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Resumen

Existen tres hipotesis principales sobre el origen de los virus de RNA. La primera de ellas es
la hipdtesis del origen reductivo, que propone que los virus se originaron a partir de una
célula parasitaria que redujo su material genético y su tamafo. La segunda es la hipdtesis del
origen primordial, que sugiere que los virus se originaron antes que las células. La tercera es
la hipotesis del origen celular, que plantea que los virus se originaron a partir del escape de
elementos celulares. Contrario a lo sefialado por la hipdtesis del origen primordial, la
distribucion taxonomica de los hospederos de los virus de RNA indica que éstos son de
origen reciente, ya que infectan principalmente eucariontes. Ademas, se ha visto que algunos
dominios proteinicos como el jelly roll forman parte tanto de proteinas celulares como de

proteinas virales, lo que apoya la hipotesis del origen celular de los virus.

El dominio jelly roll es un plegamiento estructural que se compone por ocho hebras beta
antiparalelas que se acomodan en dos laminas de cuatro hebras cada una, dandole una forma
de sandwich o de cufia. Con el fin de determinar si los dominios jelly roll celulares y los
virales son homodlogos es necesario un analisis filogenético. Debido a que la conservacion a
nivel de secuencia de residuos de aminodcidos es muy baja, los andlisis filogenéticos
tradicionales son poco informativos. Dado que la estructura terciaria suele conservarse mas
que la estructura primaria, se opt6 por realizar andlisis basados en la primera. Esto permitid
determinar que los dominios jelly roll de virus son homoélogos a los de proteinas celulares, lo
cual apoyaria la hipotesis del origen celular. Adicionalmente, los dendogramas resultantes de
las comparaciones de los dominios jelly roll de proteinas celulares y virales, permitieron
hacer inferencias sobre la historia evolutiva de los subdominios S y P de la proteina VP2 de
Birnaviridae, asi como de la familia de proteinas de factores de necrosis tumoral y el

mitogeno derivado de Yersinia.



Abstract

There are three hypotheses about the origin of RNA virus. The first one is the Reduction
hypothesis, which proposes that virus originated from parasitics cells that reduced its genetic
material and its size. The second one is the Virus-first hypothesis, which suggests that virus
originated before cells. The third one is the Escape hypothesis, which states that viruses
originated from the escape of cellular elements. Contrary to the hypothesis of Virus-first, the
taxonomic distribution of RNA virus hosts indicates that they are of recent origin since they
mainly infect eukaryotes. In addition, it has been seen that some protein domains such as jelly
roll are part of both cellular and viral proteins, which supports the hypothesis of the cellular

origin of viruses or escape.

The jelly roll domain is a structural folding that consists of eight antiparallel beta strands that
fit into two sheets of four strands each, giving it a sandwich or wedge shape. In order to
determine whether the cellular and viral jelly roll domains are homologous, phylogenetic
analysis is necessary. Because, the conservation at the sequence level of amino acid residues
is very low, traditional phylogenetic analyzes are not very informative. Given that the tertiary
structure is usually preserved more than the primary structure, it was decided to perform
analyzes based on the first one. This allowed determining that jelly roll domains of viruses
are homologous to those of cellular proteins, which would support the hypothesis of escape
origin. Additionally, the dendrograms resulting from the comparisons of jelly roll domains of
cellular and viral proteins, allowed us to make inferences about the evolutionary history of
the S and P subdomains of the VP2 protein of Birnaviridae, as well as the protein family of

tumor necrosis factors and the mitogen derived from Yersinia.



1. Introduccion

1.1 Caracteristicas generales de los virus de RNA

Los virus son entidades submicroscopicas capaces de replicarse utilizando la maquinaria
molecular de su hospedero (Lazcano, 2005). Sus genomas estdn conformados o por DNA o
por RNA vy, al mismo tiempo, pueden contener proteinas que conforman la nucleocapside y la
capside. De acuerdo con la clasificacion propuesta por Baltimore (1971), los virus se agrupan

de acuerdo al tipo de genoma y al mecanismo de replicacion (Fig. 1).

Figura 1. Tipo de genoma (DNA o RNA; monocatenario o bicatenario) y mecanismos de sintesis de RNA mensajero.
Azul, DNA; verde, RNA. Los virus de RNA estan clasificados en los grupos III (bicatenario), IV (monocatenario con
polaridad positiva), V (monocatenario con polaridad negativa) y VI (monocatenario con polaridad positiva y con un DNA

intermediario en su ciclo de replicacion). Imagen modificada de ViralZone.

Los virus de RNA, al igual que los de DNA monocatenario, a diferencia de los de DNA de
doble cadena, tienen una alta tasa de mutacion (de 107 a 107 nucledtidos por genoma por
replicacion, n/g/r; Fig. 2) (Duffy et al, 2008), un genoma muy pequeiio (menor a 35 kilopares
de bases, kbp), un tamafio de poblacioén grande, poca transferencia horizontal y duplicacion
de genes, comunmente marcos de lectura sobrelapados, y menos recombinacion de genes
(Holmes, 2009). Ademas, ocasionan la mayoria de las enfermedades emergentes conocidas
en humanos, debido a su gran tasa de mutaciéon, y provocan frecuentemente zoonosis

(Woolhouse et al, 2013).



Figura 2. Tasa de mutacion promedio de los virus por replicacion del genoma. Virus de RNA presentan la mayor tasa de

mutacion promedio. Imagen de Duffy et al, 2008.

1.2 Origen y evolucion temprana de los virus de RNA

Para inferir el ancestro comun de todos los seres vivos (LCA), Carl Woese y colaboradores,
1970, propusieron la comparaciéon del RNA ribosomal de Bacteria, Archaea y Eukarya. Sin
embargo, determinar las relaciones filogenéticas profundas de los virus, asi como su propio
origen, ha sido todo un reto debido a la alta tasa de mutaciébn de sus secuencias, la

inexistencia de un registro fosil y sus caracteristicas politéticas.

Se distinguen tres hipotesis principales sobre el origen de los virus (Fig. 3). La hipdtesis
virocéntrica propone que los virus se originaron a partir de elementos genéticos primordiales,
los cuales son mas antiguos que las células. En la hipdtesis de la evolucion regresiva o
modelo de degeneracion celular se argumenta que los virus descienden de células parésitas
intracelulares que desarrollaron una creciente dependencia de su hospedero, lo cual derivo en
la pérdida de la maquinaria necesaria para replicarse y en la reduccion de su genoma,
conservando, sin embargo, la capacidad de infectar. En la hipdtesis del origen celular o de
escape de genes se sugiere que los virus se originaron en las células a partir de moléculas de
RNA o DNA que adquirieron algunas proteinas necesarias para replicarse (como las
polimerasas) y para la formacion de un viriébn (Bubanovic et al., 2005; Forterre, 2006;

Koonin et al., 2006).



Figura 3. Hipoétesis sobre el origen de los virus. A, Archaea; B, Bacteria; E, Fukarya. Imagen modificada de Nasir et al,

2012.

La idea de que los virus de RNA son tan antiguos como la vida misma (hipotesis
virocéntrica) fue facilmente aceptada, puesto que fue relacionada con la teoria del mundo del
RNA (Forterre, 2006). Sin embargo, dado que ningun virus puede proliferar sin su hospedero
y los virus de RNA infectan principalmente eucariontes, la idea de que son tan antiguos debe

ser cuestionada (Campillo-Balderas, 2015).

La distribucion taxondmica de los hospederos de los virus de RNA parece indicar que estos
virus son de origen reciente, dado que infectan principalmente eucariontes, lo cual concuerda
con la hipotesis del origen celular o de escape de genes (Campillo-Balderas, 2018). La
presencia de virus de RNA en procariontes es rara. Y Unicamente se conocen dos familias de
virus de RNA que infectan bacterias. Estas, sin embargo, son proteobacterias, organismos
comunes en la microbiota de muchos animales, lo que sugiere que pueden ser resultado de

transferencia (Campillo-Balderas, 2018).

1.3 Estrategias para abordar el problema sobre el origen de los virus de RNA

1.3.1 Filogenias basadas en secuencias de residuos de aminodcidos

A partir del desarrollo de las tecnologias de secuenciacion (Sanger & Tuppy, 1951) y el
rapido incremento de secuencias disponibles en bases de datos, el interés por el desarrollo de

herramientas para el analisis de éstas crecio considerablemente y fue de esta manera como se



crearon diversos programas de alineamiento de secuencias que siguen filosofias similares

(Tobergte & Curtis, 2013).

