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2. Introduccién
2.1 Generalidades.

El cancer y obesidad son dos enfermedades de origen multifactorial que representan dos de
las principales causas de morbilidad y mortalidad. Por una parte, cancer es el nombre que se
le da a un grupo de enfermedades que pueden comenzar en casi cualquier 6rgano o tejido
cuando células anormales entran en una proliferacion continua y no regulada, debido a la
perdida de la capacidad de responder adecuadamente a las sefiales que controlan el ciclo
celular, ocasionando un crecimiento descontrolado (Cooper, 2000). Estas células cancerosas
pueden invadir tejidos adyacentes para diseminarse entre érganos, en un proceso denominado
metastasis (OMS 2020).

De acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC), para 2040,
se espera que aumenten tanto los nimeros de casos de cancer (aproximadamente a 29.5
millones) como el numero de muertes relacionadas (16.4 millones). En el afio 2020, 1 de cada
5 personas desarrollaron cancer a lo largo de su vida, y 1 de cada 8 hombres y 1 de cada 11
mujeres murieron a causa de este grupo de enfermedades. En paises donde las poblaciones
tienen una mayor esperanza de vida, un mayor nivel de educacion y un estandar de vida méas
alto, las tasas de incidencia de cancer son mas altas. Sin embargo, para algunos tipos
especificos de cancer, como el cancer de cuello uterino, la tasa de incidencia es mas alta en
paises que tienen un lugar més bajo de las medidas antes mencionadas (IARC, 2020).

Por otro lado, la obesidad es una enfermedad cronica, de origen multifactorial, que involucra
determinantes genéticos y ambientales. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
la obesidad se caracteriza por una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud. Ocasiona cambios en la composicion y morfologia celular en el
tejido adiposo y la expansion excesiva de este tejido se acomparia de un mayor peso corporal
y un mayor riesgo de morbilidad que afectan la esperanza y calidad de vida, debido a que se
asocian con un mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiacas como los accidentes
cerebrovasculares, presion arterial alta, niveles anormales de colesterol, diabetes (y
enfermedades asociadas), problemas digestivos. Ademas, la obesidad también aumenta el
riesgo de padecer ciertos tipos de cancer.

En 1997, la obesidad fue declarada epidemia mundial (OMS, 1997). Entre 1975 y 2016 la

prevalencia a nivel mundial de la obesidad se triplic6, dando como resultado en que al menos
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2.8 millones de personas murieron cada afio como resultado de estas enfermedades. En 2016,
mas de 1,900 millones de adultos de 18 afios 0 maés, tenian sobrepeso, de los cuales 650
millones eran obesos. En nifios, las cifras no eran mejores, mas de 340 millones de nifios y
adolescentes de 5 a 19 afios tenian sobrepeso u obesidad (OMS, 2020). En México la
obesidad es uno de los principales problemas de salud publica, debido a su alta incidencia en
los ultimos 30 afios. México ocupa el primer lugar mundial en obesidad infantil y el segundo
en obesidad en adultos. Un estudio realizado entre los afios 2000 a 2018 de adultos de 20
afios 0 mas, mostré que la prevalencia de obesidad aumentd 42.2%. Teniendo una prevalencia

aun mayor en mujeres (Barquera et al., 2020).

2.1.1 Etiologia de la obesidad.

Si bien el tejido adiposo es considerado un érgano capaz de almacenar energia a largo plazo,
también funciona como un érgano endocrino capaz de liberar maltiples sustancias conocidas
como factores secretados derivados del tejido adiposo o adipocinas que tienen actividades
proinflamatorias o antiinflamatorias. El estado secretor del tejido adiposo puede ser
modificado mediante cambios en la composicién celular que incluyen alteraciones en el
namero, fenotipo y localizacion de células inmunes, vasculares y estructurales. Una ingesta
caldrica excesiva induce una expansion del tejido adiposo mediada por un aumento en el
tamafio de los adipocitos conocida como hipertrofia y/o un aumento en el nimero de
adipocitos conocida como hiperplasia (Fuster et al., 2016), lo que a su vez resulta en la
produccién y/o secrecion desregularizada de adipocinas. En la obesidad, el estado de
inflamacion cronico es asociado con un desequilibrio en la expresion de adipocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias. Las adipocinas proinflamatorias, como el factor de
necrosis tumoral (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-18 (IL-18), leptina, y proteina
C reactiva (CRP) son reguladas positivamente, mientras que las adipocinas antiinflamatorias
como la interleucina-10 (IL-10) son reguladas negativamente (Wang y He, 2018).

La principal causa de la obesidad es un desequilibrio energético entre las calorias consumidas
y las calorias gastadas (OMS, 2021). Sin embargo, existen multiples etiologias asociadas a
la obesidad que van desde factores bioldgicos, hasta ambientales y de comportamiento. Los
factores biologicos incluyen determinantes genéticos, prenatales, embarazos, condiciones

neuroendocrinas, microbiota intestinal e infecciones virales. Los factores ambientales



incluyen la abundancia de alimentos, estatus socioeconémico y cultural, mientras que los
factores de comportamiento incluyen la ingesta excesiva de calorias, patrones de
alimentacion, estilo de vida sedentaria, suefio insuficiente, etc. La combinacién de estos

factores puede aumentar la propension a desarrollar obesidad (Kadouh y Acosta, 2017).

2.1.2 Etiologia del cancer.

El cancer es resultado de una proliferacién continuay no regulada de células anormales. Estas
células no pueden responder apropiadamente a las sefiales que controlan su ciclo celular, lo
que ocasiona su crecimiento y division descontrolada, resultado de anormalidades
acumuladas en multiples reguladores celulares. Estas mutaciones pueden ser heredadas,
inducidas por factores ambientales o resultado de errores de replicacion del DNA (Cooper,
2000).

El principal factor de riesgo en el desarrollo de cancer es el envejecimiento. A nivel celular,
el envejecimiento esta asociado con inestabilidad genémica, desgaste de los telémeros,
alteraciones epigenéticas, cambios cualitativos y cuantitativos de los espectros de proteinas,
deteccién de nutrientes desregulada, disfuncion mitocondrial, senescencia celular,
agotamiento de las células madre y comunicaciones intercelulares alteradas, lo que resulta en
la acumulacién de dafio celular con una mayor susceptibilidad a desarrollar cancer (Parsa
N.,2012).

Algunos otros factores asociados al desarrollo de cancer incluyen el consumo de tabaco,
alcohol, exposicion a luz ultravioleta, agentes quimicos organicos e inorganicos

denominados carcindgenos, e infecciones virales (ver seccion 2.5).

2.1.3 Asociacion de cancer con obesidad.

Existe una relacién epidemioldgica clara entre el cancer y la obesidad. Diferentes tipos de
cancer, incluido el cancer de esofago (adenocarcinoma), colorrectal, vesicula biliar, pancreas,
higado, mama (posmenopausica), ovario, endometrio, rifidn y prostata (etapa avanzada),
estan relacionados con un exceso de peso corporal asociado con la obesidad. A nivel mundial,
en el afio 2012, aproximadamente un 3-6% de los casos de cancer fueron atribuidos a un
exceso de indice de masa corporal en adultos, 1.9% de los casos en hombres y 5.4% en
mujeres (Arnold et al., 2014). Varios mecanismos pueden favorecer el desarrollo y

progresion del cancer, que estan relacionados con los procesos de inflamacion de bajo grado
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causados por la obesidad, alteraciones endocrinas, hipoxia-angiogénesis y la resistencia a
insulina (Hernandez et al., 2014).

Los mecanismos celulares y moleculares que son alterados durante la carcinogénesis y la
obesidad estan asociados con anomalias metabdlicas y enddcrinas sustanciales, que incluyen
alteraciones en el metabolismo de hormonas sexuales, sefializacion de insulina y del factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF, por su siglas en inglés) y las adipocinas (vias
inflamatorias) (Renehan et al., 2015), ademéas de alteraciones en las vias de apoptosis,

proliferacion celular, ciclo celular, metabolismo de los lipidos y glucosa.

2.2 Asociacion de infecciones virales con cancer.

En humanos, la cantidad de casos de cancer asociados con virus, representa
aproximadamente el 20%. Estos incluyen el virus de la hepatitis B (HBV), el virus de la
hepatitis C (HCV), el virus del papiloma humano (HPV), el virus de Epstein Barr (EBV), el
virus del herpes humano 8 (HHV8), el poliomavirus de células de Merkel (MCPyV) y el
virus linfotrépico de células T humanas HTLV-1. Todos alteran vias de sefalizacion
conservadas que controlan la progresion del ciclo celular y apoptosis para beneficiar la
replicacion viral. Las vias de sefializacion alteradas por virus oncogénicos incluyen las vias
de sefializacion de PI3K-AKT-mTor, MAPK, NF-«kB, respuesta al dafio en DNA y supresores
tumorales (You y Krump, 2018).

La activacién de supresores tumorales ocurre cuando las células son infectadas por virus
oncogeénicos que desencadenan respuestas que incluyen la regulacion del ciclo y la muerte
celulares para inhibir la replicacion viral. Las dos vias principales incluyen a la proteina
celular supresora de tumores p53 y a la proteina retinoblastoma (Rb). Ambas estan
relacionadas con la progresion del ciclo celular y la respuesta a dafio al DNA. La mayoria de
los virus oncogénicos codifican oncoproteinas que regulan las vias de p53 y pRb mediante
diferentes mecanismos que incluyen la inhibicion de su funcion, su inactivacion o
degradacion. Por ejemplo, en virus oncogénicos de DNA la inactivacion de pRb y p53 lleva
a las células a entrar a fase S mientras se inhibe la capacidad de las célula de morir por
apoptosis, lo que conduce a un ambiente proliferativo que favorece la sintesis de

macromoléculas virales y la replicacion eficiente del virus.



Los virus oncogénicos también modulan las vias de transduccidn de sefiales que controlan el
crecimiento, proliferacion y la supervivencia celular para establecer condiciones que
conducen a la replicacion viral y la evasion de la muerte celular, ain en ausencia de sefiales
de crecimiento o supervivencia.

Una de ellas es la via de fosfatidilinositol 3-cinasa-Akt-blanco de rapamicina en mamiferos
(PIBK-Akt-mTOR). En la célula la union de factores de crecimiento a receptores de tirosina
cinasa (RTK) regula la activacion de Akt. La activacion de Akt desencadena la fosforilacion
de diversos factores, incluidos mTOR. mTOR activado estimula la traduccion de proteinas
necesarias para la progresion del ciclo celular al inducir la fosforilacion de la proteina de
unioén 1 (4E-BP1) del factor de inicio de la traduccién 4E eucariota (You y Krump, 2018).
Para promover la proliferacion celular, los virus pueden modular también la via de MAPK.
Después de la estimulacion por sefiales extracelulares o estimulos de estrés, las cinasas
receptoras en la superficie celular activan una cascada de proteinas activadas por mitdgenos
(MAPK), que resulta en la regulacion de la transcripcion de genes implicados en la
progresion del ciclo celular, crecimiento, diferenciacion, muerte celular y la respuesta
inmune antiviral. Las tres subfamilias mejor caracterizadas de MAPK son las cinasas
reguladas por sefiales extracelulares (erK), cinasas N-terminales JUN (JNK) y enzimas p38,
cada una de estas MAPK es activada por cinasas afines que responden a diferentes estimulos.
Una de las vias centrales de la defensa antiviral de la célula que también es regulada por
proteinas virales depende del factor nuclear kB (NF-kB), un factor de transcripcién que en
respuesta a una infeccion puede translocarse al nucleo y coordinar la expresion de genes
implicados en inflamacion, inmunidad, muerte y proliferacion celular.

Otra via alterada durante infecciones virales es la respuesta a dafio a DNA. Los componentes
principales de esta via de sefializacion son ataxia telangiectasia mutada (ATM) y ataxia
telangiectasia cinasa relacionada con Rad3 (ATR). La via ATM es activada principalmente
por rupturas en el DNA bicatenario mientras que la via ATR es activada por rupturas de una
sola cadena. Ambas vias activan cinasas para activar los puntos de control que detienen la
progresion del ciclo celular mientras son reclutadas las proteinas necesarias para la
reparacion del dafio en DNA.

Los oncogenes de adenovirus E1A, E1B y E4 codifican proteinas que inhiben supresores

tumorales (pRb, p53, PML-II, Daxx, sp100, entre otros) alterando vias de regulacion de
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proliferacion y muerte celular. ELA puede interaccionar con pRb lo que resulta en la
liberacion de E2F y activacion de sus genes diana. Uno de estos genes activados es p19 (ARF)
que inhibe a Mdm2, un importante regulador de p53 que actla como una ubicuitina ligasa
E3. La inhibicién de Mdm2 mediada por p19 resulta en la estabilizacion y acumulacion de
p53.

