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IV. RESUMEN 

La replicación del genoma, y en algunos casos el ensamble, de virus tanto de DNA 

como de RNA, se lleva a cabo en compartimentos intracelulares conocidos como 

fábricas virales o compartimentos de replicación (RCs) que resultan de la 

reorganización de componentes nucleares o citoplasmáticos de la célula hospedera. 

En algunos casos, la formación de los RCs permite el establecimiento de 

microambientes no asociados a membrana en los que se favorece la replicación 

viral. Recientemente, se ha estudiado la importancia de la separación de fases 

líquido-líquido (LLPS por sus siglas en inglés que significan liquid-liquid phase 

separation) en la formación de organelos sin membrana, como el nucleolo, así como 

otros cuerpos nucleares. Los compartimentos formados por LLPS poseen 

características en común: están compuestos por ácidos nucleicos y proteínas con 

regiones intrínsecamente desordenadas (IDRs) o secuencias de bajas complejidad 

(LCRs); presentan morfología esférica y eventos de fusión y fisión; así como un 

rápido intercambio de componentes con el exterior, resultado de su naturaleza 

líquida. Estas características se reportaron en RCs de virus con genomas de RNA, 

y se determinó que la LLPS es un mecanismo mediante el cual se ensamblan sus 

RCs en el citoplasma. Sin embargo, a la fecha, la biogénesis de RCs vía LLPS 

únicamente ha sido determinado para pocos virus de RNA, mientras que todavía no 

se ha determinado que sea el mecanismo mediante el cual se ensamblan los RCs 

de virus con genomas de DNA que establecen sus RCs en núcleo.  

Los adenovirus son virus con genomas de DNA de doble cadena. La infección con 

estos virus altera la compartimentalización del núcleo, dando lugar a la formación 

de los RCs adenovirales (AdRCs), donde se localizan macromoléculas virales y 

celulares que regulan la replicación y transcripción del genoma viral y se procesan 

los RNAs mensajeros (mRNA) virales por splicing. A estos sitios se relocalizan 

también macromoléculas celulares encargadas de mecanismos de defensas 

antivirales. La proteína de unión a DNA de cadena sencilla (DBP), que participa en 

la replicación del DNA viral, ha servido como marcador bona fide de los RCs de 

adenovirus para el análisis de la morfología de estas estructuras, y se ha 



determinado que tienen un comportamiento muy dinámico, cambiando de tamaño y 

forma a lo largo del ciclo de replicación. Inicialmente los RC aparecen como puntos 

o focos con apariencia esférica que aumentan en tamaño conforme avanza la 

infección y eventualmente forman estructuras con apariencia de toroides o donas 

que coalescen formando compartimentos amorfos en etapas avanzadas del ciclo de 

replicación viral. En el grupo se ha hipotetizado que los AdRCs se forman a través 

de LLPS, ya que, se ha observado que poseen algunas de las características que 

hasta ahora se han usado para definir la formación de condensados líquidos que se 

forman por el mecanismo de LLPS. El análisis de la cinética de distribución de DBP 

en tiempo real muestra que los RC presentan morfología esférica y eventos de 

fusión y fisión, características de los condensados líquidos. Por otra parte, el 

coeficiente de difusión (D) de DBP en distintos tiempos del ciclo de replicación es 

similar a los que han sido reportados para organelos sin membrana. En este trabajo 

se determinó, mediante técnicas de bioinformática y microscopía óptica confocal en 

células vivas, que la proteína DBP exhibe similitudes en secuencia y en su dinámica 

de difusión con proteínas reportadas que conducen a la formación de condensados 

líquidos.   
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INTRODUCCIÓN 

Clasificación y Generalidades de los adenovirus.  

Los adenovirus fueron descubiertos hace aproximadamente 60 años a partir de su 

aislamiento en tejidos adenoides, y son agentes infecciosos causales de un amplio 

rango de enfermedades, que van desde patologías respiratorias hasta gastroentiritis 

y conjuntivitis (Tabla 1). Pertenecen a la familia Adenoviridae y se clasifican en 5 

géneros: Ichtadenovirus, Aviadenovirus, Siadenovirus, Atadenovirus y 

Mastadenovirus. La clasificación se hace con base en la especie del hospedero, 

contenido de adeninas y timinas del genoma, homología de secuencia entre los 

genomas virales y su organización genómica [1, 2]. Los Mastadenovirus engloban 

a los adenovirus que infectan mamíferos e incluyen a los adenovirus humanos 

(HAdVs), que a su vez se dividen en 7 especies distintas (A-G) (Tabla 1). Este 

proyecto se realizó con el adenovirus humano especie C tipo 5 (HAdV-C5).  

Especies Tipo de adenovirus Tropismo  

A 12, 18, 31, 61 Vías respiratorias, 
sistema urinario e 
intestino. 

B 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 
35, 50, 51, 66 

Vías respiratorias, 
sistema urinario, intestino 
y ojos.  

C 1, 2, 5, 6, 7 Tracto respiratorio e 
intestino. 

D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 
22-30, 32, 33, 36, 37-39, 
42-49, 51, 53, 54 , 56-60, 
63-67, 70 

 Intestino y conjuntiva. 

E 4 Conjuntiva y vías 
respiratorias 

F 40, 41 Intestino 

G 52 Intestino 

Tabla 1. Clasificación de los adenovirus. (Modificada de Human Adenovirus: 

From Villains to Vectors. Flint, 2016). 

Debido a que los genes de HAdV-C5 son transcritos por la misma RNA polimerasa 

que transcribe genes celulares; la RNA polimerasa II, y se replican eficientemente 
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en diversos cultivos celulares de células transformadas y tejidos primarios 

permisibles, los adenovirus han sido un modelo para el estudio de la biología 

molecular de la célula. Una de las contribuciones de mayor impacto en este campo 

fue el descubrimiento del splicing de RNA, que se hizo en células infectadas con 

adenovirus. Adicionalmente, el estudio de los adenovirus ha permitido el 

descubrimiento de diversos genes celulares, entre los que se incluyen la familia de 

los factores de transcripción E2F, que participan en la regulación del ciclo celular. 

Es por eso que el estudio de la relación adenovirus-hospedero se usa para 

comprender procesos celulares y moleculares fundamentales, como la regulación 

de la expresión génica.  

Estructura 

Los adenovirus tienen un diámetro de ~90 nm, son icosaédricos, no envueltos, con 

un genoma de DNA lineal de doble cadena. Su cápside tiene un número de 

triangulación pseudoT=25, y está compuesta por doce proteínas. La proteína más 

abundante de la cápside es la proteína pII (también llamada hexón) que se organiza 

en 240 trímeros que forman la mayor parte de la superficie de la cápside. En cada 

uno de los 12 vértices contiene un pentámero de la proteína base pentón (pIII) unida 

no covalentemente a un trímero de la proteína fibra (pIV), que se proyecta formando 

espículas. Las proteínas IIIa, IX, VI y VIII interaccionan con la superficie interior de 

la cápside, confiriéndole estabilidad. En el interior de la cápside, la nucleocápside 

está formada por la proteasa L3-23K y el DNA viral asociado a las proteínas pX, pV, 

pVII, TP (Figura 1).  