En los estudios evolutivos, los analisis de secuencias de aminoacidos permiten determinar si
dos o mas proteinas son homdlogas, e incluso inferir qué cambios sucedieron a partir del
ultimo ancestro comuin de ambas (Tobergte & Curtis, 2013). No obstante, en algunas
proteinas la conservacion a nivel de secuencia de residuos de aminoacidos es muy baja, como
es el caso de las proteinas de capside de virus de RNA, por lo que los andlisis filogenéticos
tradicionales basados en estructura primaria son poco informativos cuando se intentan

estudiar homologias profundas (Cerny ef al., 2015).

1.3.2 Filogenias basadas en estructuras terciarias

En las proteinas, la estructura terciaria se conserva mas que la estructura primaria, unido a la
creciente cantidad de estructuras terciarias determinadas y depositadas en bases de datos

como el Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org; Berman et al., 2000), ello permite

aproximarnos a la historia evolutiva de estas moléculas (Holm & Sander, 1993; Cerny et al.,

2014).

Un claro ejemplo de lo anterior son las proteinas denominadas RNA polimerasas
dependientes de RNA, enzimas que participan en la replicacion de los acidos nucleicos y que
a pesar de ser una de las moléculas compartidas por todos los virus de RNA, a excepcion de
los retrovirus, su secuencia no esta lo suficientemente conservada para analisis filogenéticos.
Sin embargo, se conserva su estructura terciaria, particularmente el subdominio palm
(Jacome et al., 2015). Esto ha permitido llevar a cabo estudios evolutivos basados en la
comparacion de estructuras terciarias de esta molécula, y se ha establecido que es un buen

marcador filogenético (Cerny et al., 2014; Jacome et al., 2015).

1.4 Capsides de virus de RNA

Se le llama cépside a la cubierta proteinica del material genético viral (Flint e al., 2013).

Algunos virus tienen una cubierta adicional que rodea a la capside y estd compuesta por
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lipidos de la membrana de su hospedero. Este tipo de virus se les conoce como virus
envueltos, mientras que a los que carecen de esta envoltura lipidica se les denomina virus

desnudos (Rossmann & Johnson, 1989; Flint et al., 2013).

De acuerdo con su forma, éstas se clasifican en tres tipos: helicoidal, icosaédrica y compleja
(que esta ausente en virus de RNA). En las cépsides helicoidales, las proteinas se acomodan
alrededor del material genético y forman una especie de espiral, mientras que en las

icosaédricas adoptan la forma de un poliedro de 20 caras triangulares (Flint ef al., 2013).

1.5 Estructura de las capsides icosaédricas

Las céapsides se conforman por subunidades repetitivas que se autoensamblan y adquieren
formas geométricas (Rossmann & Johnson, 1989). En algunos casos una capside se
constituye de la misma subunidad repetida m veces, mientras que otras pueden estar
compuestas por varios tipos de subunidades repetidas n veces (Flint et al., 2013). Para ilustrar
esto ultimo se puede citar el caso de la cépside del Virus del Mosaico del Caupi, que se
compone de tres tipos de proteinas: la VP1, que forma pentameros; las VP2 y VP3, que se
acomodan en hexdmeros. A estos dos tipos de arreglos se les denomina capsomeros (Fig. 4;

Chatterji et al; 2004; Flint et al., 2013).

Figura 4. Capside del virus del mosaico del caupi [ssRNA(+)]. Esta capside se conforma de tres subunidades, la VP1 (4),
la VP2 (B) y la VP3 (C). Las subunidades se ensamblan formando dos tipos de capsomeros: pentameros (azul) y hexameros

(rojo-verde). Imagen modificada de Chatterji et al., 2004
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Una forma de medir el tamafio de una capside es mediante su triangulacion (T), la cual es una
estimacion de la distancia entre sus capsémeros, es decir, una mayor triangulacion indica un

mayor tamafo de capside (Prasad & Schmid, 2013).

1.5.1 El dominio jelly roll en las capsides icosaédricas

Un dominio proteinico se define como una region funcional y/o estructural reconocible en

una proteina (Lodish ez al., 2000). Un ejemplo de lo anterior es el llamado dominio jelly roll.

Figura 5. Dominio jelly roll. El dominio jelly roll se compone de ocho hebras beta antiparalelas, que se acomodan en dos
laminas (BIDG y CHEF). El amino terminal y el carboxilo terminal siempre son adyacentes. Imagen modificada de Cheng

& Brooks, 2013.

El término jelly roll fue usado por primera vez por Richardson (1981) para describir un
plegamiento estructural de hebras beta antiparalelas en la proteina de capside del virus del
mosaico del tomate, en el que las ocho hebras se acomodan en dos laminas de cuatro hebras
cada una, adquiriendo una forma de sdndwich o de cufia (Fig. 5). Las ocho hebras del jelly
roll son etiquetadas de la B a la I, y se acomodan de modo que las hebras B-I-D-G forman

una lamina y las hebras C-H-E-F forman otra (Chelvanayagam et al., 1992).

En el trabajo realizado por Chelvanayagam et al. (1992), en el que se compararon 25

secuencias correspondientes a dominios jelly roll tanto virales (n= 22) como celulares (n= 3),

12



se observd que los pares de residuos de aminoacidos V-L, V-I y L-L son recurrentes. Sin
embargo, no se reporta homologia a nivel de secuencia. Ademas, se detectd una tendencia a
presentar residuos de aminoacidos hidrofobicos en las “asas” (estructuras que conectan las
hebras beta), y se propuso que esta caracteristica, junto con la capacidad del jelly roll de
adoptar una estructura cuaternaria, ha favorecido su prevalencia en moléculas multiméricas

como las capsides (Chelvanayagam ef al., 1992; Donadini ef al., 2004).

Krupovic y Koonin, 2017, compararon las estructuras terciarias de dominios jelly roll virales
y celulares, y concluyeron que son homologos. Ademas, detectaron que el dominio jelly roll
se encuentra aproximadamente en el 30% de las capsides virales conocidas, principalmente
en las icosaédricas. Basandose en lo anterior, se ha propuesto que el jelly roll se origind en
células y posteriormente, fue tomado por los virus en multiples ocasiones a partir de sus
hospederos (Kuprovic & Bamford, 2011; Kuprovic & Koonin, 2017). No obstante, no se han

construido dendogramas basados en comparaciones de la estructura terciaria de este dominio.

13



2. Objetivos
2.1 Objetivo general

Inferir la historia evolutiva del dominio jelly roll en proteinas de virus de RNA con capside

icosaédrica.

2.2 Objetivos particulares

> FElaborar una base de datos con la informacion bioldgica y experimental de las
estructuras tridimensionales de proteinas con el dominio jelly roll de las familias de
virus de RNA utilizadas por Jacome et al, 2015, asi como de proteinas celulares que
también presentan este dominio.

> Editar y comparar la estructura tridimensional de los dominios jelly roll de las
distintas proteinas virales y celulares.

> Construir dendrogramas basados en la comparacidon de estructuras terciarias de los

dominios jelly roll de proteinas virales y los jelly roll de las proteinas celulares.

2.3 Hipotesis

Los dominios jelly roll de cépsides virales y de proteinas celulares comparten un origen

comun, que se infiere a partir de la comparacion de sus estructuras terciarias.
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3. Métodos

3.1 Eleccion de estructuras cristalogrdficas de proteinas virales y celulares con el dominio

jelly roll para la construccion de una base de datos

Las proteinas celulares con el dominio jelly roll fueron buscadas en el Protein Data Bank

(PDB, http://www.rcsb.org; Berman et al., 2000); se usaron las palabras “jelly roll” como

texto de busqueda. La busqueda de proteinas virales se llevo a cabo en la base de datos

ViralZone. (https.//viralzone.expasy.org; Hulo et al., 2011) y se limitd s6lo a las familias
virales con genoma de RNA y cépsides icosaédricas usadas por Jacome et al. (2015), aunque
Unicamente se encontraron reportadas estructuras terciarias de proteinas de capside con
dominio jelly roll en las familias Picornaviridae, Birnaviridae, Caliciviridae,

Alphatetraviridae, Bromoviridae y Reoviridae. El catdlogo completo fue depositado en linea.

