infectadas, en esta condicion la proteina IRF-3
se encuentra preferentemente en citoplasma. Se ha descrito que tiene secuencias de
localizaciéon y de exportacion nuclear, NLS y NES, respectivamente. La senal NLS permite
el desplazamiento de la IRF-3 de citoplasma al nucleo una vez que la proteina es activada
via fosforilacion, sin embargo, en condiciones normales y debido a la sefial NES, la IRF-3
se encuentra preferencialmente en el citoplasma de la célula (Ysebrant de Lendonck et al.,

2014).

El sistema inmune innato es la primera barrera de defensa contra infecciones, causadas por
virus o bacterias, a través del reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patogenos, por sus siglas en inglés PAMPs, que incluyen al DNA y/o RNA viral. Estas
moléculas son detectadas por los receptores de reconocimiento de patrones (PPRs), genes
antivirales como: RIG-I y Toll-like receptors (RLRs y TLRs) (Honda & Taniguchi, 2006)
(Ysebrant de Lendonck et al., 2014).

El gen RIG-I (Retinoic Acid-Inducible Gene I) y MDA-5 (Melanoma Differentitation-
Asscoiated Gene 5), se encuentran en el citoplasma y son los encargados de detectar al
RNA viral. Una vez reconocido, se activa el motivo MAVS/Cardif/VISA (también
conocido como adaptador IP-S). La proteina MAVS se encuentra en la mitocondria,
peroxisomas y membranas asociadas a mitocondrias (MAMs). Una vez que se activa la
MAVS ocurre una subsecuente activacion de cinasas: IKKe y TBKI1, éstas son las
encargadas de fosforilar rio abajo a la IRF-3 e IRF-7 en residuos de Treonina (T) y Serina
(S) del extremo carboxilo. La fosforilacion de IRF-3, provoca la formacion de dimeros
(IRF3-P), en esta conformacion ocurre la translocacion de citoplasma hacia el ntcleo
celular. En este sitio, la IRF-3 se asocia con otros factores de transcripcion (NFkB/ AP-1) y
modificadores de la cromatina: la proteina de uniéon a CREB (CBP) y p300, que promueven
la transcripcion de sus genes blanco como: el gen IGS e IFN (Honda & Taniguchi, 2006)
(Ysebrant de Lendonck et al., 2014).
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I. 4. Participacion de componentes virales en la infeccion

I. 4. 1. Generalidades de la proteina no estructural NS1 del virus de Influenza
El octavo segmento del genoma viral codifica para la proteina no estructural 1 (NS1), que
mide de 230 a 237 a.a., dependiendo del subtipo viral. La proteina NS1 estd compuesta por
dos dominios funcionales: el dominio de unién a RNA (RBD) y el dominio efector (ED). El
domino RBD estd compuesto de 1-73 a.a. Este dominio a su vez contiene una sefial de
localizacion nuclear (NLS1) y el sitio union a la proteina celular PABPI (Poly-A binding
protein I) que se encuentra en citoplasma, por lo que se puede unir a diferentes tipos de
RNA. Por otra parte, el dominio ED (86-204 a.a.) contiene diferentes regiones que permiten
interaccionar con algunas proteinas del hospedero como: el factor especifico de corte y
poliadenilacion CPSF30 (Cleavage and polyadenylation-specific factor 30-kDa subunit), la
proteina Cinasa-R (PKR), la Fosfatidinil Inositol 3 Cinasa (IP3K), PABPII (localizada en
nucleo), el factor de inicio de la transcripcion en eucariontes 4Gl (elF4GI) y ademas,
algunos virus pueden tener en este mismo dominio sefiales de localizacion nucleolar
(NoLS), senales de exportacion nuclear (NES) e incluso otra sefial de localizacion nuclear
(NLS2) (Abdelwhab et al., 2013). Ambos dominios se encuentran separados por un linker
(en la posicion 74-85 a.a.) (Fig. 4).

Figura 4. Esquema de la estructura de la proteina no estructural 1 (NS1) del virus de Influenza. En este
se representan los dos dominios de la NS1: el dominio de uniéon al RNA (RBD) compuesto de 1-73 a.a., y el
dominio efector (ED) ubicado en el extremo carboxilo, cominmente compuesto de 74-230 a.a., en este sitio
pueden encontrarse variaciones con respecto al tamaio de la secuencia proteica de la NS1 dependiendo de la
cepa viral. Tomada y modificada de Hale et al., 2008.
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I. 4. 2. Funciones de la NS1
Durante el ciclo de replicaciéon viral ocurren multiples interacciones de la NS1 con

proteinas virales y celulares. En el primer caso, la interaccion de ésta con cada componente
viral es esencial para la regulacion del ciclo de replicacion viral. Se ha reportado que la
virulencia y patogenicidad del virus se relaciona a ciertas mutaciones de la NS1, la HA y

otros componentes de la RNA-polimerasa viral (Abdelwhab et al., 2013).

En el caso de la NSI existen secuencias consenso que son capaces de unirse a dominios
PDZ de la célula y que estan relacionados con la patogenicidad de la cepa. Es decir, se
conoce que en el extremo carboxilo de la NS1 proveniente de virus altamente patdogenos en
humanos conservan las secuencias RSKV/RSEV, mientras que la NS1 de virus que afectan

a aves tienen ESEV/EPEV (Kuo et al., 2010).

Por otra parte, se sabe que el domino ED ubicado en el extremo carboxilo de la NS1 es una
region que varia entre las diferentes cepas del virus de Influenza. Estas diferencias se
reflejan en el mecanismo que media la NS1 para bloquear la produccion del IFN y en
consecuencia inhibir la respuesta antiviral (Krug, 2015). Por un lado, la NS1 bloquea la
activacion de los factores de transcripcion del gen de IFN como: IRF-3 y NF«B, y en
consecuencia los convierte en represores transcripcionales para el gen de IFN (IFN-f). Sin
embargo, este mecanismo de inhibicidn por parte de la NS1 no se lleva a cabo en todos los
subtipos de Influenza tipo A ya que cada cepa puede presentar diferencias en la secuencia
del domino ED y en consecuencia existen diferencias funcionales (Kuo et al., 2010). Por un
lado, la NS1 de cepas aviares (HSN1/HI9N2) es capaz de bloquear a los factores de
transcripcion para el gen de IFN (IFN-B) como: NFkB, AP-1 e IRF-3. Por otra parte, de los
virus que infectan a humanos, la NS1 de s6lo algunas cepas estacionales del subtipoHINT,
asi como, la NSI1 del virus pandémico (2009), también inhiben la activacién del IFN a
través de IRF-3 y NFkB; sin embargo, la NS1 de los subtipos H3N2 y H2N2 u otros virus
estacionales HIN1, no lleva a cabo este mecanismo. Esta diferencia funcional se atribuye a
un cambio en la posicion 196 de la cadena peptidica (dominio ED). Las NS1 que bloquean
a IRF-3 y NFkB tienen Acido Glutdmico (E) en esa posicion. En contraste, la NS1 de las
cepas que no bloquean la activacion del IFN a través de este mecanismo tienen Lisina (K).

Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que este sitio sea de unién a ciertas proteinas,
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y que en consecuencia, la union resulte en la activacion o inhibicion de IRF-3 (Kuo, 2010)

(Krug, 2015).

Por otra parte, la NS1, a través de su dominio RBD, es capaz de unirse a RNA de doble
cadena para bloquear la transcripciéon de genes antivirales u otros sensores antivirales
como: PKR (Proteina cinasa R) y OAS (2’-5’-Oligoadenilato Sintetasa, 2’-5’-OAS), ambos
son reguladores de la transcripcion y traduccion de genes antivirales, como RIG-I. La NSI
interacciona con otras proteinas como: CPSF30 y PABII, ambas proteinas participan en la
maduracion de varios tipos de RNAm celular, incluyendo el RNAm del IFN, en la adicion
de la cap y la cadena de poli-A. Esta interaccion impide la maduracion de los RNAm
celulares y por ende bloquea su exportacion hacia el citoplasma y, en su lugar, promueve la
cap y poliadenilacion del RNAm viral, favoreciendo la exportacion de los mensajeros
virales. Ademas el dominio efector de la NS1 también interacciona con la IP3K (Fosfatidil
Inositol Cinasa 3) para inhibir la activacion de la apoptosis (Abdelwhab ef al., 2013). Este
mecanismo, como en el caso anterior, no se lleva a cabo en todas las cepas de Influenza. La
inhibicion del procesamiento del pre-RNAm del IFN se lleva a cabo a través de la union del
dominio ED con la proteina celular CPSF30, y es modulado por la NS1 de los subtipos
H3N2 y H2N2, que recordemos, no inhiben la activacion de IRF-3. Se ha reportado que la
NS1 del subtipo HIN1 pandémico, no se une a esta subunidad debido a que su secuencia
carece de tres aminoacidos que se requieren para la interaccion, sin embargo, al restaurar el
sitio de union a CPSF30 se incrementa la replicacion del virus. Por lo tanto, las NS1 que
carecen de una secuencia consenso Optimo para la union con CPSF30, conlleva a una
disminucion en la replicacion viral, como en el caso de los subtipos aviares H7N9 y H5N1,
este ultimo aislado en Hong Kong en 1977. Sin embargo, al reemplazar la secuencia
consenso de la NSI1 para favorecer su uniéon a CPSF30, ocurri6 un aumento en la
replicacion viral y letalidad de este. La NS1 de cepas aviares (H5N1) aisladas en humanos
posteriormente, mantienen una secuencia consenso en la posicion 103-106, 6ptima para la

uniéon con CPSF30 (Krug, 2015).

