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Resumen

El virus Zika (ZIKV) es un flavivirus que ha ganado interés por parte de la
comunidad cientifica a partir de brotes epidémicos suscitados en los afios
2013, 2014 y 2015, asi como el nombramiento, por parte de la organizacion
mundial de la salud (OMS), de la infeccion como una emergencia de salud
publica de importancia internacional. Esto ha llevado a un crecimiento en la
cantidad de estudios realizados en ZIKV, los cuales tienen como puntos
fundamentales la busqueda de farmacos antivirales, la caracterizacién del ciclo
replicativo, la patologia y aquellos mecanismos moleculares asociados. Dentro
de estos topicos es de gran interés lo concerniente a la proteasa del flavivirus,
debido a su participacion en el procesamiento de la poliproteina viral, asi como
su influencia sobre el ciclo replicativo. Actualmente, se han reportado hallazgos
donde se demuestra que la proteasa de los flavivirus es capaz de modificar el
microambiente celular al alterar las proteinas del hospedero para favorecer su
ciclo replicativo, asi como también se han reportado interacciones
independientes a la actividad de proteasa. Varios grupos de investigacion,
incluyendo al nuestro, han reportado la presencia de la proteina NS2B3 de
flavivirus, incluyendo la de ZIKV, en el nucleo celular, asi como también su
interaccion con distintas moléculas nucleares. No obstante, son pocos los
detalles que se conocen sobre el posible papel funcional de la proteina NS2B3

en este compartimento celular.

A la fecha, no existe una estructura dilucidada para esta proteina, por dicho
motivo, en este trabajo se pretende modelar por homologia la estructura
tridimensional para la NS2B3, asi como sus componentes independientes, las
proteinas NS2B y NS3. De igual manera se pretende estandarizar un protocolo
que permita identificar las interacciones de la proteina NS2B3 de ZIKV con
componentes nucleares, mediante el aislamiento, purificacion y posterior

analisis por Western Blot de las fracciones nucleares infectadas.



Abstract

Zika virus (ZIKV) is a flavivirus that has gained interest from the scientific
community due to the epidemic outbreaks occurred in 2013, 2014 and 2015,
as well as the Worldwide Health Organization’s (WHO) declaration of a Public
Health Emergency of International Concern regarding ZIKV and its related
diseases. This has led to a growth in the quantity of studies done with ZIKV,
whose main objectives are the research and development of new antiviral
drugs, characterization of its replicative cycle, pathology, and molecular
mechanisms. Within these topics the flaviviral protease is of big concern due
to its participation in the polyprotein processing and its involvement in the
replicative cycle. Currently, findings where the flaviviral protease can modify
the cellular microenvironment by altering host proteins to favor the replicative
cycle, as well as independent protease activities have been reported. Several
research groups, including ours, have described the flaviviral NS2B3 protein
presence, including ZIKV’s, inside the cellular nucleus as well as interaction
with several nuclear molecules. Nevertheless, very few details about NS2B3

functional paper in the nucleus are known.

To date, the structure of the flaviviral NS2B3, including ZIKV’s, and its individual
protein components, NS3 and NS2B, has not been elucidated, for that reason
this work is intended to generate a tridimensional structure of ZIKV’s NS2B3
by homology modeling. At the same time, the aim is to standardize a protocol
that will allow to identify interactions between ZIKV’'s NS2B3 and nuclear
components, by the isolation, purification, and Western Blot analysis of infected

nuclear fractions.



1.0 Introduccion
1.1 Virus Zika (ZIKV)

1.1.1 Historia y epidemiologia

El virus Zika (ZIKV) fue aislado por primera vez en abril de 1947, a partir de un
mono Rhesus, marcado como Rhesus 766, durante la realizacion del
programa de la fundacion Rockefeller para la investigacion de la fiebre
amarilla, realizado en el bosque Zika de Uganda (Hayes, 2009; Kindhauser et
al., 2016). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1952
se detectaron los primeros casos en humanos localizados en Uganda y
Tanzania en los que se demostro la presencia de anticuerpos neutralizantes
(Dick et al., 1952; Smithburn, 1952), y en India en 1954 se demostré la

presencia del virus en humanos (Smithburn et al., 1954).

Por un amplio periodo se considerd que las infecciones por ZIKV estaban
limitadas geograficamente en Africa y Asia. Hasta el afio de 2007 sélo habia
16 casos reportados y confirmados, a nivel mundial, por aislamiento viral
(Kindhauser et al., 2016). Sin embargo, en este mismo afio se reporté un brote
en las Islas de Yap, pertenecientes a los Estados Federados de Micronesia
(Duffy et al., 2009). Posteriormente, dos brotes epidémicos fueron reportados
entre 2013 y 2014 en la Polinesia Francesa los cuales afectaron a mas de
30,000 personas (Musso et al., 2018). En este mismo periodo hubo reportes
de brotes en Nueva Caledonia, Islas Cook, Islas Salomén, Samoa, Vanuatu y
las Islas de Pascua en Chile (Agumadu & Ramphul, 2018). En marzo de 2015 se
reportd en Brasil un amplio brote de sintomas que pronto fueron identificados
como infeccion por ZIKV (Lowe et al., 2018). En 2016 la infeccién por ZIKV,
debido a sus implicaciones patoldgicas, fue declarada por la OMS como
emergencia de salud publica de importancia internacional (Chakhtoura et al.,
2018).



A la fecha del ultimo reporte epidemiolégico sobre ZIKV por parte de la OMS,
realizado en febrero de 2022, se reporta la transmision autéctona confirmada
de ZIKV en 89 paises (World Health Organization [WHOQO], 2022). Mientras que
la Organizacién Panamericana de Salud (PAHO, por sus siglas en inglés)
registré 40,249 reportes de casos de zika en el afio 2022, en la region de las
américas. En 2023, hasta la semana epidemioldgica 21, han sido reportados
8758 casos (Pan American Health Organization [PAHO], 2023). En México, la
Direccion General de Epidemiologia, institucién dependiente de la Secretaria
de Salud, en su boletin de “Casos Confirmados Autoctonos de Enfermedad
por Virus del Zika por Entidad Federativa”, desde el 2015 y hasta la semana
epidemiologica 22 de 2023, reporta un total de 13,005 casos de los cuales
7,152 corresponden a mujeres embarazadas (Ceballos Liceaga & Carbajal
Sandoval, 2023).

1.1.2 Transmision

El ZIKV se clasifica como un “arbovirus”, término que proviene del inglés
“‘arhtopod-borne virus”, los cuales pueden ser transmitidos por vectores
artrépodos como mosquitos, garrapatas y moscas de la arena (Beckham & Tyler,
2015). En el caso de ZIKV se han reportado como vectores distintos mosquitos
del género Aedes, algunos de ellos son: Aedes africanus, Aedes aegypti,
Aedes albopictus, Aedes hensilli, Aedes polynesiensis, Aedes vittatus y Aedes
unilineatus (Agumadu & Ramphul, 2018; Gorshkov et al., 2019). El ciclo de

transmision del ZIKV se muestra graficamente en la Figura 1.

El ciclo de transmision se divide en dos partes, las cuales pueden ser

nombradas de diferente manera dependiendo de la bibliografia:

¢ Ciclo enzootico y ciclo epidémico (Pielnaa et al., 2020)

e Ciclo selvatico y ciclo urbano (Valentine et al., 2019)
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FIGURA 1. CICLO DE TRANSMISION DEL ZIKV
Imagen tomada y modificada de (Renwick, 2016). El ciclo de transmision del ZIKV
consta de:
a) Un ciclo selvatico o enzodtico, que sucede en primates no humanos
b) Un ciclo epidémico o urbano, el cual toma lugar cuando el virus es transmitido
a humanos

c) Transmision vertical y/o horizontal entre humanos

De acuerdo con la agencia de “Centros para el control y la prevenciéon de
enfermedades” (CDC, por sus siglas en inglés) el ciclo selvatico o enzodtico
involucra la transmision del virus entre primates no humanos y especies de
mosquitos que se encuentran en la cubierta forestal. El virus es transmitido por
mosquitos a los humanos cuando ambos entran en contacto debido a la
presencia de este ultimo en el ambiente selvatico. El ciclo urbano o epidémico
ocurre cuando existe una transmisién entre humanos y mosquitos urbanos,
principalmente Aedes aegypti. En el caso del ZIKV, se ha demostrado la
existencia de un ciclo selvatico en Africa (Rather et al., 2017; Valentine et al.,

2019), sin embargo, a la fecha no se tiene informacion sobre la posible

11



existencia de este ciclo en América y Asia (Gutiérrez-Bugallo et al., 2019), lo
que hace necesario llevar a cabo investigacion en este tema y sus posibles
repercusiones a futuro. El ciclo urbano del ZIKV ha sido descrito en Africa,
América y Oceania, y se han reportado seis vectores diferentes: Ae. Aegypti,
Aedes (Stegomyia) albopictus, Culex (Culex) quinquefasciatus, Aedes
(Aedimorphus) vexans, Culex (Culex) coronator y Culex (Culex) tarsalis
(Gutiérrez-Bugallo et al., 2019). Adicional a estos ciclos que involucran
mosquitos, la transmision vertical y horizontal humano — humano ha sido
demostrada. Hoy en dia se sabe que el ZIKV es transmisible via contacto
sexual, transfusion sanguinea y transmision transplacentaria y perinatal
(Gregory et al., 2017).

1.1.3 Patologia

Se estima que aproximadamente el 80% de los casos de infeccion con ZIKV
son asintomaticos (Gorshkov et al., 2019). En caso de presentar sintomas, los
cuales suelen ser leves, estos son similares a los ocasionados por otros
arbovirus como dengue (DENV) y chikungunya (CHIKV), por este motivo es

necesario un diagndstico diferencial para detectar la infeccion por ZIKV.

Los casos sintomaticos se pueden clasificar en tres de acuerdo con los
sindromes desarrollados por el paciente (Ritter et al., 2017): Fiebre Zika,

sindromes neuroldgicos no congénitos y sindrome Zika congénito.

1.1.3.1 Fiebre Zika

Esta es la sintomatologia mas comun y suele presentarse entre tres y doce
dias posteriores a la infeccién, los sintomas son: urticaria papular o macular
(90%), fiebre de bajo grado (70%), artralgia (60-70%), fatiga (70%),
conjuntivitis no purulenta o hiperemia conjuntival (55%), mialgia (45%) y otros

menos frecuentes como dolor retro orbital, edema periférico,
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linfoadenopatia, dolor de garganta, ulceras aftosas, leucopenia,
trombocitopenia, enzimas hepaticas elevadas, vomito y malestares
gastrointestinales y genitourinarios, la infeccion aguda es moderada y
autolimitante, estos sintomas pueden durar entre dos y siete dias (Agumadu &
Ramphul, 2018; Barzon et al., 2016a; Basarab et al., 2016; Ritter et al., 2017;
Sharma et al., 2020).

1.1.3.2 Sindrome neurolégico no congénito

Durante el brote epidémico ocurrido en la Polinesia Francesa durante 2013-
2014, se identifico un incremento en la incidencia de anomalias del sistema
nervioso central (Marcellin et al.,, 2022). Algunas de las complicaciones
observadas son: encefalitiss/meningoencefalitis, encefalomielitis aguda
diseminada, mielitis, vasculopatia, infarto isquémico, convulsiones,
polineuropatia sensorial y principalmente sindrome de Guillain-Barre (GBS,

por sus siglas en inglés) (Carod-Artal, 2018).

De acuerdo con la PAHO (2016), el GBS es “una polirradiculoneuropatia
inflamatoria aguda de evolucion rapida y potencialmente fatal, es una
enfermedad autoinmune, autolimitada, desencadenada generalmente por un
proceso infeccioso”. Es una enfermedad rara cuya incidencia global anual es

de 1-2 casos por cada 100,000 personas (Leonhard et al., 2019).

Segun las estadisticas reportadas por Munoz et al (2017), durante el brote
ocurrido en la Polinesia Francesa, se registraron 42 casos de GBS en
contraste con los 3-8 casos promedio anuales. En Brasil, entre noviembre de
2015 y enero de 2016, se registraron 1,708 casos, mientras que en Colombia
hubo 320 casos en el periodo de noviembre de 2015 a marzo de 2016, lo cual
representa un incremento del 211% con respecto a la incidencia anual de 0.49
casos/100,000 habitantes.
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1.1.3.3 Sindrome Zika congénito

En Brasil, ademas de lo ya mencionado anteriormente, se reportaba un
incremento en los casos de microcefalia, nacimiento de nifios muertos, y
malformaciones cerebrales. En el periodo de tiempo correspondiente a
noviembre de 2015 — febrero de 2016 se reporté que aproximadamente el 90%
de 1501 recién nacidos fueron diagnosticados con microcefalia (Marcellin et
al., 2022). En el afo 2016 la WHO declaré la infeccion por ZIKV como causante
de la microcefalia y dichas malformaciones. Esta amplia gama de
anormalidades neuroldgicas asociadas a la infeccién con ZIKV se le conoce
como “Sindrome Zika congénito” (CZS, por sus siglas en inglés). De acuerdo
con la CDC (2022), a pesar de que varias de las anormalidades ocasionadas
por el CZS pueden observarse debido a otras infecciones durante el
embarazo, hay cinco que son caracteristicas para la infeccion por ZIKV (Moore
et al., 2017):

e Microcefalia severa

e Disminucién del tejido cerebral con patrén especifico de dafio y
calcificaciones subcorticales

e Dafio en la parte ocular posterior

e Contracturas congénitas, como pie equino y artrogriposis

e Hipertonia

1.2 Aspectos moleculares

El ZIKV pertenece al género de los Flavivirus, de la familia Flaviviridae, es un
virus envuelto icosaédrico de 50 nm de diametro que tiene similitud con otros
patégenos humanos como el DENV, el virus del Nilo occidental (WNV) y el
virus de la encefalitis japonesa (JEV), por mencionar algunos (Hasan et al.,
2018; Pan et al., 2021).
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Pertenece al grupo IV de la clasificacion de Baltimore, es decir, su material
genético consta de una cadena de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva
(ssRNA+), con una longitud de aproximadamente 10.7 kilobases (Kb) y un
unico marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés) el cual esta
flanqueado por regiones no traducidas (UTRs, por sus siglas en inglés) 5’y 3’,
y un CAP tipo 1 en el extremo 5’, ademas de que carece de una cola de poliA
en el extremo 3’ (Golubeva et al., 2020; Lin et al., 2017). A partir de este ORF
se codifica una unica poliproteina, de una longitud de 3423 residuos de
aminoacidos, la cual al ser procesada da lugar a tres proteinas estructurales,
proteina de capside (C), proteina de premembrana/membrana (prM/M) vy
proteina de envoltura (E), y a siete proteinas no estructurales (NS, por sus
siglas en inglés), NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Golubeva et
al., 2020; Lin et al., 2017; Valente & Moraes, 2019).