La apoptosis dependiente de p53 es inhibida por las oncoproteinas E1B. E1B-19K es un
anélogo estructural de Bcl-2 que inhibe apoptosis al evitar la heterodimerizaciéon de las
proteinas pro-apoptoticas Bax y Bak (Ip y Dobner, 2019). Mientras, E1B-55K en conjunto
con E4 inhiben la actividad de p53 y la maquinaria de reparacién de dafio al DNA mediante
interaccion, modificacion y relocalizacion, ademas de modular las respuestas antivirales que
inhiben mecanismos de defensa celular (Hidalgo y Gonzalez, 2020).

La unidad de transcripcion E4 codifica para proteinas que estan involucradas en la alteracion
de proliferacion celular, metabolismo, reparacion de dafio a DNA e inhibicidn de apoptosis.
E40RF1 puede inducir un metabolismo de tipo adipogénico mediante la interaccién con
Myc, lo que mejora la unién de Myc a genes diana glucoliticos y promueve una mayor
biosintesis de nucle6tidos a partir de intermediarios de glucosa. Por otra parte, E4AORF1
puede activar la via de sefializacion de fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) y posterior
activacion de Akt, aumentando la translocacion de transportadores de glucosa y la expresion
de factores adipogénicos, asi como el incremento de la sintasa de &cidos grasos que aumenta
la conversion de glucosa a acidos grasos y el aumento de PPAR que resulta en diferenciacion

de las células en adipocitos (Gonzalez, 2020).

2.3 Asociacion de infecciones virales con obesidad.

En las Gltimas dos décadas, se han reportado diversos patdgenos adipogénicos; entre ellos
estan incluidos algunos virus humanos, agentes priénicos, bacterias y microbiota intestinal
(Dhurandhar, 2001). La evidencia de que algunas infecciones pueden promover el desarrollo
de la obesidad se ha acumulado a lo largo de los ultimos 25 afios (Genoni et al., 2014). El
primer patdgeno reportado que promueve la obesidad fue el virus del moquillo canino (CDV,
Atkinson y L, 2017; Genoni et al., 2014). EI CDV es un virus con un genoma de acido
ribonucleico (RNA), posee envoltura y pertenece a la familia Paramyxoviridae. Durante la

investigacion de Lyons et al. (1982) sobre las consecuencias patologicas de la infeccion por



CDV en el sistema nervioso central del raton, se encontro el desarrollo de sindrome de
obesidad en varios ratones que sobrevivieron a la infeccion. EI CDV aumentaba
significativamente el peso corporal y el nimero de células grasas en ratones infectados
(Lyons et al.,1982). Mas tarde, estos resultados fueron confirmados por Bernard et al. (1988)
estudiando el metabolismo de lipidos en un modelo de obesidad inducida por CDV en ratones
infectados. Se detectd una acumulacion de triglicéridos en los adipocitos de los ratones
obesos ocasionada por el aumento de lipidos totales en el tejido adiposo. En investigaciones
posteriores se demostrd que el hipotalamo tenia alteraciones neuroquimicas con dafio
anatomico, lo que causaba el desarrollo de obesidad con niveles elevados de colesterol y
triglicéridos en suero.

El segundo patogeno reportado que promueve la obesidad fue el virus asociado a Rous-7
(RAV-7, por su siglas en inglés). EI RAV-7 es un virus con un genoma de RNA, posee una
envoltura y pertenece a la familia Rhabdoviridae. En el estudio de Carter et al. (1983) se
encontr6 que RAV-7 induce sindromes en pollos infectados que incluyen obesidad, lipemia,
retraso en el crecimiento, ataxia, acumulacién de grasa en el higado e infiltrado linfoblastoide
del pancreas y la tiroides. En la mayoria de los pollos infectados habia un retraso de
crecimiento y obesidad, manifestada por una acumulacion de grasa alrededor del buche y en
la almohadilla de grasa abdominal. Después de varias semanas desde su eclosion, los pollos
infectados desarrollaban higados grasos agrandados de color amarillo, anemia e
inmunosupresién, ademas de un evidente retraso del crecimiento cuatro veces mas lento en
comparacion con los pollos no infectados. Este desarrollo de obesidad es resultado del dafio
en el sistema nervioso central, consecuencia de la infeccion (Atkinson y L, 2017;
Dhurandhar, 2001).

El virus de la enfermedad de Borna (BDV, por su siglas en inglés) tiene un genoma de RNA
segmentado de cadena negativa, posee una envoltura y pertenece a la familia Bornaviridae.
BDV produce obesidad en ratas, relacionado con un cambio en el balance energético que
estimula el apetito en el hipotalamo, lo que resulta en una acumulacién excesiva de grasa en
ratas obesas (Gosztonyi et al., 2020). EI mecanismo molecular de la obesidad producida por
BDV es también mediante el dafio del sistema nervioso central, al producir una inflamacion
linfomonocitica del tabique, hipocampo, amigdala e hipotalamo ventromedial y que persiste

en el sistema nervioso (Atkinson y L, 2007).
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El primer virus asociado a obesidad en humanos fue el adenovirus aviar SMAM-1. Este virus
causa adiposidad en pollos y su caracteristica distintiva es el aumento de la adiposidad con
aparicion de hipolipidemia (Dhurandhar, 2001). El adenovirus aviar SMAM-1 fue
identificado por Ajinkya et al., quienes describieron la presencia de adenovirus en pollos
cuando se notificaron brotes de esta enfermedad que se extendid por la industria avicola
india y maté a miles de pollos en 1985. Estudios realizados en pollos infectados con
SMAM-1 lo asociaron con una funcion inmunoldgica disminuida y una mayor acumulacion
de grasa corporal. Dhurandhar et al. (1992) describieron que el virus causaba obesidad sin
un aumento en la ingesta de alimentos en pollos en crecimiento. Sin embargo, habia una
disminucion en el colesterol y triglicéridos en suero. La grasa corporal aumentd, pero el
peso corporal no todas las veces aumentaba en comparacion con los controles, lo que
sugirié que la masa se almacena preferentemente. En afios posteriores, se realizaron
estudios en suero de humanos con obesidad provenientes de India, para buscar anticuerpos
contra SMAM-1. Una quinta parte de los sujetos de estudio fueron positivos para la
presencia de anticuerpos contra este virus. El peso corporal y los valores de IMC del grupo
positivo fueron mas altos en comparacion con el grupo negativo para anticuerpos contra
SMAM-1. Paradojicamente, los niveles de colesterol y triglicéridos en suero eran mas bajos
en el grupo positivo (Dhurandhar et al., 1997).

La asociacion de SMAM-1 (un virus animal) con obesidad en humanos, replanteé la
posibilidad de que otros adenovirus pudieran también estar asociados con el desarrollo de
obesidad. Hasta la fecha los adenovirus humanos (HAdV) de los tipos HAdV5, HAdV36 y
HAdV37 se han relacionado con obesidad en modelos animales.

HAdV36 fue el primer virus humano que se evalud en relacion con el desarrollo de
obesidad. Investigaciones realizadas por Dhurandhar et al. (2001) encontraron que en
pollos y ratones infectados aumentd la grasa corporal y la grasa visceral aumenté de una
manera desproporcionada con respecto a la grasa corporal, mientras que los niveles de
colesterol y triglicéridos séricos disminuyeron. Se descarto que la obesidad fuera resultado
de dafio anatomico en el cerebro al evaluar este 6rgano en ratones infectados, y se confirmo
que el mecanismo del desarrollo de obesidad estaba relacionado con un aumento del
numero y tamafio de los adipocitos. En células 3T3-L1 en cultivo (preadipocitos humanos),

HAdV36 estimulo respuestas de diferenciacion rapidas junto con la aparicion de enzimas



de almacenamiento de grasa y factores de diferenciacion, acumulacién de triglicéridos y
finalmente la diferenciacion a adipocitos maduros. Estudios realizados en pollos infectados
con HAdV37 (el cual pertenece a la misma especie que HAdV36) mostraron un aumento
en la grasa corporal y visceral en comparacion con pollos no infectados, aparentemente
debido a cambios en el gasto de energia. A diferencia de HAdV36, el HAdV37 aumentd
los niveles de colesterol sérico en pollos. Sin embargo, los dos virus disminuyeron los
niveles de triglicéridos sericos. En células 3T3-L1, tanto HAdV36 como HAdV37
suprimieron la expresion del RNA mensajero de leptina a la mitad y aumentaron la
sensibilidad a insulina. Por su parte, estudios realizados con HAdV5 en ratones,
encontraron que la grasa corporal aumentaba un 300% sin una mayor ingesta de alimentos.
Al evaluar el higado, no mostr6 depoésitos grasos. Se concluyd que la inflamacion
ocasionada por el virus estimulaba la actividad de la proteina Receptor y activado por
proliferadores de peroxisoma (PPAR- y) que esta implicada en varias vias metabdlicas que
controlan la homeostasis de glucosa y de lipidos, asi como la proliferacién y diferenciacion
celular. ElI aumento de PPAR- y estimula la diferenciacion de células grasas, lo que puede

conducir al desarrollo de obesidad (Atkinsony L, 2017).

2.4 Alteraciones metabolicas mediadas por virus.

Un virus es un parasito intracelular obligado que no puede reproducirse por si solo y no posee
su propio metabolismo, por lo que depende de la energia y los sustratos de la célula huésped
para su replicacion. La infeccion viral puede dirigir la maquinaria celular mediante la
alteracion de diversos procesos celulares para promover un entorno que permite su
replicacion y propagacion (Sanchez y Lagunoff, 2015). La reprogramacion metabolica de la
célula huésped es una caracteristica importante en diferentes infecciones virales, debido que
asegura energiay sustratos necesarios para la replicacion viral. Diversos estudios en la Gltima
década demuestran que los virus que infectan a células eucariotas inducen cambios en el
metabolismo celular. Algunos virus inducen un aumento en la glucdlisis aerdbica, sintesis de
acidos grasos y glutamindlisis, ya que asi se asegura una mayor produccién de nucle6tidos
libres necesarios para la replicacion del genoma viral, ademas de una mayor cantidad de
aminoacidos. También se ha observado que en el caso de virus envueltos es necesario un

aumento en la produccion de lipidos y glicoproteinas que permiten la formacién de la
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envoltura viral. Para asegurar la energia necesaria para la replicacion y empaquetamiento del
genoma, es necesaria la alteracion en la vias metabdlicas que proporcionan ATP (Sanchez y
Lagunoff, 2015).

2.4.1 Alteracion viral del metabolismo de la glucosa y la glutamina.

El proceso de glutamindlisis utiliza la glutamina para generar ATP y lactato mediante la
desaminacion inicial de la glutamina por una glutaminasa (GLS), para producir glutamato y
amoniaco. El amoniaco es convertido en a-KG (alfa-cetoglutarato, un intermedio del ciclo
de &cidos tricarboxilicos) por la glutamato deshidrogenasa (GDH) para producir energia y
carbonos necesarios para la sintesis de aminoécidos, nucleotidos y lipidos. Por otro lado, en
el proceso de la glucdlisis, se descompone la glucosa en dos compuestos de tres carbonos
(piruvato), consumiendo 2 moléculas de ATP mientras se producen 4 moléculas de ATP y 2
moléculas de NADH. Dependiendo de la disponibilidad de oxigeno, la demanda de energia
y la presencia o ausencia de mitocondrias, los destinos del piruvato son distintos. Uno, es la
fosforilacion oxidativa, donde el piruvato entra en el ciclo del &cido tricarboxilico (TCA) en
la matriz mitocondrial. En ausencia de oxigeno, el piruvato permanece en el citoplasma y es
convertido en lactato, mediante un proceso llamado glucoélisis anaerdbica. Los metabolitos
producidos en la glucdlisis y la glutamindlisis son usados en otras vias para generar
precursores de macromoléculas necesarias para la replicacion viral.

En tumores y otras células en proliferacion, existe un proceso denominado efecto Warburg o
glucdlisis aerdbica, donde aumenta la tasa de absorcion de glucosa y se produce lactato
incluso en altos niveles de oxigeno y mitocondrias funcionales, donde es favorecida la
glucolisis sobre la respiracion celular. Ademas, de una glutaminolisis elevada debido a su
alta demanda de precursores biosintéticos utilizados en el ciclo de TCA, esto permite la
produccién de ATP a través del ciclo de TCA y proporciona esqueletos de nitrégeno, azufre
y carbono necesarios para la produccion de precursores necesarios para el crecimiento y
proliferacion de las células (Jin et al., 2016). Diversos virus tumorales, como es el caso de
adenovirus, virus del herpes, virus del papiloma y poliomavirus pueden inducir glucélisis
aerobica y glutamindlisis mediante oncoproteinas virales. La alteracion metabdlica de la

célula infectada por medio de oncogenes virales modifica la expresion y actividad de los



transportadores de glucosa, enzimas glucoliticas, asi como la sefializacion de otras moléculas
implicadas en el metabolismo de la glucosa y glutamina (Yu et al., 2018).