En base a lo anterior, las proteinas NS1 provenientes de cepas aisladas en humanos, se
clasifican en tres categorias de acuerdo al mecanismo empleado para la inhibicion del IFN

(Krug, 2015):

Lopez Tercero Nora Andrea Pagina | 24



Universidad Nacional Autébnoma de México

1) Las NSI que bloquean la activacion de IRF-3 inhibiendo la transcripcion del IFN y
el procesamiento del pre-RNAm de éste uniéndose a CPSF30. Ambos procesos se
llevan a cabo por la NS1 de algunas cepas del subtipo HIN1 antes del 2009, vy,
algunas cepas del subtipo HSN1 después de 1997.

2) Por otra parte, la NS1 de algunas cepas soOlo lleva a cabo uno de los dos
mecanismos, ya se bloqueando la activacion de IRF-3 y la transcripcion del IFN,
como es el caso de los virus pandémico HINT1 del 2009.

3) O bien, inhibiendo el procesamiento del pre-RNAm a través de la union con
CPSF30, como los subtipos H3N2, H2N2 y algunas cepas del subtipo HINI,
después del 2009.

I. 4. 3. Modificaciones post-traduccionales de la NS1
La NSI es una proteina multifuncional que modula multiples procesos durante la infeccion

viral, es una proteina pequefia de tan solo 25 kDa, pero su flexibilidad funcional esta dada
por las diversas modificaciones post-traduccionales que sufre a lo largo del ciclo de
replicacion viral. En un reporte se emple6 como modelo de estudio a un virus de influenza
recombinante (A/Udorn/72), para determinar las implicaciones de la fosforilacion de la
NSI1 en el ciclo de replicacion viral. Los autores determinaron que la NS1 es fosforilada por
la proteina PKCa en varios residuos de T/S, y estd modificacion impactaba en la eficiencia
de replicacion viral, de manera positiva o negativa, dependiendo de la posicion. En
contraste, se reportd que en la NSI del virus pandémico del subtipo HIN1 (2009) no se
fosforilo en residuos de T/S; lo que sugiere que la fosforilacion no tiene efecto directo en la
replicacion de éste virus (Hsiang et al., 2012). Por otra parte, se ha reportado que la NS1 es
modificada post-traduccionalmente por dos miembros del grupo de proteinas UBL
(proteinas que tienen estructura terciaria similar a la ubiquitina): ISG15 (IFN-stimulated
gene 15), y SUMO (small ubiquitin-like modifier). En el primer caso, la unién de la NSI
con ISG15 se denomina ISGilacion, y es un mecanismo de respuesta antiviral, ya que esta
modificacion evita que la NS1 interactie con la a-carioferina celular, y en consecuencia no
se importe al nucleo celular. Ademas, la NS1 al unirse con ISG15, cambia su estructura
tridimensional, y esto afecta su actividad para bloquear al IFN, por lo que el virus no se

puede replicar (Zhao et al., 2009). En contraste, la conjugacion de la NS1 con la proteina
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SUMO-1 (SUMOilacion), promueve la capacidad de la NS1 para bloquear la respuesta del
IFN (Santos et al., 2013).

I. 5. Generalidades de los cuerpos de PML (PML-NBs) y la maquinaria de
SUMQOilacion celular
Los cuerpos de PML o también conocidos como NDI10 (Nuclear Dot 10), son

subestructuras nucleares con un diametro de 0.2-1um, y segun el tipo celular, se pueden
encontrar de 2-30 en una sola célula. Los cuerpos de PML estan implicados en la
regulacion de diversas funciones celulares como: reparacion de dafio al DNA, oncogénesis,
respuesta celular a estrés, apoptosis, ciclo celular, seializaciéon hormonal, regulacion en la
transcripcion y respuesta antiviral. Se sabe que en los PML-NBs se encuentra la maquinaria
de SUMOilacion celular, y se ha descrito que durante la infeccién viral ocurre una
reorganizacion de estas subestructuras nucleares a través de la SUMOilacion y
deSUMOilaciéon de algunos componentes de los PML-NBs (Everett & Chelbi-Alix, 2007)
(Groffroy & Chelbi-Alix, 2011) (Everett ef al., 2013) (Chang et al., 2014) (Maroui et al.,
2014) (Maarifi et al., 2009).

I. 5. 1. Sistema de SUMOilacion celular
La SUMOilacion es una modificacion post-traduccional que consiste en la conjugacion de

miembros de la familia SUMO (Small Ubiquiti-like Modifier) en residuos de Lisina de la
proteina blanco. Hasta la fecha se han descrito cuatro pardlogos de SUMO en mamiferos:
SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3 y SUMO-4. La SUMO-1 es un oligopeptido de 11-12 kDa y
unicamente comparte el 50% de similitud con SUMO-2 y SUMO-3, por su parte éstas dos
proteinas difieren entre si solo en tres residuos en el extremo amino terminal, por lo que
comunmente se hace referencia como SUMO-2/3; ésta proteina tiende a formar polimeros o
cadenas en la proteina blanco, y por el contrario, la SUMO-1 funciona como terminador. La
proteina SUMO-4, se detect6 en condiciones de estrés celular extremo y se propuso en base
a andlisis de secuencias de DNA, en donde se observd que comparte el 87% de similitud
con SUMO-2; sin embargo, podria ser un pseudogen puesto que carece de intrones, ademas

no se detectdé de manera endogena (Wilkinson & Henley, 2010).

Las proteinas SUMO se unen covalentemente a otras proteinas, esta interaccion produce un
cambio en la funcidn, estabilidad o cambio de localizacion intracelular de las proteinas

blanco, o bien, puede promover la interaccion con otras proteinas. Por lo tanto, el sistema
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de SUMOilacion esta involucrado en la regulacion de multiples mecanismos celulares

como: regulacion de la transcripcion, reparacion de DNA, formacioén y maduracion de los

PML-NBs (Wilkinson & Henley, 2010) (Everett et al., 2013).

I. 5. 2. Mecanismo de SUMOQilacion celular
El sistema de SUMOilacion se lleva a cabo en el nucleo celular, y a continuacién se

describen los eventos necesarios para que pueda ocurrir esta modificacion post-traduccional

en la proteina blanco (Fig. 5) (Wilkinson & Henley, 2010) (Everett et al, 2013):

a)

b)

d)

La proteina SUMO es un precursor inactivo, por lo tanto, previamente debe ser
procesada a su forma activa. Esto es llevado a cabo por accidon especifica de las
proteasas especificas para SUMO (SENPs). Estas cortan en el motivo di-Glicina
(Gly-Gly) del extremo carboxilo de la SUMO.

Posteriormente, en un residuo de cisteina (C) en el extremo carboxilo de SUMO se
une el heterodimero E1 (conformado por las proteinas SAE1-SAE?2) a través de un
enlace tioéster, dependiente de ATP.

Una vez ocurrido esto, la proteina SUMO se encuentra en su forma activa, y en este
estado, la proteina E2, también denominada Ubc9, es capaz de unirse a SUMO en
residuos de Cisteina.

La proteina Ubc9 por si sola puede unirse en residuos de K de la proteina blanco,
sin embargo, la union de Ubc9 con E3 le da especificidad por el sustrato, ademas,
éste en su mayoria tienen un motivo consenso: W-Lys-Xaa-Asp/Glu (': aminoacido
hidrofébico/ Xaa: cualquier aminoacido).

La SUMOilacion es un proceso dinamico y reversible, y las enzimas SENPs son
encargadas de modularlo de manera que las SENPs cortan a la SUMO del sustrato,
este proceso se conoce como desconjugacion. Una vez que la proteina SUMO se

libera puede ser reintegrada al ciclo.
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Figura 5. Sistema de SUMOilacion celular. En el esquema se ilustran los pasos que involucran la
conjugacion de SUMO en residuos de lisina de la proteina blanco. Tomada y modificado de Wilkinson &
Henley (2010).

I. 6. Didlogo molecular entre los componentes del virus de Influenza y el sistema
de SUMOilacion celular
En la infeccion por el virus de Influenza se ha reportado un aumento del sistema de

SUMOilacion celular, y como en el caso de algunos otros virus, Influenza recluta esta

maquinaria para favorecer la replicacion viral (Santos ef al., 2013).

Previamente se demostr6 que las proteinas NS1, M1, NP, PB1 y NS2, son modificadas por
adicion de SUMO durante la infeccion viral, aunque se desconocia el impacto de la

SUMOilacioén en éstas (Pal et al., 2010) (Pal et al., 2011).