Al ser procesada la poliproteina se generan las siguientes proteinas
funcionales (Armstrong et al., 2017; Barzon et al., 2016b; Hasan et al., 2018;
Hilgenfeld, 2016; Lin et al., 2017; Ngan et al., 2019; B. H. Song et al., 2017,
Valente & Moraes, 2019; Zhang et al., 2019):

Proteinas estructurales

1) La proteina C tiene una secuencia de ~100 residuos de aminoéacidos (12
kDa), es necesaria en el proceso de encapsulacion viral y es un
homodimero simétrico compuesto de un dominio de union a RNA para la
conformacioén del nucleo de los viriones, y un dominio hidrofébico para la
dimerizacion y la interaccion con la membrana.

2) La proteina prM es una glicoproteina con una secuencia de ~165 residuos
de aminoacidos (20 kDa), consta de un dominio pr N-terminal, un
autodominio central y un dominio transmembranal C-terminal. Esta
proteina en el viridn es escindida por la proteasa celular furina en el dominio
pr terminal, esto resulta en la obtencion de particulas virales infecciosas,
ademas esta proteina podria estar actuando como chaperona para
promover el plegado y el ensamblaje de las proteinas E.
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3)

La proteina E es una glicoproteina de ~495 aminoéacidos (53kDa) la cual
contiene varios sitios de union a receptores y un péptido de fusion, por lo
que ésta es la proteina responsable del reconocimiento de receptores
celulares y la entrada de cofactores, consta de un dominio transmembranal

y tres ectodominios conocidos como DI, DIl y DIII.

Proteinas no estructurales

1)

2)

3)

4)

16

La proteina no estructural 1 (NS1) tiene una secuencia de ~352 residuos
de aminoacidos (~ 46 — 55 KDa), es un homodimero glicosilado que se
localiza en el reticulo endoplasmico, participa en la maduracion del virus e
interactia con las proteinas prM y E, y forma parte del complejo de
replicacion, por lo que es necesaria para la replicacion del genoma viral.
Esta proteina también es secretada al medio extracelular para modular la
respuesta inmune del hospedero.

NS2A es una proteina pequefa e hidrofébica formada por 225 residuos de
aminoéacidos (~25 kDa), cuya funcion es participar en la evasion de la
respuesta inmune del hospedero, es parte del complejo de replicacion y
recluta el RNA viral en este complejo.

NS2B es una proteina transmembranal conformada por 130 residuos de
aminoacidos (14 KDa), actia como cofactor de NS3, tiene un dominio
hidrofilico central que funciona como chaperona para la NS3, su dominio
hidrofébico sirve como anclaje del complejo NS2B — NS3 (NS2B3) con el
reticulo endoplasmico.

NS3 es la proteasa viral del ZIKV, formada por 617 residuos de
aminoécidos (69kDa), consta de dos dominios: el dominio N terminal, junto
a su cofactor, funciona como proteasa viral (serinproteasa) que se encarga
de procesar la poliproteina, mientras que el dominio C terminal posee

actividad de helicasa y NTPasa.
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FIGURA 2. POLIPROTEINA DEL ZIKV Y SU PROCESAMIENTO POSTRADUCCIONAL

Imagen tomada y modificada de (Lee & Shin, 2019):

A) La poliproteina esta constituida por una secuencia que contiene 10 proteinas,
las cuales pueden clasificarse como: Proteinas estructurales y proteinas no
estructurales.

B) El procesamiento de la poliproteina da lugar a 10 proteinas funcionales.

5) La NS4A compuesta por 150 residuos de aminoacidos (~16 kDa) es una
proteina que funciona como cofactor de la NS3, mientras que la NS4B
formada por 251 residuos de aminoéacidos (~21.5k Da) participa en la
inhibicion de las vias JAK-STAT y RLR.

6) NS5 es la proteina mas grande, compuesta de 903 residuos de
aminoacidos (~103 kDa), y la mas conservada entre los flavivirus, cuenta
con dos dominios estructurales y funcionales: el dominio de RNA
metiltransferasa (MTasa) en el N terminal y el dominio de polimerasa de
RNA dependiente de RNA (RdRp) en el C terminal.
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1.2 Bioinformatica

Historicamente se considera que Margaret O. Dayhoff es la madre de esta
ciencia, debido a su papel en el desarrollo de matrices para el analisis de
secuencias de nucledtidos y de aminoacidos (Hunt, 1984). Este avance ha
permitido, hoy en dia, el desarrollo de computadoras que sean capaces de
determinar secuencias peptidicas, programas para el uso en cristalografia de
rayos X y meétodos computacionales que permiten la comparacién de
secuencias (Diniz & Canduri, 2017). De acuerdo con la definicién dada por el
National Human Genome Research Institute, la bioinformatica es “una
subdisciplina cientifica que involucra el uso de tecnologia computacional para
recolectar, almacenar, analizar y diseminar informacion bioldgica, como
secuencias de DNA y aminoacidos, o cualquier informacion relacionada a
estas” (NIH, 2023).

La bioinformatica ha ayudado a encontrar diversas soluciones en distintas
areas de la ciencia: la prediccidon de estructuras tridimensionales de
macromoléculas bioldgicas, disefo de farmacos, simulacion de interacciones
moleculares, etc. (Xu et al., 2015). Algunas de estas herramientas que han
permitido solucionar diversos problemas en el area biolégica son: el modelado
por homologia y las simulaciones de dinamica molecular. En conjunto, estas
técnicas, nos permiten realizar estudios de bioinformatica estructural de
distintas biomoléculas, principalmente proteinas, con la finalidad de obtener
mas informacién sobre su comportamiento y su arreglo tridimensional (Marti &
Turjanski, 2009). A continuacion se dara una descripcion general sobre las
principales familias de técnicas empleadas y posteriormente se hablara mas a

detalle sobre sus especificaciones técnicas.
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1.2.1 Modelado por homologia

De acuerdo con lo publicado en el capitulo “Homolgy Modeling” del manual
“Methods in Molecular Biology” el modelado por homologia se describe como
“‘un método in silico que predice la estructura terciaria de una secuencia de
aminoacidos problema, basado en una molécula homdloga cuya estructura ha
sido determinada experimentalmente”. Este método se basa en las
observaciones que indican que la estructura terciaria de una proteina se
encuentra mejor conservada que la secuencia (J. M. Walker, 2012). El
modelado por homologia es un método computacional que se considera como
el mas preciso de todos los métodos computacionales de prediccidon
estructural (Muhammed & Aki-Yalcin, 2019). El algoritmo puede variar entre los

diferentes métodos de modelado por homologia.

Aunque se ha hecho mucho progreso en el campo de la resolucién de
estructuras tridimensionales, actualmente, en el Protein Data Bank (PDB) s6lo
existen aproximadamente 20 mil estructuras proteicas dilucidadas
experimentalmente, sin embargo no se compara con las, aproximadamente,
850 mil secuencias encontradas en las bases de datos de SWISS-PROT y
TrEMBL (Schwede et al., 2003). La importancia de esta metodologia radica en
el conocimiento que otorga conocer la estructura y la conformacion de una
biomolécula, gracias a que la informacién obtenida de éstas permite disefiar

experimentos de manera mas especifica y eficaz.

1.2.2 Simulaciones de dinamica molecular (MD)

De acuerdo con lo descrito por Zhou y colaboradores (K. Zhou & Liu, 2022)
“‘las simulaciones computacionales cierran la brecha existente entre la teoria 'y

la experimentacion al proporcionar una rutina sélida con la cual es posible
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investigar las respuestas estaticas y/o dinamicas que presenta un sistema bajo
ciertas condiciones. En dichas simulaciones, se construye un sistema basado
en teorias y modelos matematicos, y la solucion a las ecuaciones es calculada

mediante una computadora siguiendo los algoritmos adecuados.”

En la practica, tener informacion a nivel atobmico sobre el comportamiento de
una biomolécula es de gran ayuda para comprender factores como el
mecanismo de interaccion con otras moléculas, su comportamiento aislado, su
estabilidad, etc. Sin embargo son datos muy dificiles de obtener de manera
experimental, por lo que se recurre al uso de las simulaciones
computacionales. Las simulaciones de MD son capaces de predecir como sera
el movimiento de cada uno de los atomos de un sistema molecular con el paso
del tiempo, todo esto basado en modelos generales que son capaces de
describir la fisica de cada una de las interacciones interatdmicas existentes en

dicho sistema en estudio (Karplus & McCammon, 2002).
Una simulacion de MD tiene el siguiente enfoque (Frenkel & Smit, 2002):

1) Se prepara una muestra: Se selecciona un sistema modelo formado por N
namero de particulas

2) Equilibrar el sistema: Se resuelven las ecuaciones de Newton hasta que
las propiedades del sistema ya no cambien con el tiempo

3) Se lleva a cabo la medicién de las propiedades de interés.

Un pilar fundamental de las simulaciones de MD es el campo de fuerza, el cual
determina las reglas del movimiento de los atomos en estudio. EI campo de
fuerza es un archivo que contiene formulas y datos relevantes respecto a
interacciones atomicas y su energia potencial: enlaces, angulos, angulos
diedros, angulos diedros impropios, interacciones de Van der Waals y
electrostaticas. Es importante mencionar que la informacién de un campo de
fuerza son aproximaciones empiricas refinadas mediante mecanica cuantica,
sin embargo, las interacciones estan basadas en modelos de resortes y
poténciales clasicos (Leyes de Hooke y de Coulomb), y también toman en
cuenta reportes experimentales de diversos grupos de investigacion. Algunos
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ejemplos de los distintos campos de fuerza utilizados en dinamica molecular
son: CHARMM (Chemistry at Harvard Molecular Mechanics) 36, CHARMM 27,
AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement), Parm 94,
GROMOS (GROningen MOlecular Simulation) 11, GROMOS 87 y OPLS
(Optimized Potentials for Liquids Simulations) (Chmiela et al., 2018; Gonzalez,
2011; Hess et al., 2019; Hornak et al., 2006; Scott et al., 1999).
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2.0 Antecedentes

2.1 Interaccion virus - nucleo celular

Desde finales de 1990 es bien sabido que distintos tipos de virus tienen una

interaccidn directa con el nucleo de su célula hospedera. Por ejemplo, se sabe

que todos los virus de DNA que infectan animales, con excepcion de la familia

Poxviridae, utilizan la maquinaria de importe nuclear de la célula, y

posteriormente ingresan su genoma a través del poro nuclear para poder

replicarse (Kasamatsu & Nakanishi, 1998). Algunos ejemplos de interaccién

con el nucleo son los siguientes:

22

Familia Papovaviridae (Craighead, 2000): Los viriones son transportados
en vesiculas desde el citoplasma hasta el nicleo, posiblemente a través de
los poros nucleares. Los papovavirus se desarrollan en el ndcleo y
posteriormente regresan al citoplasma.

Familia Parvoviridae (Mattola et al., 2022) : Las c4psides ingresan al nicleo
después de que una secuencia de localizacién nuclear y un dominio de
fosfolipasa Az en la superficie de la cdpside son expuestos via endosomal.
El genoma parvoviral se replica durante la fase S del ciclo celular, seguido
por el ensamblaje nuclear de las capsides y posterior egreso durante la
degradacion de la envoltura nuclear debido a su degradacion durante la
apoptosis.

Familia Herpesviridae (D6hner et al., 2021): Las cépsides se posicionan
cerca del nucleo donde las proteinas tegumento asociadas a la capside
interactian con las nucleoporinas permitiendo una orientacion de la
capside hacia el poro nuclear permitiendo la inyeccién del genoma viral en
el nucleoplasma para su transcripcion y replicacion. Posteriormente las
proteinas alteran la conformacion de la lamina nuclear y las nucleocapsides
interactian con la membrana nuclear en un mecanismo complejo que
permite el egreso nuclear de las particulas.

Adenovirus (Al-Wassiti et al., 2021): El dsDNA de los adenovirus esta

covalentemente unido a una proteina terminal (TP) en su extremo 5. Se ha



reportado que esta proteina tiene una sefial de localizacion nuclear que
facilita el importe hacia el nucleo. Al parecer el DNA viral utiliza su TP como
un ancla en la matriz nuclear lo que aumenta su estabilidad
extracromosomal y mejora la expresion de los genes adenovirales.

e Hepadnavirus (Long et al., 2017): EI genoma viral de los hepadnavirus se
sintetiza como una molécula de DNA relajada circular (rcDNA) y
posteriormente se convierte en la forma circular covalentemente cerrada
(cccDNA) la cual es el molde para la transcripcion viral. Este procedimiento
al parecer es llevado a cabo por la maquinaria de reparaciéon de DNA del
nucleo de la célula hospedera. En especifico se ha reportado que las DNA
ligasas 1y 3 pueden estar participando en este fenomeno.

Otros tipos de virus que utilizan al nucleo de la célula infectada son los
miembros de la familia Retroviridae, cuyos integrantes requieren integrarse en
los cromosomas del hospedero como un paso obligado en su ciclo replicativo
(Matreyek & Engelman, 2013). Uno de los retrovirus mas estudiados es el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH, por sus siglas en espafiol), cuya
nucleocapside viaja desde la periferia del citoplasma hacia el nucleo, la
capside es capaz de entrar a través del complejo de poro nuclear (NPC, por
sus siglas en inglés), y la retro transcripcién, que inicia en el citoplasma, finaliza

en el nucleo (Shen et al., 2021).