Con el fin de evitar la comparacion de estructuras determinadas por métodos distintos, la
busqueda se limitd a las estructuras cristalograficas determinadas por medio de difraccion de
rayos X. Como criterios adicionales, se buscé que la resolucion fuera mayor a 3 Angstroms
(A= 1 x 10" m = 0,1 nm) y se elimind la redundancia. Por tltimo, se eligieron aquellas
proteinas con la mayor longitud de secuencia, con un méximo de tres mutaciones y un
maximo de cuatro ligandos (con excepcion de la glucanotransferasa de Bacillus circulans

[pdb:3wnk], que presenta cinco ligandos).

Se agregaron a mano los datos experimentales y biologicos correspondientes, como el
nombre de la molécula, la familia proteinica (dato verificado en Pfam, Protein family

database, http://pfam.xfam.org; Finn, 2006), su clasificacion, el ID de cuatro letras de la

proteina proporcionado por el PDB, su estequiometria, el nimero de cadenas, la longitud de

la secuencia anotada en el Uniprot (Universal Protein, http.://www.uniprot.org/; Bateman et
al., 2017) y en el PDB, el rango (localizaciéon en la estructura tridimensional de la proteina)

del dominio jelly roll (obtenido del PDBsum, http.//www.ebi.ac.uk/pdbsum/,; Laskowski,

2009), los ligandos de la proteina, el nimero de mutaciones, los dominios adyacentes al jelly
roll, la especie a la que pertenece la proteina, el dominio biolégico (Bacteria, Archaea o

Eucaria) y su tipo de metabolismo; en el caso de las proteinas virales también se anotd la
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especie y familia viral, el tipo de simetria, la clasificacion de Baltimore, el tamafio del
genoma, la triangulacion de la cépside, el didmetro del virion, el tropismo, el hospedero al

que infecta, el vector y el receptor celular que utiliza al iniciar la infeccion.

3.2 Edicion de los archivos PDB de las estructuras cristalogrdficas de proteinas de virus de

RNA y de células con el dominio jelly roll

Algunas de las proteinas tenian dominios adicionales al jelly roll. En estos casos fue
necesaria la edicidon de los archivos PDB con el fin de aislar el dominio de interés para este
trabajo, ya que la presencia de los dominio adyacentes dificulta mas el reconocimiento de las
regiones conservadas. La edicion fue realizada con el programa Chimera 1.12

(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera; Huang et al., 1996) y fue basada en los rangos registrados

en el PDBsum para el jelly roll de cada una de las proteinas utilizadas en esta tesis.

3.3 Comparacion de los dominios jelly roll de proteinas virales y celulares

Debido a las modificaciones conformacionales que los ligandos pueden causar en las
proteinas (Bustos-Jaimes et al., 2002) y el efecto que ésto conlleva en las topologias de los
dendogramas (Jacome et al., en prep), las proteinas fueron divididas y comparadas de
acuerdo con los siguientes subgrupos: (1) proteinas virales con ligandos, (2) Proteinas
celulares con ligandos, (3) proteinas virales sin ligandos, (4) proteinas virales con ligandos,
(5) proteinas virales y proteinas celulares sin ligandos, (6) proteinas virales y proteinas
celulares con ligandos. El ultimo dendograma no se incluye en este escrito ya que el analisis

de las mas de seis mil combinaciones continiia en proceso.

Se usé la herramienta de comparacion multiple del servidor en linea de Dali: Protein

Structure Comparision Server (http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/; Holm & Sander,
1995; Holm & Laakso, 2016), que construye una matriz de distancia entre los carbonos alfa
de cada una de las proteinas utilizadas en el analisis. Posteriormente el algoritmo compara

estas matrices, de las cuales se obtiene el valor Z:

7 = valor observado—media
desviacion estandar
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3.4 Construccion y edicion de dendogramas

El servidor de Dali construye dendogramas basados en el valor Z. Estos fueron descargados
en formato Newick y cargados en el visualizador y editor de dendogramas i7OL (Interactive

Tree Of Life, https.//itol.embl.de; Letunic & Bork, 2006; Letunic & Bork, 2016).
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4. Resultados y discusion

4.1 La importancia de la definicion operacional del dominio jelly roll

Cuando se busca en las bases de datos como el PDB a todas aquellas estructuras que
presentan el dominio jelly roll es muy comun encontrarse con falsos positivos. Esto podria
deberse a una falta de exactitud en la definicion, lo cual se traduce en problemas de
anotacion, por ello, se vuelve necesaria una definicion mas amplia. Stirk y colaboradores
(1992) definieron el dominio jelly roll como un motivo estructural tipo llave griega,
constituido por ocho cadenas beta. El patrén de puentes de hidrogeno formados entre cadenas
contiguas se rompe en dos sitios, en consecuencia, la estructura se acomoda en dos ldminas
beta exclusivamente antiparalelas y de cuatro hebras cada una. Es importante subrayar que las
hebras adyacentes en secuencia aparecen en diferentes ldminas, con excepcion de la cadena E
y F, que se encuentran en la misma lamina, por lo que el dominio tiene inicamente una

conexion tipo horquilla mientras que el resto son tipo arco.

La definicion de Stirk y colaboradores (1992) proporciona una lista detallada de las
caracteristicas que una estructura debe tener para ser llamada jelly roll, dandole especial
importancia a la conectividad que siguen las hebras. Por esta razon, se verificd que todas las
estructuras tridimensionales utilizadas en este trabajo siguieran esta definicion. Con el
objetivo de acelerar el proceso, Unicamente se prestd atencion a la pauta seguida por las
hebras, es decir, a su conectividad. Ello permite el reconocimiento del dominio a pesar de las
inserciones que presenta en las distintas proteinas, asi como la identificacion y eliminacion de

los falsos positivos.

4.2 Descripcion de la base de datos de dominios jelly roll virales y celulares

En total se obtuvieron 26 estructuras terciarias virales del Protein Data Bank, el promedio de
longitud del dominio jelly roll en esta muestra es de 221 residuos de aminoacidos. En cuanto
a la biologia de los virus de la muestra, en su mayoria presentan tropismos hacia epitelios
tanto intestinales como respiratorios (Tabla S1), con excepcion de el virus de la enfermedad
bursal infecciosa (Birnaviridae) que infecta linfocitos B inmaduros (Delgui et al., 2009) y el

virus del mosaico amarillo de Turnip (Tymoviridae) que infecta el floema de su hospedero
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(ViralZone, https://viralzone.expasy.org/54). Solamente cuatro proteinas de la muestra

presentan dominios adicionales al jelly roll, entre los que se encuentran el V-type ATP

synthase subunit C fold (n= 1), el *“ Bluetongue Virus 10” (n= 2) y el Nucleoplasmin-like
(n=1).

La muestra de proteinas celulares con dominio jelly roll comprende 78 estructuras terciarias.
En esta muestra el promedio de longitud del dominio jelly roll fue de 165.8 residuos de
aminoacidos. En cuanto a los dominios adicionales al jelly roll, 19 de las proteinas de la
muestra presentan uno o mas. Entre estos dominios adyacentes se encuentran el Calnexin
lumenal domain (n= 1), non-globular proline- rich hairpin domain (n= 1), Neuraminidase
(n=2), Rossmann fold (n=3), Immunoglobulin-like (n=4), TIM Barrel (n=4), Tumor Necrosis
Factor Receptor (n= 4), Beta-galactosidase (n= 2), duf1285 like fold (n=1), Cathepsin D (n=
1), Delta-Endotoxin (n= 1)y Trefoil (Acidic Fibroblast Growth Factor) (n=1).

4.3 Andalisis filogenético de los dominios jelly roll virales

En trabajos previos, la RNA polimerasa dependiente de RNA mostrd ser un buen marcador
filogenético (Jacome et al., 2015; Fig. 6). Al igual que los dendogramas construidos a partir
de las comparaciones estructurales de RNA polimerasas, los dendogramas basados en la
comparacion de estructuras de dominios jelly roll muestran a las proteinas agrupadas de
acuerdo a la familia viral a la que pertenecen, que a su vez se agrupan de acuerdo con el

grupo de la clasificacién de Baltimore al que corresponden (Fig. 7 y 8).