La primera investigacion que relaciono la infeccion viral con un aumento en la glucélisis y
glutamindlisis, fue en el afio 1956, cuando Eagle y Habel demostraron la importancia de la
glutaminay la glucosa en la infeccidn de poliovirus en células HelL a, al estudiar la produccion
de progenie viral en medios deficientes de ambas moléculas. En un medio minimo sin
glucosa, se produjeron cantidades menores de virus. A pesar de que las células HeL a estaban
en un medio rico en aminoacidos esenciales y no esenciales, purinas, pirimidinas, NB (4+) y
proteina sérica, la deficiencia de glucosa y glutamina afect6 significativamente la replicacion
viral. Al agregar glucosa al medio, se recuperaba una parte significativa del titulo viral (Eagle
y Habel, 1956). En el mismo afio, Levy y Baron (1956) confirmaron los hallazgos anteriores
al investigar el efecto del virus de la poliomielitis en cultivos de tejido renal de mono. Al
igual que en la investigacion anterior, se mostré un aumento de lactato en el medio durante
las primeras horas de la infeccion, teniendo efectos directos en la glucdlisis.

El virus del herpes simple (HSV), virus de DNA bicatenario envuelto, altera el metabolismo
de la glucosa. Estudios en el afio de 1962, evaluaron la importancia de la glucosa y la
glutamina en la produccién de progenie de HSV-1 en células HelLa, utilizando medios
deficientes de glucosa y/o glutamina. En el medio deficiente de glucosa, se observo que la
produccion viral se redujo significativamente. Por el contrario, en el medio deficiente de
glutamina se obtuvo una replicacion viral normal. Cuando el medio carecia tanto de
glutamina como glucosa, la produccién de progenie fue limitada (Lewis et al., 1962).
Estudios similares con el virus de pseudorrabia, demostraron que la produccion de progenie
viral requiere de glucolisis.

El citomegalovirus humano (HCMV), miembro de la familia de los herpesvirus, es un virus
que también altera la via de la glucolisis y glutamindlisis. Estudios en el afio de 1984 en
fibroblastos de embriones humanos, mostraron un aumento significativo en la tasa de
absorcion de glucosa durante las primeras 20 horas después de la infeccion. La deficiencia
de glucosa reduce de manera considerable la replicacion viral (Landini, 1984). Estudios
posteriores demostraron el aumento de intermediarios glucoliticos durante la infeccion por
HCMV y un aumento en los niveles de transcripcion de varias enzimas glucoliticas, como es

el caso de PFK-1 (fosfofructocinasa-1). La proteina IE72 (proteina temprana codificada por
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HCMV) es responsable de la alteracion en la expresion de transportadores de glucosa en las
celulas infectadas, reemplazando a la proteina GLUT1 con GLUT4, que es el principal
transportador de glucosa en el tejido adiposo. La regulacion positiva de GLUT4 depende de
ChREBP (proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos) debido a que regula
genes necesarios para la conversion de glucosa en nucleétidos y acidos grasos (Yu et al.,
2014). Por otro lado, estudios de flujo basados en cromatografia liquida/espectrometria de
masas en tandem, demostraron un aumento de flujo en el metabolismo de glutamina en
células infectadas (Munger et al., 2008). En el afio 2009, se comparé la ausencia de glucosa
en fibroblastos humanos infectados y no infectados con HCMV. Hubo un aumento en la
absorcién de glutamina y la produccién de amoniaco en células infectadas, al igual que en
las actividades de glutaminasa y el glutamato deshidrogenasa. Los fibroblastos infectados
eran mas viables en comparacion con los no infectados, sugiriendo la utilizacion de glutamina
como una fuente de carbono alternativa durante la infeccion. EI metabolismo de la glutamina
proporciona el ATP necesario para la replicacion y es un componente fundamental en células
infectas con HCVM. EI cambio de glucosa por glutamina activa los mecanismos necesarios
para completar el TCA y permite adaptacion a las necesidades biosintéticas y energéticas
durante infeccion viral. Otro virus con un mecanismo similar es el virus del dengue (DENV),
un virus de RNA monocatenario que aumenta la glucdlisis y altera los niveles de
intermediarios glucoliticos en células humanas primarias infectadas. En la infeccion por
DENYV existe un aumento en la expresion del transportador de glucosa GLUTL, al igual que
de la enzima hexocinasa 2. La importancia de la glucdlisis se evalu6 mediante la inhibicién
de la via glucolitica, ocasionando una sintesis significativamente baja de RNA de DENV,
ademas de una deficiente produccion de viriones infecciosos (Fontaine et al., 2015).

El virus vaccinia (VACV) es miembro de la familia Poxviridae. Estudios con fibroblastos de
prepucio humano (HFF) en ausencia de glucosa y glutamina, mostraron que durante la
infeccion es alterado el metabolismo de la glutamina. La ausencia de glucosa no tuvo efecto
significativo en la replicacion viral. Al contrario, la ausencia de glutamina disminuyo
significativamente la produccién viral. El rendimiento viral se recuperé adicionando
intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico. Al igual que el HCMV y poliovirus, VACV
induce una alteracion metabdlica para depender completamente de la glutamina para

mantener el TCA (Fontaine et al., 2014). Sin embargo, VACV depende Gnicamente de la



captacion de glutamina a diferencia de poliovirus y HCMV que requieren del metabolismo
de la glutamina y glucosa.

HAdV también altera la via glucolitica. Durante la infeccién, la glucosa es utilizada para
generar nucleotidos y compuestos intermediaros en la via de las pentosa fosfato (PPP) para
apoyar la replicacion del genoma viral (Thaker et al., 2019). En el afio 2014, en células
epiteliales pulmonares primarias, se demostré que el producto génico temprano de
adenovirus E4ORF1 activa los blancos glucoliticos por la union a MYC, lo que induce una
regulacién positiva del metabolismo que resulta en un aumento en la expresion de enzimas
glucoliticas, induciendo un efecto tipo Warburg. Por otra parte, la activacién de MYC con
E40ORF1 aumenta la biosintesis de nucledtidos a partir de los intermediarios glucoliticos.
Ademas de los virus mencionados anteriormente, existen algunos otros virus que alteran el
metabolismo de la glucosa, ya sea porque codifican sus propias enzimas metabdlicas para
facilitar la replicacion viral en las células huésped o que dependen del secuestro de la

maquinaria celular para la reprogramacioén metabdlica (Thaker et al., 2019).

2.4.2 Alteracién viral del metabolismo de acidos grasos.

Diversos virus inducen cambios en el metabolismo de los acidos grasos para modular la
produccion de membranas celulares en alguna etapa de su ciclo replicativo (Sanchez y
Lagunoff, 2015). Por ejemplo, los virus animales atraviesan la membrana celular durante el
proceso de entrada a la célula 'y en algunos casos la salida de la misma a través de mecanismos
como la fusion con la membrana celular (por virus envueltos), la alteracién local transitoria
de la integridad de la membrana o por lisis celular. Por otro lado, durante su replicacion
algunos virus interaccionan con compartimentos de la membrana celular, lo que les permite
inducir la formacion de estructuras de membrana estableciendo un ambiente éptimo para la
replicacion y ensamblaje del genoma viral.

La biosintesis de los &cidos grasos implica la conversion de acetil-CoA en malonil-CoA
mediante una carboxilacion, para ser convertido en malonil-ACP, en una reaccion que
requiere NADPH vy es catalizada por la sintasa de acidos grasos (FASN).

Diferentes investigaciones han demostrado que el virus del herpes necesita de la sintesis de
acidos grasos para su replicacion. En el caso del herpes virus varicela-zéster (VZV) se

examino la presencia y papel de los &cidos grasos en sus glicoproteinas: gpl, gpIl, gplll y
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gplV. La inhibicion de la biosintesis de acidos grasos con cerulinina (un inhibidor de FASN)
tuvo un efecto significativo en la replicacion viral sin afectar la sintesis de proteinas celulares.
Ademaés, disminuy0 la cantidad de glicoproteinas maduras (Namazue et al., 1989). En el caso
del herpesvirus Epstein-Barr (EBV), la proteina inmediata-temprana BRLF1 (R) es necesaria
para la activacion de la expresion de FASN, siendo la expresion de FASN necesaria para la
sintesis de novo del acido graso palmitato (Li et al., 2004). En el caso del HSV-1 éste
desencadena distintos cambios en el metabolismo celular. Un estudio para determinar los
efectos de HSV-1 y HCMV sobre el metabolismo, demostrd que el HCMV mejora el flujo
glucolitico y la biosintesis de acidos grasos, mientras que HSV-1 modifica el metabolismo
de carbono para la produccion de componentes de nucle6tidos de pirimidina

Los virus de RNA dirigen la sefializacion, sintesis y metabolismo de los lipidos para
establecer un entorno Optimo para su replicacion en la célula huésped. El virus de la hepatitis
C (HCV) circula como una particula enriquecida en apolipoproteinas B y E (apoB, apoE)
ademas de las proteinas estructurales virales E1 y E2. En una célula infectada el complejo de
replicacion se forma en una red membranosa derivada del reticulo endoplasmatico y el
ensamblaje de HCV es producido en gotas lipidicas. La replicacion requiere factores
celulares implicados en el metabolismo de los lipidos, como es el caso de fosfatidilinositol
4-fosfato (P14KA), FAS vy la geranilgeranilacion de la proteina FBL2 (FBL-GG). En la
infeccion por el virus de la influenza en lineas celulares A549 y AGS, los metabolitos
involucrados en la sintesis de acidos grasos y el metabolismo del colesterol aumentaron
después de la infeccion (Lin et al., 2010). Ademas, la inhibicion farmacologica de la

biosintesis de &cidos grasos suprimio la replicacion viral (Munger et al., 2008).

2.5 Adenovirus.

Los adenovirus (AdV) fueron descritos por primera vez por Wallace et al. (1953) mientras
experimentaban con cultivos celulares de amigdalas y tejido adenoide. La incapacidad de
cultivar el agente descubierto en medios bacteriologicos indicd que posiblemente pertenecia
a los virus o rickettsias. Los adenovirus son comunes tanto en animales como en humanos.
En estos ultimos, la infeccién puede ocurrir tanto en nifios como en adultos. Aunque la
mayoria de las infecciones por adenovirus son asintomaticas, el virus puede infectar tracto

gastrointestinal, 0jos, vias respiratorias, rifiones y otros 6rganos (Knipe et al., 2013).



2.5.1 Clasificacion.

La familia Adenoviridae estd compuesta de 5 géneros; Mastadenovirus que infectan
mamiferos, incluidos los humanos; Aviadenovirus que infectan aves; Atadenovirus
nombrados por su alto contenido de A+T en su genoma, e infectan aves, reptiles, un
marsupial y mamiferos; Siadenovirus que infecta principalmente a aves y una especie de
rana, e; Ichtadenovirus que fue aislado de esturion. En humanos, se han aislado 104 tipos de
adenovirus y son clasificados en siete especies de la A a la G dependiendo de serologia,
hemaglutinacion, capacidad oncogénica en modelos animales, transformacion in vitro y

secuencia del genoma (Knipe et al., 2013).

2.5.2 Estructura.

Las particulas de AdV poseen una capa de proteinas de simetria icosaédrica que rodean al
core que contiene el genoma de DNA bicatenario. La capa de proteina externa llamada
capside tiene un didmetro aproximado de 70 a 100 nm y estad compuesta por 252 capsémeros
estructurales que consisten de 720 subunidades de hexones organizados en 240 trimeros y 12
veértices del icosaedro conformados por unidades llamadas pentones unidos a una proteina
trimérica llamada fibra que se proyecta de la superficie. Ademés de estas proteinas
mayoritarias la capside tiene varias proteinas minoritarias. El polipéptido 1X y las proteinas
Ila, VI, VIII que estabilizan la capside o interaccionan con el core del virion (San Martin,
2012). El core del virion contiene el genoma viral y las proteinas V y VII, ambas proteinas
basicas ricas en arginina que son encargadas de condensar el DNA viral dentro del core. El
virion posee una proteina terminal presente en solo dos copias por virion, que se une
covalentemente a los extremos 5 del DNA viral (Knipe et al., 2013). Esta proteina sirve
como iniciador para la replicacion del genoma. Finalmente, la particula contiene una cisteina
proteasa viral p23, su funcion principal es cortar los precursores de proteinas del virion
durante el ensamblaje, desensamblaje, maduracion y escape de los endosomas durante el

ciclo de infeccién (Figura 1).
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Figura 1. Estructura de adenovirus. Esquema de la composicion y organizaciéon de la capside viral
(Modificado de Adenoviruses in Encyclopedia of infection and Immunity. Hidalgo P, and Gonzalez R. A.,
2020).

2.5.3 Genoma.

El genoma de AdV estd compuesto de una Unica molécula de DNA lineal bicatenario. En
cada extremo posee repeticiones terminales invertidas de aproximadamente 100 pb que
contienen los origenes de replicacidén del DNA viral. Seguida de una de estas secuencias en
uno de los extremos, se encuentra la secuencia de empaquetamiento viral encargada de la
encapsidacion del DNA viral. La proteina necesaria para el inicio de la replicacion del DNA
viral (pTP) se encuentra unida covalentemente a los extremos 5’ del genoma.