 

Figura 1. Organización estructural de la cápside de adenovirus. Esquema de 

composición y organización de la cápside y nucleocápside. Modificada de ViralZone 

2015. 
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Organización del genoma. 

 El genoma de HAdV-C5 tiene un tamaño aproximado de 36 kilopares de bases 

(kbp) [1] y está organizado en unidades transcripcionales (TU, por sus siglas en 

inglés) que son transcritas por la RNA pol II celular: una TU inmediata temprana, 

E1A; cuatro TU tempranas, E2, E1B, E3 y E4; dos TU tempranas retrasadas, IX y 

IVa2; y una TU tardía, Major Late (MLTU). Adicionalmente, dos genes llamados 

Asociados a Virus (VA por sus siglas en inglés) son transcritos por la RNA pol III 

celular. El genoma tiene en sus extremos repeticiones terminales invertidas (ITRs) 

donde se encuentran los orígenes de replicación (Ori) y en los extremos 5’ se 

encuentra unida covalentemente la proteína TP. La expresión de cada unidad 

transcripcional está regulada temporalmente, siendo la unidad transcripcional 

inmediata temprana (E1A) y las tempranas (E2, E1B, E3 y E4) expresadas antes 

del inicio de la síntesis de DNA viral. La unidad MLTU se expresa una vez que inicia 

una fase exponencial de la síntesis de DNA viral.  

 

Figura 2. Organización del genoma de HAdV-C5. Las flechas indican el sentido 

de la transcripción. El genoma se representa en las barras azules. Las unidades 

transcripcionales transcritas por la RNA pol II están representadas por las barras 

verdes, y las transcritas por la pol III por las barras rosas. En los extremos 5’ se 

representa como un círculo naranja la proteína TP unida covalentemente al genoma. 

Modificada de Principles of Virology, Flint, 2015. 

Ciclo de replicación 

Entrada y tráfico intracelular. La proteína fibra del virus se une al receptor CAR 

(Coxsackie virus and Adenovirus Receptor) que es expresado en la superficie 

basolateral de las células epiteliales polarizadas. Después, la proteína base pentón 
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interacciona con integrina αvβ3 o αvβ5, lo cual activa vías de señalización de cinasas 

celulares que resulta en la reorganización de filamentos de actina. Esta 

reorganización provee la fuerza mecánica necesaria para formar vesículas y 

favorecer la endocitosis de la partícula viral mediada por clatrina. Después del 

escape del endosoma, la partícula viral parcialmente desensamblada es dirigida al 

centro organizador de microtúbulos (MTOC) de localización perinuclear, facilitando 

su interacción con el complejo de poro nuclear (NPC por sus siglas en inglés). En el 

NPC interacciona con la NUP 214, y el genoma de la partícula viral es liberado al 

nucleoplasma, asociado con otras proteínas virales; entre ellas TP, pVII y 

posiblemente con la proteína μ [3].  

Transcripción y replicación del DNA viral. Dentro del núcleo, la primera unidad 

transcripcional en ser expresada es E1A. E1A tiene un promotor constitutivamente 

activo, y una vez que es expresada, forma un loop de retroalimentación positiva que 

regula su propia transcripción. La expresión de E1A induce la transcripción de otras 

unidades transcripcionales tempranas, entre ellas E2, que es la unidad 

transcripcional que codifica para las proteínas de replicación del genoma; la DNA 

polimerasa, DBP y TP. La maquinaria basal de replicación del genoma de los 

adenovirus es de origen viral, sin embargo, los dNTPs requeridos para la síntesis 

de nuevos templados de DNA de doble cadena (dsDNA) virales son proveídos por 

la célula hospedera. La síntesis de dNTPs se ve incrementada en la fase S del ciclo 

celular, inducida por las proteínas virales tempranas. Diversos promotores de los 

genes que codifican proteínas que controlan la progresión del ciclo celular del punto 

de restricción G1 a la fase S contienen sitios de unión para miembros de la familia 

de factores de transcripción celulares E2F [4]. Cuando la proteína Retinoblastoma 

(RB) se encuentra unida a E2F en la secuencia promotora de un gen, se forma un 

complejo con proteínas desacetilasas de histonas y otras enzimas modificadoras de 

cromatina que reprimen su transcripción. La interacción de las proteínas E1A con 

RB resultan en la disociación del complejo E2F-RB derivando en la remoción de los 

complejos represores en E2F. Esto permite que E2F se asocie a sus secuencias 

blanco induciendo la expresión de genes que se requieren para la entrada de la 

célula a fase S del ciclo celular. Una vez que se han acumulado las proteínas de 
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replicación del genoma viral, codificadas por la unidad transcripcional E2, y se ha 

inducido la entrada a la fase S de la célula, inicia la síntesis del genoma viral.  

El genoma viral es sintetizado por un mecanismo de desplazamiento de cadena, en 

el cual, una hebra del templado del dsDNA es desplazada mientras que la otra es 

copiada [5]. El complejo de pre-inicio se forma cuando la DNA polimerasa viral en 

complejo con la proteína precursora de TP (pTP) se unen a la secuencia de origen 

ubicada en las ITRs. Este complejo es estabilizado por factores de transcripción 

celulares [6], NF1 y OCT-1, que inducen cambios en la estructura del DNA 

promoviendo el inicio de la replicación del genoma. Una vez que el complejo de 

inicio está posicionado en los extremos del genoma, la polimerasa se disocia y 

aumenta su tasa de polimerización [7]. La proteína adenoviral de unión a DNA de 

cadena sencilla (DBP) promueve la desnaturalización del dúplex y se une de 

manera cooperativa a la cadena que está siendo desplazada [8]. La replicación del 

genoma viral se lleva a cabo en sitios intranucleares inducidos por la infección del 

virus, llamados Compartimentos de Replicación (RCs, por sus siglas en inglés).  

La transcripción de la MLTU depende de la replicación del genoma viral. El promotor 

de la MLTU se encuentra activo durante la fase temprana del ciclo de replicación 

viral, pero es transcrito a una tasa máxima durante la fase tardía. La transcripción 

de la MLTU es promovida por las proteínas codificadas por los genes virales IVa2 y 

L4. La expresión de IVa2 está inhibida por un represor en la etapa temprana. 