Mas adelante, se reportd que la proteina M1 se une a SUMO en la K42. La SUMOilacion
de la M1 se requiere para que las vVRNPs puedan exportarse del nucleo al citoplasma de la
célula. En relacion a esto, estudios previos han demostrado que las vRNPs se transportan
del nucleo al citoplasma junto con M1 en forma de complejo (VRNP-M1), y esta
interaccion determina la morfologia del virus; como los autores lo demostraron, los virus
WT (Wild Type) liberan particulas de forma esférica, en contraste, los mutantes que carecen
del sitio de unién a SUMO, producen particulas en forma elongada, y ademdas hay una

reduccion en la produccion de particulas virales. Por lo tanto, los autores sugieren que el
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desarrollo de moléculas que bloqueen la SUMOilacion de M1 pueden ser drogas

potenciales para el tratamiento de Influenza (Wu et al., 2011).

En otro reporte, se mostré que la NS1 de la cepa aviar H5SN1 altamente patdgena (HPAI)
HS5NI1, interacciona con la Ubc9 (un componente del sistema de SUMOilacién), y ademas
es modificada por SUMO-1; la desconjugacion de SUMO fue mediada por la SENPI1. Se
observo, que la SUMOilacion de la NS1 aument6 la estabilidad de la proteina y en
consecuencia se aument6 la replicacion viral. Los autores demostraron que la SUMOilacion
se conserva en diferentes cepas que infectan a humanos y aves, siendo el sitio de
modificacion las lisinas: K219/K221, y en algunas otras K219/217; a excepcion del subtipo
HIN1 pandémico (2009), ya que carece de 11 aminodcidos en el extremo carboxilo, entre

éstos el sitio de union a SUMO-1 (K219) (Xu et al., 2011).

Por otra parte, en otro estudio se observd que la NS1 (PR8) (A/Puerto Rico/8/1934), que
infecta a humanos, interacciona con las proteinas SUMO-1 y SUMO-2/3. Los sitios de
union a SUMO fueron: K70/K219, mismos que se encuentran conservado en algunas cepas
del subtipo HIN1 y H2N3. Los autores demostraron que la NS1 es SUMOilada y que esta
modificacion es necesaria para que la NS1 tenga la actividad como antagonista del IFN. Por
otra parte, la SUMOilacion de la NS1 se relaciono con la abundancia de dimeros y trimeros
de ésta durante la infeccion viral, esto es relevante ya que la dimerizacién de la NSI se
requiere para que se pueda unir al RNA y asi bloquear la respuesta del IFN, ademas, en esta
configuracion la NS1 puede interaccionar con otras proteinas del hospedero (Santos et al.,

2013).

En el caso de la proteina viral NP, un componente del complejo de la RNA-polimerasa viral
también es SUMOilada, principalmente por SUMO-1 en dos residuos de lisina (K7/K4) del
extremo N-terminal. La conjugacion de SUMO a NP en la K7 es indispensable para que el
virus se pueda replicar, por lo que este residuo se conserva en los diferentes subtipos de
Influenza, incluyendo el HINI. Por otra parte, la SUMOilacion de la NP favorece su trafico

intracelular favoreciendo la multiplicacion del virus (Han et al., 2014).
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II. ANTECEDENTES
En la infeccion por diferentes virus de RNA, como el virus de la Estomatitis Vesicular

(VSV) (RNA'gs) y Encefalomiocarditis (EMCV) (RNA",), se ha observado que se aumenta
la SUMOilacion de los factores de transcripcion IRF-3 (K152) e IRF-7 (K406), este
incremento se correlaciona con la disminucion en la expresion del gen de ifn-1, sugiriendo
que la SUMOilaciéon de IRF-3 e IRF-7 es uno de los mecanismos por los que en algunas
infecciones virales se regula negativamente la expresion del gen de ifn-1 (Kubota et al.,

2008).

En otro estudio, se reporté que la proteina VP35 del virus de Ebola Zaire (EVOB) (RNAss)
interacciona con el sistema de SUMOilacion celular promoviendo la SUMOilacion de IRF-
3/IRF-7 antes y después de su activacion, y de esta manera inhibir la transcripcion del IFN-
I. La conjugacion de SUMO con IRF-7 ocurri6é en multiples residuos de Lisina ademas del

previamente reportado (K406) (Chang et al., 2009).

En la infeccidon con virus Sendai (SeV) (RNA'ss), la proteina IRF-3 se une a SUMO-1 y
esta union favorece la estabilizacion de la IRF-3; sin embargo, la proteina SENP2 favorece
la deSUMOilacion de ésta, y promueve su Ubiquitinacion y posterior degradacion via
proteosoma. De esta manera SENP2 regula negativamente la activacion del IFN-I. Ademas,
se observo que la SUMOilacion y Ubiquitinacion son procesos competitivos entre si, y la
IRF-3 es blanco de ambas modificaciones post-traduccionales en la K87 que se encuentra

conservado en humanos (Ran ef al., 2011).

El virus del herpes KSHV (Human Herpesvirus type 8§ HHV-8) (DNAgys), interacciona con
la maquinaria de SUMOilacion celular en diferentes etapas del ciclo de replicacion viral,
favoreciendo la evasion de la respuesta antiviral. La proteina viral K-bZIP, es un represor
transcripcional de manera dependiente de SUMO, es decir: la K-bZIP es SUMOilada por
SUMO-2/3, una vez modificada, induce la SUMOilacion de IRF-7, IRF-1 e IRF-2
convirtiéndolos en represores transcripcionales; por otro lado, la K-bZIP bloquea la unién
de la IRF-3 con el promotor del IFN-fB, de manera independiente SUMO, convirtiéndolo en
represor transcripcional (Chang & Kung, 2014).

Los virus de Influenza interaccionan ampliamente con el sistema de SUMOilacion celular

durante el ciclo de replicacion viral. Una de las estrategias para contender con la respuesta
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antiviral de la célula es a través de la interaccion de la NS1 con SUMO (Xu et al., 2011)
(Santos et al., 2013), ya que se ha reportado que la NS1 inhibe la activacion de los factores
de transcripcion del gen de IFN como: IRF-3 y NF«kB. Sin embargo, se desconoce a detalle
el mecanismo molecular por el cual la NS1 modula la respuesta del IFN-I en los diferentes

subtipos de Influenza (Kuo, 2010; Krug et al., 2015).
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I11. HIPOTESIS
En la infeccion por Influenza HINI tipo A (estacional y pandémica), la proteina viral NS1

induce la SUMOilacién de la IRF-3 convirtiéndola en un represor transcripcional para el

gen de IFN-I.

Figura 6. Esquema hipotético de la regulaciéon de IRF-3 mediado por la NS1 durante la infeccién viral.
A) Se sabe que la proteina IRF-3 en condiciones basales se encuentra en citoplasma, sin embargo, en
respuesta a la infeccion por el virus de Influenza se fosforila y se transloca al nicleo. En esta conformacion se
asocia al promotor del IFN, junto con otros factores de transcripcion como AP-1 y NF-kB, y se promueve la
transcripcion del gen de IFN-I (o/B). B) En nuestro modelo, nosotros proponemos que durante la infeccion
viral la NS1 induce la SUMOilacion de la IRF-3, convirtiéndola en un represor transcripcional para el gen de
ifn, y de esta manera inhibir la respuesta antiviral.
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IV. OBJETIVOS
IV. 1. Objetivo general

Evaluar el efecto de 1a NS1 sobre el estado de activacion de la IRF-3.

IV. 2. Objetivos particulares
IV. 2. 1. Analizar la distribucion intracelular de las proteinas celulares IRF-3, SUMO-

1, y la proteina viral NS1 en células infectadas con Influenza HINI1 estacional y
pandémica.

IV. 2. 2. Analizar la expresion de la proteina celular IRF-3 y la proteina viral NS1
durante la infeccion viral mediante ensayos de Western blot.

IV. 2. 3. Determinar el estado de activacion de la IRF-3 (Fosforilacion o
SUMOilacién) en células infectadas por Influenza HIN1 mediante ensayos de
Inmunoprecipitacion y Western blot.

IV. 2. 4. Evaluar el efecto de la proteina viral NS1 sobre la activaciéon de IRF-3 en
células transfectadas con pcDNA-NS1 y pcDNA-SUMO-1 y en células transfectadas e

infectadas con Influenza HINI.

V. MATERIALES Y METODOS
V. 1. Células y virus
Se emplearon células MDCK (Madin-Darby canine kidney) para la amplificacién y
titulacién del virus de Influenza estacional (HIN1/A/New Caledonia/99) y pandémico
(HIN1/A/México/09). Ambos virus se propagaron utilizando una MOI (Multiplicidad de
Infeccion): 0.01 PFU/cel (Unidades Formadoras de Placa) durante 2 hrs a 37°C con 1.2
png/mL de Tripsina (/nvitro) en agitacion cada 10 min. Posteriormente el indculo se desecho
y se agregd medio suplementado con 1% de suero bovino fetal (Biowest). La cuantificacién
de particulas virales se llevo a cabo por la Técnica de Ensayo en Placa como se describe a
continuacion: la monocapa de células MDCK se infecté con diluciones seriadas del virus.
La adsorcion se llevdo a cabo durante de 2 hrs, posteriormente se adicioné medio
suplementado con agar noble (BD Difco™), después de 72 hrs se removié el agar y la
monocapa celular se tifio con una solucion de cristal violeta 20% Etanol durante 24 hrs a

temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se removio la solucion y las placas
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se lavaron con agua corriente. Posteriormente se observaron y se cuantificaron las placas
liticas con el fin de obtener el titulo viral. Los célculos realizados para la obtencion del
titulo viral se muestran a continuacion. A partir de los calculos obtenidos, los experimentos
posteriores fueron realizados a una MOI: 5 PFU/cel.
(Ntamero de placas) (1x10%) (Factor de Dilucidén) = unidades formadoras de placa/cel

(5) (1x10 %) (2) (1.1) = 1.1x10°

(40) (1x10°) (2) (1.1) = 8.8x10*

Titulo Viral= 9.9x10* PFU/mL

Figura 7. Ensayo en placa en células MDCK. En la monocapa de células MDCK, se observo la formacion
de placas liticas por la infeccion con Influenza HIN1/A.