Cabe mencionar que como prueba, se realizd un dendograma utilizando los dominios jelly
roll con y sin ligandos que muestra clados definidos en los que las proteinas se agrupan de
acuerdo a su tipo y a la familia viral a la que corresponden, lo que indica que en este caso los

ligandos no afectan la topologia del dendograma (Fig. S1).
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Figura 6. Dendograma basado en la comparacion de estructuras del dominio Palm de las RNA polimerasas dependientes
de RNA de Jacome et al. (2015). Los colores de las ramas identifican la clasificacion de Baltimore’ rojo para los virus de
RNA de cadena sencilla negativa RNA [ssRNA(-)], azul para los virus de RNA de cadena sencilla positiva [ssRNA(+)],
verde para los virus de RNA de doble cadena (dsRNA) y amarillo para retrovirus y para la telomerasa de células
eucariontes. Se usaron las estructuras de las polimerasas de rinovirus humano (Hrhinovi, PDB: Ixr7), poliovirus (Poliovir,
PDB: 30l6), enterovirus 71 (EntVir71, PDB: 3n6l), virus de la fiebre aftosa (F-M-Viru, PDB: 1u09), virus de la
encefalomiocarditis (EncMyocv, PDB: 4nz0), virus norwalk (Norwalkv, PDB: 3bso), virus de la enfermedad hemorragica
del conejo (RGDVirus, PDB: 1khv), virus Sapporo (Sapprov, PDB: 2ckw), virus de la encefalitis japonesa (JapEncVi, PDB:
4hdh), virus del dengue (DengueVi, PDB: 2j7u), virus de la diarrea viral bovina (BVDVirus, PDB: 1s48), virus de la
hepatitis C (HepCViru, PDB: 1c2p), fago OF (Obetapha, PDB: 3mmp), virus de la necrosis pancreatica (IPNVirus, PDB:
2yi9), virus de la bursitis infecciosa (IBDVirus, PDB: 2pus), fago ¢6 (Phi6éphag, PDB: 1hhs), Reovirus (Reovirus, PDB:
Imuk), rotavirus del simio (SimRotav, PDB: 2r7q), virus de la Inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIVIRTra, PDB: 3dlk),
virus de la leucemia murina Moloney (MMLVirus, PDB: 4mh8), virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2 (HIV2RTra,
PDB: Imu2), telomerasa de Tribolium castaneum (EukTelom, PDB: 3kyl), virus de la influenza A de los murcielagos
(InfluenA, PDB: 4wsb), virus de la Influenza humana B (InfluenB, PDB: 4wrt), virus de LaCrosse (LacrossV, PDB 5amq).

Ilustracion tomada de Jacome et al. (2015).

Con fines de comparacion, en este trabajo se usaron las mismas familias de virus que usaron
Jacome y colaboradores (2005), pero limitindose a aquellas familias con capside icosaédrica
contaban con las estructuras cristalograficas de sus proteinas de capside. Esta acotacion
volvid las muestras no comparables, puesto que las familias compartidas por ambos
dendogramas son solamente cuatro (Reoviridae, Picornaviridae, Caliciviridae y Birnaviridae).
Pese a esto, se identifico una coincidencia en las topologias: ambos dendogramas, el de la
RNA polimerasa y el del dominio jelly roll (sin ligandos), agrupan a las familias virales

Caliciviridae y Picornaviridae.
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Figura 7. Dendograma de dominios jelly roll de proteinas de cdpside sin ligandos. (I) Se muestran la familia viral y la
proteina correspondiente en cada clado. En cada rama se seiiala el codigo PDB y el virus al que corresponde. La figura
negra indica el hospedero al cual infecta cada uno de los virus. En la parte inferior (II) se muestran los dominios jelly roll
de las capsides de las familias virales incluidas en el dendograma, ademads se seiialan el grupo de Baltimore y la
triangulacion de la capside correspondiente. RDV: virus del enanismo del arroz; AHSV: virus de la enfermedad equina
africana; BTV: virus de la lengua azul; IBDV: virus de la enfermedad de bursitis Infecciosa; CMV: virus del mosaico del
pepino; HRV: rhinovirus humano; HRVI4: rhinovirus humano 14; PV3: poliovirus 3; NLV: virus de norwalk; EntE:

enterovirus E. *Triangulacion de la capside interna.
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Figura 8. Dendograma de dominios jelly roll de proteinas de cdpside con ligandos. (I) Se muestran la familia viral y la
proteina correspondiente en cada clado. En cada rama se seiiala el codigo PDB y el nombre de la proteina, asi como el
virus al que corresponde. El icono negro indica el hospedero al cual infecta cada uno de los virus. En la parte inferior (1)
se muestran los dominios jelly roll de las cdpsides de las familias virales incluidas en el dendograma, ademads se serialan el
grupo de Baltimore y la triangulacion de la capside correspondiente. RotA: rotavirus A; RotC: rotavirus C; IBDV: virus de
la bursitis infecciosa; IPNV: virus de necrosis pancredtica infecciosa; NCOV: virus omega de Nudaurelia capensis; TYMV:
virus del mosaico amarillo del nabo; BEV: enterovirus bovino; HRV16: rhinovirus humano 16; HRV14: rhinovirus humano

14; PV2: poliovirus 2; PV3: poliovirus 3. *Triangulacion de la capside interna.

4.3.1 Homologia entre la proteina de capside de Caliciviridae y la VP3 de Picornaviridae

En el dendograma basado en comparaciones de estructuras de dominios jelly roll virales, la

proteina de céapside (CP) de Caliciviridae se agrupa con las proteinas VP2 y VP3 de
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Picornaviridae (Fig. 7). Anteriormente se habia sefialado que hay una relacion filogenética
entre ambas familias (Le Gall et al., 2008). No obstante, la CP de Caliciviridae forma un

clado con la VP3 de Picornaviridae, lo que sugiere que ambas proteinas son homologas.

La CP de Caliciviridae se divide en dos dominios denominados S y P (Fig. 9), el dominio S
es el que forma la capside icosaédrica y presenta un plegamiento tipo jelly roll, mientras que
el dominio P se ubica en el exterior de la capside y perpendicularmente al dominio S
(Venkataram Prasad et al., 1999). Al realizar una comparacion estructural del dominio S de la
CP de Caliciviridae con la VP3 de Picornaviridae, éstas resultan significativamente similares

(P= 2.40e-13; Fig. 10).

Sin embargo, la similitud de la CP con la VP3 también es reconocible a nivel de estructura
primaria, ya que ademdas de compartir una secuencia prolina-prolina-glicina en la “asa” que
une las hebras E y F de sus dominios jelly roll (Venkataram Prasad et al., 1999), es posible
reconocer una mayor semejanza entre ambas, en comparacion con las VP2 y VPI de

Picornaviridae (Koonin & Gorbalenya, 1992).

Figura 9. Proteina de cdpside de Caliciviridae. La proteina de cdpside de Caliciviridae se divide en dos dominios, el Sy el
P. El dominio S forma la cdapside icosaédrica y presenta un plegamiento tipo jelly roll. El dominio P se divide en Pl y P2,
forma una especie de proyeccion en la capside. Es decir, es perpendicular al dominio S. PDB: lihm. Imagen producida con

el programa UCSF Chimera (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/).
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Figura 10, Comparacidn estrisetural del domini jelly roll de la proweing de capside de Calfclvividae (PDEB: i) con el de la VP de
Picornaviridae (PDB:Ipivd), La comparacion se fleva o cabo en el servidor en finea de FATCAT (hipatoat sanfordrhan.org).
RMSD= 249 A, P<iL05, P= 2.40e-13 v 163 posiciones alineadas fno. residuos de aminodgeidos felly rofl: 177-CP p 184-VE3). Imagen
prodiscida con of programa UCSE Chimera (harpwwa il iesedid/chimarar),