Entre los virus de RNA encontramos aquellos pertenecientes al grupo IV y V
de la clasificacion de Baltimore, es decir RNA monocatenario de polaridad
positiva (+) ssRNA y virus de RNA monocatenario de polaridad negativa (-)
ssRNA, respectivamente, los cuales tienen como sitio primario de replicacion
el citoplasma, y a pesar de que se ha reportado su interaccion con
componentes nucleares y nucleolares, la razon de esta interaccion no es obvia
a primera vista (Hiscox, 2007). Se sabe que los virus de RNA no requieren
ingresar su genoma al nucleo celular para replicarse, pero pueden necesitar
componentes nucleares como algunas proteinas de union a RNA (E. J. Walker

& Ghildya, 2017). El ingreso de algunas proteinas virales, como proteasas, al
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nucleo celular en general tiene como consecuencia la disrupcién de la
transcripcion de la célula hospedera, asi como de las respuestas antivirales
innatas (Flather & Semler, 2015).

2.1.1 Flavivirus: ciclo replicativo

En el género Flavivirus se clasifican virus pertenecientes a la clasificacion IV
de Baltimore, que incluye a patégenos humanos clinicamente relevantes como
el DENV, WNV, JEV, virus de la fiebre amarilla (YFV), virus de la encefalitis por
garrapatas (TBE). Su proceso de replicacion ha sido ampliamente estudiado,
y ha mostrado una considerable redistribucion de las membranas del
hospedero para facilitar una replicacion mas eficiente en el citoplasma celular
(Lopez-Denman & Mackenzie, 2017). Su ciclo de replicacion se muestra en la

figura 3.
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FIGURA 3 CICLO REPLICATIVO DE LOS FLAVIVIRUS
Imagen tomada y modificada de (Neufeldt et al., 2018): El ciclo replicativo de los
flavivirus se puede acotar en etapas especificas: Unidn, internalizacion, fusion,
traduccion, replicacion del DNA, ensamblaje de las particulas virales, maduracion
y secrecion de la progenie viral.
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De acuerdo con lo mostrado en la figura anterior, dicho ciclo se puede resumir
de la siguiente manera (Fishburn et al., 2022; Lopez-Denman & Mackenzie,
2017; Neufeldt et al., 2018; Van Den Elsen et al., 2021):

- Union: Las proteinas al exterior del viridbn interactian con proteinas de
superficie en células susceptibles (monocitos, células dendriticas de piel,
neuronas, trofoblastos, etc.). De manera general los flavivirus se unen a
receptores TAM de la familia de las tirosin-cinasas

- Internalizacion: Una vez que los viriones han sido anclados a la superficie
celular, ocurre una serie de interacciones especificas que median la
internalizacion. Esto sucede predominantemente por una via endocitica
dependiente de clatrina

- Fusion: Posterior a la endocitosis, la ATPasa Vacuolar bombea protones
del citoplasma al lumen de los endosomas, provocando un aumento en el
pH y cambios conformacionales en las proteinas de envoltura viral, lo cual
resulta en su insercion en la membrana endosomal y la formacion de un
puro de fusion, liberando asi la nucleocapside hacia el citosol

- Traduccién: Una vez en el citoplasma, la nucleocéapside es degradada
mediante ubiquitinacion liberando asi el genoma viral. ElI (+) RNA es
reconocido por los ribosomas y es traducido en el reticulo endoplasmico
rugoso (RER), produciendo una Unica poliproteina. Las proteasas celulares
y virales se encargan del procesamiento co-traduccional y post-
traduccional para producir las proteinas estructurales y no estructurales

- Replicacion de RNA: Las proteinas no estructurales se ensamblan en la
membrana del RE induciendo la invaginacion de ésta para producir los
sitios de replicacion. En estos complejos de replicacion se produce el RNA
viral mediante una molécula intermediaria de polaridad negativa. Todas las
proteinas no estructurales son esenciales para el proceso de replicaciéon

- Ensamblaje: El (+) RNA producido mediante la replicasa viral puede ser
incorporado en nuevas particulas virales. El ensamblaje de las nuevas
particulas virales se lleva a cabo en el RE, regularmente en regiones

opuestas a los sitios de replicacion.
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- Maduracion: Los viriones inmaduros son secretados en vesiculas hacia el
aparato de Golgi, donde avanzan por las diferentes cisternas con un pH
decreciente. La maduracion se da en la via secretora por escision de la
proteina prM mediada por furina

- Secrecion: Los viriones maduros son secretados al ambiente extracelular

mediante la via exocitica

A pesar de que tal y como se muestra en el texto anterior, el ciclo replicativo
de los flavivirus no involucra la participacién del nucleo, al contrario de lo que
sucede con otros virus (seccion 2.1), se han reportado hallazgos en los que
varias de las proteinas virales se encuentran presentes en dicho
compartimento celular, en el trabajo de (Lopez-Denman & Mackenzie, 2017)
se mencionan, a manera de resumen, las proteinas flavivirales que han sido

identificadas en el nucleo celular, siendo estas:

- Capside
- NS5

- NS3

- NS4B

2.2 Presencia de la NS3 en nucleo celular

Es bien sabido que el papel de las proteasas virales en el establecimiento de
la infeccion es basto y variado, por lo que no es de sorprender su presencia
en el nucleo celular. Por ejemplo, se ha reportado la co-localizacién de la
proteina NS3 del virus de encefalitis japonesa (JEV, por sus siglas en inglés)
con la proteina lamina nuclear A/C, en la linea celular de riiidén de cerdo PS
infectada, siendo éste el primer antecedente de la presencia de la NS3 de un
flavivirus en el nucleo celular (Uchil et al., 2006). Mediante el estudio de la
reorganizacion de estructuras subcelulares, en infeccion de células Huh7 con
ZIKV, se observa que la red del citoesqueleto es desplazada por inclusiones
perinucleares que se encuentran enriquecidas, entre otras cosas, con la

proteina NS3, la cual se acumula sobre la superficie del nucleo con forma de
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rindn (Cortese et al., 2017). Hou y colaboradores (2017) reportaron, mediante
ensayos de inmunocitoquimica, la colocalizacién de NS3 de ZIKV con a-
tubulina en células Vero transfectadas. En dicho estudio se observd que NS3
forma una estructura fibrilar extendida desde el centrosoma, lo cual sugiere
que es capaz de afectar la distribucion de tubulina y el centrosoma. Otro
fendmeno reportado es un cambio en la morfologia de la ldmina nuclear (Hou
etal., 2017). Con la finalidad de elucidar cémo es que la proteasa NS3 de ZIKV
(ZVP, por sus siglas en inglés) afecta las vias de sefalizacion celular, y por lo
tanto sus mecanismos patoldgicos, el grupo de Hill y colaboradores (2018)
realizd un estudio, mediante N- termindmica, en lisados de células HEK 293,
donde se detect6 la interaccion de la ZVP con 31 proteinas celulares, de las
cuales 15 tienen localizacion nuclear, entre ellas : el factor de iniciacion de la
traduccién eucariota 4 gamma 1 (elF4G1), la proteina homdloga cromobox 5
(CBX5) y la enzima ADN- (sitio apurinico o apirimidinico) 5'-fosfomonoéster-
liasa (DNA AP liasa) (Hill et al., 2018). En nuestro grupo de investigacion se
han llevado a cabo distintos trabajos que han dado evidencia sobre la
presencia de la NS3 de DENV y ZIKV en el nucleo celular, tanto de las células
de humano como de mosquito mediante inmunofluorescencia (IF),
microscopia confocal e inmunoelectromicroscopia (IEM). Especificamente, la
presencia de la proteina NS3 de DENV2 en el nucleo celular, siendo asi el
primer reporte de su localizacion nuclear en células infectadas (Reyes-Ruiz et
al., 2018). Mediante la transfeccién del complejo NS2B3 de DENV-2, DENV-4
y ZIKV en células Huh7 (de Jesus-Gonzalez et al., 2020) se pudo observar que
se presenta una pérdida de la integridad de la envoltura nuclear, tal y como
sucederia en algunas enfermedades hereditarias y adquiridas. También se
observé pérdida de integridad y cambio de distribucion de las nucleoporinas
(Nups) ricas en repeticiones de fenilalanina y glicina (FG-Nups) en células
infectadas con ZIKV y DENV. De la misma manera se determiné que la
proteasa NS3 participa de manera directa o indirecta en la degradacion de las
FG-Nups. La NS2B-NS3 de ZIKV degrada a las proteinas Nup98, Nup153 y
TPR, mientras que la NS2B-NS3 de DENV es responsable directa/indirecta de
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la degradacion/ruptura de Nup62, Nup98 y Nup153. También se ha estudiado
la posible localizacion nuclear de la NS3 de DENV-2 en células humanas Huh7
infectadas, y mediante inmunoelectromicroscopia detectaron la presencia de
la proteina NS3 en el nucleo y en el citoplasma durante la infeccién por DENV
(Palacios-Rapalo et al., 2021). Posteriormente, se estudio la distribucion de
NS3 a distintos tiempos del ciclo de replicacion viral, 8 a 12 horas (sintesis de
proteinas virales), 16-24 horas (sintesis de RNA viral y morfogénesis), 18-24
horas (liberacion de particulas virales), donde observaron, mediante Western
blot y microscopia confocal, que a las 8 — 12 horas la proteina NS3 se
encuentra localizada principalmente en el nucleo celular, mientras que a las 16
— 24 horas se localiza mayormente en el citoplasma. Demostrando asi que la
proteina NS3 de DENV-2 tiene localizacion nuclear y citoplasmica,

dependiente del tiempo, durante el proceso de infeccion celular.

2.3 Estructura tridimensional NS3 de ZIKV

Anteriormente se realizdé una breve descripcion de la proteina NS3 de ZIKV
(seccion 1.2). Sin embargo hay algunos otros aspectos que deben de tenerse
en cuenta dada la naturaleza del presente proyecto, los cuales se nombraran

a continuacion:

La NS3 es una proteina con un peso molecular de aproximadamente 69kDa.
Es una enzima multifuncional, con un dominio de serinproteasa tipo tripsina en
los 180 aminoacidos de su extremo N terminal, el cual para ser completamente
activado necesita estar asociado con una proteina de ~14kDa llamada NS2B,
junto a la cual forma un complejo proteico (NS2B3) conocido como proteasa
viral. Mientras que la region C terminal tiene actividades de RNA helicasa y
NTPasa estimulada por RNA (da Silva-Junior & de Araujo-Junior, 2019).

Se ha reportado que la NS2B3, al igual que otras proteinas flavivirales, cuenta
con regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) (Mishra et al., 2018), esta
caracteristica es la causante de que no exista un modelo tridimensional

completo para este complejo proteico debido a que las IDRs no tienen la
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capacidad de formar cristales, consecuencia de la alta movilidad de los
segmentos y que no dispersan los rayos X de manera adecuada (Uversky,
2010). Se sabe que existen modelos tridimensionales incompletos o de muy
baja resolucion en las bases de datos para las proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDPs) e IDRs. Ejemplo de esto son los modelos de NS3 de

distintos flavivirus, incluyendo el perteneciente a ZIKV.
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3.0 Justificacion

A pesar de que la proteasa NS3 de los flavivirus tiene una localizacion y funcién
citoplasmica, se ha reportado su presencia en el nucleo celular, asi como su
interaccién con algunos componentes de éste durante la infeccion. Dado que
las proteasas virales juegan un papel importante en el establecimiento de las
infecciones, es de especial interés el conocer a aquellas moléculas con las que
la NS3 del ZIKV pudiera estar interactuando, y con ello obtener informacion y

detalles a nivel molecular sobre las implicaciones de dichas interacciones.

4.0 Hipotesis

La estandarizacién de una técnica de aislamiento de la NS3 del ZIKV a partir
de fracciones nucleares permitira obtener complejos de interaccién proteina —
proteina entre la NS3 y proteinas nucleares de células Huh7. Los estudios in
silico generaran mas detalles sobre la interaccion de NS3 del ZIKV con otras

proteinas.
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5.0 Objetivos

5.1 Objetivo general

Aislar complejos de interaccidn entre proteinas nucleares y la proteina NS3 de
ZIKV en fracciones nucleares, provenientes de células Huh7 infectadas. Al
mismo tiempo generar modelos tridimensionales para complementar el trabajo

protedmico.

5.2 Objetivos especificos
5.2.1 In vitro

Estandarizar una metodologia de purificacion para la NS3 de ZIKV a partir de
fracciones nucleares.
Aislar la proteina NS3 de fracciones nucleares para su posterior analisis.

Identificar algunas de las proteinas que interaccionan con la proteina NS3.

5.2.2 In silico

Generar una lista de proteinas nucleares con posible asociacion a NS3.
Obtener modelos in silico para las proteinas NS2B3, NS2B y NS3 de ZIKV.

Validar los modelos in silico de las proteinas no estructurales de ZIKV.
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6.0 Metodologia

6.1 In vitro
Cultivo e infeccion de células Huh7 con ZIKV

Los células Huh7 se cultivaron en medio DMEM suplementado con glutamina
2mM, 7% de suero fetal bovino (por sus siglas en inglés, FBS), penicilina
(5x10* U/mL), estreptomicina (50ug/mL) y anfotericina B (1mL/L) a 37°C en
una atmoésfera de 5% CO2. La propagacion del virus se llevo a cabo en
cerebros de ratones CD1 neonatos y el virus se cuantificdé mediante ensayos
de plaqueo en células BHK. Posteriormente, las células se infectaron con ZIKV
a una multiplicidad de infeccién (por sus siglas en inglés, MOI) de 5 por 12 h.
Las células no infectadas o mock fueron incubadas de la misma manera que

las células infectadas pero en lugar de virus se usé medio Hanks.

Fraccionamiento subcelular

Las células Huh7 infectadas y mock se homogeneizaron en buffer hipoténico
frio (20mM HEPES, 10mM KCI, 1mM EDTA, 10% glicerol, 0.5% Tritéon X-100 y
un coctel inhibidor de proteasas), se incubd a 4°C por 10 min, se sometieron a
agitacion por vortex por 1 min y se centrifugd a 2000xg por 1 minuto. El pellet
formado se resuspendid en un buffer hipertonico (240mM NaCl, 20mM
HEPES, 10 mM KCI, 1TmM EDTA, 20% glicerol, 1% Triton X — 100 y un coctel
inhibidor de proteasas), se sometid a agitacion en vortex por th a 4 °C y se
centrifugd a 12,000 x g por 10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes que
correspondieron a la fraccidn citoplasmica y nuclear se almacenaron a -20 °C

para su posterior uso.