Cuando empieza la síntesis exponencial de replicación del DNA viral, no se altera 

la concentración del represor, y éste ya no puede asociarse a todas las copias del 

DNA recién sintetizadas.  El efecto de titulación del represor promueve la expresión 

de IVa2, que subsecuentemente activará la transcripción de la unidad 

transcripcional que da lugar a todas las proteínas estructurales, la MLTU, y este 

proceso es conocido como la transición de la fase temprana a la fase tardía. Los 

transcritos de esta unidad están sujetos a adición de cola de poliA en uno de cinco 

posibles sitios (L1-L5). Esto da lugar a cinco familias de mensajeros que codifican, 

en su mayoría, para las proteínas estructurales de la cápside. 



- 6 - 
 

Traducción. Durante la fase temprana del ciclo de replicación, los mensajeros 

virales y los celulares son exportados del núcleo por distintas vías. Los mRNAs 

celulares son exportados por NXF1 y, los virales tempranos por XPO1. Sin embargo, 

al inicio de la fase tardía, los mRNAs virales y los celulares son exportados a 

citoplasma por la misma vía: NXT1, lo cual influye en la selectividad de exportación 

de mensajeros.  

La MLTU codifica para la proteína L4 100K, que promueve la traducción de los 

mensajeros virales tardíos por un mecanismo independiente de cap, llamado 

shunting ribosomal [12, 13]. En este mecanismo, hay secuencias que promueven la 

asociación y disociación parcial de la subunidad 40S a lo largo de la secuencia del 

mRNA viral, siendo la búsqueda del codón de inicio de la traducción (AUG) por 

shunting ribosomal lo que le da selectividad a la traducción de mensajeros virales 

sobre los mensajeros celulares. Se ha reportado que la formación del complejo entre 

las proteínas virales E1B 55K y E4 Orf6 aumentan dicha selectividad por un 

mecanismo que no es del todo conocido, ya que se ha observado que estas dos 

proteínas promueven la acumulación de mRNAs virales tardíos en citoplasma, y en 

ausencia de E1B 55K se reducen los niveles de mRNA virales tardíos en citoplasma 

[14]. 

Ensamble. El mecanismo a través del cual se lleva a cabo el ensamble de los 

adenovirus aún no se conoce con detalle. Una hipótesis es que la producción de 

nuevas cápsides empieza con el ensamble de partículas inmaduras que carecen de 

DNA viral y contienen proteínas no procesadas. Las partículas inmaduras son 

procesadas mediante cortes proteolíticos que ocurren al mismo tiempo que la 

encapsidación del DNA viral, y esto resulta en la generación de partículas 

infecciosas maduras. La proteína 52/55K promueve la encapsidación del genoma 

viral, asociándose con la señal de empacamiento presente en el extremo del DNA 

viral [9]. En conjunto con 52/55K, IVa2 y 22K participan en el reconocimiento de la 

señal de empacamiento y por lo tanto en la encapsidación del DNA viral [10]. Se ha 

propuesto que la proteína IVa2 funciona como ATPasa, actividad que es estimulada 

por la proteína viral L4 33K [11]. La proteína con actividad chaperona L4 100K 
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también juega un papel fundamental en el proceso de ensamble, siendo auxiliar en 

el plegamiento de los trímeros de hexón, que es la proteína más abundante de la 

cápside. La progenie viral es liberada por lisis celular.  

 

ANTECEDENTES 

Separación de fases líquido-líquido (LLPS) 

 La división de la célula en distintos compartimentos permite la formación de 

microambientes específicos donde se llevan a cabo reacciones bioquímicas 

distintas. Esta compartimentalización incrementa la eficiencia de los procesos 

celulares, concentrando los componentes requeridos para una actividad en un 

espacio confinado dentro de la célula. Una de las estrategias celulares para 

concentrar componentes en un espacio delimitado es la formación de membranas 

celulares que resulta en estructuras especializadas delimitadas por una barrera 

física, y a estas estructuras se les conocen como organelos. Los organelos llevan a 

cabo funciones específicas, por ejemplo: las mitocondrias, los lisosomas, el aparato 

de Golgi, entre otros. Sin embargo, las membranas no son la única estrategia celular 

para el establecimiento de microambientes especializados: recientemente se ha 

estudiado la formación de organelos sin membrana, también conocidos como 

condensados biomoleculares (BMCs por sus siglas en inglés) cuya formación es 

resultado de la separación de fases líquido-líquido (LLPS) [12]–[15]. Lo que conduce 

a la formación de estos ensambles líquidos es el intercambio de interacciones entre 

las macromoléculas y el medio circundante: las macromoléculas funcionan mejor 

como solvente de sí mismas que el medio que las rodea bajo condiciones 

termodinámicas en las que este proceso es favorable, dando lugar a una fase densa 

que se asemeja a una gota líquida [14]. La LLPS depende de que la molécula esté 

presente en cantidades que sobrepasen su concentración de saturación (Csat) y 

también depende de las características de la secuencia de aminoácidos de la 

macromolécula [14]. Los BMCs están enriquecidos en proteínas que son 

intrínsecamente desordenadas o que tienen regiones desordenadas (IDPs o IDRs, 

respectivamente). Las IDRs, cuya composición de aminoácidos cargados es baja, 
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inducen la separación de fases debido a una preferencia por las autoasociaciones 

sobre las interacciones con el solvente que las rodea. Adicionalmente, las IDRs que 

conducen a la LLPS poseen regiones de baja complejidad (LCR por sus siglas en 

inglés) [16]. Cuando macromoléculas en solución como proteínas o ácidos nucleicos 

conducen a la formación de BMCs vía LLPS, se condensan en una fase densa que 

se asemeja a gotas líquidas en cuanto a sus propiedades físicas: presentan 

morfología esférica, experimentan eventos de fusión y fisión, intercambian 

componentes con el medio que los rodea y se reorganizan rápidamente. Las 

proteínas pueden inducir la LLPS por sí solas o en presencia de otras moléculas. 

Los BMCs pueden estar compuestos de miles de moléculas diferentes, sin embargo, 

su ensamble usualmente es conducido por una o pocas proteínas denominadas 

"scaffolds" o andamios, las cuales constituyen los componentes mínimos 

necesarios para la formación del condensado, mientras que los componentes que 

no son necesarios para su formación, son denominados "clientes", y son reclutados 

al BMC a través de su interacción con las de andamio [16,17]. Por ejemplo: los 

cuerpos de PML, cuerpos nucleares sin membrana inducibles por interferón, están 

formados por alrededor de 200 proteínas distintas, sin embargo, el knockout de PML 

inhibe su formación, por lo que PML es una proteína de andamio, mientras que los 

otros componentes proteicos, como Sp100 y BML son clientes, porque su ausencia 

no inhibe la formación de los cuerpos de PML [18,19]. Los clientes interaccionan 

con las proteínas de andamio y definen las características funcionales del BMC. 

Adicionalmente, existen reguladores que impactan en el número, tamaño, forma y 

localización del BMC [17].  