4.3.2 El origen viral del subdominio S de VP2 de Birnaviridae

La proteina de capside VP2 de la familia Birnaviridae comprende tres subdominios, llamados
B (de base), S (de shell) y P (de proyeccion). En el virion, el dominio B se ubica al interior de
la capside, el S forma la capside icosaédrica y el P se orienta perpendicularmente a la capside,
formando una especie de protuberancia (Fig. 11). Los subdominios S y P tienen una topologia

tipo jelly roll (Coulibaly et al., 2005).
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Figura 11. La proteina VP2 de la capside de Birnaviridae. (1) Las proteinas VP2 de Birnavirus (PDB: Iwcd) se acomodan
en trimeros para formar la cdpside. La VP2 consta de tres dominios, el dominio B (naranja) compuesto por alfas, el dominio
S (verde) que se ubica en la capside y el dominio P (amarillo) que se proyecta hacia el exterior de la capside. Tanto el S
como el P adoptan la topologia del jelly roll. (II) Comparacion de las estructuras terciarias de tres VP2 de Birnavirus,
realizada con FATCAT (http://fatcat.sanfordburnham.org/). Las estructuras azul (PDB: lwcd) y verde (PDB: 3fbm)
corresponden a la VP2 del Virus de la enfermedad de la bursitis infecciosa, la estructura coloreada de rojo (PDB: 3ide) es
una VP2 del Virus necrosis pancredtica infecciosa. Imagen producida con el programa UCSF Chimera

(http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/).
Algo que llama la atencion en el dendograma basado en la comparacion de los dominios jelly
roll virales, es la agrupacion de la familia Alphatetraviridae [sSRNA(+)], que tiene una T=3 e

infecta vertebrados, con la familia Birnaviridae (dsRNA), que tiene, en cambio, una T=13 e

infecta invertebrados (Fig. 8).

Se ha visto que el subdominio S de la proteina VP2 de Birnaviridae (dsRNA) es mas parecido
a las proteinas de capside de virus de RNA de cadena positiva que a los virus de RNA de
doble cadena (Zeddman et al., 2010). Esto coincide con lo que sefialan los dendogramas
basados en las comparaciones de dominios jelly roll, puesto que la proteina de capside de

Alphatetraviridae es agrupada con el subdominio S (Fig. 12).

Esta similitud del subdominio S de la VP2 de Birnaviridae con la CP de Alphatetraviridae ha
llevado a proponer un origen comun para las dos familias virales a partir de un ancestro con
genoma de RNA de cadena sencilla positiva, que posteriormente dio origen a algunas de las

familias de virus de RNA de doble cadena como Birnaviridae (Coulibaly et al., 2005).
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Figura 12. Lox dominios 8 v P de la VP2 de Birnavitridae en fos dendogramas basados en la comparacion de estencturas de
proteinas virales gue presentan ef dominio jelly voll. Se muesiran los dendagramas de lax profeinas vivales sin ligandos {{) v
con figandos (1), En el centro se encwentra la extruciwra de la VP2 de Birnavividae v se sedalan sus es dominios: 8 en
waranja, § en verde v P en amariflo. Las flechas indican la posician de los dominios § (lechas verdes) v lov dominios P
(Rechas amarillas) en los dendogramas, En cada rama se seiala el codign PDB v el nombre de fa proteing, a5 como el virus
af gue correspornde. En negro se tndica el hospedero al cual infecta cada umo de los vires, Boed: rotavirus A0 RorCs rofavirus
Cy IBDW: virus de fo enfermedod de bursitls infecciosa: IPNT? virus de necrosis pancrediica infeceiosa; NCOV? vires omega
de mwdairelia capensis; TYMV: viFus del mosaico amarilie del nabo; BEV: enterovirus bovino; ARVIG! vliinovirues humano
16 HRVI4: rhinovires humano 14; PY2: poliovirus 2; PV3: poliovives 3; ROV vires del enanismo del arroz; AHSV: virus
de o enfermedad equing afticana; BTV: vieus de Ta lengua azoel; CMV? vivas del mosaica del pepinn: NUV: vivus de Norwall;

Ltk enterovivus £,

4.4 Analisis filogenéticos de los dominios jelly roll celulares

La topologia de los dendogramas de dominios jelly roll celulares mostrd ser sensible al
tamafio de la muestra. Ya que el dendograma de estructuras tridimensionales con ligands (n=
59, Fig. 13) no agrupa a las familias proteinicas del mismo modo que el dendograma de
estructuras terciarias sin ligandos (n= 19, Fig. 14). En una prueba realizada en la que se
compararon 63 de los 78 estructuras terciarias, el dendograma solamente agrupa a algunas
familias como las TNF, Glyco hydro 11 y 12, Lectinas y algunas oxigenasas (Fig. S2), lo

que podria deberse al efecto del tamafio de la muestra o bien a un efecto de los ligandos.
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Figura 13. Dendograma basado en la comparacion de estructuras terciarias de proteinas celulares con el dominio jelly
roll con ligandos. Cada familia de proteinas es sefiala con un color especifico. Al final de cada rama se indica el grupo
taxonomico al que corresponden las proteinas usadas, seguido del nombre de la familia proteinica. Las proteinas celulares

cuya funcion se relaciona con los carbohidratos estan marcadas con un asterisco (*).
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Figura 14. Dendograma basado en la comparacion de estructuras terciarias del dominio jelly roll de proteinas celulares
sin ligandos. Cada familia de proteinas es sefiala con un color especifico. Al final de cada rama se indica el grupo
taxonomico al que corresponden las proteinas usadas, seguido del nombre de la familia proteinica. Las proteinas celulares

cuya funcion se relaciona con los carbohidratos son marcadas con un asterisco (*).

4.5 Las inserciones del dominio jelly roll son mas variables en las proteinas celulares

El dominio jelly roll estd ampliamente distribuido tanto taxonOmicamente como
funcionalmente (Krupovic & Koonin, 2017). Por ello no resulta del todo sorprendente
encontrarse con un amplio numero de variaciones estructurales dentro de éste, que a pesar del
diferente grado de inserciones contintian presentando las ocho cadenas beta conectadas de la

forma especifica del jelly roll (Fig. 15).
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Figura 15. Inserciones en el dominio jelly roll. Dentro de las proteinas que presentan el dominio jelly roll hay una gran
variedad de inserciones. Por ejemplo, (A) la proteasa de Bacillus sp. (PDB:1wmd) que mantiene la forma canonica del
dominio jelly roll. Esta el caso extremo de la (B) 2-Oxoglutarato oxigenasa de Homo sapiens (PDB: 2w2i) que tiene una
gran cantidad de inserciones, y la (C) VP2 de Poliovirus tipo 3 (PDB:Ipiv) en la que la cantidad de inserciones no es
excesiva pero si notoria. Imagen producida con el programa UCSF Chimera (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/). En las
imagenes se muestran tres ejemplos de dominios jelly roll, las betas que conforman la estructura candnica son etiquetadas

como BIDG-CHEF y las inserciones son sednladas en color gris.

A diferencia de los alineamientos de secuencias, las herramientas de comparacién de
estructuras terciarias ain no implementan el uso de gaps, por lo que resulta problematico para
el programa detectar las regiones conservadas cuando hay una gran cantidad de inserciones.
Por ejemplo, cuando se intentaron las comparaciones de las proteinas con la herramienta
Multiseq de VMD (Visual Molecular Dynamics,
http://www.scs.illinois.edu/schulten/multiseq/), un paquete de visualizacion y andlisis de
moléculas que permite la comparacion de estructuras terciarias y construccion de
dendogramas, no fue posible llevar a cabo dicho analisis debido a que el programa solamente
puede comparar moléculas estrictamente similares (Roberts et al., 2006), y aunque todas las
proteinas tienen en comun el dominio jelly roll, Multiseq no fue capaz de reconocerlo como

una region conservada. Por el contrario, cuando se realizaron comparaciones del mismo tipo
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de proteina en una familia viral (la VP4 de Reoviridae, por ejemplo), el programa fue capaz

de realizar las comparaciones.

Se encontré que las variaciones en la longitud de las hebras y de las “asas”, asi como las
inserciones, son de distinta longitud y naturaleza. En ocasiones, las proteinas presentan un
jelly roll canodnico y sin inserciones, como es el caso de una proteasa de Bacillus sp. (Fig.
15A). El ejemplo extremo a éste es el de algunas oxigenasas como la 2-oxoglutarato de Homo
sapiens (Fig. 15B), que conserva el jelly roll en el centro de la estructura, pero éste presenta

varias inserciones entre sus conexiones.