El genoma viral esta organizado en grupos de unidades de transcripcion cuya expresion esta
regulada cronolégicamente. Las unidades de transcripcion temprana incluyen la E1A, E1B,
E2, E3y E4, las de transcripcion intermedias, IVa2 y IX, y la unidad de transcripcion tardia
denominada Major Late que genera cinco familias de RNAs denominados de L1-L5
definidos por seleccion de sitios de poliadenilacion. La mayoria de las unidades de
transcripcion son transcritas por la RNA polimerasa 1, dando lugar a maltiples RNAs que
sufren poliadenilacion y splicing alternativos (Hidalgo y Gonzéalez, 2021). En la mayoria de

los casos estas unidades codifican mas de una proteina con funciones relacionadas. Ademas,



el genoma codifica para dos RNA que son transcritos por la RNA polimerasa 11, llamados
RNA asociados a virus (VA).

Por convencion, el genoma se representa con la unidad de transcripcion E1A del lado
izquierdo. Las unidades de transcripcion E1A, E1B, IX, ML, VA RNAy E3 estan codificadas
en la hebra que se lee de izquierda a derecha, mientras que las unidades de transcripcion E4,
E2 y IVa2 estan codificadas en la hebra complementaria y se leen de derecha a izquierda
(Figura 2). Las proteinas codificadas en E1A activan la transcripcién e inducen a la célula
huésped a entrar en la fase S del ciclo celular. Las unidades de transcripcién E1B y E3
codifican proteinas que contrarrestan la respuesta inmune del huésped, ademas de evitar el
reconocimiento y eliminacion de la célula infectada. La unidad E2 codifica para tres proteinas
que funcionan directamente en la replicacion del DNA viral. La unidad de transcripcion E4
posee 7 marcos de lectura abiertos (ORF, por su siglas en inglés) que codifican para proteinas
que estan involucradas en la regulacion transcripcional, splicing, exportacién nuclear y
traduccion del RNA, ademés de modular la replicacion del DNA e inhibir apoptosis. La
unidad de transcripcion Major Late produce cinco familias de RNA que codifican para
proteinas estructurales virales. La proteina IVVa2 participa en la encapsidacion del genoma
viral y activacion de la transcripcién de los promotores tardios. Ademas, es una proteina
estructural que estabiliza la interaccion entre el pentamero y hexdn (Hidalgo y Gonzélez,
2021).
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Figura 2. Organizacion del genoma de adenovirus. EI DNA viral esta representado en color azul mientras
que las flechas verdes y amarillas representan productos de la transcripcion de la RNA polimerasa Il y I,

respectivamente (Modificado de Principles of Virology S. J. Flint 2010).
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Algunas de las proteinas virales son oncoproteinas que pueden inducir la transformacion
oncogenica de la célula. La oncoproteina E1A es un activador de la transcripcion por
diferentes mecanismos. En una infeccion por adenovirus, la union de E1A con Rb separa a
E2F del complejo, lo que da como resultado la activacion de E2F y de sus genes diana, lo
que ocasiona una pérdida de control en el crecimiento celular. E1A regula la actividad del
proteasoma y se asocia a UBC9, unica E2 SUMO ligasa identificada hasta ahora. La pérdida
del control del crecimiento celular resulta en una sefial genotoxica que induce la
estabilizacion y activacion de p53, lo que resulta en la activacion de apoptosis. Sin embargo,
E1B-55K en conjunto con E4AORF6 forman un complejo E3 ubicuitina ligasa que induce la
degradacion de p53, lo que resulta en la alteracién de la proliferacién y muerte celular.
Adicionalmente, E1B-55K puede funcionar como una E3 SUMO ligasa independiente de
E4ORF6, que puede inducir la SUMOilacién de p53, lo que resulta en su relocalizacion a
compartimentos de replicacion donde funciona como activador de la transcripcion de un
promotor viral (Hidalgo y Gonzélez, 2020). Ademas, durante la infeccion viral EAORF3
funciona como una E3 SUMO ligasa que se dirige especificamente a componentes de la via
de reparacion de dafio a DNA (lo que evita la concatamerizacion del genoma viral) mediante
la interaccion, modificacion, relocalizacion y posterior degradacion dependiente del
complejo de E3 ligasa de ubicuitina formado por E1B-55K y E4-ORF6.

2.5.4 Ciclo de replicacién.

El ciclo de replicacion de adenovirus consta de dos fases que estan separadas por el inicio de
la replicacion del DNA viral. La primera fase comienza cuando el virus se asocia y entra a la
célula por un mecanismo de endocitosis mediada por receptor. El virion parcialmente
desensamblado escapa del endosoma y es transportado por microtubulos al complejo del poro
nuclear (NPC), en donde el genoma viral entra al ndcleo e inicia la expresion de los genes
virales tempranos. Como se describié antes los productos de los genes tempranos se encargan
de controlar la transcripcion de los demas genes virales y se encargan de modificar maltiples
actividades celulares propiciando un ambiente que conduce a la produccidon de progenie viral.

Después del inicio de la replicacion del DNA viral, inicia la fase tardia del ciclo de



replicacion y la expresion de los genes virales tardios y el ensamble de la progenie viral
(Figura 3) (Knipe et al., 2013).
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Figura 3. Representacion del ciclo de replicacion de adenovirus. Modificado de Adenoviruses in
Encyclopedia of infection and Immunity. Hidalgo P, and Gonzalez R. A., 2020.

2.5.5 Ensamblaje y liberacion de particulas virales.

El ensamble de particulas virales requiere la secuencia de empaquetamiento que se encuentra
en el extremo izquierdo del genoma en conjunto con las proteinas tardias 1Va2 y L4 22K
(Ewing et al., 2007). Se cree que este ensamblaje avanza mediante una ruta secuencial que
incluye los siguientes pasos: (1) el ensamblaje de los capsomeros de hexon y pentdn seguidos
por el ensamblaje de capsides vacias que involucran proteinas minoritarias de la capside; (2)
reconocimiento especifico del genoma viral empaquetando proteinas; (3) insercion del
genoma viral en capsides vacias y liberacion del andamiaje de algunas proteinas de

empaquetamiento; y (4) procesamiento de las proteinas precursoras proteinas Illa, VI, VII,
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VIII, y, y TP, por la proteasa viral p23 para la maduracion de las particulas virales (Ahi y
Mittal, 2016).

2.5.6 Compartimentos de replicacion.

Durante el ciclo de replicacion se induce la reorganizacion del nucleo de la célula infectada,
lo que resulta en la reorganizacion de dominios nucleares y la formacion de
subcompartimentos nucleares denominados compartimentos de replicacion de adenovirus
(AdRC). En estos sitios se localiza el genoma del virus y es reclutada la maquinaria viral y
celular necesaria para la expresion de los genes virales y la replicacion del DNA viral
(Hidalgo y Gonzaélez, 2019).

Los AdRC inicialmente fueron observados mediante microscopia electrénica de transmision
y se describieron como inclusiones o agregados virales electrodensos. Estas estructuras
contienen proteinas involucradas en la replicacién del genoma, factores de transcripcion,
factores de splicing, y componentes de la respuesta al dafio en el DNA (como ATR, el
complejo MRN, RPA32, ATRIP, TopBP1 y Spocl, entre otros). Ademas, regulan
mecanismos antivirales de la célula al reclutar factores que restringen la replicacion viral
como supresores de tumores (p53, BRCAL, PML) y proteinas celulares de la respuesta
inmune innata (STAT-1, PKR, IRF3, IFI16) (Hidalgo y Gonzalez, 2019).

Las oncoproteinas E1A, E1B y E4 son necesarias para la formacion de los AJRC y participan
en las actividades que son reguladas en estos sitios. Por ejemplo, la proteina E1B-55K de
adenovirus induce la SUMOilacion de p53, lo que resulta en su relocalizacion a los ADRC y
en estas estructuras p53 actia como un activador de la transcripcion del promotor viral L4.
El genoma de AdV se localiza en el nlcleo, adyacente a los cuerpos nucleares de PML (PML
NB) mediante un mecanismo aun desconocido. Los PML NB son compartimentos nucleares
compuestos por factores que participan en la replicacion y transcripcion del DNA, reparacién
del DNA, apoptosis y la regulacion de la respuesta antiviral inducida por interferon. Las
proteinas E1A, E1B y E4ORF3 inducen la redistribucion de los PML NB, granulos de
intercromatina (1G), paraspeckles, cuerpos de Cajal (CB) y nucleolos (Hidalgo y Gonzalez,
2021).



2.6 Alteracion de modificaciones postraduccionales mediada por adenovirus.

Las modificaciones postraduccionales (PTM) tienen un papel importante en la regulacion de
proteinas. Este proceso ocurre mediante la adicion covalente de grupos funcionales o
proteinas, escision proteolitica de subunidades reguladoras o degradacion de proteinas. Se
han identificado méas de 40 PTMs que tienen un papel importante en la localizacién celular,
la estabilidad de las proteinas, las interacciones proteina-proteina y la union al DNA.

La ubicuitilacion y la SUMOQilacion juegan papeles importantes en la regulacion de las
actividades y degradacion de proteinas. Cualquiera de estos procesos pueden ser alterados
por la maquinaria viral para regular proteinas celulares o virales por ubicuitilacion o
SUMOilacion. En diversos virus durante su evolucién se han establecido estrategias que
intervienen en algunos de los pasos de la cascada enzimatica de cualquiera de los procesos.
En una infeccidon p or AdV, el sistema ubicuitina/SUMO es alterado por los oncogenes E1A,
E1B y E4, que como se ha descrito antes estan implicados tanto en procesos adipogénesis
como oncogénesis debido a su participacion en diferentes vias del metabolismo,

diferenciacion y proliferacion celular.

2.6.1 Proceso de ubicuitilacién.

La ubicuitilacion es una modificacion postraduccional de proteinas, que desempefia un papel
importante en la homeostasis de proteinas debido a su participacion en procesos de
degradacion y renovacion de proteinas que son clave en vias reguladoras como la reparacién
del DNA, progresion del ciclo celular, apoptosis, endocitosis mediada por receptores o la
transduccion de sefales (Kona et al., 2013).

La ubicuitina es una proteina conservada de aproximadamente 76 aminoacidos que se une a
las proteinas mediante un enlace isopéptido entre el carboxilo terminal de la ubicuitina y el
grupo amino de las cadenas laterales de lisina de las proteinas diana. Esto ocurre en un
proceso enzimatico de tres pasos que involucra su activacion mediada por enzimas
activadoras de ubicuitina denominadas E1, enzimas conjugadoras denominadas E2 y enzimas
ligasas o E3. El proceso comienza por la activacion de la ubicuitina por la enzima activadora
de Ub (E1) mediante la adenilacion del extremo C-terminal de la ubicuitina, en una reaccion
que requiere de la hidrolisis de ATP y resulta en la formacion de un enlace tioéster entre el

carboxilo terminal de Ub y un residuo de cisteina interno de la E1. La enzima E1 no puede
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Ilevar a Ub directamente a la proteina diana, por lo que necesita de una segunda enzima con
una actividad conjugadora de Ub denominada E2. La ubicuitina es transferida de E1 a un
residuo de cisteina interno de E2. Entonces, E2 puede transferir la ubicuitina a una ligasa de
Ub denominada E3 para transferir la ubicuitina a la proteina diana mediante la formacion de
un enlace isopéptido. El proceso de ubicuitilacion puede resultar en la desestabilizacion,
cambio de la localizacion celular y actividades de las proteinas, mediante la adicion de una
sola molécula de ubicuitina (mono-ubicuitilacion) o mediante la conjugacion de maltiples
subunidades de ubicuitina (poli-ubicuitilacion).

El proceso inverso de la ubicuitilacion es la desubicuitilacion. Las desubicuitilasas (DUB)
son enzimas que eliminan la monoubicuitina o poliubicuitina de proteinas diana, lo que
conduce a un reciclaje de las moléculas de ubicuitina. Las DUB tienen un papel importante
en diferentes procesos bioldgicos como respuesta inmune e inflamatoria, remodelacién de
cromatina y sefializacion antiviral de la célula (Wimmer y Schreiner, 2015).

Como se describio antes, las proteinas EAORF6 y E1B55K de adenovirus se ensamblan en
un complejo tipo ubicuitina ligasa formado por Cullin 5, elonginas B/C y la proteina RING
Rbx1 que induce la degradacién proteosomal de diferentes sustratos celulares que incluyen
a p53, Mrell, DNA ligasa IV y otros mas involucrados en reparacion de dafio de DNA. En
el complejo E3 ligasa, E1B-55K desempefia un papel importante como unidad de
reconocimiento de sustrato al unir e introducir sustratos para la ubicuitilacion, mientras que

E4ORF6 ensambla los componentes celulares (Wimmer y Schreiner, 2015).

2.6.2 Procesos de SUMOilacion.

La SUMOQilacion es otra modificacion postraduccional de proteinas involucrada en diversos
procesos celulares como el transporte nicleo-citoplasmico, regulacion transcripcional,
apoptosis, estabilidad de proteinas, respuesta a estrés y la progresion del ciclo celular.