Por otro lado, en muchos casos, la dinámica de intercambio de componentes con el 

medio circundante de los BMCs disminuye con el tiempo y eso resulta en la 

transición de un estado tipo líquido a un estado tipo sólido [21-25]. A esta transición 

se le ha denominado "endurecimiento" o "envejecimiento" [21] y puede darse a 

través de distintas maneras. Una de ellas es la gelación a través de la introducción 

de interacciones covalentes entre las moléculas [26], lo cual resulta en estructuras 

amorfas. 
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 La formación de BMCs se ha estudiado tanto en núcleo como en citoplasma, y se 

ha concluido que los siguientes BMCs son formados por ese mecanismo: nucleolo 

[27], centrosomas [28], gránulos de RNA mitocondriales [29], cuerpos de PML [30], 

gránulos de estrés [31], cuerpos de Cajal [32] y Cuerpos P [33], entre otros. 

Adicionalmente, se ha demostrado que los RCs de algunos virus citoplasmáticos se 

forman vía LLPS, sugiriendo que este fenómeno también juega un rol importante en 

la interacción virus-hospedero (siguiente sección). 

Formación de RCs en virus con genomas de RNA vía LLPS  

La replicación del genoma y, en algunos casos, el ensamble de distintos virus, tanto 

de DNA como de RNA, se lleva a cabo en compartimentos intracelulares conocidos 

como fábricas virales o compartimentos de replicación [33, 34]. La localización, 

función y composición de estos compartimentos depende de la estrategia de 

replicación del virus. Por lo general, los virus con genomas de RNA de cadena 

sencilla y polaridad positiva establecen sus compartimentos de replicación 

asociados a membranas resultantes del re-arreglo de organelos celulares 

(mitocondria, retículo endoplásmico, aparato de Golgi, etc.) [36]; mientras que, en 

su mayoría, los virus con genomas de RNA de cadena sencilla y polaridad negativa, 

inducen la formación de compartimentos en el citoplasma y carecen de membranas. 

La formación de los compartimentos de replicación de virus con genomas de DNA 

será abordada más adelante. 

En estudios realizados con el Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV), virus con 

genoma de RNA no segmentado de cadena sencilla y polaridad negativa, se 

observó que los compartimentos poseen una forma esférica, presentando eventos 

de fusión y fisión, así como un rápido intercambio de componentes con el medio 

que los rodea, exhibiendo un comportamiento de naturaleza líquida, siendo  las 

proteínas nucleoproteína (N), polimerasa (L) y fosfoproteína (P) suficientes para la 

formación de estos compartimentos citoplasmáticos. N y L son proteínas de unión 

a RNA, mientras que P es un cofactor de la proteína L la cual tiene regiones de baja 

complejidad (LCR) en su secuencia [37]. Los virus de la familia Rhabdoviridae 

pertenecen a la misma clasificación de Baltimore que VSV, y se determinó que los 
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RCs del virus de la rabia (a los que se les ha llamado cuerpos de Negri, NB por sus 

siglas en inglés) son formados vía LLPS y que las proteínas N y P son las proteínas 

de andamio que conducen a su formación, siendo el dominio de oligomerización y 

la IDR de la proteína P esencial para la formación de los NBs. Los mismos autores 

sugieren que el establecimiento de los RCs vía LLPs podría ser una estrategia 

común entre el orden de los Mononegavirales [38]. Adicionalmente, se reportó que 

los RCs de Rotavirus, virus con genoma segmentado de RNA de doble cadena 

(dsRNA), también son formados vía LLPS. En este estudio se determinó que NSP5, 

proteína de unión a RNA que posee IDRs y LCRs en su secuencia, es suficiente y 

necesaria para la formación de los RCs y se reporta una transición de líquido a 

sólido que correlaciona con el aumento del tamaño de los RCs [23].  

 Por otro lado, en estudios con el virus de la influenza A (IAV), virus con genoma 

segmentado de RNA de cadena sencilla y polaridad negativa, se ha estudiado la 

formación de condensados tipo líquidos adyacentes a los sitios de salida del retículo 

endoplásmico (ERES). Ahí se propone se lleva a cabo el ensamble de partículas 

virales [39], mas no la replicación de su genoma.  

Algunos RCs de virus con genomas de DNA que establecen RCs en el núcleo, como 

citomegalovirus (CMV), herpes simple 1 (HSV-1) y HAdV muestran características 

de BMCs. Se observan eventos de fusión y fisión y se componen de proteínas con 

IDRs cuya acumulación por el nucleoplasma es detectada previo a la formación de 

sus RCs, sugiriendo que su formación es un proceso dependiente de la 

concentración de estas macromoléculas [34]. A pesar de presentar estas 

características, no se ha demostrado que su formación sea conducida por LLPS. 

 

Compartimentos de Replicación de Adenovirus (AdRCs) 

Durante la infección viral, los adenovirus inducen una reorganización extensiva del 

núcleo de la célula infectada y la estructura resultante de esta reorganización son 

los RCs adenovirales (AdRCs) [40]. A estos sitios se reclutan macromoléculas cuyas 

funciones se pueden dividir en dos: moléculas celulares y virales que promueven la 
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replicación del virus, y moléculas celulares reclutadas para inhibir mecanismos 

antivirales de la célula. Por lo tanto, en estos microambientes se ven favorecidas las 

condiciones necesarias para que el virus se replique eficientemente, regulándose 

en ellas la replicación y expresión del genoma viral. A pesar de ser sitios clave de 

regulación de la interacción virus-hospedero, no se ha elucidado el mecanismo 

mediante el cual se ensamblan.  

La proteína adenoviral de unión a ssDNA (DBP) es una molécula abundante en 

células infectadas con adenovirus, con una abundancia de 2x107 moléculas por 

célula (HEK293) durante la etapa temprana de la infección [41]. Adicionalmente, el 

estudio del proteoma de los AdRCs aislados de células infectadas ha determinado 

que esta proteína viral es una de las proteínas virales más abundantes en estos 

sitios. Por su abundancia y participación directa en la replicación del genoma viral, 

DBP ha funcionado como marcador bona fide de los AdRCs que ha permitido el 

estudio de la morfología de estos compartimentos a lo largo del ciclo de replicación 

(DBP-AdRCs). Conforme avanza el ciclo de replicación, los DBP-AdRCs exhiben 

cambios morfológicos [46]. A las 16 horas post-infección (hpi), tiempo temprano o 

anterior al inicio de la síntesis de DNA, se expresan las unidades transcripcionales 

tempranas, entre ellas E2, que codifica para DBP. En este tiempo, los DBP-AdRCs 

se observan como puntos dispersos en el núcleo o con morfología esférica. A las 

24 hpi, inicia de la fase exponencial de la síntesis de DNA viral y esto define la 

transición de un tiempo temprano a un tiempo tardío del ciclo de replicación, en el 

que comienza la síntesis de proteínas estructurales de la cápside. En este tiempo, 

se observan como esferas que ya han empezado a experimentar eventos de fusión, 

y como estructuras de tipo anillo. A las 36 hpi, tiempo tardío del ciclo de replicación 

en el que ya son detectables partículas virales ensambladas, se pueden observar 

morfologías más complejas, conformadas por varias estructuras esféricas y de tipo 

anillo que coalescen formando una sola estructura más grande y amorfa.  