Paralelamente, como modelo experimental se emplearon células A549 (Human lung
adenocarcinoma epitelial cell line), las cuales fueron infectadas a las 8, 12, 16 y 24 hpi
(horas post-infeccion). Ambas lineas celulares, MDCK y A549, se mantuvieron en medio
DMEM 1X (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco/BRL), suplementado con 10%
de suero bovino fetal (Biowest), adicionado con 1% de penicilina-estreptomicina (/nvitro).
Las células se mantuvieron a 37°C con 5% de CO,. Las células A549 fueron utilizadas para

realizar todos los ensayos descritos a continuacion.

V. 2. Ensayos de Inmunofluorescencia
Para analizar la dindmica de distribucion de las proteinas celulares IRF-3, SUMO-1 y la

proteina viral NS1 a lo largo del ciclo de replicacion, se infectaron células A549 con virus
de Influenza estacional y pandémico, respectivamente. En ambos casos, el procedimiento

de los ensayos de Inmunofluorescencia fue el siguiente: las células se fijaron a las 12 y 24
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hpi con 3.7% de paraformaldehido durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después se
realizaron 3 lavados con PBS 1X (0.18 mM K2HPO4; 0.43 mM Na2HPO4; 0.27 mM KClI;
13.7 mM NaCl; pH 7.4). Las células se permeabilizaron con PBS 1X-5% Triton X-100, y
se mantuvieron en agitacion durante 15 minutos, y luego se realizaron 3 lavados con PBS
1X. Después se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios toda la noche a 4°C:
anti IRF-3 policlonal (1: 1 000, Santa Cruz), anti SUMO-1 monoclonal (21¢7) (1: 1 000,
Invitrogen) y anti NS1 policlonal (1: 3 000, Gene Tex). Posteriormente las células se
lavaron 3 veces con PBS 1X, y se incubaron con el anticuerpo secundario peroxidado
acoplado a un fluoroforo anti-IgG de ratén-Alexa 568 (1: 2 500) junto con anti-IgG de
conejo-Alexa 488 (1: 1 500) (ambos de Invitrogen), durante 2hrs a temperatura ambiente.
Las células se lavaron 3 veces y se incubaron 5 minutos con DAPI (4’6-diamidino-2-
phenylindole; 1: 10 000, Sigma) usado como marcador nuclear. Se realizaron 3 Ultimos
lavados con PBS 1X. Las muestras fueron montadas en portaobjetos con PBS-10% glicerol,
y se observaron con un microscopio confocal (Leica) con el objetivo 63X y tres laser en:

405nm (DAPI), 488nm (FITC) y 568nm (Rhodamina).

V. 3. Extraccion y cuantificacion de proteinas totales
Para la obtencion de los extractos de proteinas totales, las células A549 se infectaron a una

MOI: 5PFU/cel y posteriormente se cosecharon a las 8, 12, 16 y 24 hpi. El homogenizado
celular se centrifugd a 12 000 rpm durante 5 minutos, el pellet se lavé con PBS 1X y se
resuspendié en 200 pL de buffer de lisis RIPA (150mM NaCl; 50mM Tris pHS; 0.1% SDS
(Dodecilsulfato de Sodio); 0.5% Deoxicolato de sodio; SmM EDTA pH 7.5; NP40 1%;
Inhibidor de proteasas 1X (Complete)), se incubd durante 30 minutos en hielo.
Posteriormente el homogeneizado se centrifugd a 13 000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se
recolecto el sobrenadante (fraccion soluble), y se cuantifico la cantidad de proteinas totales
usando un reactivo similar al método de Lowry (Bio-Rad DC protein Assay), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La concentracion de proteinas se ajustd a 20 pug en base

a una curva estdndar de albumina de suero bovino (BSA 1-5 pg/mL, Sigma).

V. 4. Inmunodeteccion de proteinas (SDS-PAGE y Western blot)
Las proteinas obtenidas de cada extracto celular se analizaron por electroforesis en geles de

poliacrilamida (Bio-Rad) al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Los geles

se tifieron con azul de Coomassie. Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF
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(Polyvinilidene fluoride, Amersham) por electrotransferencia en una camara semi-seca
(Trans-Blot SD Semy-dry Transfer cell, BioRad) a 120 miliamperios por 2 hrs. La
membrana se bloqued con 0.5% de BSA durante 2hrs en movimiento a temperatura
ambiente. Posteriormente, la membrana se lavo 3 veces con solucion de lavado TBS 1X-
0.1% Tween (50 mM Tris-Cl pH 7.6; 150 mM NaCl), durante 10 minutos en movimiento
por cada lavado. Posteriormente, se incubd con el anticuerpo primario diluido en
TBS/0.5%BSA/0.1% Tween, durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios
empleados fueron: anti IRF-3 policlonal (1: 1 000, Santa Cruz), anti IRF3-P monoclonal (1:
1 000, Cell signal), anti SUMO-1 monoclonal (21c7) (1: 1 000, Invitrogen) y anti NS1
policlonal (1: 3 000, Gene Tex), y anti-GAPDH policlonal (1: 1 000, Santa Cruz). Después,
la membrana se lavo 3 veces con soluciéon de lavado y se incubd con el respectivo
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa: anti-IgG de raton, conejo (1: 1000, ambos de
Jackson Immuno Research) y/o cabra (1: 1 000, Invitrogen), durante 2 hrs a temperatura
ambiente. Se realizaron 3 lavados. La sefal se reveld con un sustrato quimioluminiscente
(ECL) como lo describe el fabricante (/nvitrogen), y la membrana se expuso a peliculas

autorradiograficas.

V. 5. Ensayos de Inmunoprecipitacion
Se cultivaron ~2.5x10° células A549 en cajas Petri de 100 mm. Cuando las células se

encontraba en una confluencia optima <70% se llevo a cabo la infeccion a las 12, 16 y 24
hpi a una MOI: 5 PFU/cel con Tripsina 0.25% (Invitro), en ausencia de suero. El inoculo se
dejo durante 2hrs en movimiento, y posteriormente este se desechd. Se adiciono DMEM
1X suplementado con 10% SBF y se mantuvo a 37°C con 5% de CO,. Posteriormente las
células se cosecharon al tiempo de infeccion requerido y se obtuvieron los extractos
proteicos de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente. Se cuantificod la cantidad de
proteinas totales para cada extracto y se ajustd a 300 pg. Posteriormente se realizaron los

ensayos de Inmunoprecipitacion para IRF-3 de la siguiente forma:

1. Pre-clareo del extracto proteico: se incubaron los 300 pg de proteina con 20 puL de
A-agarosa (/nvitrogen) durante 1 hora a 4°C en movimiento.
2. Acoplamiento de la A-agarosa al anticuerpo anti-IRF-3 (200 pg/mL, Santa Cruz):

se utilizaron 20 pL A-agarosa para cada muestra y se resuspendio en 500 pL de
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buffer RIPA (con inhibidor de proteasas). Posteriormente, se centrifugd a 6 000
rpm a 4°C durante 3 minutos. Se retir6 el sobrenadante y al pellet se le agregé 500
uL de buffer RIPA y nuevamente se centrifugd en las mismas condiciones dos
veces, en ambos casos el sobrenadante se desechod, y al pellet se le afiadieron 500
uL de buffer RIPA con 1 pg de anti-IRF-3. Se incubaron durante lhr a 4°C en
movimiento para que la resina se acoplara al anticuerpo. Posteriormente, se
centrifugd a 6 000 rpm durante 3 minutos a 4°C. El sobrenadante se desechd y al
pellet se lavo tres veces con 500 uL de buffer RIPA, y se centrifugd a 6 000 rpm
durante 3 minutos a 4°C. El pellet, que es la fraccion de la A-agarosa acoplada al
anticuerpo (IRF-3), se resuspendid en buffer RIPA y se adicionaron 100 pL de A-
agarosa acoplada a 300 pg de extracto de proteinas totales. Se incubaron durante 2
hrs a 4°C en movimiento. Al terminar la incubacion se centrifugé a 6 000 rpm
durante 3 minutos a 4°C. El sobrenadante se desecho y el pellet se lavo 3 veces con
500 pL buffer RIPA, en cada lavado se centrifugd a 6 000 rpm durante 3 minutos a
4°C.