La proteina SUMO es una pequefia proteina modificadora de tipo ubicuitina de
aproximadamente 100 aminoacidos que se une covalentemente a proteinas diana a traves de
una cascada enzimatica analoga, pero distinta del proceso de ubicuitilacion. En mamiferos,
existen cuatro isoformas de SUMO denominadas de SUMO1-SUMO4 que modifican
covalentemente diversas proteinas diana. SUMO2 y SUMO3 poseen una estructura muy

similar (aproximadamente del 97% de identidad se secuencia) por lo cual, cominmente son



denominados SUMOZ2/3 y participan en respuesta a diferentes agresiones celulares. A
diferencia de SUMOL que tiene funciones relacionas con la expresion génica e importacion
nuclear.

La SUMOilacion involucra tres pasos enzimaticos donde participa una enzima activadora
(denominada E1, SAE1/SAE2), una enzima conjugadora (denominada E2, Ubc9) y una
enzima ligasa de SUMO (E3). El proceso comienza por la activacion de la proteina SUMO
mediante la formacion de un enlace tioéster con el sitio activo de la enzima E1 en una
reaccion que requiere de hidrdlisis de ATP. La proteina SUMO-activada pasa a la cisteina
del sitio activo de una segunda enzima que funciona como conjugadora de SUMO, E2
(Ubc9). Luego la E2 puede transferir a SUMO a la proteina diana mediante una tercera
enzima denominada E3, que se encarga de la formacion del enlace isopéptido entre SUMO
y la proteina diana. Ubc9 es la Unica enzima conjugadora de SUMO conocida y se une
directamente al motivo consenso de SUMOQilacion de proteinas diana, yKxD / E (donde v es
un residuo hidrofébico grande).

El proceso inverso de la SUMOilacion es la desSUMOQilacion. Las Ulps/SENP son necesarias
para la maduracion y procesamiento de precursores de SUMO vy para revertir el proceso de
la SUMOilacion. En mamiferos existen seis clases de SENP: SENP1, SENP2, SENP3,
SENP5, SENP6 y SENP7. Los SENPS 1y 2 se localizan en la envoltura nuclear, tienen
actividad de procesamiento y desconjugacion para SUMOL. Los demas SENP tienen
funciones de procesamiento y desconjugacién preferente de SUMO2/3. SENP3 y SENP5
tienen funciones importantes en la biogénesis de ribosomas. SENP6 y SENP7 se localizan
en el nucleoplasma y estan implicados en la edicion de cadenas poli-SUMO (Wang y Dasso,
2009).

Como se menciond antes, se sabe que la E1A se asocia a UBC9 y que E1B-55K puede
funcionar como una E3 ligasa de SUMO, dirigiendo la relocalizacion de p53. Ademas, la
proteina EAORF3 puede también funcionar como una E3 ligasa de SUMO, siendo p53,
Mrell y Nbsl blancos moleculares comunes que son degradados después por medio del
complejo de E3 ligasa de ubicuitina formado por E1B-55K y EAORF6 (Wimmer y Schreiner,
2015).
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La proteasa de adenovirus tiene una estructura muy similar a los SENPS celulares. La
estructura de esta proteasa posee cuatro residuos del sitio activo conservados en las proteasas
celulares de SUMO. Teniendo un mecanismo catalitico similar (Wimmer y Schreiner, 2015).

3. Justificacion.

Las modificaciones postraduccionales que incluyen el sistema ubicuitina/SUMO, son uno de
los mecanismos alterados por oncogenes de adenovirus, que estdn implicados tanto en
adipogénesis como en la transformacién oncogénica. Tanto la ubicuitilacion como la
SUMOQilacion desempefian un papel importante en la homeostasis de proteinas debido a su
participacion en procesos de degradacién y renovacion de proteinas que son clave en vias
reguladoras como la reparacion del DNA, progresion del ciclo celular, apoptosis, endocitosis
mediada por receptores o la transduccion de sefiales, 1o que a su vez resulta en la alteracion
de diferentes vias del metabolismo, diferenciacién y proliferacion celular. Por lo tanto, la
modulacion del sistema Ub/SUMO por oncoproteinas de adenovirus tiene un impacto en la
regulacion de las actividades celulares que benefician la replicacion viral. Encontrar los
determinantes moleculares que son regulados por este sistema nos brindara informacion de

procesos tanto oncogénicos como adipogénicos.

4. Hipotesis.

Los oncogenes de adenovirus estan implicados tanto en procesos de transformacion
oncogeénica como en adipogénesis mediante la alteracion de modificaciones por Ub/SUMO

sobre proteinas celulares.

5. Objetivos:
5.1 Objetivo general:
Identificacion y validacion de blancos moleculares regulados por Ub/SUMO en células

infectadas con adenovirus 5.

5.2 Objetivos particulares:
1. Andlisis de una base de datos de proteinas modificadas por SUMO o Ubicuitina en células

infectadas con adenovirus.



2. Seleccion de proteinas de interés modificadas por SUMO o Ubicuitina en células infectadas

con adenovirus implicadas en procesos de adipogénesis y oncogénesis.

3. Validacion de las proteinas seleccionadas.

a. Determinacion de la localizacion intracelular de las proteinas seleccionadas en
células infectadas con adenovirus.
b. Efectode lainhibicién de las proteinas seleccionadas sobre la produccién de progenie

viral.

6. Materiales y métodos.

6.1 Células y virus.

Células. Los fibroblastos derivados de prepucio humano (HFF) se crecieron como cultivos
en monocapa en medio Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con 10
% de suero bovino fetal (SBF). Las células HelLa, derivadas de cancer cérvico uterino, se
cultivaron en DMEM suplementado con 10% de suero bovino (SB). Ambos cultivos de
celulas se incubaron a 37°C con 5% de CO-..

Virus. En todos los experimentos se utilizé adenovirus 5 (HAdV-C5) y fue amplificado en
células HelLa utilizando una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0.1 unidades formadoras de
focos por célula (UFF/célula). La adsorcion del virus se llevo a cabo durante 1 hora a 37°C,
moviendo cuidadosamente las células cada 15 minutos para poder asegurar una distribucion
homogénea del indculo del virus sobre las células. Después de este tiempo, se retir6 el in6culo
y se agregé DMEM suplementado con 10% de SB vy las células se dejaron incubando a 37°C.
Posteriormente se cosecharon con un gendarme, se recuperaron las células y el medio en un
tubo Falcon, y se centrifugaron a 3,500 rpm durante 5 minutos a 4°C. El pellet resultante se
resuspendié en 1 ml de buffer IV USB (Tris-HCI 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, KCI 5mM,
MgCl, 10 mM y dextrosa 0.1% w/v). Las particulas virales se recuperaron al lisar la células
mediante congelamiento en nitrégeno liquido por 5 minutos y descongelando por completo
a 37°C por 10 minutos, este proceso se repitid 3 veces (3 ciclos). Se centrifugd nuevamente
a 14,000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se recuper6 el sobrenadante en un criotubo y se

almacen6 a -20°C. El virus se titulé por focos fluorescentes en células HeLa.

6.2 Andlisis bioinformatico

El anélisis de datos del proteoma total del ubicuitoma y sumoiloma se llevé a cabo en

MaxQuant y MSstats utilizando como entrada picos espectrales identificados y cuantificados
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de una lista de proteinas diferencialmente redundantes, logrando la identificacion y
cuantificacion de proteinas en los diferentes grupos que incluian células HFF infectadas con
adenovirus 5 (Ad5.WT) y células no infectadas (Mock). Posteriormente, estos dos grupos se
compararon y se aplicaron puntos de corte de un Fold change mayor a 1.5 ([FC|> 1.5) y un
p-value menor a 0.05 (pvalue <0.05). Las proteinas obtenidas se dividieron en dos grupos
dependiendo de su nivel de abundancia relativa comparando a células infectadas con Ad5 vs
celulas no infectadas (Mock). El primer grupo denominado “up-proteins” son proteinas
SUMOQiladas o ubicuitiladas que tienen abundancia relativa mayor en células infectadas
respecto a Mock, mientras que el segundo grupo denominado “down-proteins” son proteinas
SUMOiladas o ubicuitiladas que tienen abundancia relativa menor en células infectadas
respecto a Mock. Los analisis posteriores fueron realizados tomando en cuenta estos dos
grupos.

La agrupacién funcional de los genes obtenidos se realizd en la base de datos DAVID

(https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp, The Database for Annotation, Visualization and

Integrated Discover). DAVID utiliza un método de identificacion de genes relacionados al
medir la similitud de sus perfiles de anotacion basados con la hipdtesis de que si dos genes
se relacionan funcionalmente deberian tener perfiles de anotacién similares. Para la
obtencidn de los perfiles se genera una matriz de anotacion de termino genético binaria que
utiliza términos de anotacién en 14 categorias (incluida la ontologia genética (GO), el
proceso bioldgico, la funcion molecular de GO, el componente celular de GO, las vias de
KEGG, las vias de BioCarta, las palabras clave de Swiss-Prot, las vias de BBID, SMART
Dominios, base de datos de la Asociacion Geneética del NIH, caracteristicas de la secuencia
UniProt, ontologia COG / KOG, OMIM NCBI, dominios InterPro y nombres de superfamilia
PIR) recopilados en la base de datos DAVID, que aglomera diversos identificadores de
genes/proteinas y anotaciones asociadas a bases de datos biolégicas conocidas. Después de
la generacion de la matriz, se usa la estadistica kappa, para medir estadisticamente co-
ocurrencia de anotacion entre dos conjuntos de datos categorizados.

Se utilizaron los valores estadisticos por defecto, sin embargo, los valores de astringencia de
agrupacion fueron modificados. La astringencia o valor de agrupacion es un control necesario
para establecer un conjunto de parametros detallados involucrados en los algoritmos de

clasificacion funcional, que va desde “mas bajo” hasta “mas alto”. La configuracion de mayor
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astringencia genera menos grupos funcionales con genes estrechamente asociados en cada
grupo, lo que a su vez ocasiona que mas genes no estén agrupados. Y, al contrario, la
configuracién con menor astringencia genera méas grupos funcionales con genes menos
asociados en cada grupo, lo que resulta en menos genes no agrupados. Para este trabajo se
usaron valores de astringencia altos.

Una vez llevados a cabo los andlisis bioinforméticos se seleccionaron blancos moleculares
modificados por SUMO/Ubicuitina que pudieran ser relocalizados a los compartimentos de
replicacion durante la infeccion con adenovirus, y se observo su efecto en la replicacion viral

y la produccion de progenie al agregar inhibidores de las proteinas seleccionadas.

6.3 Inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia fueron utilizados para la titulacion del stock de virus
Ad5 por conteo de focos fluorescentes en células Hela, asi como para determinar la
localizacion intracelular de las proteinas WT1 y PCNA en células HFF infectadas. Se
sembraron células en cajas de 12 pozos que contenian en el fondo cubreobjetos (previamente
esterilizados) y fueron infectadas cuando estaban al 80% de confluencia con Ad5. Se
adicion0 la cantidad necesaria de virus en 300 pl de DMEM sin suero para infectar las células
con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 30 unidades formadoras de focos (UFF)/célula.
Para las células sin infectar se usé solo DMEM sin suero. La adsorcion del virus se llevo a
cabo durante 1 hora a 37°C, moviendo cuidadosamente las células cada 15 minutos para
asegurar una distribucion homogenea del inéculo del virus sobre la célula. Después de este
tiempo se retird el indculo y se agregé 1 ml por pozo de DMEM suplementado con 10%
suero, las células se dejaron incubando a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo postinfeccion
se retird el medio y se lavaron las células con 1 ml de PBS (137 mM de NaCl, 2.7 mM de
KCI, 8 mM de Na2HPO4 y 2 mM de KH2PO4) frio por pozo. Las células se fijaron con 1
ml por pozo de formaldehido al 3.7% en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente, se
lavaron 3 veces con 1 ml por pozo de PBS frio en agitacion por 10 minutos y se
permeabilizaron con 500 pl por pozo de Triton X-100 al 0.5% en PBS, incubando por 5
minutos a temperatura ambiente. Se lavd 3 veces con 1 ml por pozo de PBS frio, se adiciono
300 I por pozo del anticuerpo primario a la dilucion indicada para cada anticuerpo y se

incubd toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-WT1 (ab89901
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Abcam), anti-PCNA (ab92552 Abcam) utilizados a una concentracion 1:300 y anti-DBP
(monoclonal B6) en una concentracion 1:500. Después de incubar con el anticuerpo primario,
se lavd 3 veces con 1 ml por pozo de PBS frio en agitacion por 5 minutos. Se adicion6 300
pl por pozo del anticuerpo secundario anti-lgG de raton o anti-lgG de conejo acoplado a
Alexa 488 en una dilucion 1:1,500 y se incubo 2 horas a temperatura ambiente en agitacion.
Posteriormente se lavo 3 veces con 1 ml de PBS frio en agitacion por 5 minutos y se agregd
1 ml por pozo de DAPI en una concentracion 1:20,000. Se hicieron 3 lavados con 1 ml por
pozo de PBS frio en agitacion por 5 minutos y después se montaron los cubreobjetos en
portaobjetos, invirtiendo cada cubreobjetos sobre 1.8 pl de glicerol al 10% en PBS en un
portaobjetos, sellando con barniz. Las muestras se mantuvieron a -20°C y se analizaron
utilizando un microscopio de epifluorescencia.