Aunque las proteinas celulares poseen la mayor variedad de inserciones en el dominio jelly
roll, también se encuentran inserciones en los jelly rolls de proteinas virales. Por ejemplo, en
la VP2 de Poliovirus tipo 3 (Fig. 15C) el nimero de inserciones parece estar entre las que

presentan la proteasa y la oxigenasa mencionadas arriba.

4.6 Las funciones de las proteinas celulares con el dominio jelly roll

Las proteinas celulares con dominio jelly roll estan involucradas en procesos celulares como
la defensa inmunolégica. Por ejemplo, tenemos tres familias de proteinas, las Pentraxinas, las
Clq y las TNF’s que llevan a cabo la activacion de reacciones de defensa como la respuesta
inmunolodgica aguda, la activacion del sistema complementario del suero, inician la reaccion
de inflamacion y la union a proteinas, respectivamente (Anexos: Tabla S2; Fig. 13 y 14;

Emsley et al., 1994; Gravestein & Borst, 1998; Miao et al., 2014).

En lo que se refiere a la union a receptores, algunas proteinas como la endotoxina C de
Bacillus thuringiensis y la toxina R de Clostridium botulinum desempefian un papel
importante durante la infeccién, dado que llevan a cabo el reconocimiento y la unién al
receptor de sus hospederos (Morse ef al., 2001; Zhang et al., 2010) . Otras proteinas, como el
mitogeno YPM de Yersinia pseudotuberculosis y el marcador olfativo de Mus musculus,
participan en procesos que involucran la unidén a receptores, tales como la activacion de

células T y en la transduccion de sefiales olfativas (Smith et al., 2001; Donadini et al., 2004).
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Otros procesos celulares en los que participan las proteinas con jelly roll son la regulacion de
la anafase de la mitosis por una familia de proteinas denominada ANAPCI10 (Au et al.,
2002), la formacion del centromero llevada a cabo por la familia de proteinas llamada
CENP-C_C (Cohen et al., 2008), la desmetilacion de histonas en la que participa la familia
JmjC (Hillrinhaus et al., 2011), asi como la unidén a histonas y la transferencia de DNA en la

que participan las nucleoplasminas (Frehlick et al., 2007).

Las 2-oxoglutarato oxigenasas y las oxigenasas dependientes de fierro que llevan a cabo
reacciones 0xido-reduccion, presentan un plegamiento tipo jelly roll con una gran cantidad de
inserciones (Fig. 15B) en el que no solamente se da la interaccion con el Fe sino que también

se encuentra el sitio catalitico (Aik et al., 2012).

Algunos procesos metabolicos en los que participan las proteinas celulares con jelly roll son
el metabolismo de purinas por las Allantoicase (Leulliot et al., 2004), la actividad
endopeptidasa tipo serina llevada a cabo por la Peptidase S8 (Foophow et al., 2010), y la
conversion de cisteina en acido cisteinesulfinico por la Cysteine dioxygenase type I 6 CDO 1

(Simmons et al., 2006; Anexos: Tabla S2).

4.6.1 La prevalencia de funciones relacionadas con carbohidratos de las proteinas celulares

con dominios jelly roll

Muchas de las familias de proteinas de la muestra llevan a cabo funciones relacionadas con
carbohidratos, entre éstas estan la hidrolisis de enlaces glicosidicos (Henrissat et al., 1995;
Boraston et al., 2007), la formacion de uniones celulares mediante proteinas glicosiladas (Li
et al., 2011), la regulacion de la apoptosis mediante union a carbohidratos (Yang et al.,
2009), la biosintesis de dTDP-I-rhamnosa (Dong et al., 2003), la catélisis de la alfa oxidacion
del 4cido fitanico (McCulloch ef al., 2015), la hidrdlisis de lipidos (Montanier et al., 2009), el
almacenamiento de carbohidratos en plantas (Dunwell et al., 2004), y la uniéon a
carbohidratos (Jacobson et al., 2013) como el acido sialico (Gaskell et al., 1995), la

arabinosa, la galactosa y la fructosa (Thamotharan et al., 2011).
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Los oligosacaridos son muy abundantes y diversos en la naturaleza. Estos median muchos
fendmenos biologicos importantes que incluyen funciones estructurales, la provision de
energia al organismo, y el reconocimiento especifico tanto enddégeno como exdgeno, es decir,
la diferenciacion entre receptores del mismo organismo y receptores no pertenecientes al

organismo, sino de patdgenos o simbiontes (Gagneux & Varki, 1999).

Muchos patogenos que infectan organismos multicelulares, como virus y bacterias, inician la
infeccion mediante una interaccion con las glicoproteinas de membrana localizadas en
algunos tejidos expuestos y en células con funciones enddgenas (Gagneux & Varki, 1999),
como los epitelios gastrointestinales y nasales en vertebrados (Kagnoff & Eckmann, 1997;
Philpott et al., 2001; Borza et al., 2004), y los linfocitos T CD4 en la infeccion del VIH
(Sattentau & Moore, 1993).

Lo mismo ocurre con los virus de RNA icosaédricos, que en su mayoria infectan
invertebrados y plantas (Campillo-Balderas et al., 2015), puesto que muchos de ellos utilizan
sacaridos como receptores al iniciar la infeccion de sus hospederos, ademas de usar para esto

a células del tracto respiratorio o intestinal, asi como algunas del sistema inmune (Tabla 2S).

Uno de los sacaridos mas comunes entre los glicanos de vertebrados es el acido sialico. Esta
presente sobre todo en los deuterostomados, aunque, también se encuentra en algunos de sus
patogenos bacterianos. La presencia de esta molécula en dos linajes tan distantes sugiere que
se trata de un mimetismo generado por convergencia evolutiva. Esta hipdtesis se sostiene en
que los genes de los patdgenos que codifican para la sintesis y transferencia del acido sialico
no son homologos a sus contrapartes en los animales (Gagneux & Varki, 1999). Ademas, un
patdgeno que expresa acido sidlico reduce mucho la respuesta inmune generada en el

hospedero (Moxon et al., 1994).

Entre las proteinas celulares con dominio jelly roll se encuentran tres sialidasas, la BNR 2 de
Micromonospora viridifaciens (PDB: leut), la sialidasa de Clostridium perfringens (PDB:
2v72) y la sialidasa con insercion de lectina de Vibrio cholerae (PDB: 1kit). Estas moléculas
se encargan de remover los residuos terminales de acido sidlico en glicoconjugados, se las ha

relacionado con la patogenicidad de varias enfermedades, aunque también son producidas por
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organismos no patégenos, asi como con la nutricion celular y con las interacciones celulares

(Taylor, 1996; Severi et al., 2007).

Previamente se habia reportado la recurrencia del jelly roll en las glicoproteinas. Incluso se
propuso que los virus habian reclutado las proteinas de capside de sus hospederos, lo que
permitio la proteccion de su material genético y la capacidad de reconocer los azucares en las

superficies de sus hospederos (Krupovic y Koonin, 2017).

4.7 Los dominios jelly roll virales y celulares con similitud estructural

En el dendograma de dominios jelly roll celulares y virales sin ligandos (Fig. 16), unicamente
se agruparon tres familias de proteinas celulares con proteinas virales: la familia 12 de

glucodsido hidrolasas, la familia de factores de necrosis tumoral (TNF) y el mitogeno derivado

de Yersinia (YPM).
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Figura 16. Dendograma de los jelly rolls de proteinas virales y celulares sin ligando. Los dominios jelly roll de las
proteinas virales se muestran en rojo y los de las proteinas celulares en azul. Las proteinas celulares cuya funcion se
relaciona con los carbohidratos son marcadas con un asterisco (*).

4.8 Homologia entre los dominios jelly roll del mitogeno derivado de Yersinia y la CP de

Bromoviridae

Cuando se comparan solamente jelly rolls celulares, el mitdgeno derivado de Yersinia (YPM)
se agrupa con los factores de necrosis tumoral (TNF) (Fig. 14), pero cuando se comparan
jelly rolls virales con celulares, YPM se asocia con la proteina de capside de Bromoviridae

(Fig. 16).
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Estos tres tipos de proteinas no s6lo comparten el tipo de plegamiento jelly roll, sino que

también forman trimeros, ademas de que YPM tiene un gran parecido estructural con la
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proteina de capside del virus del mosaico del tabaco. Esto se reportd cuando se determin la
estructura terciaria de YPM (Donadini et al., 2004). El mismo grupo de investigadores
menciona el parecido que este mitogeno guarda con TNF y otras proteinas virales, como la de
capside de Bromoviridae. Lo cual concuerda con lo observado en los dendogramas y los
resultados obtenidos al comparar el YPM con un TNF y con la proteina de capside de

Bromoviridae (Fig. 17).

