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RESUMEN

El Virus Sincitial Respiratorio Humano (VSRH) es unos de los principales agentes
etioldgicos causantes de infecciones respiratorias en infantes. Sin embargo, pueden
ocurrir reinfecciones a lo largo de la vida. EI VSRH suele ser un problema de salud
publica que afecta a diversos grupos de edad. Es por ello, que generar informacion
acerca de los mecanismos de infeccion viral se vuelve necesario, para asi poder
ofrecer tratamientos farmacoldgicos que permitan que los pacientes cursen una
infeccion moderada y sin complicaciones clinicas. Uno de los mecanismos de
interaccioén virus y huésped que en los ultimos afios se ha estado estudiando en VSRH,
es la translocacién de proteinas virales al nucleo. En este sentido, se tiene
conocimiento que durante las primeras horas de infeccion por VSRH la proteina de
matriz y la proteina NS1 pueden encontrarse en el nucleo, para poder modular la
expresion de genes que le permitan al virus continuar con su ciclo de infeccion de
manera eficaz. Si bien, ya existe un mecanismo por el cual se ha descrito que la
proteina de matriz puede regular la transcripcion celular nosotros decidimos explorar
otro posible mecanismo por el cual dicha proteina pudiera estar regulando dicho
proceso. Por ello, nuestro trabajo se centré en evaluar la distribucion subcelular de la
proteina de matriz en células A549 infectadas, asi como en el andlisis de la posible
interaccion de la proteina de matriz con la proteina fibrilar, proteina altamente
relacionada con la transcripcion celular. Se encontr6 que durante las primeras horas
de infeccidén por VSRH, la proteina de matriz presentaba una distribucion perinuclear
y citoplasmatica y no nuclear como ya se habia reportado. También se encontré, al
realizar el andlisis de la colocalizacion de la proteina de matriz y fibrilarina, que dicha
colocalizacion no se daba, por tanto no esta presente. Sin embargo, observamos que
la distribucién subcelular de la proteina fibrilarina era la misma en células falsamente
infectas e infectadas. Finalmente, al realizar un analisis in silico, nuestros datos nos
indican que la interaccion de estas dos proteinas mencionadas posiblemente no es
viable. A pesar de que todos nuestros datos no fueron los esperados, aun existen

incégnitas que en un futuro nos pueden permitir explorar nuevos mecanismos virales.
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ABSTRACT

The Human Respiratory Syncytial Virus (HRSV) is one of the main etiological agents
causing respiratory infections in infants. However, reinfections can occur throughout
life. Therefore, HRSV is often a public health problem that affects various age groups.
That is why generating information about the mechanisms of viral infection becomes
necessary in order to be able to offer pharmacological treatments that allow patients to
have a moderate infection without clinical complications. One of the virus-host
interaction mechanisms studied in recent years in HRSV is the translocation of viral
proteins to the nucleus. In this sense, during the first hours of HRSV infection, the matrix
protein and the NS1 protein can be found in the nucleus to modulate the expression of
genes that allow the virus to continue its infection cycle in a more efficient way. Although
there is already a mechanism by which the matrix protein can regulate cell transcription,
we decided to explore another possible mechanism by which said protein could
regulate the said process. Therefore, our work focused on evaluating the subcellular
distribution of the matrix protein in infected A549 cells, as well as analysis of the
possible interaction of the matrix protein with the fibrillary protein, a protein highly
related to cell transcription. During the first hours of HRSV infection, the matrix protein
presented a perinuclear and cytoplasmic distribution, not a nuclear one, as previously
reported. When performing the analysis of the colocalization of the matrix protein and
fibrillarin, the colocalization did not occur. Therefore it is not present. However, we
observed that the subcellular distribution of fibrillarin protein was the same in mock-
infected and infected cells. Finally, when performing an in-silico analysis, our data
indicate that the interaction of these two mentioned proteins is possibly not viable.
Although all our data were not as expected, there are still unknowns that may allow us

to explore new viral mechanisms in the future.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con estudios epidemiologicos realizados por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), las infecciones del tracto respiratorio superior (IRAS), dentro de las
cuales podemos identificar enfermedades tales como laringitis, faringitis, rinitis y
nasofaringitis; son un grupo de enfermedades que desaparecen aproximadamente en
un lapso de 10 o 15 dias (Jin et al., 2021)(Assane et al., 2018). No obstante, en algunas
ocasiones se pueden generar complicaciones como la neumonia, otitis media,
miocarditis y glomerulonefritis. Los agentes etioldgicos que causan principalmente las
IRAS incluyen a los virus y bacterias, pero se estima que aproximadamente el 80% de
dichas enfermedades son de etiologia viral, siendo los rinovirus, coronavirus, virus
sincitial respiratorio humano (VSRH) y metapnemovirus humano (MPVH) los
principales agentes relacionados a producir estas enfermedades (Assane et al., 2018;
Fernandes-Matano et al., 2017, p.; Jin et al., 2021).

A nivel mundial se estima que el VSRH es responsable de la hospitalizacion de
aproximadamente 33 millones de personas y de 76,600 muertes por afo, siendo los
menores de 5 afios los mas afectados (Tabor et al., 2020). Mientras que en México
anualmente se presenten aproximadamente ochocientos mil casos de IRAS, siendo
los virus mas prevalentes VSRH y MPVh (Fernandes-Matano et al., 2017). Si bien, el
grupo mas afectado suelen ser los infantes, se ha reportado que en ancianos y adultos
inmunocomprometidos el VSRH suelen estar relacionado con hospitalizaciones y
muertes (Staadegaard etal., 2021). El VSRH a nivel mundial es un agente de
preocupacion por la baja inmunidad protectora que el cuerpo genera al exponerse al
patdgeno, ya que los anticuerpos neutralizantes generados durante la infeccion
proporcionan una proteccion parcial. Ademas de existir una baja activacion de células
T al momento de una reinfeccion (Bont et al., 2002), por lo que es normal ver que nifios

y adultos tengan reinfecciones a lo largo de su vida (Fuentes et al., 2016).
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Fig.1 Distribucién demogréafica del VSRH a nivel mundial. Paises que han
detectado al VSRH en neonatos que ingresaron a hospitales debido a infecciones
respiratorias agudas. Los circulos rojos simbolizan los casos reportados y publicados,
mientras que los triangulos rojos los casos reportados, pero no publicados. Modificado
de (Shi et al., 2017)

1.1 Aspectos generales del VSRH

El VSRH es un virus de ARN monocatenario de polaridad negativa perteneciente a la
familia Pneumoviridae. Estructuralmente el VSRH es un virus pleomorfico, la particula
viral puede existir en dos conformaciones: en una forma esférica o filamentosa. Las
particulas virales esféricas tiene un tamafio aproximadamente 150 o 250 nm de
diametro, mientras que en el caso de la forma filamentosa presentan un tamafio de 10
pum de largo.(Shi et al., 2017)

El VSRH, posee una cubierta lipidica que adquiere de la membrana plasmaética de la
célula huésped. Si bien, el VSRH solo posee un serotipo, existen dos grupos

antigénicos: Ay B, los cuales se diferencian por tener una variacion en la secuencia
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de aminoéacidos. Habiendo una homologia del 35% si se comparan ambas secuencias
(L. Wang et al., 2022).

La nucleocapside del VSRH consta de 4 proteinas, las cuales son: nucleoproteina, la
fosfoproteina, el factor de progresion M2-1y la polimerasa viral, las cuales en conjunto
forman el complejo de ribonucleproteinas relacionadas con las sintesis de ARN.
Adicionalmente la particula viral posee una envoltura lipidica que obtiene de la
membrana plasmatica de la célula huésped. En dicha envoltura se encuentran 3
proteinas virales: la glicoproteina G, la proteina pequefia hidrofébica (SH) y la proteina
de fusién. Finalmente se ha descrito que entre la envoltura y el complejo

ribonucleoprotéico, se encuentra la proteina de matriz (Cao et al., 2021).

El VSRH es un virus que principalmente posee un tropismo por células epiteliales
ciliadas del tracto respiratorio (Villenave etal., 2012; L.Zhang et al.,, 2002). Sin
embargo, se ha reportado que puede infectar células de otros érganos y tejidos, como
los del sistema nervioso central (SNC) y la placenta (Bokun et al., 2019; Kawashima
et al.,, 2009; Veldzquez-Cervantes etal.,, 2019). La transmisién del virus se da
generalmente por contacto directo con saliva o con secreciones nasales, una vez que
el VSRH entra en contacto con la nasofaringe y las vias respiratorias superiores del
individuo, se lleva a cabo la primera replicacion viral, posteriormente las nuevas
particulas virales generadas son liberadas en los bronquiolos o alveolos de las vias
respiratorias inferiores, en donde mayormente se llevara a cabo todo el ciclo de

infeccioén viral (Shang et al., 2021).
1.2 Caracteristicas generales del genoma viral del VSRH

El genoma del VSRH consta de un ARN monocatenario no segmentado de polaridad
negativa de aproximadamente 15,200 nucleétidos, el cual contiene 10 genes que
codifican 11 proteinas. El orden de la transcripcion de los genes de VSRH son: NS1-
NS2, N, P, M, SH, G, F, M2 (1-2) y L (Battles & McLellan, 2019). El comienzo y
terminacion de la transcripcion de cada gen es mediado por las regiones de inicio (GS)
y de termino (GE) que se encuentran flanqueando cada gen.
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Existe evidencias que demuestran que durante la transcripcion viral, para asegurar la
proteccion de los ARNm virales frente a exonucleasas y receptores de reconocimiento
de ARN monocatenario celulares, asi como para asegurar el reconocimiento por parte
de la maquinaria celular, ocurre modificaciones en los transcritos virales al adicionarse
al ARNm viral en el extremo 5" un Cap y en el extremo 3" una cola de poliadeninas
(Sutto-Ortiz et al., 2021).

El VSRH al ser un virus de ARN de polaridad negativa necesita generar un antigenoma
(ARN de polaridad positiva) y asi llevar a cabo la replicacién del genoma viral. Tanto
en el genoma viral como en el antigenoma se encuentran dos regiones importantes
para que se lleve a cabo la replicacion y transcripcion del ARN viral: denominadas
como la secuencia lider (Le) que consta de 44nt y las secuencia trailer (Tr) que consta
de 155 nt (Fearns et al., 2002; Gao et al., 2020).

Recientemente se ha reportado que, durante la replicacion viral del VSRH se pueden
generar genomas virales defectuosos (DVG), dichos genomas no son mas que
genomas largos que se pueden empaquetar en la particula viral madura que son
incapaces de completar un ciclo de replicacion una vez que son liberados en el
citoplasma de la célula huésped, debido a que no se pueden transcribir los genes para
producir las proteinas virales necesarias para la replicacion (Felt et al., 2021; Sun
et al., 2019). La formacion de los DVG ocurre cuando la polimerasa viral se separa del
ARN viral por un momento y vuelve a reincorporarse para seguir con la elongacion
(Sun et al., 2019). Felt y colaboradores (2021) demostraron que la presencia de DVG
de VSRH en tiempos tempranos de la infeccion se asociaba con una carga viral alta 'y
una sintomatologia mas grave, mientras que la deteccion de DVG en tiempos tardios

de la infeccidén se asocio con una carga viral baja y una sintomatologia baja.
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Fig.2 Representacion esquemaética de una particula filamentosa del VSRH y su genoma. En la seccion A)
se muestra una representacion de una particula viral de VSRH madura. En la capa mas exterior se encuentra una
bicapa lipidica donde se localizan 3 proteinas embebidas: la proteina de unién (G), la proteina de fusién (F) y la
proteina pequefia hidrofébica (SH). Debajo de la bicapa lipidica encontramos a la proteina de matriz (M), que se
asocia con la proteina M2-1. La proteina M2-1 a su vez interacciona directamente con la nucleoproteina (N),
proteina encargada de recubrir al ARN viral. Finalmente, la polimerasa (L) y la fosfoproteina (P) se encuentran
asociadas a la nucleoproteina (N). En la seccién B) se esquematiza el genoma de VSRH. El genoma esta
conformado por 10 genes que codifican 11 proteinas. El orden de transcripcién es de 3--'NS1, NS2, N, P, M, SH,G,
F, M2-1, M2-2 y L--5". Modificado de (Battles & McLellan, 2019)

1.3 Caracteristicas funciénales y estructurales de las proteinas
1.3.1 Glicoproteina

La proteina de anclaje del VSRH (VSRH G) es una proteina de membrana altamente
glicosilada conformada por 298 aminoacidos. Existen dos formas de la proteina G: la
proteina completa que presenta un dominio intracelular, un dominio transmembrana y
un dominio extracelular. Mientras que la otra forma se conoce como G trunca, ya que
el dominio transmembrana al ser escindido proteoliticamente, genera una proteina con
el dominio extracelular, la cual es secretada por las células infectadas (Anderson et al.,
2021). En términos generales la proteina G tiene un peso de 32 kDa, sin embargo, al
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ser glicosilada adquiere un mayor peso molecular. En ese sentido existen evidencia
de que el tamafio de la proteina G madura y el nimero de glicosilaciones depende del
linaje celular, por ejemplo: en la linea celular HEp-2 el tamafio suele ser de 95kDa, en
la linea celular Vero suele ser de 55 kDa mientras que las células bronquiales humanas
primarias suelen ser de 170kDa (King et al., 2021).