3. Al final a cada pellet se le afiadieron 30 pL de buffer Laemmli (SDS 6X con B-
mercaptoetanol), y las muestras se hirvieron a 95°C durante 5 minutos, al terminar
se templaron en hielo inmediatamente y se centrifugaron a maxima velocidad

durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Las muestras se cargaron en un gel de electroforesis de poliacrilamida al 7.5% en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), posteriormente se transfirio a una membrana
de PVDF por electrotransferencia en una cdmara semi-seca. Se realizaron ensayos de
Western blot, para lo cual, las membranas se bloquearon con BSA 0.5% durante lhr a
temperatura ambiente. Después se lavo 3 veces con solucion de lavado (TBS-0.1% Tween).
Para detectar si la IRF-3 estaba siendo modificada post-traduccionalmente se llevd a cabo
la inmunodeteccion contra anti-SUMO-1 monoclonal (21¢7) (1: 1 000, Invitrogen). A
partir de los mismos extractos proteicos obtenidos, la cantidad de proteinas totales se ajustd
a 20ug y se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE), se realiz6 la
electrotransferencia y se realizaron ensayos de Western blot para la Inmunodeteccion

contra IRF3 total, IRF3-P, NS1 y GAPDH como se describi6 anteriormente.
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V. 6. Extraccion y purificacion del DNA plasmidico (pcDNA) de SUMO-1, NS1 y
GFP
Con el objetivo de evaluar el efecto de la NSI sobre el estado de activaciéon de IRF-3,

nosotros obtuvimos el pcDNA de SUMO-1, NS1 y GFP (como control) como se describe a
continuacion: en 20mL de medio LB (Miller’s LB Broth Base, Invitrogen) se cultivaron
100 uL de E.coli (DHS5-a) transformadas con el respectivo plasmido (SUMO-1, NS1 y
GFP). Al medio se le adicion6 100 pL. de Ampicilina (100 pg/mL) para seleccionar a la
cepa de interés. El cultivo se dejo crecer a 37°C durante toda la noche. El medio se
recuperd y se centrifugd a 6000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante se deseché y el pellet se utilizo para la extraccion y purificacion del pcDNA
con un kit comercial (QUIAGEN Plasmid Purification) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Una vez que se obtuvo el pcDNA, se lavd con Isopropanol absoluto y se
centrifugd a 13 000 rpm durante 10 minutos, posteriormente se lavo con Etanol-70% y se
repitié el mismo procedimiento. Al final el pellet se resuspendié en 100 pL de buffer TE
1X (10 mM Tris-HCI1 pH 7.5; 1 mM EDTA). Posteriormente, se midi6 la absorbancia de
cada muestra para determinar la pureza de acuerdo con la relacion x260/280 < 1.8, y la
concentracion del DNA utilizando un nanodrop (Thermo Scientific, NanoDrop 2000). Los
datos obtenidos se muestran en la seccion del apéndice (Fig. A.l). Una vez que se
corrobord que las muestras eran puras, se ajustod la concentracion de cada una de estas a 6
ug, y esta cantidad fue la que se utilizd para realizar los ensayos de Transfeccion, como se

describe a continuacidn.

V. 7. Ensayo de Transfeccion en células A549
Se cultivaron ~2.5x10° células A549 en cajas Petri de 100 mm y se mantuvieron en medio

DMEM 1X con 10% de SBF, y se mantuvieron a 37°C con 5% de CO,. Una vez que el
cultivo se encontraba en una confluencia optima 70-90%, las células se transfectaron con
6pg de pcDNA-GFP diluido en 600 uL. de DMEM 1Xutilizando un polimero catiéonico
(TurboFect Transfection Reagent, Thermo Scientific), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El pcDNA de GFP se empleod para ver la eficiencia de la Trasnfeccion (datos no
mostrados). Posteriormente, para los experimentos se transfectd con: pcDNA-SUMO-I,
pcDNA-NS1 (NSI estacional) y como control un pcDNA vacio. Después de 24 hrs post-

transfeccion (hpt), se obtuvo el lisado celular y se llevd a cabo la extraccion y
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cuantificacion de proteinas totales de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente. La
cantidad de proteinas totales por condicion se ajustd a 300 pug para realizar los ensayos de
Inmunoprecipitacion de la IRF-3 como se describidé anteriormente. Las muestras se
cargaron en un gel de poliacrilamida al 7.5% en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) y se llevaron a cabo ensayos de Western blot contra SUMO-1.

VI. RESULTADOS

VI. 1. Analisis de la distribucion intracelular de las proteinas celulares IRF-3,
SUMO-1, y la proteina viral NS1 en células infectadas con Influenza HI1N1
estacional y pandémica

Con el objetivo de analizar la localizacion intracelular de las proteinas celulares IRF-3,

SUMO-1, y de la proteina viral NS1 a lo largo del ciclo de replicacion viral, se realizaron
ensayos de Inmunofluorescencia en células A549 infectadas Influenza A/HIN1 estacional
(HIN1/New Caledonia/99) y pandémica (A/México/09) (Fig. 8), como se describi6 en la
seccion de materiales y métodos. En células A549 no infectadas (mock), la proteina celular
IRF-3 se observo en una distribucion difusa en el citoplasma de la célula. En células
infectadas con el virus HIN1 estacional, a las 12 hpi, la IRF-3 se relocaliz6 del citoplasma
hacia el ntcleo de la célula infectada (Fig. 8) en mas del 50% de las células (Fig. 9). En
contraste, en la infeccion con el subtipo pandémico a las 12 hpi, la IRF-3 se observo en una
distribucion difusa tanto en el citoplasma como en el nicleo de la célula infectada (Fig. 8)
en mas del 90% de las células (Fig. 9). Hacia la fase tardia de la infeccion (24 hpi), en la
infeccidon con el subtipo estacional, la IRF-3 se observo de nuevo en el citoplasma de la
célula, con una distribucion difusa y de puntos citoplasmicos. En el caso de la infeccion con
el virus pandémico, la IRF-3 se encontrdé con una distribucion difusa en el nucleo y

citoplasma de las células infectadas (Fig. 8 y Fig.9).

Por otra parte, en células no infectadas la SUMO-1 se observéd difusa en el ntcleo de la
célula (Fig. 8). En células infectadas con el virus estacional, a las 12 hpi, la SUMO-1 se
relocalizd en puntos nucleares en donde colocaliz6 con la proteina IRF-3 (Fig. 8). En
contraste, en c€lulas infectadas con el virus pandémico, la SUMO-1 se observé difusa en el
nicleo y en el citoplasma, de manera muy similar a lo observado en las células no

infectadas y no se observo una clara colocalizacion con la IRF-3 (Fig. 8). Hacia las 24 hpi,
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la SUMO-1 y la IRF-3 colocalizaron en puntos citoplasmicos en la infeccion con Influenza
estacional, a diferencia de la infeccion con el virus pandémico, en donde la distribucion de
SUMO-1 e IRF-3 se mantuvo difusa en el nicleo y citoplasma de la célula infectada, y no

se observo una colocalizacion de la SUMO-1 con IRF-3 durante la infeccion (Fig. 8).

En la fase temprana de la infeccion, la NS1 de la cepa estacional se localizod
preferencialmente en puntos en el nucleo de la célula (Fig. 10). En contraste, en la infeccion
con la cepa pandémica, la NS1 se observo en puntos citoplasmicos y de manera difusa en el
nucleo de la célula infectada (Fig. 10). A las 24 hpi, la NS1 tanto de la cepa estacional
como de la pandémica se observd en el nucleo de la célula colocalizando con la SUMO-1

en diversos puntos nucleares (Fig. 10).

Figura 8. Distribucion intracelular de las proteinas celulares IRF-3 y SUMO-1, en células infectadas
con Influenza estacional y pandémica. De izquierda a derecha se observa a: IRF-3 en verde, SUMO-1 en
rojo, y a DAPI en azul como marcador nuclear. Las células A549 fueron infectadas con el virus de Influenza
A (HINI) estacional (A/New Caledonia/20/99) y pandémico (A/Mexico/09) a una MOI= 5 PFU/cel,
respectivamente.
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Figura 9. Grifica que ilustra la distribucion de la proteina celular IRF-3 durante la infeccién con el
virus de Influenza HIN1 estacional y pandémico. En células A549 infectadas con el virus estacional, a las
12 hpi la distribucion de IRF-3 se observd en el ntcleo (N) en el 54% de las células, mientras que el resto de
la IRF-3 se localizé de manera difusa entre el niicleo y citoplasma (N/C). No obstante, hacia las 24 hpi hubo
un ligero decremento de la IRF-3 en el nucleo (44%), y hubo un incremento (56%) de la IRF-3 difusa entre
nucleo y citoplasma. En contraste, en células infectadas con el virus pandémico tanto a las 12 y 24 hpi en mas
de un 90% de las células la IRF-3 se observo distribuida entre el nucleo y citoplasma.