4.9 El origen celular del subdominio P de la proteina de capside VP2 de Birnaviridae

La similitud entre el subdominio P de la proteina VP2 de Birnaviridae con las proteinas TNF
es evidenciado en el dendograma de dominios jelly roll virales y celulares (Fig. 16) y la
comparacion en FatCat arrojoé que son significativamente similares (Fig. 18). Por lo que
sabemos, se ha observado una relacion biologica entre ambos, ya que la produccion de
proteinas TNF aumenta cuando un Birnaviridae infecta a su hospedero (Brieland et al., 2001;
Rautenschlein et al., 2002), aunque esta relacion no deja clara la homologia entre ambas, la
similitud estructural apoya la hipotesis del origen comtin de TNF y el subdominio P de VP2

de Birnaviridae.

Figura 18, El dominio P de la VP2 de Birnaviridee v TNF. Se muestra un TNF de My mvculus (PDB: 2hey;
7 residuos de aminodcidos; rojo) v el dominio P de la VP2 de Bimaviridae (PDBE: Twed: 135 residuos de
aminodcidos; wvioleta) gue son sigmbcativamente similares (RMSD= 3.04; P= 443e-03; v 95 posiciones

equivalentes). Imagen producida con el programa UCSF Chimera (hitpetwww.rbviucsfedu/chimera’). La

comparacion se realizd en el servidor en linea de FATCAT (http:/fatcat.sanfordburnham.org).
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5. Conclusiones

La compilacion de un catdlogo de proteinas virales y celulares que presentan el dominio jelly
roll mas la informacién bioldgica disponible sobre las proteinas de la muestra permitieron
realizar un andlisis general sobre la evolucion del dominio. La construcciéon de los
dendrogramas basados en estructuras terciarias mostro que el jelly roll es un buen marcador
filogenético viral a nivel de familia. Ademas permitieron reconocer la homologia entre las

proteinas CP de Caliciviridae y la VP3 de Picornaviridae.

Los dendogramas basados en comparaciones de estructuras terciarias de dominios jelly roll
celulares mostraron sensibilidad al tamafio de la muestra y posiblemente a la presencia de
ligandos. No obstante, al ser comparados con los dominios virales se evidenciaron algunas
homologias entre proteinas como YPM y CP de Bromoviridae, asi como la CP de

Alphatetraviridae y el subdominio S de la VP2 de Birnaviridae.

El caso de la VP2 de Birnaviridae resulta interesante debido a la diferencia estructural que
muestran sus subdominios S y P, que parecen tener historias evolutivas distintas. El
subdominio S por un lado muestra haberse originado a partir de una proteina ancestral que
también dio origen a CP de Alphatetraviridac. Lo que concuerda con la hipotesis de
Coulibaly y colaboradores, 2005, del origen comin de Alphatetraviridae y Birnaviridae a
partir de un ancestro con genoma de RNA de cadena sencilla positiva, que posteriormente dio
origen a algunas de las familias de virus de RNA de doble cadena como Birnaviridae
(Coulibaly et al., 2005). Por otro lado, la similitud del jelly roll del subdominio P con el jelly
roll de la familia de factores de necrosis tumoral (TNF) indica que este tuvo un origen celular

probablemente a partir del secuestro de genes de su hospedero.

Los analisis realizados en este trabajo indican que los dominios jelly roll de virus de RNA
tienen un origen celular, lo que concuerda con la hipotesis del origen celular de los virus o
hipotesis del escape de genes. Muestra de esto es la distribucion filogenética de los
hospederos de los virus de RNA, siendo principalmente el grupo celular de origen mas
reciente, los eucariontes, con excepcion de algunas proteobacterias comunes en la microbiota

de muchos animales, por lo que podria deberse a una transferencia.
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Cabe destacar que aunque esperabamos una mayor diversidad entre los dominios jelly roll
virales, puesto que las RNA polimerasas dependientes de RNA tienen una alta tasa de
mutacion, comparadas con las DNA polimerasas, encontramos que el grado de inserciones de
los dominios jelly roll celulares es mucho mayor. Algunas posibles explicaciones son la
relevancia de la estabilidad y la forma de las proteinas de capside, que incluyen a aquellas
presentan el jelly roll, en el ensamblaje de las capsides; y importancia de la estructura de las
proteinas de cépside, en la Optima infeccion del hospedero. Hacen falta estudios

experimentales que permitan responder ésto.

Lo anterior se relaciona con la recurrencia de funciones relacionadas con carbohidratos en las
proteinas celulares, debido a la importancia de estas biomoléculas en el reconocimiento
celular, en procesos inmunoldgicos y su prevalencia en epitelios (a los que los virus muestran
un fuerte tropismo), resulta sencillo pensar que el secuestro de proteinas celulares
glicosiladas (como son la mayoria de las proteinas que presentan el dominio jelly roll)

resultara beneficioso para el virus.
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Anexos

Fig. S1. Dendograma de dominios jelly roll virales con (*) y sin ligandos. Se muestra el nombre de la familia viral y el
nombre de la proteina a la que corresponde cada clado. Se sefialan con asterisco (*) las estructuras con ligandos. En cada
rama se presentan el coddigo PDB de la estructura tridimensional y el nombre del virus. La topologia es consistente con las
topologias de los dendogramas con y sin ligandos (Figuras 7 y 8), lo que indica que en este caso los ligandos no afectan la
topologia. Los dominios jelly roll se agrupan de acuerdo con el tipo de proteina y familia viral a la que pertenecen. RDV:
virus del enanismo del arroz; AHSV: virus de la enfermedad equina africana; BTV: virus de la lengua azul; IBDV: virus de
la enfermedad de bursitis Infecciosa;, CMV: virus del mosaico del pepino; HRV: rhinovirus humano, HRV14: rhinovirus
humano 14; PV3: poliovirus 3; NLV: virus de norwalk; EntE: enterovirus E. RotA: rotavirus A; RotC: rotavirus C; IPNV:
virus de necrosis pancreatica infecciosa;, NCOV: virus omega de Nudaurelia capensis;, TYMV: virus del mosaico amarillo

del nabo; BEV: enterovirus bovino;, HRV16: rhinovirus humano 16; HRV14: rhinovirus humano 14; PV2: poliovirus 2.
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Fig. S2. Dendograma basado en la comparacion de dominios jelly roll celulares con y sin ligandos.
Dendograma resultante de las primeras pruebas realizadas, se compararon 63 de las 78 (debido a limitaciones
del servidor en linea de Dali) estructuras tridimensionales celulares. La topologia del dendograma no muestra
ninguna pauta, salvo la agrupacion de algunas familias de proteinas como algunas TNF (rojo), algunas
oxigenasas (azul claro), lectinas (verde), endoglucanasas (azul oscuro; familia Glyco hydro 12) y la familia

Glyco_hydro_11 (naranja).

46



Tabla S1. Receptores celulares y tropismos de virus de RNA con proteinas de capside que presentan el
dominio jelly roll. La mayoria de los virus de la muestra utilizan glicoproteinas de epitelios celulares como
receptores al iniciar la infeccion en sus hospederos. NCOV: virus omega de Nudaurelia capensis ; IPNV: virus
de necrosis pancreatica infecciosa; IBDV: virus de la enfermedad de bursitis infecciosa; CMV: virus del
mosaico del pepino; NLV: virus de la gastroenteritis; BEV: enterovirus bovino; HRV16: rinovirus humano;
PV3: poliovirus tipo 3; AHSV: virus de la enfermedad equina africana; BTV: virus de la lengua azul; RDV:
virus del enanismo del arroz; RotA: rotavirus A; RotC: rotavirus C; TYMV: virus del mosaico amarillo del
nabo. Se dejaron en blanco los recuadros correspondientes a los receptores/tropismos de los cuales no

encontramos informacion. *Receptores de Enterovirus en general.