Extracto de proteinas totales

La extraccidon de proteinas totales se realizo con buffer RIPA (10 mM Tris-HCI
pH 8, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1% Tritén x-100, 0.1% Desoxicolato, 0.1%
SDS y 140 mM NaCl). Células Huh7 mock e infectadas con ZIKV, se lavaron
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con PBS 1X. A continuacién, se afadié 250 ul de RIPA con inhibidores de
proteasa por 5 min a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, las células
se lisaron con una punta de pipeta y el extracto se recolecté en tubos
eppendorf. Se incubod en hielo por 20 min; y se sometié a un spin por 5 seg,
recolectando el sobrenadante. El extracto se almacend a -20 °C hasta su uso
y las proteinas se cuantificaron con Pierce BCA Protein Assay Kit

(ThermoFisher Scientific #23225), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Analisis de proteina por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE) y Western Blot

Las muestras para analizar fueron separadas por peso molecular mediante la
técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida con una concentracion de
12% de acrilamida, con el equipo de electroforesis (Bio-Rad modelo Mini
PROTEAN Tetra Cell) y peines de 1.5 mm de grosor. La electroforesis se

realizé a 150volts. A cada pozo se le agrego6 30 ug de proteina.

Al término de la electroforesis, se realizé la transferencia a membrana de
nitrocelulosa con poro de 0.2 um por 70 min a 100 volts en el equipo Bio-Rad

modelo Mini Trans-Blot Cell.

La técnica de Western Blot se realizd bloqueando la membrana de
nitrocelulosa con leche descremada al 10% en PBS 1X-Tritén X-100 0.01%
durante 1 h a TA. Posteriormente, se agrego el anticuerpo primario diluido en

PBS 1X durante toda la noche a 4 °C en las siguientes concentraciones:

- Anti-CRT Santa Cruz Biotechnology (sc-373863) 1:1000

- Anti-Lamina nuclear Santa Cruz Biotechnology (sc-376248) 1:1000
- Anti-NS3 ZIKV GeneTex (GTX133309) 1:3000

- Anti GAPDH (sc-47724) 1:1000

Después, se lavé la membrana con PBS 1X-Tritdbn X-100 0.01% y se incubd6
con el anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo y anti-IgG de raton)
acoplado a HRP durante 1 h a TA en una diluciéon de 1:5000 en leche
descremada al 5% en PBS PBS 1X-Tritdbn X-100 0.01%. Finalmente se lavo
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la membrana 5 veces mas. El revelado se llevé a cabo con SuperSignal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate kit (ThermoFisher Scientific #34095).

Inmunoprecipitacion

Las fracciones infectadas y mock fueron tratadas y procesadas con el kit de
inmunoprecipitacion de abcam (numero de catalogo ab206996). En breve, las
muestras se incubaron con anti-NS3, en un volumen maximo de 500 pL, y se
incubaron a 4 °C en agitacion. Posterior a la incubacion, se anadieron 25 pL
de perlas de Sefarosa® con proteina A/G por 1 hora a 4 °C. Las perlas se
recolectaron mediante centrifugacion a 2000xg por 2 min y el sobrenadante se
conservo. Las perlas se lavaron 3 veces con 1 mL de buffer de lavado 1X y se
centrifugaron a 2000xg por 1 min. Posteriormente se realizé la elucidon de la
muestra con 40 uL de glicina/HCI 100 mM pH 2.5, se incubd por 10 minutos en
agitacion y se centrifugd a 2000xg por 1 min, este procedimiento se repiti6 tres
veces de manera secuencial, finalmente se neutralizaron los eluidos con
Tris/HCI 1 M pH 8.5. Las muestras se cuantificaron a 280 nm en NanoDrop
2000 (ThermoScientific). Las elusiones y los sobrenadantes se almacenaron a

- 80 °C para su posterior uso.

6.2 Analisis bioinformatico In silico

Revision sistematica

La busqueda se llevé a cabo en la pagina web “PubMed®”, se realizaron dos
filtrados bajo las palabras clave “Zika” y “Flavivirus”, respectivamente. Las
publicaciones obtenidas se guardaron en formato “PubMed”, dicho archivo
consiste en el titulo, autores y resumen de cada una de las publicaciones que
cumplieron con el criterio de busqueda. Posteriormente los abstracts fueron
analizados bajo el software “Sublime Text’ donde se realiz6 una segunda
exclusion de resultados mediante los términos “Nuclear”, “NS3” y “Nucleus”.
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Los articulos que cumplieron con los criterios de inclusién fueron revisados a

detalle y se gener6 una lista de proteinas con posible asociacion a la NS3.

Busqueda de homologias y STRING

La secuencia de la proteina NS3B3 de ZIKV se obtuvo en formato fasta de la
base de datos UniProt con numero de acceso Q32ZE1. Dicho archivo contiene
los aminoacidos de las posiciones 1369 — 2115 de la poliproteina de ZIKV, los
cuales corresponden a la NS2B (130 residuos, posiciones 1369-1498) y a la
NS3 (617 residuos, posiciones 1499-2115).

Con la secuencia de la NS2B3 se realiz6 una busqueda de homologia con la
herramienta Protein BLAST del National Center for Biotechnology Information

y se eligieron aquellos resultados con mas del 50% de similitud.

A partir de los resultados obtenidos para el BLAST se realizé una busqueda
en la base de datos STRING, en su apartado especializado “STRING Viruses”
(Cook et al., 2018), teniendo como unico criterio de inclusion aquellas
interacciones con proteinas de localizaciéon nuclear. Dichos resultados se

agregaron a la lista de proteinas con posible asociacion a la NS3.

Modelado por homologia

La obtencion de estructuras tridimensionales para la proteina NS2B3, NS2B y
NS3 se realizé mediante dos algoritmos diferentes, de la siguiente manera:

- NS3B3yNS3:I-TASSER (Yang & Zhang, 2015; Zheng et al., 2021; X. Zhou
et al., 2022)
- NS2B: ab initio (Hiranuma et al., 2020; Y. Song et al., 2013)

Se obtuvieron archivos pdb los cuales fueron renombrados y sometidos a un
analisis mediante graficos de Ramachandran Posteriormente, las estructuras

obtenidas fueron refinadas en el servidor 3Drefine: Protein Structure
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Refinement Server (Bhattacharya et al., 2016; Bhattacharya & Cheng, 2013Db,
2013a), y sometidas a un analisis por graficos de Ramachandran, mediante el
software MolProbity (Williams et al., 2018).

Validacion de los modelos tridimensionales

La validacion de las estructuras tridimensionales se realiz6 mediante una
metodologia de simulaciones de MD, la cual se llevé a cabo haciendo uso del
Cluster hibrido de supercomputo Xiuhcoatl del CINVESTAV en el Nodo GPU
K40 con 64gb RAM y 24 cores con un rendimiento tedrico de 345.27
TeraFLOPS. El flujo y el algoritmo de trabajo son similares a lo descrito en

(Martinez Carranza, 2019), en breve:

Las simulaciones de MD tienen su fundamento en la resolucién numérica de
las ecuaciones de movimiento de Newton para un sistema conformado por

atomos interaccionando. Para ello se usan las siguientes ecuaciones:

dar; _ ]
E_ Vi (1)
wi_ Fi
dt o m; (2)

Sin embargo, las simulaciones de MD también necesitan realizar el célculo de

energia en el sistema, para ello se utiliza la siguiente funcion:

Fy = =VU; (3)
El resolver estas ecuaciones implica el uso de métodos de integracion
numérica. Para este trabajo se utilizé el Software GROMACS (Groeningen
Machine for Chemical Simulations) (Berendsen et al., 1995), por lo cual el
método sera el integrador Leap-frog, variante del algoritmo de Verlet (Verlet,
1967). La ecuacion (3) define a la fuerza de un sistema como el gradiente
negativo de su funcion de energia potencial. Esta funcion da origen a otra serie
de funciones conocidas como campo de fuerza (Wassenaar, 2006), el cual es
un modelo matematico que describe la dependencia que tiene la energia de

un sistema con las coordenadas de sus particulas. Un conjunto de ecuaciones
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tipica de un campo de fuerza para uso con biomoléculas tiene la siguiente
forma (Mackerell, 2004):

U(T‘) = Uenlaces + Utorsién + Udiedro + ULermard—]ones + UCoulomb (4)

O en términos generales:

U(T‘) = Uenlace + Uinteracciones no enlazantes (5)

El campo de fuerza empleado en este trabajo es el GROMOS96 43a1, cuyo
campo de fuerza se puede expresar de la siguiente manera (Daura et al., 1998;
Scott et al., 1999):

1 Nb 1 Ng
UGY= 3D Ko b @ =bo, TP +3 ) Ko, [cos(6,(8)) — cos(dy, )’

* %Z:fl Ken[6n (D) = &0, 7+ z:¢1 Kp, 11+ cos(8,) cos(ma by (1))

pares no c12(i)) B 1
+ Z enlazantes (ij) 1 ()8 — (1)) 7 (£)°

N Z pares no qi4; 1
enlazantes (ij) 4re e, 135 (1)

1
N Z paresno  qiq; |_ Crr1ij ()2 _ 1-50Cy
enlazantes (ij) 4re e, 2er3 Rys

Posterior a la eleccion de estos parametros, se selecciond el modelo de
solvente SPC, y una caja cubica con una distancia minima de 1nm entre todas
las caras de la caja y la proteina. El siguiente paso es realizar una minimizacién
de energia, la cual tiene como propdsito llevar a la molécula a su estado de
equilibrio, es decir “relajar” la estructura para que el computo de fuerzas no
provoque un fallo en la simulacién. Una vez que la energia alcanzé el valor
minimo posible se sometio el sistema a un ajuste de condiciones de simulacién
mediante un ensamble NVT, el cual consiste en mantener constante el numero
de particulas (N), el volumen (V) y la temperatura (T), se fijo una temperatura

a 310K, y posteriormente se utilizé un ensamble NPT, el cual consiste en
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mantener constante el numero de particulas (N), la presion del sistema (P) y
la temperatura (T) previamente ajustada, se fij6 un valor de 1bar para simular
la presion atmosférica. El tiempo de simulacion fue de 100 ns. Para analizar
las trayectorias de los diferentes sistemas, se emplearon las siguientes

herramientas:

- gmx gyrate: calculo del radio de giro de la molécula.

- gmx rmsd: calculo de la desviacion cuadratica médica de la estructura.
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7.0 Resultados

Los resultados se dividen en dos secciones: La primera corresponde a lo
realizado in vitro, asi como la revision sistematica y los resultados del STRING,
que sera referida como estudio de interacciones, mientras que la segunda
parte seran los resultados referidos como Bioinformatica estructural,

correspondientes al modelado por homologia y la validacion de estructuras.

7.1 Estudio de interacciones NS3 — proteinas nucleares
A partir de células Huh7 infectadas y células mock incubadas durante 12 h

post-infeccion, se obtuvieron los respectivos extractos totales, la fraccidn
citoplasmica y la nuclear. La pureza de las fracciones se comprobé mediante
el uso de los anticuerpos contra lamina A/C y calreticulina (CRT), ademas de
la especificidad de estos, permitiendo asi que sean usados como marcadores

para nucleo y citoplasma, respectivamente (figura 4).

Infeccidn por ZIKV 12h
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FIGURA 4. ANALISIS MEDIANTE WESTERN BLOT DE EXTRACTOS TOTALES Y FRACCIONES
CITOPLASMICA Y NUCLEAR DE CELULAS INFECTADAS CON ZIKV POR 12 HORAS
Deteccion de CRT (55 KDa) como marcador citoplasmico y de lamina A/C (69 y 62 KDa)
como marcador nuclear en extractos totales (ET) de células mock (carril 1) e infectadas
(carril 2) y en fracciones citoplasmicas (C) o nucleares (N) obtenidas de células mock
(carriles 3 y 5 respectivamente) e infectadas con ZIKV (carriles 4 y 6 respectivamente).

Los anticuerpos para lamina A/C y CRT se utilizaron en todos los carriles.

39



Posteriormente se empled un anticuerpo especifico para la deteccién de NS3
de ZIKV (aNS3 ZIKV GTX133309), por lo cual se realizé la titulacion
correspondiente, ademas de la prueba de reactividad cruzada con una
muestra de NS3 de DENV. Para ello se cargaron varios pozos con extractos
totales de células mock e infectadas con ZIKV, se cort6 la membrana en varias
partes, y cada una fue incubada con diferentes diluciones de anti NS3. En la
figura 5 se observa que el anticuerpo no da ninguna sefal para DENV,
mientras que si existe sefial para las muestras con ZIKV, confirmando asi la
especificidad del reactivo contra este ultimo. Ademas se observa que es
posible trabajar el anticuerpo a diluciones de entre 1:1000 y 1:3000. Sin
embargo, posteriormente se verificd que el intervalo de dilucién en el que el
anticuerpo funciona para detectar proteina en Western Blot, cambia entre lotes

del reactivo.

Titulacidny especificidad de a NS3 de ZIKV GTX133309

M D Z
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FIGURA 5 TITULACION Y PRUEBA DE ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO ANTI NS3 DE
ZIKV EN EXTRACTOS TOTALES
Deteccion de NS3 en extractos totales obtenidos de células mock (M) células
infectadas con DENV (D) y muestras infectadas con ZIKV (Z). Se utilizaron titulos
de 1:1000 (carril 1,2 y 3), 1:3000 (carril 4) y 1:5000 (carril 5).
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Una vez establecida la dilucion a emplear se procedié a identificar la presencia
de la proteina NS3 en las distintitas fracciones nucleares y extractos totales de

células mock como de células infectadas.

Deteccion de NS3 en muestras problema

M ET N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

FIGURA 6 ANALISIS MEDIANTE WESTERN BLOT DE MUESTRAS DE EXTRACTOS TOTALES
Y FRACCIONES NUCLEARES INFECTADAS CON ZIKV

Deteccion de NS3 en muestras obtenidas de células mock (M) mediante extracto

total (carril 1) y fraccionamiento nuclear (carril 2); y en diferentes muestras extracto

total (ET) y de fraccién nuclear (N) obtenidas de células infectadas con ZIKV

(carriles 3,4,5,6,7,8,9y 10).