La proteína adenoviral de unión a DNA de cadena sencilla (DBP) 

DBP es una proteína de 529 aminoácidos codificada por la unidad transcripcional 

temprana E2. Se ha asociado con distintas actividades a lo largo del ciclo de 
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replicación del virus, sin embargo, su actividad de desnaturalización del dúplex de 

DNA durante la replicación del genoma es su función mejor caracterizada hasta el 

momento [8]. DBP se une de manera cooperativa a DNA de cadena sencilla 

(ssDNA), es decir, la unión de una molécula promueve la unión de la siguiente. La 

interacción de su extremo C-terminal a una hendidura hidrofóbica en la molécula 

adyacente, permite la formación de cadenas de DBP, lo cual promueve la 

desnaturalización y elongación del genoma por un mecanismo independiente de 

ATP [42]. En su dominio globular, se encuentra una asa flexible, la cual se ha 

propuesto que le permite tener los cambios conformacionales necesarios para la 

transición de unión al dúplex parental a la unión al ssDNA que está siendo 

desplazado durante la elongación del genoma [43]. Se ha concluido a partir de 

ensayos con sistemas de replicación in vitro que DBP no se une únicamente a 

ssDNA, sino también a DNA de doble cadena (dsDNA). Sin embargo, a pesar de 

que se forma un complejo DBP-dsDNA, éste tiene una tasa de disociación mayor 

que la del complejo DBP-ssDNA, por lo que se ha propuesto que el modo de unión 

es distinto. Esto ha llevado a sugerir que DBP tiene una actividad distinta cuando 

interacciona con ssDNA y cuando interacciona con dsDNA, aunque esto todavía no 

se ha determinado [44]. Entre las otras actividades con las que se ha asociado a 

DBP, están el potenciamiento del inicio de la síntesis de DNA viral, estimulando la 

formación del intermediario inicial de la proteína pTP-CAT (cebador de la elongación 

de la replicación del genoma) [45]; la inducción de alteraciones en el Ori viral que 

facilitan la unión del factor de transcripción celular NF1 al Ori gracias a un 

incremento en la afinidad de NF1 por la secuencia [44]; la regulación de la 

transcripción de promotores virales tempranos, promoviendo la expresión de E1A, 

E2A [46] y E1B [47] e inhibiendo la expresión de E4 [46]; la regulación de la 

estabilidad de los mensajeros virales tempranos de E1A y E1B [48] y en la expresión 

de mensajeros virales tardíos [49]. En cuanto a sus modificaciones post-

traduccionales (PTM, por sus siglas en inglés), DBP es modificada por fosforilación 

y SUMOilación (Figura 3) [50]. No está claro ninguno de los papeles de estas dos 

modificaciones sobre las actividades de la proteína, ni tampoco se sabe con 

exactitud todos los aminoácidos que son modificados, sin embargo, se sabe que al 



- 13 - 
 

menos un aminoácido es modificado por fosforilación (Y195) y tres aminoácidos por 

SUMOilación (K94, K132 y K202) [50]. Se ha propuesto que DBP potencia su propia 

síntesis, y que su estado de fosforilación es importante para esta función [51]. 

 

Figura 3. Representación esquemática de la proteína DBP. DBP está organizada 

en dos dominios estructurales; el N-terminal, que corresponde a los primeros 173 

aminoácidos de la proteína; y el C-terminal, que corresponde a los últimos 349 

aminoácidos de la proteína. Las líneas negras representan las IDRs predichas en el 

N-terminal y en el C-terminal. La línea punteada corresponde a las dos señales de 

localización nuclear presentes en la proteína (42-46 y 84-89). Las cajas de color gris 

claro corresponden a los motivos de coordinación con Zinc (266-384 y 294-519) y 

al de unión a DNA (176-264). Se muestran Motivos de Conjugación con Sumo 

(SCM) correspondientes a las lisinas 94,132 y 202 así como también un sitio de 

fosforilación (PS) correspondiente a la tirosina 195. 

 

DBP está dividida en dos dominios estructurales; el carboxilo terminal (C-terminal) 

y el amino terminal (N-terminal) [52]. El dominio N-terminal va de los aminoácidos 1 

al 173, y todo el dominio se predice intrínsecamente desordenado [53]; mientras 

que el C-terminal va de los aminoácidos 174-529 y tiene IDRs que van de los 

aminoácidos 294-334 y 518-529 (Figura 3). Los dos dominios se han relacionado 

con distintas actividades. El extremo C-terminal de la proteína es el que tiene la 

actividad de unión al DNA [54]. Se ha observado en ensayos in vitro de síntesis de 

DNA que el extremo C-terminal de la proteína puede sustituir la actividad de 

desnaturalización del dúplex de DNA de la proteína completa [55], siendo 

prescindible el extremo N-terminal en estos ensayos. En 1985, Kitchingman y 

colaboradores, hicieron una comparación entre la secuencia de aminoácidos de 

DBPs de las especies HAdV-A12, HAdV-B7, HAdV-C5 y HAdV-E4. De esta 

comparación se concluyó que el extremo N-terminal presenta un 17.2% de similitud 
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y está menos conservado que el extremo C-terminal, que presenta un 47.8% de 

similitud [56]. Esto podría sugerir que el extremo C-terminal tiene una mayor 

importancia en las actividades de DBP durante el ciclo de replicación viral, ya que 

el nivel de conservación de una proteína puede ser indicativo de la importancia de 

esos dominios para las actividades que lleva a cabo, sin embargo, se ha concluido 

que las sustituciones en el extremo N-terminal disminuyen la eficiencia de la síntesis 

de DNA en células infectadas (Tabla S1) [45], así como también otras actividades 

con las que se ha relacionado a DBP, como la expresión de genes virales [51]. Sin 

embargo, no se ha reportado si el N-terminal impacta directamente alguna de las 

actividades asociadas a DBP, o si la disminución en la síntesis de DNA y expresión 

de genes observados en estos ensayos son debidos a que el N-terminal tiene una 

participación en el ensamble de los DBP-AdRCs.  