La funcion principal de la proteina G es la de interaccionar con los receptores celulares
presentes en la célula huésped, asi como con los glucosaminoglicanos de la superficie
celular, para asi permitir la entrada viral. Sin embargo, se ha reportado que la proteina
G secretada cumple la funcidon de poder servir como mecanismos de evasion del
sistema inmune (Efstathiou et al., 2020). Esto ultimo debido a que tiene la capacidad
de inhibir la produccion de interferon, al interaccionar con el receptor TICAM-1, el cual
esta relacionado con la activacion de los receptores TLR3/4 (Toll- Like Receptor).
Estos ultimos son los encargados de modular la produccion de interferén al detectar
virus de ARN, como el VSRH(Shingai et al., 2008).

1.3.2 Proteina de Fusioén

La proteina de fusién del VSRH (VSRH F) esta constituida por 541 aminoéacidos y
posee un peso de 63 kDa. Su principal funcién es, facilitar la fusiébn de la membrana
de la particula viral con la membrana de la célula huésped, para que el genoma viral
(ARN) sea liberado en el citoplasma celular y comience la replicacion y transcripcion
de dicho genoma (Gilman, Furmanova-Hollenstein, etal., 2019). Inicialmente la
proteina de fusiébn se genera a partir de una proteina precursora (F0), la cual es
escindida proteoliticamente por la proteasa furina, generando dos subunidades (F1 y
F2). Una vez formadas dichas subunidades pueden formar dimeros o trimeros, los
cuales finalmente se organizan en la superficie de la membrana celular(Sibert et al.,
2021).

La proteina de fusion ademas de patrticipar en la entrada de la particula viral, es la

proteina responsable de que se lleve a cabo la fusion de células infectadas cercanas,
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dando como resultado la formacion de células multinucleadas (sincitios), que es algo

caracteristico de la infeccion de VSRH(Tian et al., 2013).
1.3.3 Fosfoproteina

La fosfoproteina del VSRH (VSRH-P) es una proteina que esta conformada por 241
aminoécidos y tiene un peso molecular de 27kDa. La principal funcion de la proteina
VSRH-P es la de asociarse con la polimerasa viral y con el factor controlador de la
transcripcion M2-1 para poder llevar a cabo la transcripcion y replicacion del ARN
viral(Blondot et al., 2012; Gilman, Liu, et al., 2019). Pero para que este proceso ocurra
la proteina VSRH-P debe de ser fosforilada en los residuos 116,117,119, 232 y 237
para que puedan interaccionar con la nucleoproteina y formar los cuerpos de inclusion
(IBs), que son los sitios en donde ocurren la génesis del nuevo ARN viral y la sintesis
de los ARNm virales(Beavis et al., 2021; Galloux et al., 2020; Lu et al., 2002). Otra de
las funciones de la proteina VSRH-P es la de fungir como una chaperona que se une
a la nucleoproteina viral para evitar la asociacién de la nucleoproteina con ARN celular
y también permitir que la polimerasa viral reconozca al ARN viral(Galloux et al., 2015).
Si bien su principal funcion es la servir como un modulador de la replicacién y
transcripcion viral, Bajorek y colaboradores (ANO) reportaron que la tetramerizacion
de la proteina VSRH-P es necesaria para que se puede llevar a cabo la gemacion de

la particula viral(Bajorek et al., 2021).
1.3.4 Nucleoproteina

La nucleoproteina N del VSRH (VSRH N) tiene un peso de 43.4 kDa y esta constituida
por 391 aminoacidos. Esta proteina conforma la capside viral debido a que tiene
dominios de interaccion con el ARN viral. Ademas la nucleoproteina puede
oligomerizar, generando una estructura helicoidal que le da mayor estabilidad y
proteccion al ARN viral contra nucleasas de la célula huésped y contra el sistema de
reconocimiento inmunoldgico innato (Gilman, Liu, et al., 2019). Se ha descrito que
tanto el antigenoma como el genoma viral recién sintetizados son recubiertos por la

nucleoproteina, formando estructuras conocidas como complejos ribonucleicos, los
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cuales posteriormente servirdn como cadenas molde para la transcripcion y replicacion

viral.
1.3.5 Polimerasa viral

La polimerasa del VSRH (VSRH L) es una polimerasa dependiente de ARN
responsable de llevar a cabo la replicacion y transcripciéon del ARN viral, esta
constituida por 2165 aminoacidos y tiene un peso de 280 kDa. Otra de las funciones
de la polimerasa L de VSRH es la de adicionar y metilar el Cap del ARNm viral recién
sintetizado (Balakrishnan et al., 2020). La polimerasa L de VSRH puede llevar a cabo
las funciones mencionadas debido a que posee 3 dominios enzimaticos conservados:
un dominio de ARN polimerasa dependiente de ARN, un dominio de polirribonucletodil

transferasa y un dominio de metiltransferasa.
13.6 Proteina M (M2-1/M2-2)

El gen M2 del VSRH posee dos marcos de lectura abiertos, por lo que se codifican dos
proteinas: M2-1 y M2-2. Ambas proteinas estan constituidas por 90 aminoacidos y
poseen un peso similar (10kDa). La proteina M2-1 de VSRH tiene la capacidad de
formar un complejo con la polimerasa viral y con la proteina P de VSRH para regular
y promover el inicio de la transcripcion de los genes de VSRH. Mientras que la proteina
M2-2 participa en la regulacion de la replicacion y transcripcion viral.(Bouillier et al.,
2019).

1.3.7 Proteina SH

La proteina pequeiia hidrofébica del VSRH (VSRH SH) es una proteina
transmembrana compuesta por 64 aminoacidos y tiene un peso de 7 kDa que se
encuentra en la superficie de las particulas virales. La proteina SH de VSRH forma un
poro en la membrana de la célula huésped para permitir una mayor liberacion de
particulas virales, por lo que se le considera una viroporina (Triantafilou et al., 2013).
Ademas, se sabe que VSRH SH patrticipa en la inhibicién de la apoptosis celular al

regular la via de sefalizacion de TNF-a (Ilvancic-Jelecki et al., 2018).
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1.3.8 Proteina de Matriz

La proteina de matriz del VSRH (VSRH M) es una proteina periférica de membrana
conformada por 256 aminoacidos y con un peso de 28 kDa. Su funcion es la de recubrir
el interior de la particula viral, sirviendo como una union entre la envoltura lipidica y la
nucleocapside. Ademas participa en los eventos de ensamblaje y gemacion de la
particula viral, al final del ciclo de infeccion, debido a que tiene la capacidad de
interactuar con las demas proteinas virales y formar pre-particulas virales, las cuales
se trasladan a la membrana plasmatica de la célula huésped para su ensamblaje final
y gemacion (Ward et al., 2017). Existe evidencia de que la proteina de matriz puede
regular la replicacion y transcripcion viral al asociarse con el complejo
ribonucleoprotéico viral (Ghildyal et al., 2002). Ademés, se ha visto que durante la
infeccion tardia del VSRH, la proteina de matriz puede interaccionar con elementos
celulares como por ejemplo, la proteina de unién a actina cofilina 1 (Cofl). Cuando se
da la interaccion entre la proteina Cofl y matriz se promueve al aumento de los
filamentos de actina. Este incremento se genera con la finalidad de que haya un trafico
de proteinas sintetizadas del VSRH, hacia las balsas lipidicas. El aumento de actina,
también ese necesario para que se lleve a cabo de manera éptima el transporte del
genoma viral sinterizado a los sitios de ensamblaje viral (Feng et al., 2022). Por otro
lado, también se cree que durante la infeccion por VSRH se puede inhibir la
transcripcion de la célula huésped, esto debido a que durante las primeras horas
infeccion con VSRH, se ha observado que la proteina VSRH-M se puede localizar en
el nucleo(Sibert et al., 2021).

1.3.9 Proteinas no estructurales 1y 2

Las proteinas NS1 y NS2 del VSRH estan compuestas por 121 aminoacidos y 124
respectivamente, mientras que su peso molecular es de 155 kDa y 14.5 kDa
respectivamente. NS1 y NS2 se expresan de manera temprana para inhibir la
respuesta inmunoldgica. NS1 en la célula huésped se transloca al nucleo, mientras

gue NS2 se transloca a la mitocondria en su forma homodimérica o heterodimérica
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(NS1-NS2) (Thornhill & Verhoeven, 2020). La expresion de NS1 dentro del ndcleo se
asocia a la cromatina celular para regular la transcripcion de genes del huésped, como
pueden ser los encargados de modular una respuesta antiviral(Pei et al., 2021). En el
caso de NS2, su translocacién a la mitocondria tiene como finalidad que pueda
interaccionar con la proteina antiviral mitocondrial MAVS e inhibir un mecanismo de la

respuesta antiviral celular(Boyapalle et al., 2012).
1.4 Ciclo de replicacion del VSRH
1.4.1 Interaccion virus-célula e internalizacion de particula viral

El primer paso para que se dé inicio el ciclo de infeccion del VSRH es la interaccion de
la particula viral madura con los elementos de la superficie celular (Fig.1). Este primer
paso, conocido como unién con el receptor celular, estda mediado por las proteinas Fy
G ,(Hallak et al., 2007; Meng et al., 2015). Para una internalizacién eficiente de las
particulas virales del VSRH la proteina G interactia con elementos de la superficie
celular como los glicosaminoglicanos (GAG). Algunos ejemplos de GAGs que usan el
VSRH son el sulfato de heparén, el sulfato de condroitina y el &cido hialurénico. Sin
embargo, su ausencia no limita la entrada viral ya que la proteina G puede interactuar
con otros elementos de la superficie celular, como el receptor de fractalkina (Hallak
et al., 2007; Johnson et al., 2015) . Después de que la particula del VSRH interactia
con los GAG, la proteina F interactla con los receptores celulares presentes en la
membrana celular, como pueden ser: nucleolina, el factor de crecimiento epidérmico
y el factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF1R) (Currier et al., 2016; Griffiths
et al., 2020, 2020; Johnson et al., 2015; Tayyari et al., 2011). Sin embargo, nucleolina
ha sido identificado como uno de los receptores primarios para VSRH(Ginisty et al.,
1999).