A partir de distintas muestras de células Huh7 infectadas se obtuvieron
extractos totales y fracciones nucleares, y como controles negativos se utilizd
un extracto total y fraccion nuclear, extraidos de células mock. Como se puede
observar en la figura 6, todas las muestras de fraccion nuclear y extracto total
tienen la presencia de la proteina NS3. A partir de estas muestras se realizé
un pool de extracto total y un pool de fraccidon nuclear, que seran empleados
para los siguientes experimentos. Estos se almacenaron segun lo descrito en

la metodologia.

Una vez obtenidas las muestras nucleares con la NS3 presente, se procedid a
buscar estandarizar una técnica de inmunoprecipitacion que permita el

correcto aislamiento de dicha proteina. Para el establecimiento de las
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condiciones de tiempo y de concentracion de la IP se consultaron diversos
trabajos donde se realizara una metodologia similar para ZIKV o para DENV,
después de realizar comparaciones, de las condiciones usualmente
empleadas, se decidié utilizar una proporcion de anticuerpo:proteina de 1:75
y de 1:30, y un tiempo de tres horas (sugerido por el manual) y otro de 24 horas
(consenso en la mayoria de los articulos sobre IP consultados) ambas

condiciones en incubacion a 4 °C y agitaciéon constante.

Para comenzar, se tuvieron las siguientes consideraciones: un volumen de 150
ML de las diferentes fracciones nucleares empleadas (de células mock e
infectadas) cuyo contenido era de aproximadamente 150ug de proteina, un
volumen final de 500 pL, y la concentracion del stock del anticuerpo con un

valor de Tmg/mL.

En la primera fase del experimento se utilizaron tres condiciones diferentes de
concentracion/tiempo de incubacién, a las cuales se hace referencia como

ensayo 1,2y 3:

1) Anticuerpo 1:75, 3 h de incubacion
2) Anticuerpo 1:30, 3 h de incubacion
3) Anticuerpo 1:30, 24 h de incubacién

Las elusiones de cada ensayo se obtienen por cambio de pH con glicina acida,
dicho buffer tiene como funcion el disociar interacciones proteina — proteina
asi como las interacciones antigeno — anticuerpo. En total se obtuvieron nueve
eluciones (tres por cada ensayo), las cuales fueron analizadas mediante
Western Blot para detectar la presencia de la proteina NS3 de ZIKV. Ademas
se utilizaron dos controles negativo (mock), uno para cada tiempo, y un control
positivo (muestra previamente analizada como positiva para la presencia de

NS3 de ZIKV). Los resultados se muestran en la figura 7:
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Inmunoprecipitacion de fracciones nucleares infectadas con ZIKV

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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FIGURA 7. ESTANDARIZACION DE INMUNOPRECIPITACION DE LA PROTEINA NS3 DE
ZIKV

Deteccidén de NS3 en diluciones de IP mediante tres ensayos:

e Ensayo 1: 3 horas de incubacion y dilucion de anti NS3 1:75

e Ensayo 2: 3 horas de incubacion y dilucion de anti NS3 1:30.

e Ensayo 3: 24 horas de incubacion y dilucién anti NS3 1:30.
Para cada ensayo se analizaron tres eluciones, nombradas elucién #1 (carriles 3,6
y 10, respectivamente), elucién #2 (carriles 4,7 y 11, respectivamente) y elucién #3
(carriles 5, 8 y 12, respectivamente). Se empled una muestra mock
inmunoprecipitada a 3 horas (carril 1) y una muestra mock de inmunoprecipitada a
24 horas (carril 9). También se empled un control positivo de NS3 (carril 2).

De la figura anterior se observa que los controles dan el resultado esperado,
en el ensayo 1 no se detecta la presencia de la NS3, mientras que en las
eluciones de los ensayos 2 y 3 se logré detectar la presencia de la proteina.
Ahora bien, en estos ultimos ensayos soOlo se detecta la presencia en las

eluciones #1 y #2, mientras que en la #3 no hay marca de proteina.

Como siguiente paso, se analizé el sobrenadante obtenido después de la
incubacion con el anticuerpo, con el propésito de verificar la eficiencia de la
inmunoprecipitacion de la proteina. Se realizé para los tres diferentes ensayos,

las muestras mock y el control de infeccién.
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En la figura 8 se puede observar que sélo los sobrenadantes provenientes de
los ensayos 1y 2 tienen presencia de NS3, mientras que el correspondiente

al ensayo 3 no contiene a la proteina. El resultado de los controles es el

esperado. Posteriormente se repiti6 el con algunas modificaciones. Las
cantidades por utilizar de anticuerpo se expresan como concentraciones,
siendo estas: 4ug/mL (derivada de la dilucién 1:75) y 10 ug/mL (derivada de la
dilucion 1:30), para esto se considera que el volumen final de 500 L, se

conforma de 150uL de muestra y 350uL de buffer.

Sobrenadantes de fracciones post IP

1 2 3 4 5 6
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FIGURA 8 ANALISIS MEDIANTE WESTERN BLOT DEL SOBRENADANTE DE LOS ENSAYOS
DE INMUNOPRECIPITACION.

Deteccion de NS3 en sobrenadantes obtenidos del ensayo 1 (carril 3), ensayo 2

(carril 4) y ensayo 3 (carril 6), como controles negativos se utilizaron muestras de

mock inmunoprecipitada a 3 horas (carril 1) y mock inmunoprecipitada a 24 horas

(carril 5). Se utilizé un control positivo de NS3 (carril 2).

Nuevamente se realizaron tres ensayos de inmunoprecipitacion, nombrados

como:

4) Anticuerpo 4pg/mL, 3 h de incubacion.
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5) Anticuerpo 10 pg/mL, 3 h de incubacion.
6) Anticuerpo 10 pg/mL, 24 h de incubacion.

Al tener el precedente de que el ensayo 1 no mostro la presencia de NS3, esta
vez solo se analizé una de las elusiones para el ensayo 4, mientras que los

ensayos 5 y 6 se realizaron considerando las tres eluciones.

Inmunoprecipitacion de fracciones nucleares infectadas con ZIKV

Ensayo 4 Ensayo 5 Ensayo 6
1 2 3 4 5 6 7 8 9
- - — — +——69K0a

FIGURA 9 ESTANDARIZACION DE INMUNOPRECIPITACION DE LA PROTEINA NS3 DE
ZIKV

Deteccion de NS3 en diluciones de IP mediante tres ensayos:

e Ensayo 4: 3 horas de incubacion y anti NS3 4ug/mL

e Ensayo 5: 3 horas de incubacion y anti NS3 10 pg/mL.

e Ensayo 6: 24 horas de incubacién y anti NS3 10 pg/mL.
Para el ensayo 4 se analiz6 una sola elucién (carril 1) mientras que para los ensayos
5 y 6 se analizaron 3 eluciones nombradas como elucion #1 (carril 2 y 6,
respectivamente), elucion #2 (carril 3 y 7, respectivamente), elucion #3 (carril 4 y 8,
respectivamente) Se empled una muestra mock de inmunoprecipitada a 3 horas
(carril 5) y una muestra mock inmunoprecipitada a 24 horas (carril 9).

En la figura 9 se puede apreciar que los resultados son similares a la primera
ronda de IP realizadas, donde la presencia de la NS3 se detecta en las
eluciones #1 y #2. De igual manera se procedi6é a analizar los sobrenadantes

obteniendo lo siguiente:
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Sobrenadantes de fracciones nucleares infectadas con ZIKV
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FIGURA 10 ANALISIS DEL SOBRENADANTE DE LOS ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACION
Deteccion de NS3 en muestras mock (M) inmunoprecipitadas a 3 horas (carril 1) y
24 horas (carril 2), en sobrenadante (SN) de los ensayos 4 (carril 3), ensayo 5 (carril
4), ensayo 6 (carril 5), y en controles negativo (carril 6) y positivo (carril 7) para NS3.

En la figura 10 se muestra el resultado del andlisis de los sobrenadantes. En
esta ocasion se tomaron tres muestras mock, una correspondiente a cada uno
de los ensayos de IP, una muestra de sobrenadante de cada ensayo, asi como
controles positivo y negativo para la presencia de infeccidén. Se puede observar

que todas las muestras de sobrenadante tienen la presencia de NS3.

A partir de estos resultados es que se propone una metodologia de IP tal y
como se muestra en la figura 11, la cual sirvi6 para aislar a la NS3. La

metodologia se resume en lo siguiente:

Se afnade 150puL de muestra y el volumen de buffer indicado por el manual a
un tubo eppendorf, posteriormente se agrega anticuerpo anti NS3 de ZIKV a
una concentracién 10ug/uL, la mezcla anterior se incuba por 24 horas a 4°C
en agitacion. Pasado el tiempo se anaden 25 uL de perlas de sefarosa con
proteina A/G a la muestra y se incuba una hora a 4°C en agitaciéon. Se
centrifuga la muestra a 2000xg durante 2 minutos, el sobrenadante se

conserva y se analiza mediante Western Blot para saber si es necesario repetir
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el proceso de IP. Se realizan tres lavados de perlas y se afiaden 40 L de
glicina acida, se incuba durante 10 minutos en agitacion y se centrifuga para
colectar el eluyente, este paso se realiza por duplicado. Finalmente la muestra
se neutraliza agregando 4 pL de Tris HCI pH 8.5 y se almacena a -80°C para

posterior uso

a%?i?une?p?o Afadir 25 pL de perlas a ,
la proteina + anticuerpo Incubar 1 1
/\1(/ Incubar 24 horaa 4°C (__!
horas /
[ 4°C en
agitacion )
| 1 B ——— Se conserva Centrif
el 200(
sobrenadante Zm
Afadir anti NS3 Analjzar y Lavar las
ZIKV 10pg/mL a repetir IP si perlas 3
150pL de muestra es necesario veces
: l 0
Afadir4opL | | |
Glicina &cida | /
Preparacién de alas perlas e \ NH
perlas con incubar 10min ?
Ji;:u \ proteina A/G en agitacion Centrifug
vees \' colectar
eluyente
| Centrifugar a l ‘
] 2000xq [ Agregar 4pL HO OF
/ 2 min \j de Tris HCI m H/RCOH
\J \'U pH 8.5 /
Lavar 25 pL de perlas con Resuspender al )
buffer de lavado 2 veces 50% con buffer Almacenar a -80°C

FIGURA 11 METODOLOGIA FINAL PROPUESTA PARA LOS ENSAYOS DE
INMUNOPRECIPITACION
Esquema general de la metodologia propuesta para realizar el aislamiento de la
NS3

Como paso siguiente se buscéd predecir, basados en la literatura, algunas
proteinas nucleares que pudieran estar interactuando con la NS3 de ZIKV,
para ello se hizo una revision sistematica y busqueda en STRING, todo esto

con el propdsito de aplicar la metodologia propuesta.

Se realiz6 un primer filtrado de publicaciones cientificas donde se utilizaron los

términos de inclusion: zika y flavivirus, el cual arrojé aproximadamente 40 mil
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articulos. Posteriormente un segundo filtrado con los términos “nuclear”,
“nucleus” ylo “NS3” lo cual redujo la cantidad de resultados significativamente.
El ultimo filtro fue realizar la lectura de los articulos que cumplian con los
términos estipulados, ya que aunque incluyeran la palabra buscada, su
contenido podia no tener ninguna relacién, por ejemplo el término “nuclear”
aparecia al hablar de células mononucleares, las cuales no guardan relacion
con el propédsito del trabajo. Después de terminar la lectura, se obtuvieron 92
articulos relacionados al tema, en los que se encontraron 23 proteinas

nucleares que podrian tener una interaccion con a NS3 de ZIKV.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla, la cual incluye las posibles
proteinas con asociacion a NS3, asi como su funcion. Cabe aclarar que todas

se tratan de proteinas con ubicacion nuclear.

TABLA 1. PROTEINAS PROBABLEMENTE ASOCIADAS CON NS3 OBTENIDAS POR REVISION

SISTEMATICA
Proteina Funcion Proteina Funcion
DDX3 RNA SNF8 Clasificacion
helicasa vacuolar
DDX56 RNA MT1X Metales
helicasa pesados/apopt
osis
Autoantigeno Biogénesis PARK7 Sensor de
La de RNA estrés
oxidativo
TIAR Proteina de MT2 Metales
union a pesados
RNA
TIAL Proteina de PP6R3 Subunidad
union a regulatoria 3
RNA de la
serinfosfatasa
6
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PTB Union a EWS Proteina de
RNA/Splicing union al RNA
P53 Supresién de ADAR1 Control de la
tumores respuesta inmune
CDKN1A Ciclina PARP1 Reparacion del
dependiente de dafio a DNA
cinasa
CBX5 Componente de FUBP2 Unién a RNA,
heterocromatina transcripcion
CPNE3 Biosintesis de hnRP A2/B1 Empaquetado de

glicerofosfolipidos

hnRNPs con
mRNA

DUT Metabolismo
de

nucleétidos

También se revisé la pagina de STRING viruses para encontrar posibles

interacciones de la proteina NS3 de ZIKV, sin embargo dicha base de datos

no cuenta con informacién para ZIKV, por lo que se optd por una busqueda

enfocada en la homologia. Para ello se realiz6 un BLASTP usando la

secuencia de la NS2B3 de la ZIKV (ver anexo 1). Se obtuvieron los siguientes

resultados a partir de dicha busqueda:

TABLA 2 VIRUS CON PROTEINAS CON MAS DE 50% DE IDENTIDAD CON NS2B3 DE ZIKV

Flavivirus

Bassuquara Virus

Usutu virus

Rocio Virus Murray Encephalitis Virus
DENV 1-4 Japanese Encephalitis Virus
Ilheus Virus Kokobera Virus
West Nile Virus Yellow Fever Virus
St Louis Encephalitis Virus Banzi Virus
Kinjin Virus Edge Hill Virus
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Dichos virus se buscaron en la base de datos, sin embargo sélo DENV 1-4,
JEV, YFV y WNV tuvieron resultados para interacciones de su respectiva NS3,
se analizaron los diferentes interactomas obtenidos y los resultados se

muestran a continuacion:

TABLA 3 RESUMEN DE ANALISIS STRING DE VIRUS CON HOMOLOGIA A LA NS2B3 DE
ZIKV

Proteinas identificadas

GNL2 — Proteina de uniéon a GTP nucleolar 2

GNL3 — Proteina de uniéon a GTP nucleolar 3

GNL1 — Proteina de unién a GTP nucleolar 1

GNL3L — Proteina de unién a GTP nucleolar 3 - like
LSG1 — Homdlogo de la subunidad larga de la GTPasal

PSMB88 — Subunidad beta 8 del proteasoma 20S
PSMB5 — Subunidad beta 5 del proteasoma 20S

Mediante esta metodologia se obtuvieron 7 proteinas con posible asociacion.
En conjunto con los resultados previos, se tenian 30 candidatos que, segun la
bibliografia, podrian tener una potencial interaccion con la NS3 de ZIKV. De
este grupo de moléculas se seleccionaron tres proteinas, basandose
unicamente en la disponibilidad de anticuerpos en el departamento. Se
seleccionaron las proteinas DDX5, PTB y p53, los anticuerpos para estas
ultimas dos moléculas fueron donados amablemente por el grupo de trabajo
de la Dra Ana Lorena Gutiérrez Escolano. Ademas se eligid estudiar la
interaccion con lamina nuclear, proteina que es mencionada en los

antecedentes de este trabajo.