La titulacion del virus por conteo de focos fluorescentes se llevo a cabo en células HeL a, que
se infectaron al 80% de confluencia con diferentes diluciones seriadas del stock de virus que
fueron desde 1x107 hasta 1x10°. Las células se fijaron a las 24 horas post infeccion y se
prepararon para inmunofluorescencia como se describié anteriormente, usando como
anticuerpo primario el anticuerpo monoclonal B6 dirigido contra la proteina de adenovirus
DBP en una dilucién 1:1,500 en PBS y para el anticuerpo secundario se utiliz6 anti-1gG de
raton acoplado a Alexa 488 en una dilucion 1:1,500 en PBS. Cada una de las muestras se
analizd por microscopia de epifluorescencia utilizando objetivos 20X y 63X, en un
microscopio Axiovert Zeiss. Se tomaron 6 fotos aleatorias de diferentes campos para cada

dilucion. El titulo se obtuvo siguiendo la siguiente formula:

UFF , . . o 1mi
— = (No. células infectadas)x(inverso de la dilucién)x( —— _
ml Volumen inicial del lisado

)

Donde UFF/ml son unidades formadoras de foco por mililitro.

6.4 Cuantificacion de progenie viral.

Para determinar el efecto de la inhibicion de WT1 o PCNA sobre la replicacion de

adenovirus, se determind la produccion de progenie viral en células tratadas con los



inhibidores curcumina y T2AA, respectivamente. Se disefi0o el experimento de tal manera
que se tuvieran 4 pozos de células infectadas (A1, A2, A3y A4) y 4 pozos de células no
infectadas (B1, B2, B3 y B4). Como se muestra a continuacion:

Células
infectadas

infectadas +
tratamiento

. Células

"\ Células no
_/ infectadas

Células no C
O infectadas +
tratamiento

Figura 4. Representacion diagramatica del experimento. Las células en los pozos A fueron infectadas con
adenovirus mientras que en los pozos B no fueron infectadas (Mock). Se escogieron 3 diferentes tiempos en la
infeccion para el tratamiento con los inhibidores: 4 hpi retirando la droga a las 8 hpi (un intervalo que
corresponde a la fase temprana); 16 hpi retirando el tratamiento a las 20 hpi (un intervalo que corresponde a la
transicién de la fase temprana a la tardia); 0 hpi retirando el tratamiento a las 36 hpi (a lo largo de todo el ciclo

de replicacion viral). Los horarios de adicién de droga se muestran arriba de cada pozo.

Las células al 80% de confluencia fueron infectadas con Ad5 utilizando una MOI de 30
UFF/célula, o solo se les adicion6 DMEM sin suero a las células Mock. La adsorcion del
virus se llevo a cabo durante 1 hora a 37°C, moviendo cuidadosamente las células cada 15
minutos para asegurar una distribucion homogénea del in6culo del virus sobre la célula.
Después de este tiempo (que se considera el tiempo 0 hpi), se retiraron los inodculos y se
afiadieron los inhibidores a los pozos correspondientes. A las 4 hpi se retird el medio de los
pozos A2 y B2 para afiadir 1 ml del inhibidor correspondiente, posteriormente se retiré el
inhibidor a las 8 hpi y se afiadié medio fresco. A las 16 hpi se retird el medio de los pozos
A3y B3 para afiadir 1 ml del inhibidor correspondiente y se retiro a las 20 hpi cambiandolo

por medio fresco. Posteriormente las células se cosecharon a las 36 hpi utilizando un
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gendarme, se recuperaron las células en el medio en tubos eppendorf, y se centrifugaron a
2,000 g durante 5 minutos a 4°C. El pellet resultante se resuspendié en 50 pl de buffer IV
USB (Tris-HCI 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, KCI 5mM, MgCI2 10 mM y dextrosa 0.1%
w/v). Las particulas virales se recuperaron al lisar la células mediante congelamiento y
descongelamiento, congelando en nitrogeno liquido por 5 minutos y descongelando por
completo a 37°C por 10 minutos, este proceso se repitié 3 veces (3 ciclos). Se centrifugo a
14,000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se recuperé el sobrenadante en tubos eppendorf y se
almacenaron a -20°C. Los lisados se utilizaron para determinar la eficiencia de produccion
de progenie por focos fluorescentes. Se sembraron células HFF en cajas de 12 pozos sobre
cubreobjetos y se infectaron con diluciones de 1x107 a 1x102 de cada virus; las células se
fijaron con Formaldehido al 3.7% en PBS a las 24 hpi y se prepararon para
inmunofluorescencia como se describid antes para posteriormente cuantificar la progenie por
conteo de focos fluorescentes.

Inhibidores: Curcumina (C1386-Sigma-Aldrich) 15 uM en medio DMEM suplementado con
10% de SFB (para inhibir a WT1). T2AA (ab146970 Abcam) 1 pM en medio DMEM
suplementado con 10% de SFB (para inhibir a PCNA).

7. Resultados.

7.1 La infeccion por adenovirus modifica el nivel de SUMO/Ub de un gran nimero de
proteinas celulares.

La base de datos de proteinas modificadas por SUMO y/o ubicuitina, se obtuvo anteriormente
en nuestro laboratorio; mediante métodos de sedimentacion de proteinas utilizando trampas
con afinidad por SUMO o ubicuitina en células infectadas con HAdV5 cosechadas a las 24
hpi. Posteriormente, mediante espectrometria de masas se determinaron las diferencias en la
abundancia relativa de proteinas SUMOQiladas o ubicuitiladas en células infectadas contra no
infectadas.

La base de datos incluye 1,522 proteinas ubicuitiladas y 1,228 proteinas SUMOiladas cuya
abundancia relativa cambié cuando se comparan las proteinas obtenidas de células infectadas
con HAdV5 vy células no infectadas. Para el analisis se consideraron solo proteinas que
tuvieran una diferencia mayor a 1.5 veces (Fold-change > 1.5) y un valor de p < 0.05. Los
grupos de proteinas modificadas por SUMO o ubicuitina que fueron mas abundantes en las

células infectadas que en las no infectadas se denominaron “up”y aquellas que fueron menos



abundantes en las células infectadas que en las no infectadas se denominaron “down”. La
Tabla 1 muestra los nimeros de cada uno de estos grupos de proteinas y, como se anticipaba
para este trabajo, indica que la infeccion con adenovirus induce cambios muy significativos

en proteinas modificadas por SUMO o ubicuitina.

Comparacion HAdV5 vs Mock
Muestras Ubicuitina SUMO
Up 385 205
Down 103 66
488 271

Tabla 1. Proteinas celulares con diferencias estadisticamente significativas entre células no infectadas y
células infectadas con HAdV5.

7.2 La asignacion de categorias funcionales mostré proteinas involucradas en
metabolismo proliferacién y muerte

Con el objetivo de analizar las categorias funcionales de las proteinas presentes en la base de
datos que son modificadas por SUMO o ubicuitina, “Up” 0 “Down”, se realizé la asignacion
de categorias funcionales en DAVID, utilizando una astringencia alta como se describi6 en
materiales y métodos.

En el grupo ubicuitina “Down” se obtuvieron 23 grupos funcionales (Tabla 2), mientras que
para el grupo “Up” se obtuvieron 57 grupos (Tabla 3). Mientras que en SUMO “Down” se
obtuvieron 13 grupos funciones (Tabla 4) y 37 grupos en el caso “Up” (Tabla 5). En cada
grupo se muestra el score de enriquecimiento; este score muestra diferencias entre los grupos
de proteinas relacionadas con una funcion bioldgica especifica.

En los cuatro conjuntos de agrupaciones SUMO y ubicuitina, “Up” o “Down”, encontramos
vias directamente implicadas en el metabolismo como la via de TCA, glucolisis y el
metabolismo de &cidos grasos, entre otras (encontradas en los grupos SUMO/Ubicuitina
“Up”). Ademas de actividades de union a DNA, regulacion de la transcripcion, via de
sefializacion de RAS, ciclo celular y division celular, relacionadas con las vias de

proliferacion y muerte.
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Ubicuitina “Down”

Grupo | Score Termino GO
enriquecimiento

1 8.49 Traduccion, proteina ribosomal, procesamiento mRNA

2 8.01 Unidn adherente célula-célula

3 5.8 Unién al DNA

4 5.27 Histona H3, ensamblaje del nucleosoma

5 3.01 Histona H2A, silenciamiento de la cromatina

6 2.83 Unién de glutation, glutation S-transferasa, proceso
metabolico

7 2.22 Complejo de miosina, proteina motora

8 2.03 Colageno fibrilar, proceso catabélico del colageno

9 1.5 Actividad del transportador de proteinas mediado por
vesiculas

10 1.41 Region de unién de fosfato de nucleétido: NADP

11 1.37 Interaccion ECM-receptor, organizacién de la matriz
extracelular

12 1.29 Regulacion de la expresion génica, silenciamiento por
RNA

13 0.78 Division nuclear mitdtica, division celular, mitosis

14 0.75 Unién de tropomiosina, miofibrilla, ensamblaje de
miofibrillas

15 0.7 Dominio PDZ

16 0.67 Dominio similar a la homologia de Pleckstrin

17 0.6 Superfamilia de pequefias GTPasas, union a GTP,
lipoproteina

18 0.39 Dominio que contiene repeticiones similares a

WD40/YVTN




19 0.38 Dominio que contiene repeticiones de anquirina
20 0.35 Splicing de mRNA

21 0.21 Inmunidad innata, respuesta inmune innata

22 0.001 Transcripcion, regulacion de la transcripcion

23 4.18E-07 Componente integral de membrana

Tabla 2. Categorias funcionales del grupo ubicuitina “Down”. La asignacion fue realizada en DAVID

utilizando una astringencia alta.

Ubicuitina “Up”
Grupo | Score Termino GO
enriquecimiento
1 17.05 Unidn de cadherina implicada en la adhesion célula-célula
2 15.68 Enlace GTP, union a GTP, actividad GTPasa
3 10.43 Ciclo de citrato (ciclo TCA)
4 10.35 Prenilacidn, superfamilia de pequefias GTPasas
5 6.71 Glucdlisis
6 5.57 Chaperonina Cpn60/TCP-1, regulacion positiva de la
localizacion de proteinas en cuerpos de Cajal
7 5.05 Anexina, union de fosfolipidos dependientes de calcio
8 4.55 Via de sefializacion del receptor de células T
9 4.21 Aminoacilacion de tRNA para la traduccion de proteinas
10 4.1 S15/NS1, unién a RNA
11 3.42 Dominio de tiorredoxina, homeostasis redox celular
12 3.3 Actividad ATPasa transportadora de protones
13 3.1 Lactato deshidrogenasa/glucésido hidrolasa
14 2.89 Proteina disulfuro isomerasa
15 2.86 Transporte de protones acoplado a la sintesis de ATP
16 2.81 Proceso catabdlico de S-adenosilhomocisteina
17 2.44 Complejo ATP sintasa transportador de protones
18 2.33 Actividad de aldehido deshidrogenasa
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19 2.18 Porina/Tom40

20 1.92 Treonina proteasa, proteasoma, subunidad alfa/beta

21 1.89 Metabolismo de D-Glutamina y D-glutamato

22 1.79 Metabolismo de acidos grasos, acetil-CoA acetiltransferasa

23 1.79 Proteina de choque térmico Hsp90

24 1.69 Peptidasa M1, alanina aminopeptidasa de membrana N-
terminal

25 1.66 Dominio: EF-hand

26 1.65 Dominio: ATP-Grasp

27 1.62 Proceso biosintético de acetil-CoA a partir de piruvato

28 1.54 Dominio similar a EF-hand, EF-hand 1, sitio de union al
calcio

29 1.54 SUMOilacion y ubicuitilacion de proteinas

30 1.5 Actividad de la fosfoproteina fosfatasa

31 1.45 Procesamiento del extremo 3' del mRNA, exportacion de
MRNA

32 1.43 DNA/RNA helicasa tipo de caja DEAD/DEAH N-terminal

33 1.31 Regulacion del ensamblaje de organelos

34 1.27 Formacién del complejo de pre-iniciacion de traduccion

35 1.25 Actividad del transportador transmembrana de aminoacidos

36 1.19 Dominio: EF-hand 5, region de union al calcio:4

37 1.17 Biosintesis de acidos grasos insaturados

38 1.04 Dominio de unién al RNA componente de proteasoma (PCI)

39 1.02 Complejo de proteina fosfatasa tipo 2A

40 1.01 Receptor de la célula huésped para la entrada de virus,
entrada viral en la célula huésped

41 0.86 Dominio: EF-hand 2, dominio: EF-handl

42 0.83 Dominio de homologia de calponina

43 0.8 Repeat: HEAT 1

44 0.76 Helicoidal tipo tetratricopéptido, repeticion TPR




45 0.73 Transferasa dependiente de piridoxal fosfato

46 0.69 Splicing de mRNA

47 0.63 Isomerizacion de proteinas peptidil-prolilo

48 0.51 Proteina asociada al receptor de serina-treonina cinasa

49 0.45 Repeat: TPR 1

50 0.31 Direccionamiento a membrana dependiente de calcio C2

51 0.19 Dominio de reconocimiento de RNA

52 0.14 Proteina cinasa sitio de union de ATP

53 0.13 Proteina co-traduccional dependiente de SRP dirigida a la
membrana

54 0.13 Via de sefalizacion de TGF-beta

55 0.06 Repeat

56 6.74E-08 Transmembrana, componente integral de la membrana

57 4.09E-13 Regulacion de la transcripcion

Tabla 3. Categorias funcionales

utilizando una astringencia alta.

del grupo ubicuitina “Up”. La asignacion fue realizada en DAVID

SUMO “Down”

Grupo | Score Termino GO

enriquecimiento
1 6.28 Histona H2B, ndcleo de histonas, ensamblaje del

nucleosoma

2 5.69 Unidn de cadherina implicada en la adhesion célula-célula
3 3.55 Proceso catabolico del colageno, interaccion ECM-receptor
4 2.81 Factor de von Willebrand tipo A, dominio: VWFA 1
5 2.05 Actividad de heterodimerizacion de proteinas
6 1.86 Respuesta inmune innata en la mucosa
7 1.7 Actividad motora de microfilamentos, union a calmodulina
8 1.69 Proteina co-traduccional dependiente de SRP dirigida a la

membrana, procesamiento de rRNA, proteina ribosomal
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9 0.92 Procesamiento de mRNA, splicing de mRNA

10 0.89 Organizacion de la matriz extracelular, region extracelular
11 0.22 Union ATP, union de nucledtidos

12 0.004337823 Transcripcidn, regulacion de la transcripcion

13 8.61E-05 Componente integral de la membrana, hélice transmembrana

Tabla 4. Categorias funcionales del grupo SUMO “Down”. La asignacion fue realizada en DAVID
utilizando una astringencia alta.