La interaccion de la proteina F con nucleolina es través del dominio RBD presentes en
la secuencia de nucleolina, se ha demostrado que la inhibicion de la interaccion de los
dominios RBD de nucleolina con la proteina F de VSRH bloquea el proceso de fusion

(Griffiths et al., 2020). Sin embargo, para un correcto reconocimiento y fusion de las
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membranas, la interaccion de la proteina F y G debe coexistir. La fusion de las
membranas permite que el genoma viral sea liberado en el citoplasma. Una vez que
se encuentra el genoma viral en el citoplasma, ocurre una primera ronda de
transcripcion, esto con la finalidad de sintetizar a las proteinas N, P y M y formar los
cuerpos de inclusiéon. Ya formados los cuerpos de inclusion, se inicia con la replicacion
y transcripcion viral. Por su parte la transcripcion da origen a proteinas de novo y la
replicacion al nuevo genoma viral, el cual es empaquetado en una estructura conocida
como complejo ribonucleico (RNP). La proteina principal que se han descrito como
reguladoras de la transcripcion es la proteina M2-1, la cual se asocia al genoma viral
para servir como un factor de antiterminacion transcripcional y asi generar ARNm

eficientes y completos. (Russell et al., 2001; Tawar et al., 2009; Zimmer et al., 2001).
1.4.2 Transcripcion y replicacién viral

Los procesos de replicacion y transcripcion del VSRH se producen en los IBs. Cuando
el ARN viral se libera en el citoplasma, comienza el proceso de transcripcion viral. Este
proceso esta controlado por la polimerasa viral L, la fosfoproteina y la proteina M2-
1[96]. Este proceso se inicia porque L reconoce una secuencia unica en el extremo 3'
del ARN gendmico (region lider); esta region contiene la secuencia promotora para el
inicio de la transcripcion y replicacién viral (Fearns et al., 2002; Marriott et al., 2001).
El inicio y el final de la transcripcion de cada uno de los genes VSRH estan regulados
por secuencias conocidas como inicio de genes (GS) y fin de gen (GE). Se ha
identificado que los proceso de transcripcién del genoma viral pueden ocurrir durante
las primeras 8 horas de la infeccion.(Barik, 1992; Kuo et al., 1996). Algunos estudios
han identificado que se requieren ciertas concentraciones de ATP y CTP requieren de
para iniciar la sintesis del antigenoma VSRH que luego se utiliza como plantilla para la
sintesis del genoma viral (Cressey et al., 2018; Grosfeld et al., 1995; Noton & Fearns,
2011). Las glicoproteinas del VSRH, después de ser sintetizadas, se dirigen al
complejo de Golgi para ser glicosiladas y finalmente transportadas por la via secretora
a la superficie apical de las células. Por otro lado, proteinas como N, P y L se asocian

con el ARN naciente para formar el complejo conocido como ribonucleoproteina
I —
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(RNP), que interactta con la proteina de la matriz para ser transferida a la superficie
apical donde interactta con las glicoproteinas. y proteinas no estructurales (Shahriari
et al., 2018).

1.4.3 Ensamblaje y liberacion de particula viral

Después de la replicacion viral y la transcripcion, los RNPs y las proteinas virales
restantes deben reunirse en algunas areas de la membrana celular para que pueda
ocurrir el ensamblaje (Husby & Stahelin, 2021). Particularmente, el sitio en donde se
lleva a cabo el ensamblaje del viridn, asi como el sitio para la liberacion de particulas
virales son dominios ricos en colesterol conocidos como balsas lipidicas(Chang et al.,
2012). Para un correcto ensamblaje y liberacién de la particula viral es necesario la
participacion del citoesqueleto celular. Esto debido a que el citoesqueleto sirve como
estructura para que sean transportados los complejos RNPs a los sitios de ensamblaje
final en la membrana plasmaticas. Ademas, diversos estudios han determinado que
una correcta localizacion subcelular de los RNPs depende de la proteina de matriz. La
dimerizacion de la proteina de matriz es necesaria para la interaccion con el RNP y asi
se facilite el transporte del complejo a las membranas plasmaticas de la célula huésped
(Forster et al., 2015; Shahriari et al., 2018). Finalmente, cuando se ensamblan las
glicoproteinas y el complejo RNP, el virién se libera al entorno extracelular. Esta
liberacion se produce porgue las concentraciones de glicoproteinas y complejos RNPs
generan una curvatura en la membrana celular que hace que se cierre parte de la
membrana y la libere en el medio extracelular. Es importante sefalar que la gemacion
del VSRH no se ve afectada por la inhibicion del complejo de clasificacion endosomal
requerido para el transporte de proteinas (ESCRT), por lo tanto, este proceso podria

utilizar un proceso novedoso para la escision de membrana(Husby & Stahelin, 2021).
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Fig.3 Representacion esquematica del ciclo de replicacion del VSRH. El ciclo de
infeccion del VSRH inicia cuando la particula viral entra en contacto con células
epiteliales del sistema respiratorio. El primer paso (1) es el reconocimiento de los
elementos de la superficie y receptores celulares por parte del virus. Una vez que se
da dicho reconocimiento hay una fusion de membranas y liberacion del genoma viral
en el citoplasma (2). Ya liberado el genoma comienza una primera ronda de
transcripcion (3) para poder formar los IBs (4). En los IBs se llevan a cabo los procesos
de replicacion y transcripcion viral (5 y 6). A continuacion, las proteinas SH, G y F son
procesadas en el complejo de Golgi (7). Una vez concluidos los eventos de replicacion
y transcripcion (8 y 9) tanto el genoma viral como las proteinas virales son translocadas
a la superficie celular (10) para que se ensamblen y den origen a una particula viral
madura, la cual finalmente seré liberada el espacio extracelular.
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1.5 Papel de nucleo durante las infecciones virales

Los virus son considerados parasitos intracelulares, que a lo largo de los afios han
generado mecanismos y estrategias para regular procesos como el ciclo celular,
apoptosis, autofagia, procesos inmunolégicos y metabolismo, asi como generar un
cambio de la distribucion de ciertos organelos celulares como son mitocondrias,
reticulo endoplasmico y complejo de Golgi para que puedan replicarse de manera
adecuada en las células que infectan (Kvansakul, 2017; Stern-Ginossar et al., 2019).
Evidencias han demostrado que algunos virus tienen mecanismos para interaccionar
con elementos proteicos del nucléolo, ya que dicha interaccion tiene un impacto en la
transcripcion de la célula huésped, asi como en el reclutamiento de la maquinaria
ribosomal para la traduccion de las proteinas virales (Rawlinson et al, 2015; Rawlinson
et al., 2018)

En general se ha descrito que la mayoria de los virus de ADN replican su genoma en
el nucleo de la célula huésped. por lo que deben transportar su genoma y maquinaria
desde el citoplasma hacia el nucleo a través de los complejos de poros nucleares
(NCP). Sin embargo, se ha visto que ciertos virus de ARN pueden secuestrar y ocupar
al nucleo para completar su ciclo de infeccion como es el caso del Virus de la
Inmunodefiencia Humana (VIH), en donde proteinas citoplasmaticas del huésped son
reclutadas al interior del nucléolo, esto con la finalidad de que ocurra la formacion y
ensamblaje de los complejos ribonucleoprotéicos virales. Ademas, se ha demostrado
qgue el VIH utiliza al nucledlo como sitio de proteccién para sus ARNm, ya que al
mantenerlos en dicho organelo no son detectados por la maquinara antiviral celular.
Mientras que en el caso del virus de la influenza A y el virus de la hepatitis D se ha
documentado que la transcripcion y replicacion del ARN viral se da en el nucleolo (Tate
et al., 2008).

El nucléolo es un organelo que se encuentra dentro del nucleo celular, en donde se

llevan a cabo la trascripcion, procesamiento y modificacién de los ARN ribosomales.
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La funcién general del nucledlo es la de regular la biogénesis de los ribosomas. Sin
embargo, existen reportes de que el nucléolo participa en la regulacion del ciclo celular,
la deteccion de estrés genotdxico, térmico, oxidativo e infecciones virales.
Estructuralmente el nucledlo se divide en tres secciones: centro fibrilar (CF), el
componente fibrilar denso (CFD) y el componente granular (CG)(Lafontaine et al.,
2021).

El proteoma del nucledlo esta compuesto por aproximadamente 541 proteinas, de las
cuales 157 se han descrito tiene una distribucién que rodea al nucleodlo y las restantes
suelen ser proteinas que se encuentran en el nucleo o citoplasma dependiendo el
estado celular(Fearns et al., 2002) Sin embargo, la proteina fibrilarina (FBL) ha

recibido una mayor importancia.

La proteina FBL es una metiltransferasa dependiente de S-adenosilmetionina
conservada tanto en Archaea y Eukarya. FBL es responsable de catalizar la metilacion
de los ARN ribosomales. La estructura basica de FBL consta de cuatro dominios
principales: una region espaciadora, un dominio de union al ARN, un dominio de
metiltransfersa y una region alfa. En células eucariotas FBL generalmente se
encuentra asociada a proteinas como Nop56 y Nop58, asi como con algunos ARN
nucleolares pequefios (snoRNA). En conjunto, estas proteinas y pequefios ARN
forman lo que se conoce como complejos de ribonucleoproteina(Pereira-Santana
et al.,, 2020). FBL al ser una proteina que se encuentra especificamente en los
nucleolos y cuerpos de cajal de las células, ha permitido que se ocupe como marcador
de nucleolos. FBL ademas de participar en la biogénesis de los ARN ribosomales
participa como, regulador transcripcional, sensor de estrés celular y

ribonucleasa(Pereira-Santana et al., 2020).
2. ANTECEDENTES

Un componente clave que comparten la gran mayoria de virus de ARN de polaridad
negativa como lo son los paramixovirus y pneumovirus, es la proteina de matriz. Se

han caracterizado algunas funciones de esta proteina como la de estar involucrada en
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los eventos de ensamble y salida del virus, sin embargo, se ha descrito que tiene un
papel importante en la transcripcion viral. Diversos estudios han evidenciado que en la
mayoria de los virus de ARN de polaridad negativa, la estructura de la proteina de
matriz es diferente; sin embargo, a nivel funcional se ha descrito que juega un papel
similar durante la infeccion que se conserva en este grupo de virus (Lijeroos & butcher,
2013).

El sitio de replicacién de los virus de ARN negativo suele ser el citoplasma, pero en
afos recientes se ha visto que algunos virus de ARN dirigen sus proteinas virales al
ndcleo para poder modular la transcripcion de la célula huésped. Asi es el caso de los
paramixovirus y pneumovirus en donde se ha reportado que la localizacion nuclear de
algunas proteinas virales es necesaria para que se lleve a cabo el ciclo de infeccion

de los virus (Duan et al., 2019).

Ghildyal y colaboradores en 2003 demostraron que durante la infeccion por VSRH la
proteina de matriz se transloca al nacleo de la célula huésped e inhibe la transcripcion
celular durante las primeras horas de infeccion(Ghildyal et al., 2003). Posteriormente,
Ghildyal et al. en 2005 demostraron que la translocacion de la proteina de matriz al
ndcleo de la célula huésped ocurria debido a la asociacion y participacion de las
importinas alfa y beta con la proteina de matriz (Ghildyal et al., 2003, 2005). Y si bien,
ya se habia reportado que la proteina de matriz de VSRH tiene la capacidad de
translocarse al nucleo e inhibir la transcripcion de la célula huésped, aun no se ha

demostrado el papel que pueda tener en el nucleolo.

El nucléolo es un compartimiento subnuclear que regula la biogénesis de los
ribosomas, pero también se ha visto implicado en el procesamiento de ARNt, ARNm,
ensamblaje de complejos de ribonucleproteinas y regulacion del ciclo celular. Por lo
gue no es raro pensar que durante las infecciones virales dichas estructuras son
modificadas para favorecer la infeccion viral. Un ejemplo es el Virus Newcastle (VNC)
en donde Duan y colaboradores en 2014 encontraron que, durante la infecciéon por

este patogeno, la proteina nucleolar nucleofosmina o B23 interacciona con la proteina
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de matriz. Adicionalmente se reporté que la eliminacion de la proteina B23 mediante
siRNAs generaba una inhibicién de la replicacidon viral. Sin embargo aun sigue en
estudio el mecanismo que pueden mediar B23 junto con la proteina de matriz del
VNC(Duan et al., 2014, 2019).

