Il. INDICE GENERAL

I AGRADECIMIENTOS ..ot 1
Il iNDICE GENERAL ..ottt e 4
HEINDICE DE FIGURAS ..ot 5
IV.RESUMEN. ... 7
VL ABSTRACT icciuinianirennmacamsieiunssssansssasssnsssssssasssssassssonsmmmssmssessememesomeses e seeessessesseesehes 8
T INTRODUCCION ... 9
1.1 Antecedentes generales ...................ooooiiiooieoioieeeeeeeeeeeee 9
1.2 Antecedentes eSpecifiCos ...............o.ooiouieoeeoeeeoeeeeeeoeo 12
1.2.1 Polimerasa ACida (PA) .......oooeeieiieeoeeeeeeeeeeeeee e 14
1.2.2 Polimerasa Basica 1 (PB1) ..........oooiiueieeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeo 15
1.2.3 Polimerasa Basica 2 (PB2) ..............c.ooeoeeoeemeoeoeeeeooeooo 15
1.2.4 Nucleoproteina (NP) ............c.ooooueiiiieeeeeeeeeeeee oo 16

2. HIPOTESIS........ S-S S —— 18
B OBUETIVIOS. ...coninmmsims ivssissanionsmnnensoresoesssnnssensssssassssstsssss ssasmmmmmmsesesesmesmssesmmm s ch 18
3.1 Objetivo General............coououomemueeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeee 18
3.2 Objetivos ESPECIfiCOS .........oivmeeeiiee e 18
4. MATERIALES Y METODOS ... 19

4.1 Determinacion de las estructuras cristalogréaficas que seran utilizadas como

plantillas para el modelamiento ...................oooeoeeeoeoe oo 19
4.2 Alineamientos de las proteinas de ISAV, con sus analogas de la familia
OrthOMIXOVIFIAAE ........oouiiiiiiiiiiee e 19
4.3 Prediccion de estructura secundaria para cada proteina del complejo
RIbONUCIEOPIOEICO ...t 20
4.4 Modelamiento por homologia basado en el alineamiento de las subunidades de
la polimerasa y Nucleoproteing ...................oooueeeemomeooeeeoeeeeeee 20
4.5 Refinamiento de los modelos obtenidos ............ccooveoeeeeooeeo 21
4.6 Validacion de los modelos obtenidos mediante distintos web-server.............. 22
4.7 Acoplamiento molecular de proteinas con RNA ...........ooooooeoooeooo 24
4.8 Dinamicas moleculares de las proteinas con RNA ..........cooooooooooi 25
4.9 Calculo de Potencial EIeCtrostatiCo.............oooeiveeeeeeeeooeeo 25
5. RESULTADOS Y'DISCUSIONES .........ccvovovvoremeeeeeeeceseeeeeeeoeeseseee oo 27
5.1 POlMErasa ACIAA.........couuieieeee e 29
"5.2 Polimerasa BASICA 1 .............oooooeooeeee oo 40
5.3 Polimerasa BASICA 2............ooooeiiiiiiiee e 43
5.4 NUCIEOPIOIEING .......oooiiiiiiiiiee e e 48
6. PROYECCIOES ... .o e e e e e 67
7. CONCLUSIONES ...........c.conevcmrvrersensssssssssnesbossonmssssnsssssnss susssssansasnmssmsssoeeesmsesnes | 67
8. REFERENCIAS............ccocconmssnmmsnsssssssnsmssssisssssossonssonmarnnessmnressormsssssrsossssssssssmmsonme ) 69
0. ANBEROIG . .oioicommonssumimmmmsirtasssmmaisssomsanmrininsans oss Babasessiot tresdnsnesssm mnsdrssimnsnssss soiibs ssnes 75
9.1 Anexo 1 (Secuencia aminoacidicade PA) ............cccccevveeenn... Sk mimiiogmrye 75
9.2 Anexo 2 (Secuencia aminoacidica de PB1) ............oooooomiieeeoeeeeeeeeee 75
9.3 Anexo 3 (Secuencia aminoacidica de PB2) ............oooee oo oo 76