Se realiz6 un ensayo de co-inmunoprecipitacion (ColP) en cuatro muestras de
fracciones nucleares provenientes de células Huh7 infectadas con ZIKV, las
cuales fueron inmunoprecipitadas con anti NS3 de ZIKV y posteriormente
analizadas mediante Western Blot utilizando anticuerpos anti DDX5, PTB, p53
y lamina A/C. Ademas se realiz6 lo siguiente:

Se utilizé una muestra de extracto total y una de fraccién nuclear, donde

previamente se identificé la presencia de NS3, como controles positivos y para
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verificar que los anticuerpos anti DDX5, PTB, lamina A/C y p53 marcaran
correctamente. Ademas se inmunoprecipitd una muestra mock la cual sirvid
como control negativo, y una muestra de fraccion nuclear infectada cuya IP se
realizd como control, inmunoprecipitando con un anticuerpo diferente (anti
GAPDH 1:1000), para validar la técnica.

Primero se realizé un marcaje para detectar a la NS3 (1:5000) y a la PTB
(1:5000), posteriormente se realizé stripping para marcar contra DDX5
(1:5000) y otro stripping para detectar a la p53 (1:5000). Los resultados se

muestran a continuacion:

Ensayo de Coinmunoprecipitacion

ColP

<4 100 KDa
A
) S RO B oKDl
B) -— 4= 69 KDa
.- 4= 62 KDa
Q) e G <4 69 KDa
D) — — <— 59 KDa

E) K <— 53KDa

FIGURA 12 ENSAYO DE Colp PARA DDX5, PTB, LAMINA A/C, P53 Y NS3
Deteccion de NS3 (A), lamina nuclear A/C (B), DDX5 (C), PTB (D) y p53 (E) en
muestras de fraccion nuclear (carril 1) y extracto total (carril 2) de células infectadas
con ZIKV, muestra mock inmunoprecipitada (carril 3), muestra de fraccion nuclear
infectada inmunoprecipitada con anti GAPDH (carril 4), y muestras de fracciéon
nuclear infectadas realizadas segun lo descrito en la metodologia (carril 5 — 8).
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En la figura 12 se puede apreciar que tanto la fraccion nuclear y el extracto
total de células infectadas resultaron positivas para los anticuerpos
empleados. Las muestra mock no dio marca para ningun anticuerpo y la
muestra precipitada con GAPDH tampoco dio marca para ninguno de los
marcajes, validando la técnica. Las muestras usadas para la ColP
corresponden a un pool de los dos eluyentes obtenidos por muestra. Estas
muestras tienen marca para la NS3, pero no hay marca alguna para el resto

de las proteinas buscadas.
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7.2 Bioinformatica estructural

Se realiz6 el modelado por homologia de las estructuras tridimensionales de
las proteinas NS2B3, NS3 y NS2B de ZIKV, y se realizd un refinamiento de la
estructura, los resultados obtenidos se almacenaron en formato pdb y a

continuacion se muestra una captura de los modelos obtenidos.

FIGURA 13 MODELO TRIDIMENSIONAL DE LA NS2B3 DE ZIKV
Estructura resultante del modelado por homologia en I-TASSER, en naranja se muestran
los residuos correspondientes a la NS2B y en rojo aquellos de la NS3
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FIGURA 14 MODELO TRIDIMENSIONAL DE LA NS3 DE ZIKV
Estructura resultante del modelado por homologia en I-TASSER

FIGURA 15 MODELO TRIDIMENSIONAL DE LA NS2B DE ZIKV
Estructura tridimensional resultante del modelado por ab initio



Para realizar la validacion de los modelos se utilizé una herramienta llamada
graficos de Ramachandran, los cuales permiten analizar la estructura de las
proteinas mediante la representacion de los angulos de torsion de la siguiente

manera:

- Angulo de torsion Phi en el eje de las abscisas

- Angulo de torsién Psi en el eje de las ordenadas

Esta representacion muestra las combinaciones posibles de los angulos lo que
se deriva en la geometria de los residuos en una proteina. Muchas de estas
combinaciones no son posibles debido al impedimento estérico. En un grafico
estas combinaciones “permitidas” y “no permitidas” se pueden representar
mediante zonas delimitadas. En los graficos realizados para este trabajo

(figuras 16 - 18 y 26) se observan las siguientes delimitaciones:

- Zona delimitada en color azul: Aquellas zonas en donde la combinacién de
angulos no tiene ningun impedimento estérico, también llamadas zonas
favorecidas

- Zona delimitada en color purpura: Aquellas zonas donde la conformacion
es posible si los calculos utilizan valores de radio de van der Waals
ligeramente mas bajos de lo normal, también conocidas como zonas
permitidas

- Zonas en blanco: Donde las combinaciones de angulos no son posibles ya
que existe un impedimento estérico, también llamadas zonas no

permitidas.

Aquellos residuos cuya combinacién de angulos se encuentra en una zona no
permitida se conocen como “outliers” y se representan con marcas de color

rosa, rojo y verde.

Ademas se utiliza el parametro “Z score”, el cual es una evaluacion general de

la calidad del modelo.
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General case Izaleucing and valing

FIGURA 16 GRAFICO DE RAMACHANDRAN PARA LA NS2B3 DE ZIKV
Resultados del analisis de Ramachandran en Molprobity, se muestran: a) Caso
general, b) Isoleucina y valina, c) Pre-prolina y d) Glicina

Ademas del grafico, el analisis de Ramachandran hecho por MolProbity

arrojo los siguientes datos:

- 91.9% (685/745) de todos los residuos se encontraban en zonas
favorecidas (Esperado: 98%)

- 96.8% (721/745) de todos los residuos se encontraban en zonas
permitidas (Esperado: >99.8%)

- Zscore -0.14 + 0.30
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General case Isoleucine and valine
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FIGURA 17 GRAFICO DE RAMACHANDRAN PARA LA NS3 DE ZIKV
Resultados del andlisis de Ramachandran en Molprobity, se muestran: a) Caso
general, b) Isoleucina y valina, c) Pre-prolina y d) Glicina

Ademas del grafico, el analisis de Ramachandran hecho por MolProbity

arrojo los siguientes datos:

- 91.2% (561/615) de todos los residuos se encontraban en zonas
favorecidas (Esperado: 98%)

- 96.8% (593/615) de todos los residuos se encontraban en zonas
permitidas (Esperado: >99.8%)

- Zscore 0.44 +£0.34
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General case
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FIGURA 18 GRAFICO DE RAMACHANDRAN PARA LA NS2B DE ZIKV
Resultados del analisis de Ramachandran en Molprobity, se muestran: a) Caso
general, b) Isoleucina y valina, c) Pre-prolina y d) Glicina.
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Ademas del grafico, el analisis de Ramachandran hecho por MolProbity

arrojo los siguientes datos:

- 91.9% (685/745) de todos los residuos se encontraban en zonas
favorecidas (Esperado: 98%)

- 96.8% (721/745) de todos los residuos se encontraban en zonas
permitidas (Esperado: >99.8%)

- Zscore:1.68+0.73

Posteriormente se realizaron las simulaciones de MD para los tres modelos,

donde se analizé la trayectoria de la molécula para verificar que no hubiera
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estiramiento/ruptura de enlaces (resultados no mostrados), también se

obtuvieron la desviacién cuadratica media de las posiciones atomicas (RMSD,

por sus siglas en inglés) y el radio de giro para las moléculas, los cuales dan

una idea del comportamiento estructural de la molécula. Estos graficos fueron

obtenidos mediante las herramientas gmx rms (RMSD) y gmx gyrate (radio de

giro).
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FIGURA 19 GRAFICO RMSD PARA LA NS2B3 DE ZIKV
Relacién entré el RMSD de la NS2B3 y el tiempo de simulacion trascurrido.
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FIGURA 20 GRAFICO DEL RADIO DE GIRO PARA LA NS2B3 DE ZIKV
Relacién entre el radio de giro de la NS2B3 y el tiempo transcurrido de simulacion.
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Para los resultados obtenidos en el analisis de la simulacion de la NS2B3 de
ZIKV, en la figura 19 se puede observar que el RMSD no se mantiene estable
a lo largo de la simulacion lo que indica una alta variacion de las posiciones
con respecto a la posicion inicial. Mientras que en la figura 20 se puede
observar que el radio de giro empieza a tener menor variacion a partir de los

30ns de la simulacion.
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FIGURA 21 GRAFICO DEL RMSD DE LA NS3 DE ZIKV
Relacién entré el RMSD de la NS2B3 y el tiempo de simulacion trascurrido.
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FIGURA 22 NS3 GRAFICO DEL RADIO GIRO DE LA NS3 DE ZIKV
Relacién entre el radio de giro de la NS2B3 y el tiempo de simulacién transcurrido.
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Para el analisis de la NS3 de ZIKV se puede observar en la figura 1 que el
RMSD de la molécula cambia ligeramente después de los 10ns de simulacion,
oscilando entre los valores de 1 nm y 1.25 nm. Mientras que el radio de giro

oscila entre los 3.0 nmy 3.1 nm a partir de los 20 ns de simulacion.
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FIGURA 23 GRAFICO DEL RMSD PARA LA NS2B DE ZIKV
Relacion entre el RMSD de la NS2B y el tiempo de simulacion transcurrido.
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FIGURA 24 GRAFICO DEL RADIO DE GIRO PARA LA NS2B DE ZIKV
Relacion entre el radio de giro de la NS2B y el tiempo de simulacion transcurrido.
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Para el analisis de la NS2B de ZIKV se puede observar en la figura 23 que el
valor del RMSD oscila entre los 0.3nm y 0.5nm durante toda la simulacion,
mientras que el radio de giro oscila alrededor de los 1.35nm a partir de los

10ns de simulacion

Como parte de la validacion de los modelos estructurales se realizé una
comparaciéon con un modelo tridimensional obtenido mediante métodos
experimentales. Este sera el modelo de referencia. Dicho modelo corresponde
a la estructura de la NS3 de DENV 4 con numero de acceso 2whx, su
secuencia se muestra en el anexo 1. Al igual que lo obtenido para las
moléculas construidas por homologia se obtuvo la estructura tridimensional, el
grafico de Ramachandran, el grafico de RMSD vy el radio de giro para la

proteina utilizada como referencia.

FIGURA 25 MODELO TRIDIMENSIONAL DE LA NS3 DE DENV 4
Estructura tridimensional de la NS3 de DENV 4, niumero de acceso a UniProt 2whx.

62



-180 LS £

-180 0 Phi 180

FIGURA 26 GRAFICO DE RAMACHANDRAN PARA LA NS3 DE DENV 4
Resultados del analisis de Ramachandran en Molprobity, se muestran: a) Caso
general, b) Isoleucina y valina, c) Pre-prolina y d) Glicina.

Ademas del grafico, el analisis de Ramachandran hecho por MolProbity

arrojo los siguientes datos:

- 95.4% (559/586) de todos los residuos se encontraban en zonas
favorecidas (Esperado: 98%)

- 99.8% (585/586) de todos los residuos se encontraban en zonas
permitidas (Esperado: >99.8%)

- Zscore:-1.49+0.31

En la figura 27 se puede observar que el modelo de la NS3 de DENV4 presenta
poca variacion en el valor de RMSD, oscilando entre 0.5nm y 0.7nm a partir
de los 10 ns de simulacion. Mientras que en la figura 28 se puede observar
que el radio de giro de la molécula oscila entre 2.6 nm y 2.7 nm a partir de los

20 ns de simulacion.
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FIGURA 27 GRAFICO DE RAMACHANDRAN PARA LA NS3 DE DENV4
Relacién entre el RMSD de la NS3 de DENV4 y el tiempo de simulaciéon

transcurrido.
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FIGURA 28 GRAFICO DE RADIO DE GIRO PARA LA NS3 DE DENV4
Relacion entre el radio de giro de la NS3 de DENV4 vy el tiempo transcurrido de

simulacion.
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8.0 Discusion

Al igual que la seccion de resultados, la discusion estara dividida en dos
secciones.

8.1 Estudio de interacciones NS3 — proteinas nucleares

Como primer paso se busco estandarizar la metodologia que seria empleada
para la obtencién de muestras donde se pudiera estudiar la interaccion entre
la NS3 de ZIKV y proteinas presentes en el nucleo de células Huh7. Se
empezo6 verificando la técnica de fraccionamiento, con el propédsito de
cerciorarse de que no hubiera contaminacién cruzada entre las muestras, para
ellos se utilizaron marcadores de proteinas especificas de citoplasma y nucleo,
la CRT y la lamina A/C respectivamente. No se tuvo ningun problema con la

técnica ya que, como se observo, permite el aislamiento de fracciones puras.