Otro ejemplo es durante la infeccion por el Virus Hendra (HV), Rawlinson y
colaboradores en 2018 encontraron que durante la infeccion por este virus, hay una
acumulacion de la proteina de matriz en el compartimiento nucleolar. Y una vez que la
proteina de matriz esta en el nucleolo puede interaccionar con la proteina treacle.
Adicionalmente encontraron que la proteina de matriz tiene la capacidad de
interaccionar con la proteina fibrilarina, la cual también es exclusiva de nucleolo.
Aunque no se sabe el papel que juega durante la infeccidn esta interaccién, se cree
gue posiblemente también puede tener un papel en la regulacion de replicacion viral y

la inhibicion de ciertos transcritos de la célula huésped (Rawlinson et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

Durante los ultimos afios se ha identificado que las infecciones virales reclutan a
proteinas nucleares para ciertos eventos en el ciclo de infeccion. Especificamente se
ha demostrado que el nucleolo de la célula al ser una regidn nuclear involucrada en la
maduracion de mensajeros celulares y regulacion transcripcional del huésped puede
ser blanco para que proteinas virales puedan ser relocalizadas y modular estas
funciones en la célula. A este respecto, en virus de ARN de polaridad negativa como
VN y HN se ha encontrado que la proteina de matriz de estos patdégenos tiene una
interaccidn con proteinas residentes del nucleolo como fibrilarina, nucleolina y
nucleofosimian. Esto con la finalidad de regular la transcripcién de genes celulares que
les permitan concluir sus ciclos de infeccion. EI VSRH es uno de los principales
causantes de infecciones respiratorias tanto en menores de edad como en adultos
mayores y personas inmunosuprimidas. Hasta la fecha no hay una vacuna que evite
la infeccion. Por lo que con el entendimiento del mecanismo de interaccion virus-

huésped podria generar blancos terapéuticos para contrarrestar la infeccion.
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4. HIPOTESIS

La proteina de matriz del VSRH al tener una localizacién nuclear durante la infeccion

interacciona con proteinas nucleolares como la fibrilarina.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar si la proteina de matriz del VSRH tiene una distribucion nucleolar y si existe

una interaccién con la proteina fibrilina en células A549.

5.2 Objetivos especificos

1. ldentificacion de la presencia de la proteina fibrilina en la linea celular A549

2. Analizar la posible interaccion entre la proteina de matriz de VSRH y la proteina
fibrilina mediante ensayos in silico.

3. Generar un suero policlonal contra la proteina de matriz del VSR empleando un
antigeno recombinante

4. Determinar la localizacion nucleolar de la proteina de matriz del VSRH en
células A549.
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6. MATERIAL Y METODOS
Cultivo de células

Se hara uso de la linea celular de epitelio pulmonar humano (A549) (ATCC CCL-185)
las cuales se cultivaran en medio Ham’s F-12K (Gibco/ Thermo Fisher Scientific #
21127022) suplementado con suero fetal bovino (Biowest # S140B-500) y antibiotico-
antimicético (Gibco/ Thermo Fisher Scientific # 15240062). Las células A549 se
mantendran en una atmosfera de 37°C con 5% de CO2. Para la obtencion del stock
viral se hara uso de la linea celular de epitelio humano (HEp-2) (ATCC CCL-23). Las
cuales se cultivardn en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco/
Thermo Fisher Scientific # 11880036) suplementado con suero fetal bovino (Biowest
#S140B-500) y antibiotico-antimicético (Gibco/ Thermo Fisher Scientific # 15240062) y

se mantendran en las mismas condiciones atmosféricas que las A549.

Produccion de células competentes de Escherichia coli con un método de
guimica.

Se dejé un cultivo de Escherichia coli cepa BL21 durante toda la noche a 37°C en
agitacion y posteriormente se hizo un subcultivo para que la poblacion bacteriana
estuviera en fase logaritmica de crecimiento. Al subcultivo cada 45 minutos se le midié
la densidad 6ptica a 660 nm y cuando alcanzé la densidad de 0.4 se centrifugo durante
30 minutos a 3500 rpm a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se agregoé 1mL de TSS
(cloruro de magnesio, polietilenglicol, dimetilsulfoxido, medio LB (Lennox) SIGMA #
L2897 y agua desionizada) y 1mL de medio LB al botdn y se hicieron alicuotas de 250

UL que se almacenaron a -70°C.
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Induccion de la expresion de la proteina de matriz de VSRH y obtencion de

cuerpos de inclusién

Las celulas E. coli BL21 competentes fueron transformadas con el plasmido donado
por la Dra. Monika Bajorek del Instituto Nacional Frances de Agricultura, Alimentacion
y Medio Ambiente (INRAE) Explica en que consiste este plasmido. La alicuota de E.
coli BI21 con el plasmido se incubo durante 40 min a 4°C y luego se sometio un choque
térmico, a 42°C por 45 segundos y posteriormente 4°C por 1 min. Finalmente, se
agrego 250 uL de medio LB a la alicuota y se incub6 durante 1 hora en agitacion a
37°C. Finalizado el tiempo de incubacion a 37°C se agrego el volumen total del tubo a
placas de agar LB con estreptomicina (120 ug/mL). Estas placas se dejaron en
incubacion durante toda la noche a 37°C. Al siguiente dia se seleccioné una colonia y
se cultivé en 20 mL de medio LB con estreptomicina (120 pg/mL) y se dejé incubando
durante toda la noche a 37°C. Luego de esto se tomd 1mL del cultivo y se agregd a
un matraz con 300mL de medio LB con estreptomicina (120 pg/mL) y se dejo
incubando a 37°C hasta que el cultivo alcanzé una densidad Optica de 0.4, en ese
momento al cultivo se le adicionaron 3mL de IPTG (Isopropil R-D-1-
tiogalactopiranésido Thermo Fisher Scientific #R0392). Se dej6 el cultivo a 25°C en
agitacion durante 4h. Finalizado el tiempo de incubacién, se centrifugd todo el cultivo
durante 30 min a 3500 rpm a 4°C para poder obtener el boton bacteriano. A
continuacion, el botén celular, fue resuspendido en una solucion con sacarosay Tris a
pH 8.8. Posteriormente, el boton celular resuspendido se sometio a una serie de ciclo
de sonicacidon e incubacion en hielo. Una vez realizado lo anterior, se procedié a
centrifugar la muestra durante una hora a 3500 rpm a 4°C para obtener nuevamente
el botono bacteriano. A continuacion, el boton celular se resuspendié en una solucién
con Tritdn, Tris SIGMA #77-86-1 a pH 8.8 y EDTA MERK #E5134. Ya resuspendido el
boton celular, se procedié a pasar la muestra nuevamente por un ciclo de sonicacion
e incubacion en hielo. Finalmente, se centrifugo el pellet celular a 3500 rpm a 4°C.
Posteriormente, se recupero el botdn, se retiré el sobrenadante y el botdén bacteriano

se resuspendio en el buffer TE (Tris y EDTA 8.8) y en buffer Laeemli 6x.
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Purificacion de la proteina de matriz de VSRH por geles preparativos.

La purificacion de la proteina de matriz de VSRH se realizd mediante geles
preparativos, al 15% de Acrilamida-Bisacrilamida. Las muestras se desnaturalizaron
durante 10 minutos a 96°C y posteriormente se centrifugaron durante 10 minutos a
13,000 rpm a temperatura ambiente. Luego se cargaron las muestras en ambos geles
y se dejaron correr a 150 mV durante 24 horas a 4°C. Pasado el tiempo de
electroforesis, ambos geles se separaron y tomando en cuenta el marcador de peso
molecular y el peso de la proteina de matriz, se realizaron cortes en los geles, en las
regiones que correspondian a 25kDa. Se obtuvieron diversas fracciones y cada una
de estas fracciones se maceraron y se agregaron en tubos falcon de 15mL en donde
se eluyeron en amortiguador PBS 1x y se dejaron durante 24h a 4°C. Pasadas las
24h se centrifugaron los tubos durante 30 minutos a 3500 rpm Yy se recupero
solamente el sobrenadante., el cual se almaceno en tubos eppendorf de 1.5 mL a -

20°C. Finalmente, cada fraccién se evalu6 mediante Azul de Coomasie y Western Blot

Evaluacion de la expresién de la proteina de matriz de VSRH por tincién con Azul

de Coomasie

Se tomaron 25uL de los sobrenadantes de cada fraccidon de los geles preparativos y
se desnaturalizaron durante 10 minutos a 96°C. Estas muestras se corrieron durante
90 minutos en geles de poliacrilamida al 15% a 95 mV. Al finalizar el corrimiento
electroforético colocaron los geles en recipientes que contenia la solucién de Azul de
Coomasie (Azul de Coomasie, metanol, acido acético y agua desionizada) y se dejaron
en agitacion durante 20 minutos. Pasados los 20 minutos se realizaron una serie de
lavados con solucién destefiidora (acido acético, metanol y agua desionizada), con la
finalidad de eliminar el exceso de colorante. El gel se dejo en solucién destefidora
toda la noche a 4°C para eliminar el exceso del colorante completamente y asi evaluar

la presencia de proteinas.
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Identificacidén de la proteina de matriz de VSRH por Western Blot

Se tomaron 25 uL de los sobrenadantes de cada fraccion de los geles preparativos y
se desnaturalizaron durante 10 min a 96°C. Estas muestras se corrieron durante 90
min en geles de poliacrilamida al 15% a 95 mV. Al finalizar el corrimiento electroforético
se transfirieron los geles a una membrana de nitrocelulosa. La transferencia dur6 120
min a 100 mV. Terminada la trasferencia con un Buffer TRIS- Glicina, la membrana fue
incubada en una solucién 5% leche baja en grasa- TBS Tween al 0.1%. y se dejaron
en agitacion durante una hora a temperatura ambiente. Luego, se incub6 la membrana
con el anticuerpo primario a-His Genetex #GT350 a una dilucion 1:500 durante una
hora en agitacion a temperatura ambiente. Esto debido a que la proteina recombinante
de matriz de VSRH tiene presente una cola de poli-histidina. Terminada la incubacion,
se realizaron tres lavados con duracion de 10 minutos cada uno con TBS-1x Tween
0.1%. Posterior a los lavados, se coloco el anticuerpo secundario hecho en ratén que
reconoce inmunoglobulinas totales de conejo coplado a peroxidasa de rabano (mouse
a-Rabbit Thermo Fisher #31460) a una dilucion 1:3000 con las mismas condiciones de
incubacion que el anticuerpo primario. Terminada la incubacién, se realizaron los
mismos lavados. Finalmente, para hacer el revelado, se hizo uso de un Kit de
quimioluminicencia ThermoFisher #34577 y, las bandas fueron evidenciadas mediante
una placa radiografica.