9.4 Anexo 4 (Secuencia aminoacidica de NP)........ccoooioiiiee e 76



9.5 Anexo 5 (Extremo Amino-terminal de PA) .............ccocoovooo 77

9.6 Anexo 6 (Extremo Carboxilo-terminal de PA) ...........coooovooo 78
9.7 Anexo 7 (Extremo Amino-terminal de PB1) ..........cocoooooooooooo 79
9.8 Anexo 8 (Extremo Carboxilo-terminal de PB1) ..o 80
9.9 Anexo 9 (Extremo Amino-terminal de PB2) .............ocoovoooio 81
9.10 Anexo 10 (Unién a CAP de PB2) ............ccoovveeeeooeeeoeoooo 82
9.11 Anexo 11 (Extremo Carboxilo-terminal de PB2).....................o.ooo 83
9.12 Anexo 12 (NUCIeoproteing) ................cooueeeeeoeeeeeeeoeeoooo 84
B.1B CONGIEBOS ...........cccureieracernarteerereseesreteesesesesseessse s s s e e e e e sese e 86
lil. INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Gréfica de la produccién de salmén Atlantico en Chile entre el afio 1991 y
. L SRR, 9
Figura 2. Esquema del patron de expresion del virus ISA ..o 11
Figura 3. Esquema del complejo Ribonucleoproteico de Influenza ......................_. 13
Figura 4. Grafico tipo ANOI€A...........c.oovewvieiceeeeeeeeeeeeeeeeeee 13
Figura 5. Graficos tipo ProSa...........ccceoiiuiieieieeeeee e 13
Ecuacion 1. Ecuacion de Autodock ..............cceeeeeereeeeoiii 24
Ecuacién 2, Ecuacion de campo de fuerza................coooooeeoi oo 25
Ecuacion 3. Ecuacion de Poisson-Boltzmann.............co.ooooeoooooeo 26
Figura 6. Prediccién de estructura secundaria del alineamiento de las subunidades
PA de la familia Orthomixoviridae ..................c.cooomooeoeeoeo 30
Figura 7. Extremo amino terminal de la subunidad PA............coovoooio 31
Figura 8. Esquema estructura secundaria amino terminal de PA ........................... 32
Figura 9. Residuos involucrados en la coordinacién con el cofactor de la region
endonucleasa de PA ..............oooiuieoieee e 33
Figura 10. Alineamiento del extremo amino terminal de PA ... 33
Figura 11. Extremo carboxilo terminal de la subunidad PA ...........oooooooooo 34
Figura 12. Esquema estructura secundaria carboxilo terminal de PA.................___ 35
Figura 13. Acoplamiento molecular del extremo amino terminal de PA de
Influenzavirus e ISAV con moléculas de RNA de distintos largos.............................. 36
Figura 14. Potencial electrostatico del dominio endonucleasade PA ........................ 36
Figura 15. Alineamiento del extremo amino terminal de PA ... 38
Figura 16. Identificacion de residuos involucrados en la interaccion de PA con una
PAOIBCAHR O RINAL. ...iissmiiuinnminnnnmsmmommnesminostamesvsrumsssbos ssbomssssmnms sassssssssns sos onsemnssonmnneh 38
Tabla 1. Energias del acoplamiento amino terminalde PAcon RNA ........................ 39

Tabla 2. Energias del ligando en acoplamiento amino terminal de PA con RNA ....... 39
Figura 17. Prediccién de estructura secundaria del alineamiento de las subunidades

PB1 de la familia OrthOmiXOVIrIQ@E ................cooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
Figura 18. Extremo amino terminal de la subunidad PB1............ccoovvvveveiveeeee 42
Figura 19. Esquema estructura secundaria amino terminalde PB1 .......................... 42
Figura 20. Extremo carboxilo terminal de la subunidad PB1 ...........ccocoovvviieveeniinn 42

Figura 21. Esquema estructura secundaria carboxilo terminalde PB1...................... 42



Figura 22

PB2 de la familia Orthomixoviridae
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.
NP de la familia Orthomixoviridae

. Prediccién de estructura secundaria del alineamiento de las subunidades

................................................................................ 43
Extremo amino terminal de la subunidad PB2 .................ooooooooii 44
Esquema estructura secundaria amino terminal de PB2.............ocoooooo.. 44
Sitio de unién al cap celular de la subunidad PB2............ooooooooom 46
Esquema estructura secundaria del sitio de unién a capde PB2.............. 46
Extremo carboxilo terminal de la subunidad PB2..................oooovoo 47
Esquema estructura secundaria carboxilo terminalde PB2..................._ 47

Prediccién de estructura secundaria del alineamiento de las subunidades

Figura 30. Cristales de Nucleoproteina de Influenzavirus A ...........o.ooovovovo 50
Figura 31. Comparacién del modelo de NP de ISAV con una NP de Influenza......... 51
Figura 32. Esquema estructura secundaria de NP ...............coooooovo 51
Figura 33. Potencial electrostatico de ambas NP ..............ocoooovooioooo 52
Figura 34. Acoplamiento molecular de NP con RNAs de distintos largos................... 54
Figura 35. Residuos involucrados en la interaccion con RNA.........ooooooooooo 55
Figura 36. Alineamiento sitio de union a RNA de NP de Influenza e ISAV ................ o
Tabla 3. Energias del acoplamiento de NP CON RNA ...........oooooooooo 56
Tabla 4. Energias del ligando en acoplamiento de NP con RNA ..o 56
Figura 37. Cristal 2WFS............ooiiiiieeeeeeeeeeeee e 58

Figura 38. Dinamicas moleculares de 10 ns con 3 subunidades de Nucleoproteinas y

UN RNA de 50 NUCIBOTIAOS ........c.oiiuiiieiice e 59
Figura 39. Interaccién del lazo de NP con la NP adyacente en Influenza. ................. 61
Figura 40. Interaccién del lazo de NP con la NP adyacente en ISAV ..........oooovoi... 61
Figura 41. Alineamiento de la zona involucrada en la interaccién NP-NP .................. 62
Figura 42 Mapa de densidades del complejo Ribonucleoproteico de Influenzavirus,

acomodando los modelos tridimensionales de ISAV en él.............cooovoooiii 63
Tabla 5. RMSD de plantillas con Modelos..............ocoooomoeooooooo 42