Como se discutió anteriormente, no se conoce el mecanismo de ensamble de los 

AdRCs. Con datos de nuestro grupo de investigación, donde se siguen en tiempo 

real células vivas infectadas con un virus mutante que expresa a la proteína DBP 

fusionada en su extremo N-terminal a la proteína fluorescente mCherry (mCh-DBP), 

se ha podido observar que hay eventos de fusión entre estructuras de forma 

esférica, así como también hay eventos de fisión. En muchos casos, después de los 

eventos de fusión, las estructuras vuelven a formar estructuras esféricas; mientras 

que, en otros, se observa la formación de estructuras alargadas con morfología más 

compleja (Figura 4). Adicionalmente, se calculó el coeficiente de difusión de DBP 

en células infectadas con mCh-DBP a las 24 hpi, siendo el valor estimado de 

1.12x10-5 μm2/s consistente con el de otros cuerpos nucleares, como el nucleolo, 

cuerpo nuclear cuyo tamaño es comparable con el de los DBP-AdRCs [57].  

Los DBP-AdRCs exhiben morfología esférica; eventos de fusión y fisión en los que, 

eventualmente hay un proceso de relajación en la que vuelven a adquirir morfología 

esférica; IDRs; y afinidad por ácidos nucleicos. Como ya se mencionó, se puede 

detectar su expresión en puntos dispersos por todo el núcleo anterior a la biogénesis 

de los AdRCs, siendo todas estas características comunes entre BMCs formados 

por LLPS [14].  
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Figura 4. Eventos de fusión y fisión de la proteína DBP. Se muestran 
micrografías de células infectadas con mCherry-DBP seguidas en tiempo real de las 
21 a las 22 hpi. En a) las flechas amarillas marcan algunos de los eventos de fusión 
observados en ese lapso de tiempo y en b) las flechas amarillas muestran eventos 
de fisión de las 20 a las 22 hpi. 
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HIPÓTESIS 

● La proteína DBP de HAdV-C5 tiene características de proteínas que 

participan en la separación de fases líquido-líquido.   

 

OBJETIVO GENERAL 

● Determinar si la proteína viral DBP cumple con características de proteínas 

que separan fases líquido-líquido.  

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Analizar si la secuencia de aminoácidos de la proteína DBP tiene 

características de secuencias que separan fases líquido-líquido haciendo 

uso de herramientas bioinformáticas.  

2. Determinar el coeficiente de difusión de DBP en los Compartimentos de 

Replicación a partir del análisis de ensayos FRAP en diferentes tiempos post-

infección.  

3. Predecir una red de interacción entre DBP y proteínas celulares y virales 

posiblemente implicadas en la formación y actividades de los AdRCs. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Alineamiento de secuencias en Clustal Omega y JalView.  

Clustal Omega es una herramienta con la capacidad para realizar múltiples 

alineamientos de secuencias de aminoácidos. El algoritmo de Clustal Omega 

produce un alineamiento por pares usando el método K-tuple y las secuencias son 

agrupadas usando el método mBed seguido de una agrupación por k-means. 

Posteriormente, se construye un árbol utilizando el método de grupo de pares no 

ponderados (Unweighted Pair Group Method with arithmetic mean,UPGM por sus 

siglas en inglés). El alineamiento múltiple de secuencias se produce utilizando el 

paquete HHalign, una herramienta que compara dos alineamientos entre sí 

mediante el alineamiento por pares del Modelo Oculto de Markov (Hidden Markov 

Model, HMM por sus siglas en inglés) [58]. El alineamiento fue editado en JalView, 

una herramienta para edición, visualización y análisis de alineamientos [59]. En 

JalView se midió la conservación entre los aminoácidos previamente alineados. La 

conservación se mide como un índice numérico que refleja la conservación de las 

propiedades físico-químicas en la alineación con valores crecientes de 

conservación indicados del 0 al 9 y el asterisco que indica una conservación 

absoluta en el alineamiento.  

Predictores de Desorden 

Para la predicción de desorden se emplearon secuencias de la proteína DBP 

reportadas para HAdV-A12 (NCBI: NC_001460.1), HAdV-B7 (NCBI: AAA42508), 

HAdV-C5 (NCBI: AC_000008.1), HAdV-D8 ( NCBI: ANW60752.1), HAdV-E4 (NCBI: 

AAA42465.1), HAdV-F40 (NCBI: NC_001454.1) y HAdV-G52 (NCBI: ABK35046.1) 

y los servidores web de predicción de desorden PONDR VLXT [60], PONDR® 

XL1_XT, PONDR® VL3-BA , PONDR® VSL2 [61] y IUPRED [62].  

PONDR VLXT. Integra tres redes neuronales de retroalimentación: el predictor VL1, 

el predictor N-terminal (XN) y el predictor C-terminal (XC). VL1 se entrenó utilizando 

8 regiones largas desordenadas identificadas por la falta de densidad de electrones 

en estudios cristalográficos de rayos X y 7 regiones largas desordenadas 

caracterizadas por Resonancia Magnética Nuclear (NMR, por sus siglas en inglés). 
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Los predictores XN y XC, llamados juntos XT, también se entrenaron usando datos 

de cristalografía de rayos X, donde las regiones terminales desordenadas tenían 5 

o más aminoácidos de longitud. Los resultados de VL-XT son valores reales entre 

1 y 0, donde 1 es la predicción ideal de desorden y 0 es la predicción ideal de orden. 

Las salidas de VL-XT generalmente no son ideales y se aplica un umbral con 

desorden asignado a valores iguales o superiores a 0.5. 

PONDR XL1_XT. El predictor XL1 es una red neuronal para predecir regiones de 

desorden de más de 39 aminoácidos. Se entrenó con 7 de las 8 regiones 

desordenadas identificadas por la densidad de electrones faltantes que se utilizaron 

para entrenar el predictor VL1. Este predictor utiliza una ventana deslizante de 9 

aminoácidos para suavizar los valores de predicción a lo largo de la secuencia, por 

lo que las predicciones solo se proporcionan comenzando y terminando a 15 

aminoácidos de los extremos. Los resultados de la predicción son combinados con 

los arrojados por el predictor XT, descrito anteriormente. 

PONDR VL3-BA. El predictor VL3-BA es una red neuronal de retroalimentación que 

se entrenó con regiones de 152 regiones largas de desorden caracterizadas por 

varios métodos. El conjunto de proteínas ordenadas constaba de 290 cadenas de 

aminoácidos del PDB que no tenían residuos desordenados. Este predictor se basa 

en 20 atributos (18 frecuencias de aminoácidos, flexibilidad promedio y complejidad 

de secuencia) en una ventana de entrada de longitud 41. Las predicciones en bruto 

se promedian sobre una ventana de salida de longitud 31 para obtener la predicción 

final para una posición determinada. 