Protocolo de inmunizacién de Ratas Wistar con la proteina recombinante de
matriz de VSRH

Se seleccionaron y se cuantificaron las fracciones en las que se identifico a la proteina
recombinante de matriz del VSRH tanto con Azul de Comassie como por Western Blot.
Para realizar la cuantificacion de proteinas se ocup0 el Kit de proteinas DC de Bio-Rad
con numero de catalogo #500-0116, el cual es un método colorimétrico que sigue los
mismos principios que el ensayo de Lowry.50. Posteriormente, se solicitaron 3 ratas
Wistar al Bioterio del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinoza Reyes y se

dividieron de la siguiente manera:
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Tabla 1. Condiciones de ratas inmunizadas con la proteina de matriz de VSRH

Grupo Tratamiento Cantidad
Control PBS 1X mas adyuvante | 150 pL PBS mas 150 pL

Complete de Freund’s con | de adyuvante Complete

namero de catalogo de Freund’s

Inmunizadas  con la | Antigeno purificado mas | 150 pL adyuvante
proteina recombinante de | adyuvante Complete de | complete de Freund’s mas
matriz de VSRH Freund’s con numero de | 100 pg/mL de proteina
catalogo F5881 SIGMA recombinante de matriz de
VSRH + PBS 1X

La inmunizacion de las ratas fue cada 15 dias durante el periodo de 2 meses En la
primera inmunizacién se ocup6 el adyuvante Complete de Freund’s. mientras que en
las inmunizaciones posteriores se hizo uso del adyuvante incompleto de Fredund’s

con numero de catalogo F5506 SIGMA.
Deteccién de anticuerpos policlonales contra la proteina de matriz del VSRH

Para evaluar si las ratas inmunizadas con la proteina recombinante de matriz estaban
generando anticuerpos especificos, se procedié a tomar cada 15 dias muestras de
sangre de las tres ratas. Posteriormente, las muestras de sangre se incubaron durante
30 min a 37°C y después 30 minutos a 4°C para finalmente centrifugar las muestras a
8000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. Solo se recuperd el
sobrenadante (Suero) y se almacend a -20°C para su posterior analisis. Cuando se
hizo la ultima colecta de sangre (a los 2 meses), se sacrific6 a las ratas Wistar
siguiendo las normativas de bioética establecidas por el Instituto Nacional de
Perinatologia Isidro Espinoza Reyes. Esto con la finalidad de obtener la mayor
cantidad de suero.

Para el ensayo de ELISA, fueron sensibilizadas placas de 96 pozos con 10

microgramos de la proteina de matriz. En cada pozo se colocaron 50 puL de dicha
I —
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solucion y se dejo incubando toda la noche a 4°C. Posteriormente se realizaron tres
lavados con PBS-Tween 0.1%. Se realizé el bloqueo con 100 pL de leche baja en
grasa disuelta en PBS-Tween 0.1% por 1h a temperatura ambiente. Después se
realizaron cuatro lavados con PBS-Tween 0.1% y se afadieron diferentes diluciones
(2:50, 1:100, 1:200, 1:400) del suero obtenido de las ratas wistar y se dejaron
incubando durante 2h. Pasadas las 2h se realizaron cuatro lavados con PBS-Tween
0.1% y se afiadi6 el anticuerpo secundario (1:3000) Anti-rat IgG conjugado con HRP
Sigma-Aldrich con numero de catalogo A9037 y se incubo durante 1h. Posteriormente
se realizaron cuatro lavados con PBS-Tween 0.1% y se afiadieron 50 pL de solucién
de revelado (8mg diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD) + amortiguador de citratos
10X + 50 pL de perdxido de hidrogeno + 5.4 mL de agua miliQ) y se incubaron durante
30 minutos en oscuridad. Finalmente se detuvo la reaccién adicionando 50 pL de acido
sulfurico 2N y se hizo la lectura de la placa de 96 pozos en un Lector de ELISAS de la

marca BioTek a 450 nm.
Obtencion del Stock Viral de VSRH

Se cultivaron siete millones de células Hep-2 en cajas de cultivo T75, las cuales se
dejaran incubando a 37°C con 5% de CO2 durante 24h. Posteriormente se infectaron
durante 2h con el VSRH A2 (ATCC VR-26) dando pequefias agitaciones a las cajas
cada 15 minutos. Una vez cumplidas las 2h se retir6 el inoculo de infeccion y, se
dejaran incubando las células a 37°C con 5% de CO2 con medio DMEM, SFB 2% y
antibiotico antimicotico (AA). Una vez observado el efecto citopatico (formacion de
sincitios) se procedid a cosechar (raspar) cada caja con la ayuda de cell scrapers
(Thermo Fisher # 179707PK). La cosecha de cada caja se tiene que colocar en un
tubo falcén de 15mL, las células deben tener un ciclo de sonicacion e incubacion en
hielo, los cuales duraron 5 segundos cada uno de ellos. Finalizado el ciclo de
sonicacion-hielo las células tienen que colocarse en centricones de 15mL (Merck
#UFC910024) y se centrifugaron a 3500 rpm a 4°C durante 30 min. Finalmente, se
recupero la parte del sobrenadante y se haran alicuotas para su almacenamiento a -

70°C.
. ___________________________________________________________________________________________|
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Titulacion viral.

Para determinar el titulo viral se realizé un ensayo de placas liticas virales en un medio
semisolido de metil celulosa-SFB-DMEM. Para esto 24h antes se cultivaron 120 mil
células Hep-2 en placas de 24 pozos para tener un monocapa celular. Completadas
las 24h se procedio a eliminar el medio a las células y se realizaron diluciones seriadas
de 1:10 de las alicuotas del virus obtenidas de las cajas T75. Para que finalmente se
agregaran 50uL de cada dilucion en diferentes pozos. Dicha placa se dejé incubando
2h a 37°C. Una vez pasada las 2hrs se quitaron las diluciones virales y se les agrego
a cada pozo una mezcla de metilcelulosa-DMEM-SFB 2%. Posteriormente se dejo la
placa incubando aproximadamente 6 dias a 37°C con 5% de CO2. Pasados los 4-6
dias se retir6 la mezcla de mitilcelulosa-DMEM-SFB 2% vy fijaron las células con
paraformaldehido (PFA) al 4%. Finalmente, se retiraron el PFA y se tifieron las células
con cristal violeta al 0.4%. Para obtener el nimero de PFUs se haré uso de la siguiente

ecuacion:

(# de placas)(factor de dilucion)
(Volumen de inoculo)

PFU/mL =

Evaluacion de la especificidad del suero policlonal contra la proteina M por

ensayo de Inmunofluorescencia en células infectadas por VSRH

Se cultivaron 120 mil células A549 en placas de 24 pozos con cubreobjetos y se
incubaron durante 24h a 37°C con 5% de CO2. Posteriormente se infectaron a una
multiplicidad de 5 MOI durante 2h con VSRH, dando pequeiias agitaciones a las cajas
cada 15 minutos. Una vez cumplidas las 2h se retiraron los indculos de infeccion y, se

dejaron incubando las células a 37°C con 5% con medio F12K, SFB 2% y A.A.

Una vez cumplidas las 24 horas post-infeccion, las células se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4%. Posteriormente se permeabilizaron las células con una
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solucion de PBS-triton 0.2%-sacarosa. Después se bloquearon con una solucién PBS-
tritbn 0.2%-SFB 3%. Posteriormente se incubaron las células con el anticuerpo
primario nucleoproteina (1:100) y con el suero obtenido de las ratas Wistar (1:100). En
el caso del anticuerpo de nucleoproteina se dejé incubando durante 1h, mientras que
el suero de ratas Wistar se dejo durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos
secundarios apropiados se ocuparon a una dilucion 1:200 y, se dejaron incubando
durante una hora. Para tefiir los ncleos de las células se hizo uso de DAPI. Finalmente

se observaron las células por microcopia confocal Leica, TCS SP5.

Evaluacion de distribucion celular de fibrilarina en la linea celular A549 por

Inmunofluorescencia

Se cultivaron 120 mil células A549 en placas de 24 pozos con cubreobjetos y se
incubaron durante 24h a 37°C con 5% de CO2. Y se siguio el protocolo descrito en la
seccién anterior. El Unico cambio fue permeabilizar las células con una solucién de
PBS-tritdn 0.1%-sacarosa. Después se bloguearon con una solucién PBS-triton 0.1%-
SFB 3% y se utilizo el anticuerpo especifico de nucléolo Anti-Fibrillarin (Abcam #4566.
Pasada la hora de incubacion a temperatura ambiente del anticuerpo primario se
hicieron lavados con una solucibn PBS-tritbn 0.1% y se ocupd un anticuerpo
secundario hecho en ratén que reconoce inmunoglobulinas totales de conejo acoplado
al fluroforo Cy3 a una dilucién 1:3000. El cual se dej6 incubando durante 1h.
Posteriormente se hicieron lavados con PBS-tritdbn 0.1% y se tifieron los nucleos de
las células con DAPI. Finalmente se observaron las células por microcopia confocal
Leica, TCS SP5.

Modelado y andlisis de la interaccion de la proteina matriz de VSRH y la proteina

fibrilarina mediante docking molecular

Para este analisis, primeramente, se hizo la busquda de las secuencias de la proteina
de Matriz del VSRH (ID: 1494472) y del Virus Hendra (ID: 1446472) en la base de
datos NCBI. Posteriormente se realizaron alineamientos entre secuencias utilizando al

servidor Aling de UniProt (www.uniorot.org/aling) para analizar el porcentaje de
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homologia que presentaban las secuencias. Una vez obtenido el porcentaje de
homologia, el siguiente paso fue buscar en el servidor Protein Data Bank
(www.rcsb.org) los nimeros de acceso de la proteina fibrilarina (2IPX), matriz del
VSRH (4V23) y matriz del virus hendra (6BK6). Esto con la finalidad de saber si existia

ya un reporte de su forma cristalizada o no. Posteriormente se hizo un andlisis de cada
uno de los PDB para eliminar elementos que se afadieron para su analisis por

difraccion de rayos X.

A continuacion, dichos PDB se cargaron al servidor en linea GalaxyWEB

(https://galaxy.seoklab.org/) para el refinamiento estructural de cada una de las

proteinas. Esto con el fin de obtener un modelo tridimensional lo mas real. Finalmente,
al obtener los modelos refinados, se utilizd el servidor en linea Clus Pro

(https://cluspro.bu.edu/) para realizar el docking molecular. Finalizado el trabajo en el

servidor ClusPro, se eligio el modelo que necesitaba de menor energia para su
formacion-interaccion. Con la finalidad de tener una idea general de cuales son los
posibles sitios de interaccion de las proteinas de interés, se utilizé al servidor CABS-

FLEX (http://biocomp.chem.uw.edu.pl/CABSflex2) para el analisis de las regiones mas

flexibles que presentaban las proteinas de matriz del VSRH y el virus Hendra.

Evaluacion de lapresenciade la co-localizacion de la proteina de matrizde VSRH

y la proteina fibrilarina en la linea celular A549 por Inmunofluorescencia

Para este ensayo se sembraron 120 mil células A549 en placas de 24 pozos. Y se
siguié el mismo protocolo descrito en secciones anteriores. Sin embargo, realizaron
ciertos cambios al protocolo, los cuales se describen a continuacién. Para
permeabilizar a las células se utilizé una soluciéon de PBS-triton 1%-sacarosa. Después
se bloguearon con una solucion PBS-triton 0.1%-SFB 3% y se utilizo el anticuerpo
especifico de nucléolo Anti-Fibrillarin (Abcam #4566). Pasada la hora de incubacion a
temperatura ambiente del anticuerpo primario se hicieron lavados con una solucién
PBS-tritdn 0.1%. Una vez que se puso el anticuerpo contra Fibrilarina se utilizé el suero
policlonal contra la proteina matriz del VSRH a una dilucion 1:100., el cual se dejo
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durante toda la noche a 4°C. Finalmente los anticuerpos secundarios apropiados se
dejaron incubando durante una hora. Finalizada la hora de incubacion de anticuerpos
secundarios se hicieron lavados con PBS-triton 0.1%. Para tefiir los nucleos de las
células se us6 de DAPI y finalmente se observaron las células por microcopia confocal.
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7. RESULTADOS
Induccion y evaluacion de la expresion de la proteina de matriz del VSRH

Para la expresion de la proteina de matriz del VSRH, se sigui6 el protocolo que
estandarizo la Dra. Monika Bajorek (Bajorek et al., 2014). La proteina recombinante M
del VSRH se purifico a partir de geles preparativos. En los geles preparativos se
hicieron cortes en la regién del peso esperado de la proteina para poder eliminar
proteinas contaminantes por arriba y abajo del peso molecular de la proteina de
interés. Posteriormente, se les realizo un SDS-PAGE a las muestras obtenidas de los
geles preparativos para analizar la presencia de la proteina recombinante. En la figura
3, nosotros observamos que en las 4 fracciones analizadas pudimos identificar una
banda que correspondia al peso reportado de la proteina de matriz (28kDa).
Interesantemente, en las fracciones 1 y 3 se observa la presencia de otras proteinas
contaminantes. Sin embargo, se decidié utilizar las fracciones 2 y 4 para los siguientes
ensayos ya que estas son las que presentaron una mejor purificacién por nuestro

sistema.