Figura 10. Distribucién intracelular de la proteina viral NS1. De izquierda a derecha se observa a la NS1
en verde, la proteina celular SUMO-1 en rojo, y a DAPI en azul como marcador nuclear, en células A549 que
fueron infectadas con el virus de Influenza HINI. Estacional (A/New Caledonia/20/99) y pandémico
(A/Mexico/09) a una MOI= 5 PFU/cel, respectivamente.
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VI. 2. Expresion de la proteina celular IRF-3 y la proteina viral NS1 en la
infeccion por Influenza HINI1 estacional y pandémica.
Con el objetivo de analizar la expresion de la proteina IRF-3 y la proteina viral NS1 a lo

largo del ciclo de replicacion viral, se obtuvieron extractos de proteinas totales a partir de
células A549 infectadas por Influenza HINI (estacional y pandémica) y se analizaron
mediante ensayos de Western blot, como se describe en la seccion de materiales y métodos.
En células no infectadas la IRF-3 se detectdé en forma de dos bandas, cuyos pesos
moleculares son de aproximadamente 47 y 50 kDa, este patron de dos bandas se ha
observado en diferentes lineas celulares. En células infectadas con la cepa estacional y
pandémica, no se observaron diferencias en la expresion de la IRF-3 a lo largo del ciclo de
replicacion viral. Por otro lado, evaluamos la expresion de la proteina viral NS1, cuyo peso
molecular fue de aproximadamente 25 kDa. La proteina viral se detectd desde las 8 hpi en

la infeccidn con las dos cepas virales y su expresion se mantuvo hasta las 24 hpi (Fig. 11).

Figura 11. Inmunodeteccion de la proteina celular IRF-3 (45-50 kDa) y de la proteina viral NS1 (25
kDa). Los extractos totales de células AS549 fueron preparados y sujetos a andlisis por SDS-PAGE,
posteriormente fueron transferidos a membranas PVDF e incubados con los anticuerpos dirigidos a las
proteinas IRF-3 (1: 1 000, Santa Cruz), NS1 (1: 3 000, GeneTex) y GAPDH (1: 1 000, Santa Cruz).
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VI. 3. La Fosforilacion y SUMOQilacion del factor de transcripcion IRF-3.
Con el objetivo de evaluar si la proteina IRF-3 podia ser modificada post-

traduccionalmente por SUMOilacion y/o fosforilacion en la infeccion con el virus
estacional y pandémico, respectivamente, se realizaron ensayos de Inmunoprecipitacion a
partir de extractos de células infectadas con Influenza (estacional y pandémica), a
diferentes tiempos post-infeccion (12, 16 y 24 hpi), como se describio en la seccion de
materiales y métodos. Para los ensayos de Inmunoprecipitacion se utilizo el anti-IRF-3 para
inmunoprecipitar a la IRF-3 y estas muestras fueron analizadas posteriormente mediante
ensayos de Western blot en donde se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-SUMO-1. En
nuestros resultados, se observaron dos bandas de peso molecular de 72 y 93 kDa
aproximadamente, que corresponden a la IRF-3 modificada por la adicion de SUMO-1. Las
dos bandas también se observaron en células mock, lo que indica que IRF-3 se encuentra
SUMOilada en una forma basal. Sin embargo, en un tiempo temprano de la infeccion con el
virus estacional, se observd un incremento en la intensidad de ambas bandas, y es a las 16
hpi cuando se observd una mayor intensidad de la banda de 72 kDa. A las 24 hpi la
intensidad de la banda de 72 kDa se observo similar a las de las 12 hpi. A diferencia de la
banda de 72kDa, la banda de 93 kDa no cambio a lo largo del ciclo de replicacion viral

(Fig. 12).

Por otra parte, en la infeccion con el virus pandémico (Fig. 13), también se observaron dos
bandas correspondientes a IRF-3 SUMOilada como se observa en la Figura 12, las cuales
tienen un peso molecular aproximado de 72 kDa y 93 kDa, respectivamente. Al igual que
en la infeccion con el virus estacional a partir de las 12 hpi, se observo un aumento en la
intensidad de las bandas en comparacion con las células no infectadas. En contraste, en la
infeccion con la cepa pandémica, hacia las 16 hpi y 24 hpi, la intensidad de la sefial de la

IRF-3/SUMO-1 disminuye conforme avanza el ciclo de replicacion viral.

En paralelo, se realizaron ensayos de Western blot (Input) a partir de los extractos de
proteinas totales que se utilizaron para los ensayos de Inmunoprecipitacion, con la finalidad
de saber si la IRF-3 estaba siendo fosforilada en la infeccion por las dos diferentes cepas
virales. Como se describi6 en la introduccidn, se ha reportado que la IRF-3 es fosforilada
en la infeccion por diversos virus, esta modificacion favorece la translocacion del factor

IRF-3 al nucleo de la célula y de esta manera activa la transcripcion de sus genes blanco.
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Para realizar los ensayos de Western blot se utilizO un anticuerpo que reconoce
especificamente la forma fosforilada de la IRF-3 (IRF3-P), IRF-3 total (IRF3), anti-NS1
(control de infeccidon) y anti-GAPDH (control de carga). En la infecciéon con la cepa
estacional (Fig. 12), la proteina IRF-3 fosforilada se detectdé en una banda de 55 kDa a
partir de las 12 hpi, y se mantuvo hasta las 24 hpi. En contraste, en la infeccion con la cepa
pandémica (Fig. 13), la IRF-3 fosforilada se observo hasta las 16 hpi y se mantuvo a las 24
hpi. Lo que sugiere que la respuesta antiviral de la célula mediada por la IRF3-P inicia a un

tiempo mas temprano en la infeccion con la cepa estacional versus la cepa pandémica.

La IRF-3 total se observo tanto en células mock como infectadas a las 12, 16 y 24 hpi, en
dos bandas correspondientes a IRF-3 en un rango de 45 a 50 kDa. La proteina viral NS1 se
detectd desde las 12 hpi en una banda de 25 kDa que se mantuvo a lo largo del ciclo de
replicacion en la infeccion con Influenza estacional y pandémica. La banda correspondiente

a GAPDH se detect6 en 37 kDa, la cual se utiliz6 como control de carga (Fig. 12 y Fig. 13).
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Figura 12. SUMOilacién de la IRF-3 en la infeccién con el virus de Influenza estacional HIN1. Las
bandas correspondientes a la IRF-3 conjugada a SUMO-1 se encontraron en dos bandas: 92 y 93 kDa, en
células mock e infectadas, en la figura se indican con un asterisco (*). Con los mismos extractos de proteinas
totales obtenidos se realizaron ensayos de Western blot para la Inmunodeteccion de la IRF-3 total, que se
encontrd en dos bandas de 45-50 kDa y la IRF-3 en su forma fosforilada (IRF3-P, 55 kDa), ésta se detecto
desde las 12 hpi y se mantuvo hasta las 24 hpi. La proteina viral NS1 (25 kDa) se utiliz6 como marcador de
infeccion, su expresion se mantuvo a lo largo del ciclo de replicacion. La proteina GAPDH (37 kDa) se utilizd
como control de carga.
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Figura 13. Fosoforilaciéon y SUMOilacion de la IRF-3 en la infeccién con el virus de Influenza HIN1
pandémico. Las bandas correspondientes a la IRF-3 conjugada con SUMO-1 se encontraron en dos bandas:
92 y 93 kDa, en células mock e infectadas, en la figura se indican con un asterisco (*). Con los mismos
extractos de proteinas totales obtenidos se realizaron ensayos de Western blot para la Inmunodeteccion de la
IRF-3 total, que se encontr6 en dos bandas de 45-50 kDa y la IRF-3 en su forma fosforilada (IRF3-P, 55 kDa),
ésta se detectd a las 16 hpi y se mantuvo hasta las 24 hpi. La proteina viral NS1 (25 kDa) se utilizé como
marcador de infeccidn, su expresion se mantuvo a lo largo del ciclo de replicacion. La proteina GAPDH (37
kDa) se utiliz6 como control de carga.

VI. 4. Efecto de la proteina viral NS1 sobre IRF-3
Nuestros resultados mostraron que en la infeccion por Influenza (estacional y pandémica) la
IRF-3 es modificada por la adicion de SUMO-1 y que ademas en la infeccion los niveles de
IRF-3/SUMO-1 e IRF-3P se incrementan. La proteina viral NS1 es conocida como la
antagonista del interferon, y dado que IRF-3 es un factor de transcripcion que induce la
expresion del IFN-I, decidimos investigar si la NSI era responsable de inducir la
SUMOilacion de la IRF-3 durante la infeccion. Para lo cual, se transfectaron células A549
con los plasmidos que codifican para la NS1 (pcDNA-NS1) y SUMO-1 (pcDNA-SUMO-

1), y se cosecharon las células a las 24 horas post-transfeccion (24 hpt), se realizaron
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ensayos de Inmunoprecipitacion (anti-IRF-3) y Western blot (anti-SUMO-1). Resultados
preliminares indicaron que la NS1 podria favorecer la SUMOilacion de la IRF-3 (Fig. 14),
sin embargo, no se sabe si es porque la NS1 tienene la actividad enzimatica de E3-SUMO
ligasa o porque interacciona con otros componentes de la maquinaria de SUMOilacién

celular para favorecer la SUMOilacion de la IRF-3.

Figura 14. La adicion de SUMO-1 a la IRF-3 esta influenciada por la proteina viral NS1. Las células
A549 fueron transfectadas con el pcDNA vacio, pcDNA-SUMO-1 y/o pc-DNA-NS1 (estacional). Los
extractos totales fueron cosechados a las 24 hpt. La muestras se corrieron en geles de SDS-PAGE al 7.5% y
posteriormente se realizé la Inmunodeteccion utilizando los anticuerpos especificos para detectar a la IRF-3
modificada por SUMO-1. Las bandas correspondientes a la IRF-3-SUMO-1 se muestran marcadas por un
asterisco (*).