Virus  Familia Receptor celular Tropismo
NCOV  Alphatetraviridae Células del intestino medio

Precursores de las células B
IPNV Birnaviridae
productoras de anticuerpos

Precursores de las células B
IBDV Birnaviridae Proteina N-glicosilada
productoras de anticuerpos

CMV Bromoviridae

Antigenos del grupo histo-sanguineo
NLV Caliciviridae Epitelio intestinal
(SugarBindDB)

alpha2,3-linked sialicc, CD55 & Integrin
BEV Picornaviridae Tracto gastrointestinal
alpha2 - betal *

Tracto respiratorio
HRV16 Picornaviridae ICAM1 (molécula de adhesion intracelular)

superior
PV3 Picornaviridae PVR (Piconavirus receptor) Tracto gastrointestinal

Acido sidlico, JAM  (Junction adhesion
AHSV Reoviridae
molecule)

Acido sidlico, JAM  (Junction adhesion
BTV Reoviridae

molecule)
Tejidos neoplasicos del
RDV Reoviridae Endocitosis mediada por clatrinas
floema
RotA Reoviridae Integrinas Tracto gastrointestinal
RotC Reoviridae Acido sialico Tracto gastrointestinal
TYMV  Tymoviridae Floema
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Tabla S2. Funciones de las proteinas celulares con el dominio jelly roll. De izquierda a derecha se listan las
familias de pfam, el numero de proteinas en la muestra que pertenecen a cada familia, los codigos PDB (se
sefialan en negritas los codigos de las proteinas sin ligandos) y las funciones correspondientes a cada familia.
Cian claro: funciones relacionadas con carbohidratos; naranja: funciones de reconocimiento y unién a
receptores; amarillo: funciones inmunolégicas; verde: otras funciones metabolicas; azul claro: otros procesos
celulares. Para la realizacion de esta tabla se tomaron como referencia las funciones reportadas en Pfam e

INTERPRO para cada familia de proteinas y se clasificaron artificialmente para las condiciones de esta tesis.

AraC_binding 2 2arc;2ara Dominio de unién a
arabinosay
dimerizacion de la

proteina reguladora del

gen bacteriano AraD

Bac_rhamnosid 1 3wbn Hidrolizar el enlace
glucosidico entre dos o

mas carbohidratos, o
entre un carbohidrato y

un no carbohidratado

BNR 2 1 leut Sialidasa, se une al 4cido
sialico
cBM_1 1 3zyp Unién a carbohidratos,

hidrolizacién de
compuestos
O-glicosilados
Cellulase 4 2zew;1j83;4ba6;5e9p Hidrolizacién de
compuestos
O-glicosilados
Cleaved_Adhesin 1 3mlh Uniones celulares, lisis y
unio6n a carbohidratos
Cupin 4 1vj2;3fjs;3cew;1xe7 Germinacion y
almacenamiento en
plantas
dTDP_sugar_isom 2 I1nxm;1wlt Biosintesis de
dTDP-I-rhamnosa.
componente esencial de

la pared bacteriana
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http://pfam.xfam.org/family/PF02311
http://pfam.xfam.org/family/PF05592
http://pfam.xfam.org/family/PF13088
http://pfam.xfam.org/family/PF00734
http://pfam.xfam.org/family/PF00150
http://pfam.xfam.org/family/PF07675
http://pfam.xfam.org/family/PF07883
http://pfam.xfam.org/family/PF00908

Galactoside-binding

lectin

Glyco_hydro_11

Glyco_hydro_12

Glyco_hydro_16

Glyco_hydro_2_N

Glyco_hydro_66

Lectin_legB

Lipase_GDSL_2
Lipl32

N-glycanase_N

Neuropiln_Glycoprotein

PhyH

2zgl

laxk;1c1f;1t6g;2dck;1tel;1gmm

1ks5;3vho;3vgi

5fui;3juu;3azy;2hyk

3bga;3t0A

3wnk

3n35;4i30;4wv8;1g8w;3ax4;3udx

2w47
3frl

3pms

1kex

4xac

Unién a carbohidratos:
regulacién extracelular
e intracelular de la
apoptosis
Hidrdlisis del enlace
glicosidico
Hidrdlisis del enlace
glicosidico
Hidrolisis del enlace
glicosidico
Hidrélisis del enlace
glicosidico
Hidrdlisis del enlace
glicosidico
Unién a
glucosa/manosa o
galactosa. Pueden estar
involucrados en la uniéon
de las bacterias
fijadoras de nitrégeno a
las leguminosas y en la
proteccion contra los
patoégenos
Esterasas y lipasas
Lipoproteina de
membrana
Unidén a azicares y
cataliza la eliminacion
completa de las cadenas
de N-oligosacaridos
unidos glicoproteinas
Glicoproteinas
transmembranales,
sefalizacién
Catalisis de la alfa
oxidacidn del acido

fitanico

49


http://pfam.xfam.org/family/PF00337
http://pfam.xfam.org/family/PF00337
http://pfam.xfam.org/family/PF00457
http://pfam.xfam.org/family/PF01670
http://pfam.xfam.org/family/PF00722
http://pfam.xfam.org/family/PF02837
http://pfam.xfam.org/family/PF13199
http://pfam.xfam.org/family/PF00139
http://pfam.xfam.org/family/PF13472
http://pfam.xfam.org/family/PF12103
http://pfam.xfam.org/family/PF09112
http://../C:/C:/Users/Karen%20Mendoza.Origen/Dropbox/DropVirus/Tesis_manuscrito/_blank
http://pfam.xfam.org/family/PF05721

PKD

Polysacc_lyase

Sial-lect-inser

Sialidase

Endotoxin_C

Olfactory_mark

Toxin_R_bind_C

YPM

Clg

Pentraxin

TNF
Allantoicase

CDO_|

Peptidase_S8

1nqd

3ina

1kit

2v72

1i5p

ljob

3ogg

1pm4

4ous,413j

1sac
4giq;3v56;2tnf;1wck;1d4v;1jh5;1rj8;3urf;2hey
1sg3

2b5h

3afg;3puh;1wmd

Glicoproteina de
membrana involucrada
en las interacciones
proteina-proteinay
proteina-carbohidrato
Despolimeriza la
heparina mediante la
escision del enlace
glucosidico
Se unen a las lectinas
con alta afinidad
ayudando a dirigir la
proteina a los ambientes
ricos en acido sialico
Hidrdlisis del enlace
glicosidico
Uniodn a receptor celular
durante la infeccion
Transduccion de sefiales
olfativas
Proceso de infeccion
mediante la unidon al
nervio presindptico
Activacion de células T
mediante la unién al
receptor
Activa el sistema
complementario de
suero
Respuesta inmunolégica
aguda
Procesos inmunolégicos
Metabolismo de purinas
Convertir cisteina en
acido cisteinesulfinico
Actividad de
endopeptidasa tipo

serina
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http://pfam.xfam.org/family/PF00801
http://pfam.xfam.org/family/PF14099
http://pfam.xfam.org/family/PF09264
http://pfam.xfam.org/family/PF02973
http://pfam.xfam.org/family/PF03944
http://pfam.xfam.org/family/PF06554
http://pfam.xfam.org/family/PF07951
http://pfam.xfam.org/family/PF09144
http://pfam.xfam.org/family/PF00386
http://pfam.xfam.org/family/PF00354
http://pfam.xfam.org/family/PF00229
http://pfam.xfam.org/family/PF03561
http://pfam.xfam.org/family/PF00082

20G-Fell_Oxy

Calreticulin

TauD

ANAPC10

CENP-C_C

JmjC

Nucleoplasmin

1gp6 Actividad
oxidoreductasa
1jhn Unién a calcio,

almacenamiento de
calcio en reticulo
endoplasmatico
2o0g7 Procesos
oxido-reduccién,
1gqp Regulacién de la anafase

de la mitosis

2vpv Formacién de
centrémero
2w2i Desmetilacion de
histonas
1nlq;1k5j Unidn a histonas y

transferencia de DNA
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http://pfam.xfam.org/family/PF03171
http://pfam.xfam.org/family/PF00262
http://pfam.xfam.org/family/PF02668
http://pfam.xfam.org/family/PF03256
http://pfam.xfam.org/family/PF11699
http://pfam.xfam.org/family/PF02373
http://pfam.xfam.org/family/PF03066
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