120 kDsa

100 kD=
70 kDa

55kDa | "

35 kDs
D—— P—
- —  —— —

25kDs

Figura 4. Evaluacién de la purificacion de la proteina de matriz del VSRH por azul de coomassie.
SDS-PAGE de las diferentes fracciones obtenidas de los geles preparativos. Se observa la expresion
de la proteina de matriz. Al analizar el gel de poliacrilamida al 15% tifiendo con azul de Coomassie
observamos una banda intensa en las fracciones 2 y 4, las cuales se encuentran en un peso

aproximado de 28-30 kDa, lo cual corresponderia a la proteina de matriz.
|
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El plasmido donado por la Dra. Monika Bajorek para expresar la proteina de matriz
del VSRH en bacterias, posee una etiqueta de 6X-His para poder identificar a la
proteina recombinante. Para confirmar la presencia de la proteina recombinante de
interés en las fracciones 1,2,3 y 4, se realiz6 un Western Blot. Se observa que solo
las fracciones 3 y 4 son las Unicas que contienen la proteina recombinante de interés.
Ademas, la proteina que se detectd en ambas fracciones corresponde al peso
esperado de la proteina de interés. Por lo que esas fracciones se separaron para su
cuantificacion y utilizacién en los ensayos de inmunizacion de ratas Wistar y ensayos
ELISA.

Fl F F3 F4
30 kD= P '.- a-Histidina

Figura 5. Evaluacidn de la purificacion de la proteina de matriz del VSRH por Western Blot.

Western Blot de las fracciones 1,2,3 y 4 obtenida de los geles preparativa para evaluar la presencia
de la proteina de matriz. Se uso un anticuerpo que detectara la etiqueta 6X-His. Observando que las

fracciones 3 y 4 son las Unicas que presentan a la proteina de matriz.

Evaluacién de la presencia de anticuerpos contra la proteina de matriz en

sueros de ratas inmunizadas

Para determinar si los sueros de las ratas inmunizadas con la proteina recombinante
desarrollaron anticuerpos especificos contra la proteina de, se realizaron ensayos
de ELISA. Como se muestra en la figura 4, los sueros de la rata inmunizada con PBS
(rata control) no desarrollaron anticuerpos que reconocieran al antigeno de interés
en ninguno de los dias analizados. Al comparar los sueros de las ratas niumero 1y
2, obtenidos a los 15 dias. Observamos que ambos sueros aun no presentan
anticuerpos. No es hasta el dia 30, en donde se nota que los anticuerpos presentes
en suero de la rata nUmero uno detecta una mayor cantidad de proteina de matriz.
Lo cual nos sugiere que hay una buena respuesta humoral contra el antigeno de

interés. Interesantemente, una fluctuacion de la respuesta de anticuerpos contra la
|
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proteina de matriz fue observada en los dias posteriores del esquema de
inmunizacion, hasta que finalmente se identifico en el dia 60 que ambos animale
inmunizados con el antigeno tuvieron una respuesta similar, por lo cual se decidio
sacrificar en este punto a los animales y recuperar la mayor cantidad de anticuerpos
contra nuestro antigeno. En tanto, al suero de la rata nimero 1. Si bien, detecto una
mayor cantidad de antigeno, no se compara con la cantidad que detecto en el dia
numero 30. Por lo tanto, al dia siguiente se decidio realizar la toma de suero total,
con la finalidad de recuperar la mayor cantidad de anticuerpos contra la proteina de

matriz.
0.20- -2 SUERO RATA CONTROL
E SUERO RATA 1 INMUNIZADA CON
o PROTEINA DE INTERES
m 0.15
=T
g - SUERO RATA 2 INMUNIZADA CON
2 0.10- PROTEINA DE INTERES
o
o
(1]
= 0.05
c
[k )
[m]
0.00 T T T T T
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Figura 6. Evaluacion de la presencia de anticuerpos IgGs contra la proteina recombinante de
matriz del VSRH en sueros de ratas Wistar. Anticuerpos IgGs presentes en los sueros de las ratas
wistar inmunizadas y evaluados por un ensayo de ELISA. En el eje de las X encontramos el niUmero
de dias que se tardo en obtener el suero y en el eje de las Y la densidad 6ptica de dicho suero. La
densidad 6ptica es directamente proporcional a la presencia de anticuerpos IgGs contra el antigeno
de interés. Los puntos rojos representan al grupo inmunizado con PBS, mientras que los gréaficos
verdes y morados muestran a las ratas inmunizadas con la proteina de matriz del VSRH. Se observa
que la rata 1 (grafica verde) desarrollo anticuerpos contra la proteina matriz desde el dia 30. Mientras
que la rata 2 (grafica morada) desarrollo una buena cantidad de anticuerpos contra la proteina de

matriz hasta los 60 dias.
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Deteccion de la proteina de matriz en células infectadas con el VSRH haciendo

uso de un suero policlonal.

Se ha demostrado que a tiempos tempranos de infecciobn con VSRH, la proteina de
matriz tiene una distribucion celular en el nacleo y citoplasma de las células. Mientras
que, a tiempos tardios, la proteina de matriz se localiza principalmente en la
membrana plasmatica. Para saber si los sueros de las ratas inmunizadas con la
proteina recombinante de matriz del VSRH reconocian la proteina nativa se hicieron
ensayos de inmunofluorescencia. En la figura 5 se observan células falsamente
infectadas (MOCK) que al incubarse con el anticuerpo policlonal no muestran sefal,
sugiriendo que el anticuerpo fue especifico para el antigeno viral. En las células
infectas con VSRH e incubadas con el suero policlonal, se observa una distribucién
mayormente citoplasmatica. Adicionalmente como control positivo de infeccion se
utilizé el anticuerpo comercial contra la nucleoproteina del VSRH, en donde se
observa que también la nucleoproteina tiene una distribucién citoplasmatica. Al
realizar el empalme (MERGE) se observa que tanto la proteina de matriz como
nucleoproteina tiene una distribucion similar, que concuerda con lo ya reportado en
la literatura. Ya que en tiempos tardios de infeccidén es necesaria la interaccion entre
estas dos proteinas. Para asi poder transportar todo el complejo RNP a la membrana
plasméatica y completar el ultimo paso del ciclo de infeccién. Esto Ultimo nos indicaria
gue nuestro suero policlonal puede ser utilizado como herramienta para determinar

su distribucion subcelular en tiempos tempranos de la infeccion.
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DAPI a- VSRH M a- VSRH N MERGE

Figura 7. Evaluacién de los sueros de ratas Wistar inmunizadas con la proteina recombinante

de matriz del VSRH. Inmunofluorescencias de células A549 infectas con VSRH. Se muestra el
analisis por microscopia confocal para la deteccidn de la proteina de matriz (verde) y la nucleoproteina
(rojo) 24 h.p.ia 5 MOI. Cada panel corresponde a una imagen representativa del ensayo a un aumento
de 63x.

Evaluacién de la expresion de Fibrilarina en la linea celular A549 por ensayos

de Inmunofluorescencia

Para determinar si la proteina fibrilarina se expresa en la linea celular A549 se realizo
un ensayo de inmunofluorescencia para evaluar su expresion en dicha linea celular.
En la figura 6 se puede apreciar que la proteina fibrilarina (rojo) se encuentra
distribuida de manera heterogénea. Observando que todas las células poseen fibrilia.
Sin embargo, se encuentra en regiones bien localizadas dentro den ndcleo. Estas

regiones corresponderian al nucléolo.
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DAPI FIBRILARINA EMPALME

Figura 8. Evaluacion de la presencia de la proteina Fibrilarina en la linea celular A549.
Inmunofluorescencia de células A549 para la deteccion de la proteina fibrilarina (rojo). Se realizo un
analisis por microscopia confocal, en donde cada uno de los panes corresponde a una imagen

representativa del ensayo a un aumento de 63x.

Cinética de infeccion en células A549 para evaluar la co-localizacion de la

proteina de matriz del VSRH con la proteina celular fibrilarina

Durante la infeccién por algunos virus de la familia pneumoviridae y paramaxoviridae
se ha reportado que la proteina de matriz se puede encontrar en el ndcleo e
interaccionar con algunas proteinas de este organelo. Sin embargo, aun no existen
datos que demuestren que durante la infecciéon por VSRH la proteina de matriz pueda
interaccionar con algun elemento residente de dicho organelo. En la figura 7 se
muestran los resultados de ensayos de inmunofluorescencia para detectar la posible
co-localizacién de la proteina de matriz del VSRH y la proteina celular fibrilarina en
condiciones de infeccion. Se observan que las células falsamente infectadas (MOCK)
unicamente expresa la proteina fibrilarina. Mientras que, en las células infectadas,
ademas de observar la expresion de la proteina fibrilarina, se detecto la expresion de
la proteina de matriz del VSRH. Si bien, no se observa la distribucién ya reportado
por Ghildyal y colaboradores (Ghildyal et al., 2009, p. 1). Encontramos que la proteina
de matriz de VSRH se encontraba distribuida como pequefios puntos dentro del
nacleo y mas en la zona perinuclear como lo habian reportado por Wang y

colaboradores (Y. E. Wang et al., 2010).
I —
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A pesar de existir una deteccion optima de la proteina fibrilarina, al realizar un analisis
de co-localizacion, se concluy6 que el fenébmeno de co-localizacion entre la proteina

de matriz del VSRH vy fibrilarina era nulo.

DAPI a-Fibrilarina a- Matriz VSRH MERGE Z0O0OM

Figura 9. Cinética de infeccion en células A549 para evaluar la co-localizacién de la proteina
de matriz del VSRH y la proteina celular fibrilarina. Se muestra el andlisis realizado por
microscopia confocal para la deteccion de la proteina de matriz (verde) y la nucleoproteina (rojo) a
10,14y 16 h.p.i. a5 MOI. Las imagenes corresponden a imagenes representativas de un ensayo, a

un aumento de 63x
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Analisis in silico de la interaccion de la proteina de matriz del VSRH y proteina

de matriz del virus hendra con la proteina fibrilarina.

El docking molecular es un método computacional ampliamente ocupado en varias
investigaciones para ayudar a determinar los posibles fenbmenos de interaccion que
pudiese haber entre dos moléculas, ya sea proteina-proteina, proteina-farmaco,
proteina-peptido, etc. El docking molecular toma como base diferentes técnicas
experimentales. como lo pueden ser la cristalografia de rayos X y la resonancia
magnética nuclear (RMN). Esto ultimo sirve para que se creen métodos algoritmicos
y automatizados que puedan ayudar a predecir el comportamiento molecular,
tomando como base datos verificados de manera experimental. En el presente
trabajo uno de los objetivos es evaluar la posible interaccion de la proteina de matriz
del VSRH con la proteina nucleolar fibrilarina, por lo que un ensayo adicional fue

determinar de manera in silico si dicha interacciéon podria suceder.

En la figura 8 observamos el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la
proteina de matriz del VSRH y el virus Hendra. Esto se hizo con la finalidad de saber
que tan homologas son estas proteinas. Ademas, ya hay datos experimentales que
reportan que la proteina de matriz de virus Hendra puede interaccionar con la
proteina fibrilarina, asi que al momento de realizar el docking, esta Gltima sirvié como

control positivo.