VII. DISCUSION
Los virus son parasitos intracelulares que interaccionan ampliamente con componentes de

la célula hospedera, incluyendo a la maquinaria de respuesta antiviral de la célula para
evadirla y asi completar con €xito su ciclo de replicacion viral (Everett ef al., 2013). Uno de
los mecanismos celulares mas utilizados por los virus para modular diversas funciones
celulares son las modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion y la
SUMOilacién. Se ha demostrado que en la infeccion por diversos virus, una de las
estrategias para evadir la respuesta antiviral de la célula es a través de la regulacion
negativa de los factores transcripcionales (IRF-3 e IRF-7) por la adiciéon de SUMO, en
consecuencia, se bloquea la expresion del gen de ifn (Kubota et al., 2008) (Chang et al.,

2009) (Chang & Kung, 2014).
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En la infeccion por el virus de Influenza se ha reportado que la maquinaria de
SUMOilacién celular es modulada positivamente, es decir, se incrementa la expresion de
los componentes del sistema de SUMOilacion. Ademads, la mayoria de las proteinas virales
son modificadas por la adicion de SUMO-1 o -2/3 y/o interaccionan con alguno de los
componentes del sistema de SUMO a lo largo del ciclo de replicacion viral. La
modificacion de la NS1 por SUMO-1 es necesaria para que se inhiba la cascada del IFN-1y
tenga su funcion de antagonista del IFN-I, favoreciendo la generacion de progenie viral (Xu
et al., 2011) (Santos et al., 2013). Por otro lado, se ha reportado que la NS1 de algunas
cepas del subtipo HINI, inhiben la activacion de los factores de transcripcion del IFN
como: IRF-3 y NFkB; sin embargo, se desconoce el mecanismo molecular por el cual la
NS1 modula la activacion del IFN-I a través de la IRF-3 en los diferentes subtipos de
Influenza (Krug ef al., 2015). En este proyecto evaluamos el efecto de la NS1 sobre el
estado de activacion de la IRF-3 en la infeccion por el virus de Influenza tipo A (HIN1) de
una cepa estacional versus una pandémica. Por un lado, observamos que en células A549
infectadas con el virus de Influenza estacional en un tiempo temprano de la infeccion (12
hpi), la proteina celular IRF-3 fue fosforilada y translocada hacia el ntcleo de la célula
infectada, sitio en donde colocaliz6 con la proteina SUMO-1. En contraste, en la infeccion
con la cepa pandémica, en la fase temprana de la infeccion, la IRF-3 se observo de manera
difusa en el nacleo y citoplasma de la célula infectada. No obstante, en la fase tardia de la
infeccion (24 hpi) tanto con la cepa estacional como con la pandémica la IRF-3 se localizo
de manera difusa en el nicleo y citoplasma celular (Fig. 8 y Fig.9). Estas observaciones nos
sugirieron que en la fase temprana de la infeccion, el virus pandémico bloqueaba mejor la
activacion de la IRF-3 en comparacién con la cepa estacional. Para demostrarlo, se
realizaron ensayos de Western blot en donde se observo a la IRF-3 total e IRF3-P (forma
activa y nuclear) tanto en células A549 mock como infectadas con la cepa estacional y
pandémica. Los resultados obtenidos mostraron que la expresion de la IRF-3 total no se
alteraba en la infeccion por la cepa estacional ni pandémica (Fig. 11). Sin embargo, la
activacion de la IRF-3 diferia entre la cepa estacional y la pandémica (Fig. 8). La
fosforilacion de la IRF3, permite que este factor transcripcional sea tranlocado al ntcleo de
la célula infectada y active la expresion del gen de ifn (Lendock et al., 2014). Se evaluo la

fosforilacion de la IRF-3 utilizando un anticuerpo que reconoce especificamente la
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fosforilacion en la S396 de la IRF-3. Nuestros resultados de los ensayos de Western blot
mostraron que en la infeccidon con la cepa estacional, la IRF-3 estaba fosforilada desde las
12 hpi y se mantenia modificada hasta las 24 hpi (Fig. 12), en congruencia a los resultados
obtenidos por los ensayos de Inmunofluorescencia, en donde desde las 12 hpi, la IRF-3 se
observo re-localizada hacia el nucleo de la célula infectada (Fig. 8). En contraste, en la
infeccion con la cepa pandémica, la senal de la IRF3-P se observo hasta las 16 hpi (Fig. 13)
de acuerdo con los resultados de los ensayos de Inmunofluoresencia, en donde nunca se
observo a la IRF-3 totalmente relocalizada hacia el nucleo de las células (Fig. 8). Estos
resultados sugieren que la regulacion de la maquinaria de respuesta antiviral de la célula es
diferente en la infeccion por el virus estacional versus el pandémico. Dado que la
activacion de la IRF-3 en la infeccion con la cepa pandémica inicié a un tiempo tardio
respecto a la infeccién con la cepa estacional, sugiere que el virus pandémico desde un
tiempo muy temprano de la infeccion esta contendiendo y retrasando la activacion de la
cascada de sefalizacion del IFN-I y de esta forma se favorece la replicacion del genoma
viral y generacion de progenie viral. Sabemos por resultados obtenidos en el laboratorio
que la cepa pandémica de México 2009 tiene un ciclo de replicacion viral mas eficiente que
la cepa estacional, ya que se generan del orden de 100 veces mas particulas virales
infecciosas. Nuestros resultados fueron semejantes a lo reportado por Kuo y colaboradores
en el 2010, observaron que en células HEL-299 (de embrion humano) y MDCK infectadas
con el subtipo HINI pandémico de California del 2009 (influenza A/California/09), la IRF-
3 no se fosforilaba (9 hpi); ademads, los autores sugirieron que la inhibicion de la IRF-3 fue
modulada por la NS1, ya que observaron que la expresion del IFN (IFN-B) disminuyd. En
contraste, en cé€lulas infectadas con la cepa del subtipo H3N2 (A/Udorn/72 virus), se
detectd a la IRF-3 activa (IRF3-P) y también se expresé el gen de ifn. Una de las
diferencias entre estos dos subtipos de influenza estd en la NS1 viral debido a las
diferencias a nivel de secuencia de aminoacidos y conformacionales del dominio ED. La
NSI1 pandémica consta de 219 a. a. y tiene su carboxilo terminal mas corto que la NS1 del
subtipo H3N2 (237 a.a.). Estos resultados les sugirieron que la habilidad de la NS1 para
bloquear la activacion de IRF-3 difiere entre cada subtipo de Influenza e incluso del
periodo de tiempo en el que aparecid el subtipo, ya que solo las cepas del subtipo HIN1

que surgieron en la poblacién después de 1990 conservan esta habilidad, y propusieron que

Lopez Tercero Nora Andrea Pagina | 49



Universidad Nacional Autébnoma de México

se debe a un cambio en un solo residuo en la posicion 196 (E), sugiriendo que es un posible
sitio de union a otras proteinas (Kuo et al., 2010). En base a esta propuesta, alineamos la
secuencia de la NS1 de la cepa estacional y pandémica (Ver Anexo, Fig. A. 2.), y
observamos que ambas tenian E en la posicion 196, por lo tanto esperariamos que ambas

cepas tuvieran la capacidad de bloquear la activacion de IRF-3 y del IFN.

Por otra parte, observamos que en la infeccion viral hubo una temporalidad en la activacion
de la IRF-3, lo que sugeria que posiblemente estaba siendo modificada post
traduccionalmente o inhibida por algin componente viral. Es por esta razon que decidimos
evaluar si en la infeccion con los virus de Influenza (HINI) la IRF-3 estaba siendo
modifica por la adicion de SUMO, siendo la proteina NS1 la encargada de modular este
mecanismo como una estrategia para inhibir la respuesta antiviral. De manera interesante,
observamos que en la infeccion con la cepa pandémica la IRF-3 era modificada por SUMO-
1 en la fase temprana de la infeccién (12 hpi), sin embargo hacia las 16 y 24 hpi, la
cantidad de IRF-3/SUMO-1 disminuye inclusive a niveles mas bajos que los basales
(mock). Sin embargo, observamos una correlacion, en la infeccion con la cepa pandémica,
la fosforilacion de la IRF3-P se observo inicialmente desde las 16 hpi, a un tiempo en
donde la SUMOilacion disminuy6 (Fig. 13). Estos resultados nos sugieren que hay un
didlogo molecular entre la SUMOilacion y fosforilacion de la IRF-3 en la infeccién con
Influenza pandémica; la SUMOilacion podria ser el mecanismo que se esta utilizando para
bloquear la respuesta antiviral de la célula desde tiempos muy tempranos de la infeccion y
asi favorecer la generacioén de progenie viral (100 veces mas de progenie viral comparado
con la cepa estacional). En contraste con la cepa estacional, en donde los niveles de
fosforilacion y SUMOilacion se mantuvieron constantes desde las 12hpi. Esta regulacion
temporal entre las dos modificaciones post-traduccionales podria estar siendo modulada por
la proteina viral NS1, y de esta manera bloquear la respuesta del IFN-I. Se ha reportado,
que para que la NS1 antagonice de manera eficiente la respuesta de IFN deber ser
SUMOilada. Las lisinas (K70 y K219) sujetas de ser modificadas por SUMO se conservan
en cepas que infectan a aves y a humanos, a excepcion del virus pandémico
(A/Sichuan/1/2009) que carece del sitio de union a SUMO (K219) (Xu et al., 2011). Se ha
sugerido que estos residuos de K son claves en la patogénesis del virus ya que favorecen la

interaccion con diversos factores celulares (Santos ef al., 2013). En este proyecto
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realizamos ensayos in silico para determinar los posibles sitios de SUMOilacion de la NS1
de la cepa estacional y pandémica, estos andlisis identificaron que ambas cepas
(estacional/pandémica) conservan ésos sitios de union a SUMO (Ver anexo, Fig. A. 2 y
Fig. A. 3). En el caso de la IRF-3, se ha reportado que en humano se conservan dos sitios
de union a SUMO (K87/K152) (Ran et al., 2011). En nuestro analisis nosotros encontramos
cuatro posibles sitios de uniéon a SUMO de forma no covalente, uno de éstos es el sitio

putativo K87 (Ver anexo A. 4y A. 5).