Como parte del procedimiento se titulé un nuevo anticuerpo para detectar,
especificamente, la NS3 de ZIKV. De los titulos empleados dos sirvieron para
detectar la proteina, 1:1000 y 1:3000, sin embargo en la segunda
concentracion se observaron dos marcas, la primera a ~69KDa,
correspondiente al peso de la NS3, y la segunda en aproximadamente
100KDa. Al consultar en la pagina del fabricante (GeneTex) se verificd que esta
segunda marca es caracteristica del anticuerpo, y de las distintas referencias
publicadas se observa que puede o no aparecer al revelar la membrana. Es
posible que se deba a la formacion de un complejo entre el reactivo y la
proteina de interés. Se podria pensar que dicha banda es consecuencia de
una inespecificidad (Ghosh et al., 2014), sin embargo en la muestra mock no

hay presencia de tal banda, por lo que se descarta esta posibilidad.

Posteriormente se llevo a cabo la identificacion de la proteina NS3 en muestras
obtenidas a partir de células infectadas, habiéndose detectado en los extractos
totales asi como en la fraccidn nuclear, corroborandose lo reportado sobre la

presencia de esta proteina en este organelo.
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En los resultados obtenidos en el primer analisis de las eluciones (Figura 7) se
observa que en el primer ensayo no se detecta la presencia de la NS3, esto

podria deberse a tres motivos:

1- La muestra no tiene NS3, sin embargo fue analizada anteriormente y se
sabe que la proteina esta presente, por lo tanto queda descartada

2- Lacantidad de anticuerpo es muy baja y no da una sefial lo suficientemente
fuerte como para que sea detectada (Hoffman et al., 2016)

3- El tiempo para la formacién del complejo anticuerpo — proteina fue
insuficiente, lo cual tendria su origen en la afinidad del anticuerpo
(Reverberi & Reverberi, 2007).

En los ensayos 2) y 3) se observa la presencia de NS3, por lo cual se puede
afirmar que el motivo por el que no hay marca en el ensayo 1) es por una
cantidad de anticuerpo insuficiente. Para estos ensayos se obtuvieron dos
elusiones con presencia de la proteina NS3, mientras que el tercero no da
marca alguna. Dado que este resultado se obtuvo en diversas ocasiones se

considerd que estas serian suficientes para obtener la muestra.

Posteriormente se realiz6 un Western Blot del sobrenadante obtenido para
cada una de las fracciones que se utilizaron para los ensayos de IP realizadas,
de esto se pudo observar que tanto el ensayo 1) como el ensayo 2) dan marca
para la presencia de NS3, mientras que el ensayo 3) no da marca alguna. De
aqui se pueden discutir varias cosas: En primer lugar, la presencia de NS3 en
el sobrenadante del ensayo 1) nos indica que la cantidad de anticuerpo vy el
tiempo empleados no fueron suficientes para lograr la captura de la proteina
de interés, por lo que dichas condiciones no son las adecuadas para los
objetivos de este trabajo. Después, la presencia de proteina en el ensayo 2)
se puede atribuir a que el tiempo y la cantidad de anticuerpo empleada no
fueron suficientes para lograr captar toda la proteina presente en la muestra,
caso contrario ocurre con el ensayo 3) donde no se observa presencia de la
proteina en el sobrenadante, por lo que se puede pensar que toda la proteina

ha sido capturada durante la IP.
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Los ensayos de IP se repitieron, aunque esta vez se realizé un ajuste a la
concentracion del anticuerpo. Durante la primera prueba se empled una
cantidad de anticuerpo dependiente de la cantidad de la proteina presente en
la muestra, sin embargo, durante la realizacion del proyecto se pudo observar
que las cantidades de proteina obtenidas de las fracciones nucleares eran
relativamente constantes (datos no mostrados), por lo que se optd a expresar
su concentracién en funcion del volumen total, siendo estas: 4ug/mL y 10
Mg/mL. Los ensayos 4), 5) y 6) se pueden considerar repeticiones de los

ensayos 1), 2) y 3), respectivamente.

Para el ensayo 4) y con el antecedente de que no se obtuvo resultado alguno
en el ensayo 1), se realizé un pool con ambas elusiones, obteniendo el mismo
resultado, por lo que se finalmente se pueden descartar dichas condiciones
para la IP. Mientras que 5) y 6) muestran resultados similares a los obtenidos
durante la primera ronda de IP. Al analizar los sobrenadantes esta vez se
observa que hay presencia de NS3 en los tres sobrenadantes, donde los
ensayos 4) y 5) son consistentes con lo anteriormente obtenido, sin embargo
en 6) se obtiene un resultado diferente al visto en 3). La marca positiva para la
NS3 se puede explicar bajo el siguiente punto de vista: la infeccion de las
células empleadas para la obtencién de las fracciones nucleares que se
utilizarian en los ensayos 1), 2) y 3) se realizd6 con un ZIKV diferente al
empleado para las infecciones que corresponden a los ensayos 4), 5) y 6).
Este ultimo virus, tuvo una mayor infectividad con respecto al virus empleado
durante los primeros ensayos, lo cual pudiera relacionarse con una mayor
sintesis de las proteinas virales y por lo tanto una mayor descendencia viral
formada durante la infeccion (Rodriguez et al., 2009). En conclusién, para
obtener resultados consistentes es importante el unificar el proceso de
obtencidn de stocks virales para que el proceso de infeccidn no sea una fuente

de incertidumbre durante la realizacion de los experimentos.

Finalmente con lo obtenido anteriormente, se propuso una metodologia a

utilizar en los ensayos de IP (figura 11). A pesar de que se trataron de
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establecer algunas condiciones de experimentacién, se encontraron
dificultades durante el proceso previo a la IP, lo que nos indica que, se deben
de estandarizar adecuadamente todas las condiciones requeridas en la

técnica.

Una vez establecida la técnica a emplear para el estudio de las interacciones
proteina — proteina se llevd a cabo una revision sistematica con la finalidad de
encontrar moléculas que fueran “culpables por asociacion” para su interaccion
con ZIKV. En esta parte del trabajo se analizaron mediante criterios de
inclusion 40 mil resumenes obtenidos de la base de datos pubmed, dichos
criterios de inclusion se dividieron en dos etapas, primero aquellos
correspondientes unica y exclusivamente al término “Zika”, asi como aquellos
relacionados con el término “flavivirus” ya que se podria estudiar la posible
interaccion con alguna proteina por homologia con datos conocidos de algun
otro virus perteneciente al género. Los resumenes de esos 40 mil articulos se
analizaron en un segundo filtro el cual incluia a las palabras “nuclear”, “NS3”,
“nucleus”, ya que son los términos que mas se relacionan con la tematica de
este proyecto. Sin embargo, todo articulo que cumpliera con dichos criterios
era analizado para verificar que fuera un trabajo sobre ZIKV o algun flavivirus,
ya que, por ejemplo, el término “nuclear” puede ser un poco ambiguo, y
englobar resultados como “mononuclear”. Bajo estos criterios, s6lo 92 articulos
fueron seleccionados y revisados minuciosamente uno a uno, y se obtuvo un
total de 21 moléculas de ubicacion nuclear. Estas 21 moléculas mostraban
alguna disrupcién en su funcién, algun cambio de regulacion en las vias de
sefalizacion donde participaban, cambio en su nivel de expresion, etc. Cabe
mencionar que aquellos articulos que figuran como parte de los antecedentes
de este trabajo se excluyeron.

Posteriormente se hizo unas busqueda en STRING viruses, sin embargo ZIKV
no se encuentra en dicha base de datos, por lo que se decidié buscar proteinas
virales homologas a la NS2B3 y reintentar la busqueda en la base de datos.

Los resultados obtenidos corresponden unicamente a otros flavivirus, como el
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DENV, JEV, WNV, YFV, mientras algunos como el virus Bussuquara cuentan
con menos de 20 articulos publicados en PubMed desde en un periodo de 52
anos. Habiendo obtenido los resultados de homologia, se compararon los
resultados con lo existente en la base de datos. Las proteinas obtenidas en
los interactomas se repiten en los diferentes virus analizados.
Interesantemente, el origen de dicha informacion, segun la pagina de STRING
virus, es resultado de la mineria de datos, lo que implica que en una base de
datos como STRING no existe informacion actualizada ni verificada de manera
experimental sobre la posible interaccion de la NS2B3 de los flavivirus con
alguna proteina nuclear de origen humano. Esta busqueda arrojo siete

proteinas nucleares (Tabla 3).

En conjunto con la primera parte de la revision se obtuvo un total de 28
proteinas nucleares que podrian tener una asociacion con la proteina NS3. El
siguiente paso fue elegir algunas de estas proteinas para estudiar su posible
interaccion con la NS3, debido a distintos factores, principalmente la
disponibilidad de reactivos. Se eligio estudiar a p53, DDX5, PTB y lamina

nuclear.

Se realizé un ensayo de Co-IP donde la primer parte del procedimiento
corresponde a lo realizado en la IP, una vez obtenidas las elusiones estas se
analizaron por Western Blot para las diferentes proteinas seleccionadas,
ademas se utilizaron una muestra de fraccidon nuclear y una muestra de
extracto total, ambas provenientes de células infectadas, como controles para
la presencia de las proteinas en estudio. Se utilizé una muestra mock y se
realizd una IP donde el anticuerpo empleado fue GAPDH, esto para dar validez

a los resultados obtenidos.

Los resultados obtenidos en las muestras control son los esperados, ya que
se tiene la presencia de todos las proteinas estudiadas. Las marcas
correspondientes a NS3 se observan muy tenue, ademas de con el patron de
dos bandas descrito anteriormente. Dichas muestras se emplearon como

controles en distintos experimentos, siendo descongeladas en distintas
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ocasiones, esto conlleva a la desnaturalizacion de las distintas proteinas
debido a la formacién de cristales en cada proceso de congelacién (Cao et al.,
2003), ademas de que no se utilizé ningun agente crioprotector que permitiera

mantener la integridad de las proteinas.

En la muestra mock y la muestra de la IP no se detectd ninguna banda de
proteina con el anticuerpo anti GAPDH esto nos demostré que las bandas

obtenidas para NS3 son especificas.

Finalmente, para la Co-IP se utilizé a la lamina nuclear como control del
ensayo, ya que, como se menciona en los antecedentes (Uchil et al., 2006;
Cortese et al., 2017) hay evidencia de que la presencia de la NS3 en el nucleo
celular afecta a dicha molécula. Sin embargo, no se observa marca para
ninguna de las moléculas en estudio. Esto puede atribuirse a distintos factores,

los cuales se analizaran a continuacion

A) La primera y mas sencilla de las opciones es que no exista interaccion o
gue la NS3 no esté interactuando de manera directa con ninguna de estas
proteinas, lo que explicaria por qué no hay resultado positivo para los
ensayos de Co-IP.

Se han reportado varios interactomas para la NS3 de ZIKV (Coyaud et al.,
2018; Shah et al., 2018), y se sabe de su amplia interaccién con el sistema de
endomembranas, aun asi existe poca informacién sobre las interacciones con

proteinas nucleares. Esto nos lleva a nuestro siguiente punto.

B) La naturaleza de las interacciones proteina — proteina: Biolégicamente
existen distintos tipos, aquellas “obligadas” y “no obligadas”, este segundo
grupo de interacciones contiene una subclasificacion de interacciones
conocidas como “transitorias” las cuales a su vez pueden ser fuertes o
débiles (Acuner Ozbabacan et al., 2011). De entre todas estas
clasificaciones las interacciones transitorias débiles son las de menor
estabilidad y duracion, interesantemente se ha descrito que este tipo de

interacciones participan en procesos tales como la respuesta inmune,
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C) apoptosis, supresion de tumores, etc. (Ghadie & Xia, 2022). Es probable

gue si dichas interacciones existen sean transitorias y no sea posible
detectarlas mediante una simple técnica de Co-IP, por ello el realizar un
entrecruzamiento (crosslinking o XL) previo seria la mejor opcion. Es
posible realizar un XL reversible mediante el uso de formaldehido (Kast &
Klockenbusch, 2010), esto permitiria estabilizar las interacciones entre NS3
y otras proteinas y posterior a la Co-IP se pueden romper dichas
interacciones. Esto ayudaria a tener certeza de que hay proteinas ademas
de la NS3 en las elusiones de las IP, lo cual resolveria también el problema
presentado en el inciso A, ya que se podria estudiar a manera de screening
las interacciones de la proteina viral en el nucleo celular, pues hacerlo de

manera individual resulta demasiado complejo.

Estas opciones representan los puntos mas “convencionales”, sin embargo

hay mas factores que pueden ser tomados en consideracion:

1)

2)

3)

4)

En sentido estricto, los cambios de fuerza ionica también tienen efecto
sobre los parametros moleculares que permiten la existencia de
interacciones entre proteinas (Mdller et al., 2012), asi que el uso de un
buffer hipertonico podria estar influenciando.

Para la interaccion entre el dominio de proteasa y proteinas nucleares, se
puede estudiar a mayor detalle si estos cumplen con el perfil de sustratos
susceptibles a la actividad de la proteasa viral (Gruba et al., 2016).

Debe ser tomado en cuenta que la NS3 puede interactuar no sélo mediante
su dominio de proteasa. Ademas del resto de dominios descritos con
anterioridad, también se sabe que la NS2B3 tiene IDRs (Li & Kang, 2020) lo
gue le da un amplio espectro de posibilidades para interaccionar con otras
proteinas. El estudio de este tipo de interacciones es un tanto complejo, ya
gue no sé puede estar seguro de todos los factores necesarios para que
ocurran.

La NS3 de ZIKV ha sido reportada con mecanismos que no son propios de

la proteina, mediante los cuales tiene interacciones con otras proteinas, un
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ejemplo de ello es su interaccion mediante motivos 14-3-3 para antagonizar a
RIG-l y a MDAS (Riedl et al., 2019).

8.2 Bioinformatica estructural

A continuacion se discutiran de los resultados obtenidos en los modelados por

homologia y la validacion de los modelos.

En primer lugar se decidi6 realizar la construccion de un modelo tridimensional
para la NS2B3 ya que no existe algun modelo en las bases de datos, Protein
Data Bank ni SwissProt, que contenga la secuencia completa de la proteina,
los modelos mas completos corresponden a DENV vy al virus de la encefalitis
del valle de Murray. La falta de una estructura se debe a que, como se ha
mencionado antes, la NS2B3 tiene IDRs las cuales no permiten una correcta
cristalizacion de la proteina para la obtencién de un modelo tridimensional.
Para poder estudiar a la proteina en su totalidad es necesario tener toda la
informacion de su secuencia y su estructura, ya que sus caracteristicas
fisicoquimicas dependen de ello. De ahi que se tomara la decisién de realizar

un modelado por homologia.