En la figura 9 se observa que una de las primeras diferencias entre estas dos
proteinas es el numero de residuos de aminoacidos, siendo la proteina de matriz de
VSRH la que posee menos residuos de aminoacidos. Mientras que la proteina de
matriz del virus Hendra posee 352 residuos de aminoacidos. Si comparamos las
secuencias de aminoacidos de la proteina de matriz de estos dos virus, encontramos
ciertas similitudes como lo son las regiones que dan origen a estructuras alfa hélices
(marcadas en amarillo). Mientras que la seccién remarcada en rosa se encuentran

las regiones que dan origen a estructuras beta plegadas.
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Por otro lado, en el cuadro morado encontramos la secuencia necesaria para que se
lleva a cabo la importacion/exportacion de la proteina de matriz del VSRH al nucleo.
Mientras que en el caso del virus Hendra dichas secuencias se encuentran
enmarcadas en los cuadros café(Pentecost et al., 2015). Si bien, como observamos
en los cuadro rojos y azules, algunos residuos de aminoacidos difieren, la formacion
de las estructuras secundarias pareciera no verse afectada. Lo cual nos podria
sugerir que a pesar de tener estas diferencias/similitudes, la formacion de ciertas
estructuras en comun podria estar relacionada con la conservacion de la funcion de
ensamblaje(Battisti et al., 2012; Liu et al., 2018), Mientras que algunas funciones
especificas, como lo son la importacion y exportacion estan dadas por regiones muy
diferentes, lo que genera que sus mecanismos y el cémo se lleva a cabo el proceso

de importacion/exportacion sea diferentes(Y. E. Wang et al., 2010).
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Figura 10. Alineamiento de la secuencia proteinica de la proteina de mariz del VSRH vy el virus
Hendra. Se muestra el alineamiento de la secuencia de amino4cidos de la proteina de matriz del
VSRH y la proteina de matriz del virus hendra. Observandose que la secuencia de la proteina de
matriz del VSRH es més pequefia que la del virus hendra. En amarillo encuentran las regiones

correspondientes a estructuras alfa hélices y en rosa beta plegadas. En los recuadros negros se
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muestran las regiones necesarias para la importacién/exportacién del virus Hendra y Nipah, mientras

que para el VSRH se encuentran en el recuadro verde.

Evaluacidén in silico de la interaccion de la proteina de matriz del VSRH y el

virus Hendra con la proteina celular Fibrilarina.

Después del alineamiento se realiz6 una busqueda en el servido de Protein Data
Bank con la finalidad de saber si las proteinas de interés ya se encontraban
cristalizadas mediante la técnica de difraccion de rayos X. Ya que, en caso de no
tener una estructura conocida, se haria uso del servido en linea I-TASSER, el cual
se encarga de generar un modelo tridimensional de cémo se comportan los
aminoacidos presentes en nuestra secuencia a partir de datos de otras proteinas. Sin
embargo, al hacer la busqueda en Protein Data Bank se encontraron todas las
proteinas de interés, por lo que el siguiente paso fue seleccionar solo aquellas que
tuvieran preferentemente una resolucion menor a 3 angstroms. Esto con la finalidad
de tener el mejor modelado, ya que se sabe que entre menor es el niumero de

resolucion, es mayor la probabilidad de obtener un modelo real.

En la figura 10 los dos primeros paneles (A y B), muestran un modelo tridimensional
de la proteina de matriz del VSRH y el virus Hendra. Y como se observa, el
comportamiento de las estructuras terciarias (alfa hélices y laminas beta plegada) de
cada proteina es diferentes. Por otro lado, en la figura 10 panel C se muestra el
modelo de interaccién de la proteina de matriz del VSRH con la proteina fibrilarina.
Mientras que en el panel D se muestra el modelo de interaccién de la proteina de
matriz del virus hendra y la proteina fibrilarina. Observandose que el comportamiento
de las alfa hélices y laminas beta plegadas de la proteina fibrilarina es diferente al
interaccionar con la proteina de matriz correspondiente. Esto sugiere que la
interaccion entre fibrilina y la proteina de matriz del VSRH durante la infeccién no se
llegue a dar. Ademas, al analisar los posibles residuos de de interaccion son
ARG161, LEU207, ASP199, ASP157, GLU185 y ARG192. Mientras que en el caso
del VSRH con la proteina FBL no se pudieron determinar posibles sitios de contacto
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debido a que no hubo un cambio de la proteina de matriz sola, si se compara con su
ligando (FBL).

MATRIZ Hendra- FBL MATRIZ VSRH

MATRIZ-VSRH-FBL

Figura 11. Modelado in silico de las proteinas de matriz del VSRH, virus Hendra y la proteina
celular fibrilarina. En la secciona A se observa en los dos paneles superiores la representacion de
la proteina matriz de VSRH y virus Hendra respectivamente. Mientras que en los paneles inferiores
(C y D) se encuentra la representacion tridimensional del alineamiento y comportamiento estructural
de las proteinas Matriz de VSRH y virus Hendra con la proteina fibrilarina. La regién ampliada del
panel C representa los sitios candidato que son necesarios para que se lleve a cabo la interaccion de
la proteina de matriz del VSRH y la proteina fibrilarina,
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Evaluacién in silico de los posibles sitios de contacto de la proteina de matriz

del virus Hendra con la proteina fibrilarina

Las proteinas estdn compuestas por residuos de aminodacidos, los cuales
interaccionan entre ellos y dan origen a estructuras secundarias, las cuales a su vez
al interaccionar permiten que se formen estructuras terciarias, estas generalmente
suelen ser las formas “activas y funcionales”. Pero ademas dentro de la secuencia
de las proteinas, existen zonas conocidas como regiones flexibles, las cuales pueden

interaccionar con otras proteinas y/o moléculas, generando una dinamica molecular.

Generalmente para conocer dichas regiones flexibles se hace uso de la resonancia
magnética nuclear (RMN), ya que dicha técnica ayuda a conocer como se comporta
los atomos de cada uno de los residuos de aminoacidos en determinado tiempo, sin
embargo, dicha técnica suele ser muy costosa, por lo que hay herramientas
computacionales como lo pueden ser CABS-FLEX, en donde se simulan las posibles
fluctuaciones que podria tener una proteina, esto tomando como base datos
experimentalmente ya comprobados. Asi que una vez que obtenido el docking
molecular, y al saber que posiblemente la interaccion de la proteina de matriz del
VSRH vy fibrilarina, pareciera no darse de manera favorable, analizamos si posee los
mismos sitios de flexibilidad de la proteina de matriz del virus Hendra, el cual no solo
de manera in silico nos arroja buenos datos, si no que también de manera
experimental ya se ha demostrado. En la Figura 11 encontramos en el panel A los
sitios de flexibilidad (picos) que se encuentran dentro de la secuencia de la proteina
de matriz del VSRH, mientras que en el panel B encontramos los sitios de flexibilidad
(picos), pero dentro de la proteina de matriz del virus Hendra. Se puede notar que si
bien, pareciera que hay una similitud, entre sus sitios de flexibilidad, hay una carencia
de otros, ya que la proteina de matriz del VSRH es mas pequefia y la proteina de
matriz de Hendra es mayor, asi que posiblemente esa deficiencia de residuos de
aminoacidos es lo que podria estar causando que no se dé, de manera favorable la

interaccion entre ambas proteinas de interés.
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MATRIZ VS MATRIZ-FBL MATRIZ VS MATRIZ-FBL
— MATRIZ VSRH

— MATRIZ HENDRA VIRUS __ MATRIZ VSRH -FBL

— MATRIZ HENDRA VIRUS-FBL

Figura 12. Analisis in silico para determinar los posibles sitios de contacto de la proteina
fibrilarina con la proteina de matriz del VSRH y el virus Hendra. A continuacion, se muestra la
raiz cuadrada del promedio de fluctuaciones (RMSF) que presentan los aminoacidos de la proteina
de matriz del virus hendra sola (grafico verde) y con la proteina fibrilarina (grafico rojo). Mientras que
la proteina de matriz del VSRH sola se representa en grafico azul y con la proteina fibrilarina en el
grafico negro. Se observa que en ambas graficas existen picos, los cuales representan a las regiones
que son altamente flexibles. Mientras que las regiones con una menor amplitud representan las

regiones mas rigidas de la proteina correspondiente.

8. DISCUSION

Los virus son pardsitos intracelulares que a través de los afios han mejorado y
generado nuevas estrategias para secuestrar la maquinaria celular y con ellos poder
completar su ciclo de infeccion. La relacion entre la célula huésped y el patégeno
dependera del tipo de infeccion viral. Uno de los procesos que se ha observado tanto
en virus de ADN como de ARN, son las interacciones de elementos virales con

proteinas y/o elementos residentes den nucleo.

El ndcleo es un organelo subcelular que cumple la funciéon de almacenar, conservar,
transcribir y duplicar todas las instrucciones necesarias para que la célula pueda
mantenerse en homeostasis. En general, el nicleo posee un entorno heterogéneo,

multifuncional y dinamico. Dentro del cual podemos encontrar estructuras mas
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pequefias y especializadas como lo son los nucleolos y los cuerpos de Cajal(Zidovska,
2020).

Aunque la principal funcién del nucleolo es la de participar en la sintesis de ARN
ribosomal y el ensamblaje de los ribosomas. Se tiene conocimiento de que el nucleolo
puede ser un suborganelo nuclear multifuncional debido a que contiene mas de 4500
proteinas. Las cuales se encuentran relacionadas con el control del ciclo celular,
replicacion y reparacion del ADN, regulacion de la apoptosis, envejecimiento celular y
deteccidn del estrés celular. Adicionalmente, en afios recientes se ha evidenciado que
el nucleolo juega un papel importante en los ciclos de infeccion viral(Bahadori et al.,
2022). A este respecto, existen diversos reportes en los cuales se ha demostrado que
durante las infecciones virales ciertas proteinas de los virus tiene la capacidad de
interaccionar con componentes nucleares y/o nucleolares. Como es el caso de los
virus de ARN de polaridad negativa. En donde se ha reportado que existe la
translocacion de proteinas virales al nacleo durante las primeras horas de infeccion.
Aungue también se ha encontrado que durante las infecciones por virus de ARN hay
una liberacion de proteinas nucleolares al citoplasma. O que proteinas residentes del
citoplasma son reubicadas al nucléolo de manera temporal (larovaia et al., 2021;

Rawlinson & Moseley, 2015).

Esta direccionalidad que se les da tanto a las proteinas citoplasmaticas como
nucleolares, asi como a las proteinas virales durante los ciclos de infeccion. Se realiza
con la finalidad de que exista una interaccion entre proteinas celulares y virales que
espacial y temporalmente se encuentran aislada. Esto con la finalidad de que su
interaccién, permita que se lleve a cabo de manera efectiva la replicacion,
transcripcion, y ensamblaje viral. Como es el caso del virus de la influenza A. En donde
se ha visto que la redistribucion de la proteina nucleolina y fibrilarina es necesaria para
gue se lleve a cabo el transporte del complejo ribonucleoproteico, el cual es necesario
para la replicacion del genoma viral (Terrier et al., 2016). Ademas, durante la infeccién

por influenza A, se ha encontrado que el cambio de localizacion de la proteina
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nucleolar, LYAR es necesario para que se puede facilitar el ensamblaje viral(Yang
et al., 2018).

Otro ejemplo es el caso de la proteina de capside del virus Zika., la cual es responsable
de la liberacion de nucelofosmina del nlcleo. Este proceso se cree que es necesario
para que el virus pueda modular la tasa de biogénesis ribosomal, para permitir la

sintesis de las proteinas virales sin generar un estrés ribosomal(larovaia et al., 2021).

Una de las proteinas que funcionalmente es conservada en la familia de paramixovirus
y pneumovirus es la proteina de matriz. A pesar de que dicha proteina en ambas
familias difiere tanto en secuencia de amino&cidos como de nucledtidos, la funcién que
desempefia dentro del ciclo de infeccion en ambas familias se conserva(Slovic et al.,
2017). La funciodn principal de la proteina de matriz es la de direccionar el ensamblaje
y la gemacion en la membrana plasmatica. No obstante, se tiene conocimiento de que
la proteina de matriz posee la capacidad de transportarse al nucleo celular e
interaccionar con la cromatina celular, para asi inhibir moderadamente la transcripcion
de la célula huésped (Ghildyal et al., 2002, 2005, 2009; Li et al., 2021). Por lo que este
transporte al nicleo sugiere que dicha proteina pueda tener funciones no estructurales
durante ciertas fases del ciclo de infeccién(Pentecost et al., 2015). Sin embargo, la
comprensién y mecanismos especificos qué podria regular la proteina de matriz aun

siguen en estudio.