Se ha reportado, que los virus de DNA y de RNA interaccionan con el sistema de
SUMOilacién celular para contender con la respuesta antiviral; y que es modulado por
proteinas virales que favorecen la SUMOilacion de los factores de transcripcion como IRF3
para bloquear la activacion del IFN (Kubota et al., 2008; Ran et al., 2009; Chang et al.,
2014). En el caso de Influenza, se sabe que la NSI1 interacciona con el sistema de
SUMOilacién para llevar a cabo eficientemente su actividad como antagonista del IFN-I
(Xu et al., 2011) (Santos et al., 2013). Ademas se sabe que la NS1 de algunas cepas inhibe
la activacion de IRF-3 (Kuo ef al., 2010) (Krug et al., 2015). Aunque no se sabe si la NS1
tiene actividad de SUMO ligasa, el hecho de interaccione con componentes del sistema de
SUMOilacién (Xu et al., 2011; Santos et al., 2013), y que en presencia de la NS1 se
favorezca la SUMOilacion de la IRF-3 (Fig. 14), podria ser uno de los mecanismos que

explote la NS1 para regular negativamente la expresion del IFN.

VIII. CONCLUSIONES
1. En células infectadas con el virus de Influenza estacional, la proteina IRF-3 se

relocalizé hacia el nucleo celular en donde colocalizé con SUMO-1.

2. En la infeccion con la cepa pandémica, la IRF-3 se localiz6 de manera difusa en el
nucleo y citoplasma de la célula.

3. La proteina viral NS1 tanto estacional como pandémica, colocaliz6é con la SUMO-1
en el ntcleo de la célula infectada.

4. La expresion de la IRF-3 total se mantuvo constante a lo largo del ciclo de

replicacion viral (estacional y pandémico).
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5. La expresion de la proteina viral NS1 ocurre desde tiempos tempranos de infeccion
y se mantiene hasta tiempos tardios, tanto en el virus estacional como en el
pandémico.

6. En la infeccion por el virus de Influenza estacional los niveles de IRF-3/SUMO-1 se
incrementaron con respecto a células no infectadas. En contraste, en la infeccion
con el virus pandémico la SUMOilacion de la IRF-3 se incremento a las 12 hpi, y
hacia las 16 hpi el nivel de IRF-3/SUMO-1 disminuy0.

7. Los niveles de fosforilacion de la IRF-3 en la infeccion con la cepa pandémica son
menores comparado con la cepa estacional y ademas se observaron a un tiempo
tardio del ciclo de replicacion viral

8. La proteina viral NS1 favorece la SUMOilacion de la IRF-3.

IX. PERSPECTIVAS
Realizar fraccionamientos celulares (ntcleo y citoplasma) para cuantificar la cantidad de

IRF-3/SUMO-1 durante la infeccion viral, y saber si existe relaciéon con los niveles de

expresion de IRF-3.

Cuantificar la expresion del gen de IFN mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real en
células infectadas y/o transfectadas con un plasmido que codifica para la proteina viral
NS1, para saber si existe una correlacion entre los niveles de expresion del IFN y

modificaciones post- traduccionales (Fosforilacion y SUMOilacion) de la IRF-3.
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XI. ANEXO

2.12 2.03 2.04

_ 2.51 2.36 2.38

| Concentracion = 239.3 (ng/uL)  403.6 (ng/uL)  343.1 (ng/uL)

A. 1. Grado de pureza del DNA de cada plasmido (pcDNA) SUMO-1, NS1 y GFP. En la tabla se muestra
la pureza de cada muestra de acuerdo con la relacion 260/280 < 1.8. Los datos obtenidos son los siguientes:
pcDNA NS1: 2.12; pcDNA de SUMO-1: 2.03; pcDNA GFP: 2.04. Para cada condicion en base a su
concentracion obtenida (ng/pL) se hizo un ajuste a 6 pg de pcDNA. Esta cantidad fue la que se transfectd por
condicion.

A. 2. Alineamiento miiltiple de la NS1 de la cepa estacional y pandémica. Utilizando la base de datos
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/), se obtuvo la secuencia de la NS1 de la cepa estacional
AFO065032.1 [Influenza A virus (A/New Caledonia/20/99 (HIN1)] y la cepa pandémica ADA72008.1
[Influenza A virus (A/swine/4/Mexico/2009 (HIN1)]. Posteriormente se llevd a cabo un alineamiento
multiple entre ambas secuencias utilizando el programa BLASTp de la base de datos NCBI. Asimismo,
utilizando el programa de libre acceso SUMOsp. 2.0. (http://sumosp.biocuckoo.org/), se corroboraron los
sitios de union a SUMO parara cada NS1 (K70/K219). Este programa puede reconocer dos secuencias en una

proteina: La secuencia Tipo I o secuencia consenso W-K-X-E (marcada en amarillo), en donde W es un
aminoacido hidrofobico, K es el sitio de conjugacion a SUMO (en rojo), X es cualquier aminoacido y E/D un
aminoacido de naturaleza acida. En este tipo de secuencias SUMO se une a la proteina de forma covalente.
Por otro lado, también se identifico la secuencia Tipo II o no consenso (marcada en verde), son motivos de
unién a SUMO de forma no covalente, por su acréonimo en inglés SIMs. Estos sitios estdn compuestos por un
aminoacido hidrofobico flanqueado por residuos de naturaleza acida o Serinas fosforiladas.

NS1 Estacional | 70 RILKEES Tipo I: Y-K-X-E
(AF065032.1) 219 PKQKREM | Tipo II: No consenso
NS1 Pandémica | 70 WILKEES Tipo I: Y-K-X-E
(ADA72008.1) | 219 PEQK*** Tipo II: No consenso

A. 3. Tabla que ilustra los posibles sitios de SUMOilacion de la proteina NS1 de la cepa estacional y
pandémica. De acuerdo con los resultados del programa SUMOsp 2.0., en ambos casos se observo que la
secuencia consenso W-K-X-E (en donde W es un aminoacido hidrofébico, K es el sitio de conjugacion a
SUMO, X es cualquier aminoacido y E/D un aminoacido de naturaleza acida) o Tipo I corresponde al residuo
de K en la posicion 70, respectivamente. Por otra parte, la secuencia no consenso o Tipo II (motivos de union
a SUMO de forma no covalente (SIMs)) se ubicaron en el residuo de K219 en ambas NSI.
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A. 4. Secuencia de la proteina IRF-3 en donde se sefialan los posibles sitios de SUMOilacion. Se obtuvo
la secuencia de la proteina IRF-3 de humano obtenida de la base de datos NCBI (GenBank: AAH09395.1), y
posteriormente se analiz6 el programa de libre acceso SUMOplot™ (http://www.abgent.com/sumoplot), para
predecir los sitios de uniéon a SUMO. En ésta se encontraron cuatro residuos de lisina (K, marcada en rojo)
correspondientes a motivos de baja afinidad por SUMO (sitios de unién a SUMO por la via no candnica),
subrayados en azul. Uno de estos sitios corresponde a un sitio putativo de union a IRF-3 en humano (K87),
marcado en verde, previamente reportado (Ran et al., 2010).

IRF-3

39
70
87
315

RFRIPWKHGLRQDA
YVPGRDKPDLPTWK
RSALNRKEGLRLAE
GEVPKDKEGGVFDL

Tipo II: No consenso
Tipo II: No consenso
Tipo II: No consenso
Tipo II: No consenso

Motivos con alta
robabilidad
Motivos con baja
robabilidad
Motivos
sobrelapados

A. 5. Tabla donde se ilustran los sitios de union a SUMO en la proteina IRF-3 humana. De acuerdo con
el programa SUMOplot™, se encontraron cuatro posibles sitios de unién a SUMO (K39, K70, K87 y K315),
aunque corresponde a motivos de baja afinidad a SUMO o secuencias no consenso (marcados en azul).
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