PONDR VSL2. Esta extensión de PONDR combina en una sola red la optimización 

de regiones desordenadas largas (≥30) y cortas (<30). La red se entrenó con 230 

regiones largas desordenadas y 983 regiones cortas desordenadas caracterizadas 

por varios métodos. Los atributos empleados por esta red son: complejidad de la 

secuencia, relación carga neta/hidrofobicidad, flexibilidad media, perfil PSI-BLAST 

y la frecuencia en la que se presenta cada aminoácido. 

IUPRED2. Basado en los principios físicos del orden/desorden en las proteínas. 

Estima el potencial de los polipéptidos de formar contactos que estabilicen la 
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estructura mediante el uso de un potencial de interacción estadístico. El cálculo del 

potencial involucra una matriz de predicción de energía de 20x20, la cual está 

parametrizada para acercarse a la energía de los pares en las proteínas globulares. 

De tal modo, la probabilidad de un aminoácido de ser desordenado depende de su 

tipo químico y de su potencial de interacción con sus vecinos. Para cada aminoácido 

se considera la interacción con los vecinos que están de 2 a 100 residuos en ambas 

direcciones. Las calificaciones de más de 0.5 son indicativos de desorden. 

Motif Scan.  

Es una herramienta desarrollada por el Instituto Suizo de Bioinformática (SIB por 

sus siglas en inglés) y usa las bases de datos de HAMAP, PROSITE y Pfam para 

encontrar similitudes en secuencia entre los motivos reportados con los de la 

secuencia de la proteína de interés. Funciona con HitKeeper, un paquete de 

software de gestión de listas de aciertos que contiene una colección de scripts que 

interactúan con un sistema de gestión de bases de datos relacionales. 

Predictor de Separación de fases líquido-líquido (PSPredictor). 

 La base de datos en la que se basa el predictor es la Base de Datos de Separación 

de Fases Líquido-Líquido (LLPSDB, por sus siglas en inglés) desarrollada por  Li et 

al., 2019, la cual tiene resultados experimentales encontrados en la literatura de 

proteínas que pueden separar fases líquido-líquido [63]. Posee un algoritmo de 

Machine Learning que utiliza secuencias depositadas en la LLPSDB. El algoritmo 

fue entrenado con aprendizaje supervisado de árboles de decisión Gradient 

Boosting. Una calificación arriba de 0.5 indica que la proteína se predice que separa 

fases, y abajo de 0.5 se predice como una proteína que no separa fases.  

 

Análisis de ensayos de Recuperación de la Fluorescencia 

después del Foto-blanqueo (FRAP) 

Adquisición de datos. La adquisición de los datos para los ensayos fue realizada 

por la Dra. Paloma Hidalgo Ocampo. Se cultivaron células HFF y se infectaron al 

80% de confluencia con el adenovirus recombinante que expresa a la proteína DBP 

fusionada a la proteína fluorescente mCherry (mCh-DBP) con la metodología 
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previamente descrita. A las 16, 24 y 36 hpi las células infectadas se procesaron para 

ser analizadas por FRAP. La adquisición de datos se realizó en el microscopio 

confocal invertido IX81 Olympus con un objetivo de inmersión en aceite 60X/NA 1.3, 

con la línea de láser 543 nm, en una incubadora con control de temperatura (37 °C) 

y CO2 (5%). El blanqueamiento se realizó en una región de interés, con una línea 

de láser de 405 nm al 100%. Durante la adquisición de datos, se seleccionaron las 

regiones de interés (ROI) que se muestran en la Tabla 2: 

Regiones de interés (ROI) Descripción de cada ROI 

ROI1 Región de interés blanqueada. 

ROI2. Región de interés de referencia 

ROI3 Región de interés de fluorescencia de 

fondo  

Tabla 2. Descripción de ROIs para análisis de datos de FRAP.  

Corrección de desplazamiento en eje de X y eje Y. Algunos datos adquiridos 

presentaron desplazamientos en el eje de las X o en el eje de las Y. Para realizar la 

corrección de este tipo de datos, se usó el Plug In Template Matching de ImageJ 

[64].  

Generación de series de tiempo. El cambio de la intensidad de la fluorescencia 

promedio a lo largo del tiempo en las ROIs fue calculado con un Macro de Image J 

desarrollado por Arturo Pimentel (LNMA-IBT-UNAM). El macro tiene dos variantes: 

En la primera, Macro_tiff, la serie de pasos automatizados en el macro permiten al 

usuario definir manualmente las ROIs. En la segunda variante, Macro_oib, la serie 

de tiempo se genera con las ROIs que fueron definidas durante la adquisición de 

los datos. En ambos macros, para la medición simultánea del cambio en la 

intensidad de los pixeles en función del tiempo de las ROIs definidas, se utilizó el 

Plug In Multi Measure de ImageJ.  

Corrección de fluorescencia de fondo, blanqueo secundario y normalización 

de los datos. La corrección y/o normalización de datos se realizó con un script en 

R desarrollado por Arturo Pimentel (no publicado). El script tiene como archivo de 



- 21 - 
 

entrada la serie de tiempo original previamente generada con el Macro_oib y el 

Macro_tiff en Image J. Con los datos de la serie original, se genera un gráfico. 

Posteriormente, procede a hacer la normalización y corrección de las series de 

tiempo. Genera dos archivos como archivos de salida; un archivo al cual únicamente 

le hizo normalización de datos, y otro archivo al cual le hizo una normalización y 

corrección a los datos, generando un gráfico por cada archivo. La corrección y 

normalización de los datos se realizó de la siguiente manera. Los datos fueron 

normalizados utilizando el valor de la intensidad de la fluorescencia promedio:  

1. ROI1= ROI1 (t) / ROI1 promedio  

2. ROI2=ROI2 (t)/ ROI2 promedio 

Para corregir le fondo presente en las regiones donde no hay moléculas marcadas, 

se midió la fluorescencia en estas regiones (ROI3) en las mismas condiciones en 

las que se realizó FRAP y se restó a las ROIs de blanqueo (ROI1) y de referencia 

(ROI2).  

1.    ROI1= [ROI1 (t)] - [ROI3 (t)] 

2.    ROI2= [ROI2 (t) ]- [ROI3 (t)] 

El blanqueo secundario, efecto colateral que resulta del blanqueamiento de la ROI 

de interés, y los desplazamientos en Z, fueron corregidos implementando un factor 

de corrección que toma en cuenta los decaimientos de la fluorescencia debido a 

blanqueos secundarios y desenfoques.  

Medición de los radios de ROI de blanqueo. La medición de los radios de la ROI 

de blanqueo, tomados en cuenta en el modelo difusivo empleado, fue realizada en 

Image J.  