SUMO “Up”
Grupo | Score Termino GO
enriquecimient
0

1 8.57 Unidn de cadherina implicada en la adhesion célula-célula

2 7.29 Ciclo de citrato (ciclo TCA)

3 6.4 Enlace GTP, union a GTP, actividad GTPasa

4 5.06 Transduccion de sefial mediada por pequefias GTPasas

5 4.66 Anexina, union de fosfolipidos dependientes de calcio

6 4.19 Sefializacion NIK/NF-kappa B, proteasoma, regulacion
negativa de la via de sefializacion candnica de Wnt

7 3.4 Protedlisis implicada en el proceso catabolico de proteinas

8 2.92 Aminoacilacion de tRNA para la traduccion de proteinas

9 2.71 Metabolismo del &cido 2-oxocarboxilico

10 2.64 Dominio de  tiorredoxina, actividad disulfuro
oxidorreductasa

11 241 Via de la glucolisis

12 1.95 Chaperonina Cpn60/TCP-1

13 1.83 Flavoproteina, union de dinucledtido de flavina y adenina

14 1.64 Transporte de protones acoplado a la sintesis de ATP

15 1.59 DNA/RNA helicasa tipo de caja DEAD/DEAH N-terminal
dependiente de ATP




16 1.54 Beta-oxidacion de 4&cidos grasos usando acil-CoA
deshidrogenasa

17 1.52 Metabolismo de los esfingolipidos

18 1.42 ATPasa de tipo P transportadora de cationes N-terminal/C-
terminal

19 1.18 Ensamblaje del complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial

20 1.16 Periferia celular, parte apical de la célula

21 1.09 Dominio similar a una hand EF, EF-hand 1 sitio de union al
calcio

22 1.08 Regulacion de la conduccion cardiaca

23 1.08 Actividad de proteina motora de los microtubulos

24 1.04 Region de unién al calcio

25 0.91 Transporte de mRNA, translocacion

26 0.8 Metabolismo del colesterol y esteroides

27 0.78 Via de sefializacion Ras, via de sefializacion de Rapl

28 0.75 Respuesta inmune

29 0.71 Via de sefializacion Erk1/Erk2 Mapk

30 0.7 Metiltransferasa, S-adenosil-L-metionina

31 0.63 Via de sefializacion de integrinas

32 0.4 Via de sefializacion de GnRH

33 0.25 Componente integral de la membrana

34 0.24 Transcripcién, union a DNA

35 0.18 Division celular, ciclo celular

36 0.18 Moléculas de adhesion celular (CAM)

37 0.13 Activacion de la actividad MAPK, sitio de union de ATP

Tabla 5. Categorias funcionales del grupo SUMO “Up”. La asignacion fue realizada en DAVID utilizando

una astringencia alta.
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7.3 Seleccidn de proteinas SUMOiladas y Ubicuitiladas de interes.

La comparacion entre proteinas modificadas por SUMO o ubicuitina que tienen abundancias

relativas significativamente diferentes en células infectadas con HAdV5 nos llevé a

seleccionar entre aquellas que son modificadas tanto por SUMO como por ubicuitina, ya que

se sabe que es comun que las proteinas que son modificadas por SUMO sean también

modificadas por ubicuitina en un proceso regulatorio al que se le ha llamado "interruptor" o

"switch” de SUMO/Ub. En esta busqueda se encontraron las 10 proteinas “Down” y 65

proteinas “Up” que se muestran en las tablas 6 y 7, respectivamente.

SUMO/Ubicuitina ""Down"’

Proteina Descripcion Proteina Descripcion

MYO1B | miosina IB (MYO1B) GJAl proteina de unién gap o 1

MYO1D | miosina ID (MYO1D) LMOD1 | leiomodina 1

COL5AL | cadena de colageno tipo V a 1 PALLD | paladina, proteina asociada
al citoesqueleto

COL1A1 | cadena de colageno tipo | o 1 PAWR regulador proapoptotico
WT1

FN1 fibronectina 1 VIM Vimentina

Tabla 6. Proteinas modificadas tanto por SUMO como por Ubicuitina “Doewn”. Marcada en rojo se

encuentra PAWR como blanco seleccionado para validacion

SUMO/Ubicuitina ""Up"
Proteina Descripcion Proteina | Descripcion
NDUFV1 NADH: subunidad central V1 dela | DDX39A | DExD-box helicasa 392
ubiquinona oxidorreductasa
ANXA4 anexina A4 PDIA3 proteina disulfuro isomerasa
familia A miembro 3
ANXA1l | anexina All TMED10 | proteina 10 de trafico P24
transmembrana
ANXA7 anexina A7 LMAN2 | lectina, unidén a manosa 2
ANXAG anexina A6 ERGIC1 | endoplasmic reticulum-golgi
intermediate compartment 1
PSME1 activador de proteasoma, subunidad | ATP1A1l | ATPasa Na+/K+ subunidad
1 transportadora a 1
PSMD5 subunidad 26S del proteasoma, no- | ATP1B3 | ATPasa Na+/K+ subunidad
ATPasa 5 transportadora 3 3




SAR1A secrecién asociada a Ras ATP2B1 | Membrana plasmatica
relacionada con GTPasa 12 ATPasa transportadora de
calcio 1
RAB5SA RABS5A, miembro de la familia de EHD4 EH domino containing 4
oncogenes RAS
RAB2A RAB2A, miembro de la familia de ETHE1 ETHE1, persulfuro
oncogenes RAS dioxigenasa
RAP1B RAP1B, miembro de la familia de MX1 Proteina de union a GTP
oncogenes RAS inducida por interferén
RAP1A RAP1A, miembro de la familia de NAGLU | N-acetil-alfa-
oncogenes RAS glucosaminidasa
RAB11A RAB11A, miembro de la familiade | RAN RAN, miembro de la familia
oncogenes RAS de oncogenes RAS
RAB11B RAB11B, miembro de la familiade | UGP2 UDP-glucosa pirofosforilasa
oncogenes RAS 2
RAB2B RAB2B, miembro de la familia de NPEPPS | aminopeptidasa sensible a
oncogenes RAS puromicina
DDX39B DExD-box helicasa 39B ANXA1 | anexina Al
APOL2 apolipoproteina L2 ICAM1 | molécula de adhesién
intercelular 1
CANX Calnexina LAP3 leucina aminopeptidasa 3
CALR Calreticulina HLA-B complejo mayor de
histocompatibilidad, clase I,
B
C120rf10 cromosoma 12 ORF 10 MAPREL | proteina asociada a
microttbulos miembro de la
familia RP/EB 1
CYB5R3 citocromo b5 reductasa 3 MAP2K2 | proteina cinasa 2 activada
por mitdégeno
DCTN2 subunidad 2 de dinactina MSN Moesina
ETFA Subunidad o de la flavoproteinade | NNMT nicotinamida N-
transferencia de electrones metiltransferasa
EEF1D factor delta 1 de elongacion de la PCNA antigeno nuclear de células
traduccion en proliferacion
EIF3L subunidad L del factor 3 de PPM1F | proteina fosfatasa, 1F
iniciacion de la traduccién dependiente de Mg2+/Mn2+
EZR Ezrina RDH11 | retinol deshidrogenasa 11
GANAB subunidad alfa de la glucosidasa Il RNH1 inhibidor de
ribonucleasa/angiogenina 1
GLS Glutaminasa STAT1 transductor de sefial y
activador de la transcripcion
1
GSTO1 glutation S-transferasa omega 1 SLC3A2 | transportadores de soluto
familia 3 miembros 2
HSP90AAL | proteina de choque térmico 90 SLC7A5 | transportadores de soluto

familia o clase A miembro 1

familia 7 miembros 5
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HSP90B1 | proteina de choque térmico 90 TXNL1 | tiorredoxina 1
miembro de la familia p 1

HSPD1 familia de proteinas de choque TAP1 transportador 1, miembro de
térmico D la subfamilia B del casete de
unién a ATP

. Tabla 7. Proteinas modificadas tanto por SUMO como por Ubicuitina “Up”. Marcada en rojo se

encuentra WT1 como blanco seleccionado para validacion

Entre las proteinas “Down” se encuentran proteinas de citoesqueleto, proteinas de superficie
celular y el supresor tumoral PAWR. Este Gltimo induce apoptosis en células cancerosas Par-
4 (proteina de respuesta de apoptosis prostatica 4) e interacciona con la proteina codificada
por el gen de tumor de Wilms WT1, un activador y represor de la transcripcion, mediante
un dominio de zipper de leucinas que interacciona con el dominio de union al DNA del dedo
de zinc de WT1.

WT1 es un factor de transcripcion involucrado en el crecimiento y supervivencia celular. El
dominio N-terminal de WT1 estda compuesto por secuencias ricas en prolina-glutamina,
involucradas en interacciones con RNA y proteinas. EI dominio C-terminal tiene cuatro
dedos de zinc que permiten su unién con secuencias de DNA diana. Entre los blancos de
WT1 se encuentran genes implicados en el crecimiento, metabolismo celular, componentes
de matriz extracelular, factores de crecimiento y otros factores de transcripcion (Yang et al.,
2007). El promotor de WT1 se autorregula por el factor de transcripcion WT1 y por otros
factores como GATAL y Spl. En investigaciones anteriores en nuestro laboratorio se
encontré que WTL1 puede interaccionar con la proteina E1B-55K, que como se ha descrito es
una proteina viral que regula la expresién de los genes virales y que participa en la formacion
y actividades de los compartimentos de replicacion de adenovirus y que esta involucrada en
la SUMOilacion y ubicuitilacion de proteinas en la célula infectada.

En el caso de las proteinas “Up” se encuentra una mayor diversidad de proteinas que
participan en traduccion, transito vesicular, sefializacion a nivel de membrana, transduccién
de sefiales y metabolismo. Destaca la proteina PCNA (antigeno nuclear de células en
proliferacion), una proteina bien caracterizada que participa en la replicacién y reparacion
del DNA. La proteina se carga sobre el DNA resultando en la formacion de un anillo
homotrimérico que actia como una abrazadera que se desliza sobre el DNA. PCNA puede

ser modificada por ubicuitina 0 SUMO para coordinar respuestas al dafio en el DNA. Se



conoce que el oncogén E1A de adenovirus es capaz de activar la expresion de PCNA en
células HeLay 293 (Morris & Mathews, 1990).

7.4 Tanto PCNA como WT1 tienen efectos sobre la produccién de progenie viral.

Como se describio antes tanto WT1 como PCNA podrian ser blanco de las oncoproteinas de
adenovirus y se sabe que ambos son relocalizados a los compartimentos de replicacion
durante la infeccion con adenovirus, por lo que decidimos analizar el efecto de inhibidores
de estas dos proteinas sobre la eficiencia de produccion de progenie viral. Para la inhibicion
de WT1 se usé la droga curcumina, la cual bloguea a WT1, lo que provoca que WT1 no
pueda unirse a su promotor y ocasione la perdida de transcripcion. En el caso de PCNA se
uso la droga T2AA, que inhibe el motivo PIP que permite la interaccion de PCNA con la
polimerasa y demas proteinas de union a DNA.