Si bien, ya se describié un mecanismo por el cual la proteina de matriz puede regular
la transcripcion celular. En este estudio se busco evidenciar otro mecanismo por el
cual dicha proteina pudiese regular dicho proceso. Para esto, en nuestro presente
trabajo se propuso evaluar si la proteina de matriz del VSRH podia interaccionar con
la proteina fibrilarina. Ya que durante las infecciones de los virus Nipah y Hendra se
ha reportado que la proteina de matriz interacciona con proteinas nucleolares como:
B23, treacle vy fibrilarina para modular la transcripcién celular(Rawlinson et al., 2018;
Y. E. Wang et al., 2010).
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Para evaluar la posible interaccion de la proteina de matriz del VSRH con la proteina
fibrilarina. Uno de los primeros ensayos que se propuso, fue visualizar la distribucion
subcelular que presentaban estas proteinas en la linea celular A549 durante la
infeccion. Sin embargo, al no poseer un anticuerpo comercial contra la proteina de
matriz. Uno de los primeros ensayos fue la generacion de un anticuerpo policlonal.
Inicialmente para evaluar que nuestro anticuerpo mostrara un reconocimiento
especifico de las células infectada. Se realiz6 una inmunofluorescencia para detectar
a la nucleoproteina y a la proteina de matriz. Encontrando que el suero policlonal solo
reconocia a las células infectadas. Mientras que, al analizar la tincion doble,
observamos que el patron de distribucion que presentaban la proteina de matriz y la
nucleoproteina eran similares. Lo cual concuerda con la literatura. Ya que se sabe que
la proteina de matriz, la nucleoproteina y la fosfoproteina son proteinas que estan
involucradas en la formacién de los cuerpos de inclusion. Ademas, se tiene
conocimiento de que la proteina de matriz interacciona con los complejos
ribonucleoproteicos que contiene a la nucleoproteina, fosfoproteina, polimerasa y el
factor viral M2-1(Oliveira et al., 2013). Por lo que se concluyé que nuestro suero
policlonal era especifico y funcional. A continuacion, el siguiente ensayo fue realizar
una cinética de infeccion para detectar a la proteina de matriz en el ndcleo. Sin
embargo, nuestros datos muestran que la proteina de matriz del VSRH a tiempos
tempranos de infeccion (10 y 12 h.p.i) se encontraba en regiones perinucleares.
Mientras que a tiempos tardios (16 y 24 h.p.i) la distribucién que presentaba matriz fue
mas citoplasmatica. Por tanto, al no encontrar la distribuciéon nuclear de matriz ya
reportada. Se prosiguio a realizar el cambio del protocolo de permeabilizacion. Ya que,
para detectar antigenos intracelulares, un paso fundamental es una correcta
permeabilizacion de las membranas celulares. Ya que, si no se realiza una correcta
permeabilizacién, el acceso que tendré el anticuerpo para detectar al antigeno puede
ser nulo(Jamur & Oliver, 2010). Normalmente para el analisis de inmunofluorescencia
es normal utilizar detergentes como saponina, triton X-100 y Tween 20 para

permeabilizar.
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El uso de cada detergente va en funcion de que tanto se quieren eliminar los lipidos
de las membranas celulares, siendo la saponina el detergente que remueve mas
lipidos de membranas. Sin embargo, a pesar de seguir los protocolos proporcionados
por el grupo que ha caracterizado la distribucion de matriz en el ndcleo. No se logro
obtener algo similar. Lo cual sugiere la omision de algin paso metodologico no han

reportado.

Por otro lado, al evaluar la posible co-localizacion de la proteina de matriz y fibrilarina,
encontramos que dicha co-localizacion no se presentaba. Ademas, al analizar la
distribucion de fibrilarina. Encontramos que no habia ninguna modificacién en su
distribucién al comparar las células falsamente infectas e infectadas. Por lo que,
nuestros datos nos sugieren que durante la infeccion por VSRH no existe una co-
localziacion con la proteina de matriz y, tampoco hay una distribucién diferente en la

celula de la proteina fibrilarina.

Inicialmente se considerd que encontrariamos una co-localizacion de las proteinas
antes mencionadas. Esto debido a que ya existian reportes en otros modelos virales
de que la proteina de matriz podia interaccionar con la proteina fibrilarina(Rawlinson
et al., 2018). Una posible explicacion al fenémeno que observamos en nuestro modelo
de estudio. Es que aunque, se sabe que la proteina de matriz de los paramixovirus y
pneumovirus se conserva y cumple la misma funcion(Slovic et al., 2017). Existen
diferencias en las secuencias de aminoacidos, lo cual hace que tengan diferentes
conformaciones tridimensionales. En el caso del virus Nipah y Hendra la estructura
que opta la proteina de matriz preferentemente es dimerica, aunque también se ha
reportado que puede encontrarse en forma monomérica(Liu et al., 2018). Mientras que
en el caso del VSRH, la proteina de matriz generalmente se encuentra en forma
dimerica. Pero al ser fosforilada en el residuo Thr205 adquiere una conformacion
oligomerica que es la forma funcional(Bajorek et al., 2014; Foérster et al., 2015). Estos
datos nos explicarian el porque la proteina de matriz de los virus Hendra y Nipah tiene

la capacidad de interaccionar con las mismas proteinas celulares.
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Mientras que la proteina de matriz de VSRH al encontrarse de forma oligomerica tiene
caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas diferentes a la de la proteina de matriz del
Hendra y Nipah. Por lo tanto, no se esperaria que estas tres proteinas se comporten

de la misma manera al interaccionar con las mismas proteinas.

El docking molecular es una herramienta bioinformatica que nos permite de manera in
silico saber si existe una interaccién entre dos o mas moléculas, proteicas. Ademas de
gue los datos obtenidos de dicha herramienta suelen ser aceptados como validos por
la comunidad cientifica(Pagadala et al., 2017; Pinzi & Rastelli, 2019).

Por lo tanto, otra herramienta que se utilizo en el presente trabajo fue el uso de los
servidores ClusPro y CABS-FLEX para analizar e interpretar si la proteina de matriz
del VSRH podia interaccionar con la proteina fibrilarina. Para saber si los datos
obtenidos de estos servidores y su interpretacion representan un una aproximacion
real a un sistema de infeccion in vitro. Se escogio a la proteina de matriz del virus
Hendra como control positivo, ya que existe la evidencia de que esta proteina se puede

asociar a la proteina fibrilarina(Deffrasnes et al., 2016).

En nuestro andlisis in silico observamos que una de las primeras diferencias que hay
entre la proteina de matriz del VSRH y Hendra es la conformacion tridimensional que
adquieren. Presentando la proteina de matriz del virus hendra 11 regiones alfa hélices
y 16 regiones beta plegadas. Mientras que la proteina de matriz del VSRH presenta
solo 9 regiones alfa hélices y 13 regiones beta plegadas. La identificacién de las
regiones flexibles de una estructura proteica es importante para entender sus
implicaciones biolégicas. Un programa especializado en predecir las fluctuaciones

(flexiones) que posee una estructura proteina es CABS-Flex.

Al hacer el analisis de los sitios flexibles y no flexibles de las secuencias de
aminoacidos de ambas proteinas encontramos diferencias. Presentando mas sitios
flexibles la proteina de matriz del virus hendra. Los sitios flexibles son regiones de
aminoacidos que se consideran molecularmente dinamicos y en donde pueden ocurrir
interacciones con proteinas y/o moléculas.
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Mientras que los sitios no flexibles son lo contrario. Por lo tanto, se puede considerar
qgue la proteina de matriz del virus hendra que posee mas sitios flexibles, contiene
mayor cantidad de regiones de interaccidn con proteinas y/o moléculas. Mientras que
en el caso de la proteina de matriz del VSRH, al mostrar pocos sitios flexibles, contiene

pocas regiones de interaccion con otras proteinas.

En el andlisis anterior solo se consideraron los sitios flexibles cuando la proteina de
matriz de ambos virus se encontraba sola. Por lo que el siguiente paso fue evaluar si
dichos sitios flexibles cambiaban o se mantenian cuando se ponian a interaccionar las
secuencias de fibrilarina con la de matriz de ambos virus. Nuestro analisis encontro
que en el caso de la proteina de matriz del virus hendra los sitios flexibles se
modificaban y se volvian sitios rigidos. Este dato sugiere que esos son los sitios en
donde se lleva a cabo la interaccion entre ambas proteinas. Ya que se ha reportado
gue esos sitios flexibles se vuelven rigidos para poder mantener la interaccidén entre
moléculas(Kurcinski et al., 2019; Kuriata et al., 2018). Sin embargo, al analizar los
datos de la proteina de matriz del VSRH y la proteina fibrilarina. Encontramos que no
existia un cambio en los pocos sitios flexibles que presentaba, lo cual nos indica que
la interaccion entre ambas proteinas posiblemente no es viable. Todos estos datos nos
podrian ayudar a entender el por qué no podemos observar una co-localizacion de la
proteina FBL con la proteina de matriz de VSRH y porque si se observa ese efecto

durante la infeccién por el virus Hendra.

Asi que tomando en cuenta los datos in silico y los datos in vitro, se considera que la
interaccion de la proteina fibrillarina y matriz del VSRH probablemente no se lleva a
cabo durante un proceso de infeccion. Sin embargo, podriamos analizar si la proteina
fibrilarina tiene alguna implicacion en el ciclo de infeccion del VSRH. Tomando como
referencia el trabajo de Deffrasnes y colaboradores. En donde demostraron que la
eliminacion o inhibicion de manera farmacologica de la proteina fibrilarina generaba

una alteracion en la sintesis y traduccién del ARN viral(Deffrasnes et al., 2016).
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Ademas de la proteina de matriz del VSRH. Otra proteina del VSRH que se ha
reportado puede dirigirse al nucleo, es la proteina NS1. Y mas recientemente se ha
demostrado que NS1 esta involucrada en la regulacion de la transcripcion de genes
relacionados con la respuesta antiviral(Pei etal., 2021). Por lo que resultaria
interesante, analizar si la proteina NS1 podria estar interaccionando con la proteina
fibrilarina y asi modular de otra manera la transcripcion de genes antivirales para

promover la continuidad del ciclo de infeccion de VSRH.

Por tanto, las perspectivas del presente proyecto es elucidar la existencia de otras
proteinas del VSRH que tengan la capacidad de dirigirse al nicleo para interaccionar
con elementos residentes de dicho organelo. Paras asi facilitar el ciclo de infeccién. Y
si bien, nuestros datos actuales nos indican que la interaccion de fibrilarina y matriz no
es posible. A futuro podriamos buscar otras herramientas metodoldgicas que

corroboren o no el resultado obtenido.

9. CONCLUSIONES

1. Durante las primeras horas de infeccion por VSRH la proteina de matriz se localiza

en regiones perinucleares.

2. La proteina fibrilarina de células A549 infectadas con VSRH sufre un

reordenamiento o acumulacién dentro de los nucleos.

3. Los ensayos in vitro e in silico nos sugieren que la proteina de FBL y de Matriz no
interaccionan durante la infeccion con el VSRH.

11. PROSPECTIVAS

1. Analizar los niveles de expresion de la proteina fibrilarina en células A549 infectadas
con VSRH
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2. Identificar si la inhibicién de la expresion proteina fibrilarina impacta en el ciclo de
infeccion del VSRH.

3.Identificar si otras proteinas virales pueden tener una distribucion nucleolar durante

la infeccion con VSRH.
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