A pesar de que s6lo se muestran los modelos finales para cada proteina, en
un inicio se realizé una comparacion entre varios servidores de modelado. Se
utilizé el SWISS-MODEL del Swiss Institute of Bioinformatics (Waterhouse et
al., 2018) y I-TASSER para el modelado de la NS3, NS2B y la NS2B3. Los
algoritmos (los cuales no se discuten en este trabajo, pero se pueden consultar
en la bibliografia proporcionada) son diferentes entre si, siendo I-TASSER el
que tiene mayor robustez al ser ejecutado, prueba de ello son sus resultados
en el Critical Assessment of Methods of Protein Structure (CASP), el cual es
un experimento mundial y comunitario que se realiza cada dos afnos,
obteniendo el primer lugar en seis de las siete ediciones en las que han
participado. Los modelos de NS2B3 y NS3 obtenidos mediante I-TASSER

fueron seleccionados sobre los obtenidos por SWISS-MODEL, uno de los
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factores que influyd mucho esta decision fue que el modelo construido para
NS2B3 mediante el segundo algoritmo estaba incompleto. Por los motivos
anteriores se decidio utilizar I-TASSER, sin embargo este algoritmo presento
dificultad para poder modelar la estructura tridimensional de la NS2B, por lo
que se decidid usar un servidor alterno conocido como Robetta, bajo una
metodologia de ab initio, que basicamente consiste en la construccidn de novo

del modelo tridimensional.

Una vez obtenidos los modelos, estos fueron refinados mediante el uso de otro
servidor web. El propésito del refinamiento de una estructura tridimensional
consiste en aumentar la precision de los modelos construido in silico mediante
el ajuste de la estructura secundaria y la modificacion de las interacciones de
las cadenas laterales (Adiyaman & McGuffin, 2021). Como primer punto de la
validacion estructural de los modelos se obtuvieron los graficos de
Ramachandran de los péptidos. Los graficos de Ramachandran sirven como
herramientas de verificacion indirecta de la estereoquimica y la geometria de
una proteina, mediante la premisa de que las distintas geometrias se
encuentran en regiones electrostaticamente desfavorables, también llamadas
“prohibidas” (Patil et al., 2018). La teoria nos dice que un grafico con 290% de
residuos en areas favorecidas asi como un valor |Z| < 2 (Bilal, et al 2019; Oleg,
et al 2020) es sindbnimo de una estructura con buena calidad, por lo que los
tres modelos obtenidos se consideran aptos para su uso al tener buenos

parametros fisicos/geométricos/estéricos.

Para llevar a cabo la validacién de los modelos se utiliz6 una metodologia de

simulaciones de MD, donde los objetivos son:

a) Verificar la integridad del modelo: Es necesario saber si el modelo es capaz
de resistir ser sometido a un campo de fuerza para simular su
comportamiento. El principal problema es la posible disrupcién del modelo,
ya que en las simulaciones de MD la ruptura de un enlace se presenta
como una deformacion elastica en la molécula (Baljon & Robbins, 1999),

esto puede identificarse como el alargamiento de los enlaces. Para ello hay
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que revisar la trayectoria de la simulacién durante toda la duracion de ésta,

para verificar que los modelos se mantengan integros. Las trayectorias de los

tres modelos se analizaron y no se observd ningun cambio “elastico” en las
estructuras, por lo que los modelos cumplen con esta condicion.

b) Comparar el modelo tridimensional con uno similar que haya sido obtenido
de manera experimental: Esto es necesario para verificar si el
comportamiento de las moléculas es similar, lo cual le da mas validez al
modelo construido in silico. Sin embargo, como se ha mencionado con
anterioridad, no existen modelos de la NS2B3 ni la NS2B, por lo que esta
comparacion no se puede realizar para dichos modelos de ZIKV, y
Unicamente se analizaran los resultados de la MD. Para la NS3 se utiliz6 el
modelo 2whx perteneciente a DENV 4. En primer lugar se analizaran los
modelos de NS2B3 y NS2B.

NS2B

De acuerdo con la base de datos DISPROT (Sickmeier et al., 2007) la NS2B
es una proteina que contiene IDRs asi como transiciones desorden — orden
(Roy et al., 2017), es decir hay presencia de estructuras secundarias. Al
analizar la estructura tridimensional obtenida se puede determinar que
contiene regiones de loops y giros aleatorios, correspondientes a las IDRs,
ademas la proteina carece de zonas de baja complejidad (repetidos de uno o
dos residuos de aminoacidos) y de zonas altamente cargadas (regiones ricas
en residuos de aminodacidos basicos y acidos) (Gongalves-Kulik et al., 2022),

ademas cuenta con cuatro regiones de hélice alfa.

Las fluctuaciones de valores en los graficos de RMSD y Rg se mantienen en
un cierto intervalo (0.4 nm — 0.5nm y 1.325nm -1.375nm respectivamente) a
partir de los 10 ns de simulacion. Esto se interpreta como el tiempo necesario
para que el sistema se equilibre, por lo que las simulaciones deben extenderse
a un total de 110ns para asi observar el comportamiento del modelo construido

por al menos 100ns (tiempo estandar de analisis).
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La variacion del RMSD es indicador de lo que sucede con el modelo, donde
una variacion de hasta 2-3 A es normal en una proteina que no cambia su

plegamiento durante la simulacion (Becker, 2001).

NS2B3

Para esta proteina el valor de RMSD es alto, ya que oscila por entre los 15 A
y 20 A (1.5 y 2.0 nm respectivamente). En primera instancia esto significaria
que el modelo es muy inestable, sin embargo, esto se puede atribuir a

distintos factores:

- La presencia de zonas muy flexibles (IDRs) en la proteina, lo cual da como
resultado una alta fluctuacion en la estructura, esto se debe al alto
dinamismo que tienen dichos segmentos (Mishra et al., 2020). Esto ultimo
se puede confirmar al analizar la trayectoria.

- Losresultados pueden cambiar dependiendo del campo de fuerza utilizado,
ya que son parametros empiricos. Recientemente se ha descrito que los
campos de fuerza GROMOS cuentan con parametros fisicos incorrectos
que pueden llevar a una desviacion de valores en algunas caracteristicas
(Hess et al., 2019), por lo que analizar los modelos bajo otro campo de
fuerza como OPLS, CHARMM o AMBER puede ser una opcion valida para

mejorar el resultado obtenido.

No es posible validar la estructura de NS2B3 ZIKV con la estructura de
referencia NS2B3 DENV, sin embargo se puede comparar el comportamiento
de ambas moléculas bajo condiciones similares. En primer lugar se encuentran
grandes diferencias en el comportamiento descrito por el RMSD. Estos
cambios se pueden atribuir a la presencia de la NS2B en el modelo de ZIKV,
ya que el modelo de referencia sélo tiene 12 aminoacidos de dicha proteina.
De forma interesante se observa que el modelo tridimensional de DENV
presenta un RMSD de hasta 7 A, lo cual segun la literatura (Becker, 2001),
corresponderia a una estructura de baja calidad o que tiene algun problema,
por ello se hace una reiteracion en la estandarizacion de un protocolo en el

que se incluya un campo de fuera adecuado para estas proteinas.
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El analisis de las trayectorias junto a las estructuras promedio a lo largo de la
simulacién muestran que los dominios IDRs confieren una alta flexibilidad,
especialmente al dominio de proteasa de la NS2B3. Dicha alta movilidad del
dominio NS3(pro), asi como la menor compactacion de la proteina indicada
por el radio de giro, en presencia de la NS2B, podria indicar que dicho cambio
estructural puede ser de utilidad para la actividad de proteasa que yace en
este dominio de la NS2B3.

NS3

Esta proteina muestra un comportamiento intermedio al de la NS2B3 de ZIKV
y la NS3 de DENV, a pesar de que su RMSD tiene valores mas bajos ~10 A,
se observan mayores fluctuaciones estructurales en el RMSD y en el radio de
giro, esto se refleja en que tan constante se mantiene un valor, aunque la
proteina llega a un punto de equilibrio a partir de los 20ns. Se puede visualizar
que la ausencia de la NS2B en el modelo estructural reduce la movilidad de la
proteina, comparada con el modelo de NS2B3, sin embargo por los factores
discutidos anteriormente se puede esperar que los resultados para este
modelo sean mejores después de una correcta estandarizacion de las

condiciones de simulacion (campo de fuerza).
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9.0 Conclusiones

Es necesario optimizar la metodologia de Co-IP para poder obtener a la NS3
junto a las proteinas con las que interactua. En este contexto el utilizar una
metodologia de crosslinking quimico con formaldehido parece ser viable, ya
que dicha reaccion es reversible con la ebullicién de la muestra, lo cual puede
realizarse una vez obtenido el eluido de la Co-IP. Sin embargo también es
necesario tener un stock constante de virus cuyas caracteristicas (pase y
origen) no cambien demasiado, ya que como se vio pueden tener impacto en
las técnicas. La optimizacién de la técnica serviria para confirmar o refutar los
resultados observados durante este trabajo, asi como dar viabilidad a la
siguiente fase del proyecto, que permitiria identificar las interacciones proteina
— proteina a manera de screening mediante una espectrometria de masas (

MS, por sus siglas en inglés).

Por otro lado, los modelos son viables para su uso ya que se mantienen
integros durante las simulaciones, sin embargo, hay que tener en cuenta las
condiciones con las que se trabaja, sin olvidar que dichos sistemas simulados
son una simplificacibn del ambiente celular real. Es necesaria la
estandarizacion de los protocolos y algoritmos de simulacion de MD,
principalmente el campo de fuerza ya que no se pueden esperar resultados
optimos de un modelo analizado con un campo con fisicas incorrectas. Esto

permitiria realizar un trabajo in silico de mayor precision.
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10.0 Perspectivas

10.1 In vitro

Para esta parte del proyecto se propone lo siguiente:

- Inclusién de un crosslinking quimico reversible en el protocolo de Co-IP

- Verificar los resultados obtenidos después de estableced dicha
metodologia.

- Obtencion masiva de muestras para mandar a MS.

- Identificacion de proteinas en interaccion con la NS2B3 de ZIKV asi como
su comparacion con los resultados de la revision sistematica.

- Debido a la naturaleza de NS3, NS2B3 y de NS2B, realizar estudios que
permitan obtener mas informacién sobre su estructura, sin la necesidad de
cristalizar la proteina, tales como: dispersion de rayos X de bajo angulo
(SAXS), dicroismo circular (CD).

10.2 In silico

Para la parte computacional se propone lo siguiente:

- Estandarizacién de las condiciones de simulacion, lo que incluye:

= Campo de fuerza.

* Modelo de solvatacion.

= Condiciones y modelos para calculos electrostaticos.

» Energia de minimizacion y ensambles candnicos.

= Algoritmo de integracion.

- Realizar un docking molecular con proteinas de interés o con proteinas en

interaccion encontradas experimentalmente.
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Anexo 1

Secuencia de NS3B3 de ZIKV

SWPPSEVLTAVGLICALAGGFAKADIEMAGPMAAVGLLIVSYVVSGKSVDM
YIERAGDITWEKDAEVTGNSPRLDVALDESGDFSLVEEDGPPMREIILKVV
LMAICGMNPIAIPFAAGAWYVYVKTGKRSGALWDVPAPKEVKKGETTDGV
YRVMTRRLLGSTQVGVGVMQEGVFHTMWHVTKGAALRSGEGRLDPYW
GDVKQDLVSYCGPWKLDAAWDGLSEVQLLAVPPGERARNIQTLPGIFKTK
DGDIGAVALDYPAGTSGSPILDKCGRVIGLYGNGVVIKNGSYVSAITQGKR
EEETPVECFEPSMLKKKQLTVLDLHPGAGKTRRVLPEIVREAIKKRLRTVIL
APTRVVAAEMEEALRGLPVRYMTTAVNVTHSGTEIVDLMCHATFTSRLLQ
PIRVPNYNLNIMDEAHFTDPSSIAARGYISTRVEMGEAAAIFMTATPPGTRD
AFPDSNSPIMDTEVEVPERAWSSGFDWVTDHSGKTVWFVPSVRNGNEIA
ACLTKAGKRVIQLSRKTFETEFQKTKNQEWDFVITTDISEMGANFKADRUVI
DSRRCLKPVILDGERVILAGPMPVTHASAAQRRGRIGRNPNKPGDEYMY
GGGCAETDEGHAHWLEARMLLDNIYLQDGLIASLYRPEADKVAAIEGEFK
LRTEQRKTFVELMKRGDLPVWLAYQVASAGITYTDRRWCFDGTTNNTIME
DSVPAEVWTKYGEKRVLKPRWMDARVCSDHAALKSFKEFAAGKR

Secuencia de NS3 de DENV 4

ADLSLEKAANVQWDSGALWDVPSPAAAQKATLTEGVYRIMQRGLFGKTQ
VGVGIHMEGVFHTMWHVTRGSVICHESGRLEPSWADVRNDMISYGGGW
RLGDKWDKEEDVQVLAIEPGKNPKHVQTKPGLFKTLTGEIGAVTLDFKPG
TSGSPIINKKGKVIGLYGNGVVTKSGDYVSAITQAERIGEPDYEVDEDIFRK
KRLTIMDLHPGAGKTKRILPSIVREALKRRLRTLILAPTRVVAAEMEEALRG
LPIRYQTPAVKSDHTGREIVDLMCHATFTTRLLSSTRVPNYNLIVMDEAHFT
DPCSVAARGYISTRVEMGEAAAIFMTATPPGSTDPFPQSNSPIEDIEREIPE
RSWNTGFDWITDYQGKTVWFVPSIKAGNDIANCLRKSGKRVIQLSRKTFD
TEYPKTKLTDWDFVVTTDISEMGANFRAGRVIDPRRCLKPVILTDGPERVIL
AGPIPVTPASAAQRRGRIGRNPAQEDDQYVFSGDPLKNDEDHAHWTEAK
MLLDNIYTPEGIIPTLFGPEREKTQAIDGEFRLRGEQRKTFVELMRRGDLP
VWLSYKVASAGISYKDREWCFTGERNNQILEENMEVEIWTREGEKKKLRP
KWLDARVYADPMALKDFKEFASGRK
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