Se infectaron células HFF con HAdV5 y se afiadieron los inhibidores por intervalos de 4 h
en diferentes tiempos post-infeccidn que representan la fase temprana, la transicion de la fase
temprana a la tardia y durante todo el ciclo de replicacion del virus (4, 16, 36 hpi,
respectivamente). Las células infectadas se cosecharon a las 36 hpi y se cuantificé la progenie
viral por focos fluorescentes como se describe en materiales y métodos.

La Figura 4 muestra los resultados del efecto de la inhibicion de la proteina WT1 durante la
infeccion. Cuando se afiadié curcumina en la etapa temprana de la infeccion (4-8 hpi) la
produccién de progenie aument6 4.6 veces en comparacion con el control sin inhibidor.
Cuando se afiadio curcumina en la transicion de la etapa temprana a la tardia la progenie
aumento 1.4 veces, mientras que cuando se afiadio durante las 36 hpi el aumento fue de 2
veces comparado con el control. Estos datos sugieren que la inhibicion de WT1 favorece la
eficiencia con la que se produce progenie viral en cualquiera de los tiempos post-infeccion
en el que se adiciona el inhibidor. Sin embargo, el efecto mas claro se observé cuando WT1
se inhibid entre las 4 y 8 hpi, lo que sugiere que este efecto positivo de WT1 en el ciclo de
replicacion viral es méas claro en el intervalo de tiempo que coincide con el inicio de la

expresion de los genes virales tempranos, incluyendo los oncogenes E1A, E1B y EA4.
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Figura 5. Efecto de la inhibicién de WT1 sobre la eficiencia de produccién de progenie viral. a) Células
HFF se infectaron con HAdV5 con una MOI de 30 FFU/célula, se afiadié curcumina (inhibidor de WT1) en la
etapa temprana de la infeccion (4-8 hpi), temprana-tardia (16-20 hpi) y durante todo el ciclo de replicacién del
virus (36 hpi), posteriormente las células se cosecharon a las 36 hpi y se cuantificé la progenie viral por conteo

de focos fluorescentes. b) Tabla de titulos virales.

En el caso de la inhibicion de la proteina PCNA durante la infeccion (Figura 5), cuando se
afiadié T2AA (inhibidor de PCNA) en la fase temprana (4-8 hpi), temprana-tardia (16-20) y
todo el ciclo de replicacion del virus (36 h) la produccién de progenie disminuy0 en todos
los casos. La disminucién fue mayor cuando la droga estuvo presente a lo largo del ciclo de
replicacion viral, pero el efecto fue similar cuando la droga se afiadié en los intervalos de
tiempo mas cortos. Estos datos sugieren que PCNA favorece la produccion eficiente de

progenie a lo largo del ciclo de replicacion viral.



1.5%106- Muestra Titulo viral

Control 1.1 x 108
% T2AA 4-8 hpi 8.0x10°
i 1x106- T2AA 16-20 hpi 7.2 x10°
=]
= M
E T2AA 36 hpi 6.4 x 10°
[=]
£ 5x10°—
=
0- T T T
o > R
0'6 \(\Q (\Q Q;(\
CJ‘O | q’ﬂ’ ?P..
A )

Figura 6. Efecto de la inhibicién de PCNA sobre la eficiencia de produccién de progenie viral. a) Células
HFF se infectaron con HAdV5 con una MOI de 30 FFU/célula, se afiadid T2AA (inhibidor de PCNA) en la
etapa temprana de la infeccion (4-8 hpi), temprana-tardia (16-20 hpi) y durante todo el ciclo de replicacién del
virus (36 hpi), posteriormente las células se cosecharon a las 36 hpi y se cuantificé la progenie viral por conteo

de focos fluorescentes. b) Tabla de titulos virales.

7.5 Localizacion intracelular de WT1y PCNA.

Con el objetivo de analizar el efecto de la infeccion en presencia de los inhibidores T2AA o
curcumina sobre la localizacion intracelular de PCNA o WTL, respectivamente, se infectaron
células HFF con HAdV5 y se analizé la localizacion intracelular de las proteinas en diferentes
tiempos postinfeccion que corresponde a los tiempos en los que se determino el efecto de las
drogas sobre la produccion de progenie, 8, 20 y 36 hpi. Usando microscopia de
epifluorescencia se analiz6 la distribucion de PCNA y WT1 con anticuerpos especificos, y
se incluy6é también un anticuerpo contra la proteina viral DBP como un marcador de los
compartimentos de replicacion de adenovirus.

En la figura 6 se muestran los resultados representativos de la localizacion de PCNA sin/con
tratamiento, en la primera columna, en azul se muestran los nucleos celulares tefiidos con
DAPI. En la segunda columna, en verde se muestra PCNA (Alexa 488). En la tercera

columna, en rojo DBP (Alexa 568). La cuarta columna representa la sobreposicion de los 3
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canales. En la primera fila se muestran las células Mock y en las siguientes las células
infectadas procesadas a las 8 hpi, 20 hpi y 28 hpi sin/con tratamiento, como se indica. A la
derecha se indican los tiempos de adicion del inhibidor T2AA. En células Mock sin
tratamiento, PCNA se localiz6 en puntos nucleares como se esperaria y como se ha descrito
en la literatura. Esta localizacion se mantiene en la etapa temprana de la infeccion. En etapas
tardias de la infeccion (20 y 28 hpi) su localizacion es similar a DBP, en los compartimentos
de replicacion. Adicionalmente, en las células infectadas y tratadas con el inhibidor la
intensidad de fluorescencia de la sefial de DBP disminuy0 y tanto la localizacién de PCNA

como la de DBP parecen mantenerse en puntos de menor tamario.

Sin tratamiento Tratamiento
DAPI PCNA DBP DAPI PCNA DBP Merge

4-8 hpi

16-20 hpi

0-28 hpi

Figura 7. Localizacion intracelular de PCNA en células infectadas y no infectadas con/sin tratamiento.
En la primera columna, en azul se muestran los nlcleos celulares tefiidos con DAPI. En las segunda columna,
en verde se muestra PCNA (Alexa 488). En la tercera columan, en rojo DBP (Alexa 568). La cuarta columna

representa la sobreposicion de los 3 canales.

En el caso de WT1, los resultados de su localizacion sin/con tratamiento se muestran en la
figura 7. En la primera columna, en azul se muestran los nucleos celulares tefiidos con DAPI.
En la segunda columna, en verde se muestra WT1 (Alexa 488) y en la tercera columna, en
rojo DBP (Alexa 568). La cuarta columna representa la sobreposicion de los 3 canales. Al
igual que en la figura 6, la primera fila representa celulas Mock, y las siguientes las células



infectadas 8 hpi, 20 hpi y 28 hpi sin/con curcumina (respectivamente) y a la derecha se
indican los tiempos de adicion del inhibidor.

En células mock sin curcumina, WT1 mostr6 una localizacion difusa en toda la célula, con
algunos puntos nucleares de mayor intensidad. La localizacion citoplasmica se mantiene a la
largo de la infeccion (8, 20 y 28 hpi). En células mock e infectadas a 8 hpi tratadas con
curcuming, la localizacion en puntos nucleares por una principalmente nuclear. Mientras que
en células tratadas con curcumina, tanto Mock como infectadas la distribucion de WT1 en
puntos nucleares fue mas evidente y en las células infectadas mostré una distribucion similar
a DBP, sugiriendo gque se encuentra en compartimentos de replicacion. Adicionalmente, en
las células infectadas y tratadas con curcumina, la intensidad de fluorescencia de la sefial de

DBP aumento.

Sin tratamiento Tratamiento
WT1 DBP

Figura 8. Localizacion intracelular de WT1 en células infectadas y no infectadas con/sin tratamiento. En
la primera columna, en azul se muestran los nicleos celulares tefiidos con DAPI. En la segunda columna, en
verde se muestra WT1 (Alexa 488) y en la tercera, en rojo DBP (Alexa 568). La cuarta columna representa la

sobreposicidn de los 3 canales.
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8. Discusioén

Los genes tempranos de adenovirus, E1A, E1B y E4 codifican para proteinas que alteran
maultiples funciones celulares y establecen condiciones optimas en la célula infectada para la
sintesis de grandes cantidades de macromoléculas virales y la produccién muy eficiente de
progenie viral. Como se describid en la introduccidn estos son oncogenes que regulan el
metabolismo, proliferacion y muerte celular, asi como las defensas celulares contra la
infeccion. Algunos de los mecanismos celulares que son blanco comun de las proteinas E1A,
E1B y E4 es la SUMOilacion y ubicuitilacion de proteinas. Las proteinas E1A y E1B-55K
se asocian a la unica E2 ligasa de SUMO, UBC9, y E1B-55K puede funcionar como ligasa
de SUMO, una actividad que también se ha relacionado a la proteina E4Orf3. Por otra parte,
la E1B-55K y la E4Orf6 ensamblan una E3 ubicuitina ligasa. Los blancos celulares que han
sido identificados para cada caso son supresores tumorales, como p53; varios componentes
de la maquinaria de reparacion de DNA (como Mrell, Nbsl, Rad50, DNA ligasa IV), entre
otros.

Los adenovirus pueden inducir la transformacion oncogénica de la célula y alterar el
metabolismo celular induciendo un estado adipogénico. Los genes celulares que son
alterados en ambos casos pueden ser regulados por SUMO/Ub, por lo que la alteracion por
las proteinas virales de estas modificaciones podrian ser un mecanismo fundamental en la
interaccion virus-célula.

La base de datos que se analizo en este trabajo muestra que la infeccion con adenovirus altera
la abundancia relativa de un nimero muy grande de proteinas que son modificadas por
SUMO/UDb, lo que respalda la hipdtesis que la regulacion de funciones celulares por estos
mecanismos es importante para la replicacion del virus.

Se seleccionaron dos proteinas celulares en la base datos para las que existen evidencias de
interaccion fisica o funcional con las proteinas E1A o E1B. E1A activa la expresion de PCNA
(Morris & Mathews, 1990), lo que sugiere que el aumento en los niveles de PCNA en la
célula infectada favorece algun paso del ciclo de replicacién viral. EI genoma de adenovirus
es una molécula de DNA lineal y su presencia en el nucleo activa la maquinaria de reparacion
de DNA. En células infectadas con adenovirus mutantes que no expresan E1B-55K, E4Orf3
0 E40rf6 la maquinaria de reparacion de DNA no es eficientemente inhibida y el genoma

viral es concatenado, resultando en moléculas de DNA que no pueden ser encapsidadas y



consecuentemente no se produce progenie viral. Los datos de este trabajo muestran que la
inhibicion de PCNA (un componente de la maquinaria de reparacion de DNA) tiene un efecto
negativo en la produccion de progenie, confirmando que el aumento en los niveles de PCNA
inducido por E1A favorece la replicacion del virus. La localizacién de PCNA en un patron
similar al de DBP en los compartimentos de replicacion indican que la proteina es
relocalizada a los sitios en los que se localiza, expresa y replica el DNA. Seré por lo tanto
interesante determinar si PCNA participa en algun mecanismo relacionado a la replicacion
del DNA viral. El factor de transcripcion WT1 se observo principalmente en citoplasma, sin
embargo, durante su inhibicion, su patron se alterd6 a uno que coincidié con los
compartimentos de replicacion, ademas de mostrar un efecto positivo temporal en la
produccion de progenie. Estos hallazgos son interesantes ya que el efecto mas claro se
observo en un intervalo de tiempo que corresponde al inicio del programa de expresion de
los genes virales tempranos (E1A, E1B y E4), lo que sugiere que WT1 puede interferir con
la expresion eficiente de estos genes y debe ser inhibido durante la infeccion. No es claro si
la modificacion de WT1 por SUMO/Ub tiene un efecto inhibitorio, pero sera interesante
determinar el efecto de WT1 en ausencia de las oncoproteinas de adenovirus, en células
infectadas con mutantes del virus que no expresan estos genes.

En conjunto los resultados de esta tesis permiten concluir que WT1y PCNA, dos genes que
estan implicados en la regulacion de proliferacién celular son blancos moleculares cuyo nivel

de SUMO/UD es alterado durante la infeccion por adenovirus.

9. Conclusiones.

e EI anélisis bioinformatico permitio seleccionar proteinas cuya SUMOilacion y
Ubicuitilacion cambia en células infectadas, y que estan relacionadas con
metabolismo, cancer, apoptosis o ciclo celular.

e PCNA favorece la produccién de progenie viral. Su localizacion corresponde a una
distribucion similar a DBP, lo que podria estar relacionado con la inhibicion de vias
de reparacion de dafio en DNA.

e WT1 tiene un efecto negativo sobre la produccion de progenie. En presencia de
curcumina cambi6 su distribucion a una similar a DBP, ademas de tener un efecto
positivo temporal sobre la eficiencia en la produccién de progenie que podria estar
relacionado con su papel en la regulacion de la transcripcion de genes virales.
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10. Perspectivas

Confirmar los experimentos de inhibicién para WT1y PCNA.

Confirmar la lozalizacion intracelular de WT1y PCNA con microscopia confocal.
Evaluar la produccion de DNA viral en presencia/ausencia de T2AA o curcumina.
Evaluar la produccion de mRNA virales en presencia/ausencia de T2AA o curcumina.
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