Ajuste de datos a una ecuación exponencial para el cálculo de τ1/2, fracción de 

recuperación y coeficiente de difusión. El script que ajusta los datos a un modelo 

exponencial para calcular la τ1/2, fracción de recuperación y coeficiente de difusión 

fue desarrollado por Arturo Pimentel en R (no publicado). Los datos obtenidos 
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después de la corrección y/o normalización fueron ajustados al siguiente modelo 

exponencial: 

E(y)=αeβx + θ 

Donde los valores α, β y θ son determinados por el método de mínimos cuadrados 

y x es la variable independiente.  Una vez que los datos se ajustaron al modelo 

exponencial, se calculó la τ1/2, parámetro que está relacionado con la τD (tiempo de 

difusión) mediante la expresión: 

τ1/2= β τD 

Donde β es un parámetro que depende del porcentaje de blanqueo por el láser [65]. 

La τD está relacionada a su vez con el coeficiente de difusión mediante la expresión:  

β τD= β r2/4D 

por lo que el coeficiente de difusión fue calculado mediante la expresión: 

D= βr2 / 4 τ1/2 

En la Figura 5 se muestra un diagrama de flujo general en el cual se resumen los 

pasos para el análisis de los datos adquiridos mediante FRAP. 
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Figura 5. Diagrama de flujo de análisis de datos adquiridos durante FRAP.  
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Construcción de una red de interacción proteína-proteína (PPI) de DBP.  

Para las predicciones de las redes de PPI entre DBP y las proteínas celulares y 

virales, se hizo una búsqueda en la literatura, y en las siguientes bases de datos: la 

base de datos The Molecular Interaction Data Base (MINT) [66], BioGrid [67] y 

STRING [68]. En estas bases de datos se hizo una búsqueda de aquellas proteínas 

que se sabe que colocalizan y/o que interaccionan con la proteína viral DBP. A partir 

de esta lista se construyó una red de PPI basada en 4 niveles de interacción. La red 

de interacción se hizo dirigida hacia la proteína viral E1B 55K (E1B); proteína que 

es de interés en nuestro laboratorio porque está involucrada en la regulación de 

múltiples procesos del ciclo de replicación viral, entre los que se encuentra la 

formación eficiente de los AdRCs. En cada nivel de interacción, se buscaron las 

proteínas interactoras de DBP que se encuentran en el interactoma de E1B 

(proteínas coincidentes). Con base en las proteínas coincidentes encontradas en 

cada nivel de interacción, se fue construyendo la red. 
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 RESULTADOS 

La proteína DBP presenta similitudes con proteínas que separan fases líquido-

líquido a nivel de la secuencia de aminoácidos.  

Como se describió antes, DBP es una proteína de 529 aminoácidos que consta de 

dos dominios funcionales: un dominio N-terminal (poco conservado entre especies) 

y un dominio C-terminal (muy conservado entre especies). Se han hecho análisis 

del desorden presente en DBP de HAdV-C5 que sugieren que presenta dos IDRs 

principales: una en el extremo N-terminal de 173 aminoácidos y otra en el C-

terminal, correspondiente a 30 aminoácidos [53]. Estas predicciones coinciden con 

los datos obtenidos por cristalografía de rayos X, ya que la región N-terminal no ha 

sido cristalizada y la región correspondiente a la IDR en el C-terminal muestra una 

disminución de la densidad electrónica [69]. Si bien está reportado que la región C-

terminal es la que posee actividad de unión a DNA, no se sabe cuál es la 

participación del N-terminal en las actividades biológicas a las que se ha asociado 

a la proteína. El análisis de conservación entre secuencias de aminoácidos de DBP 

antes descrito hecho en 1985 por Kitchingman y colaboradores, donde observan un 

mayor grado de similitud en el dominio C-terminal que en el N-terminal, se realizó 

únicamente con 4 especies de HAdVs [56]. Desde entonces se han reportado 

secuencias de otras especies de adenovirus, por lo que aquí se realizó un 

alineamiento de secuencias con las DBPs de cada una de las 7 especies (de la A a 

la G) (Figura 6). Como se puede observar en el diagrama de barras que se 

encuentra debajo del alineamiento de aminoácidos en la Figura 6, los aminoácidos 

correspondientes al extremo N-terminal de la proteína (1-173 aá) muestran valores 

indicativos de conservación (ver materiales y métodos) menores que los 

aminoácidos correspondientes al C-terminal de la proteína, como lo describió 

Kitchingman para las especies A, B, C y E. Este alineamiento nos permite concluir 

que la secuencia de aminoácidos del N-terminal varía más entre especies que la 

secuencia de aminoácidos del dominio C-terminal, lo cual podría estar relacionado 

con la habilidad del C-terminal de unirse a DNA (dada por los aminoácidos 176 al 

264 ) y de coordinar zinc (dada por los aminoácidos 266 al 384 y 294 al 519) (Figura 

3).  
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Figura 6.  Alineamiento de secuencias de proteínas DBPs de especies de 
adenovirus humanos A-G. Las secuencias de DBP de especies representativas 
de HAdVs de las especies A (HAdV-A12; 484 aminoácidos), B (HAdV-B7; 517 
aminoácidos), C (HAdV-C5; 529 aminoácidos), D (HAdV-D8; 490 aminoácidos), E 
(HAdV-E4; 512 aminoácidos), F (HAdV-F40; 473 aminoácidos) y G (HAdV-G52; 462 
aminoácidos) fueron alineadas usando HAdV12 como la secuencia de referencia. 
El porcentaje de conservación se muestra en los gráficos amarillos debajo del 
alineamiento. Los alineamientos fueron producidos usando Clustal Omega y 
editados usando JalView.  
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Por otro lado, como se mencionó antes, el extremo N-terminal de DBP se predice 

como una región intrínsecamente desordenada [53]. Como se observó en la figura 

anterior, el N-terminal no está conservado entre las distintas especies de 

adenovirus. Para confirmar si las IDRs presentes en la DBP de HAdV-C5 también 

se encuentran en otras especies, se hizo una predicción del desorden de la 

secuencia de DBP de las especies de la A a la G, utilizando los siguientes 

predictores de desorden: VXLT, XL1_XT, VL3-BA, VSL2, y IUPRED. Con los 

resultados de cada uno de los cinco predictores, se obtuvo un promedio del 

desorden presente (Figura 7). Lo que se muestra en la Figura 8, es el promedio de 

la calificación de desorden obtenido de cada una de las DBPs a partir de los 

predictores que fueron utilizados. De los análisis a nivel de secuencia realizados 

podemos concluir que, aunque el dominio N-terminal tiene un menor grado de 

conservación entre especies que el C-terminal, los predictores de desorden 

muestran que el extremo N-terminal se predice como IDRs en todas las especies 

de adenovirus.  La conservación de las IDRs en el N-terminal de DBP sugiere que 

es relevante en sus actividades biológicas. Como se mencionó antes, los 

condensados moleculares están enriquecidos en proteínas que contienen IDRs [15],  

sin embargo, queda por determinar si la importancia de las IDRs presentes en DBP 

están directamente relacionadas con el fenómeno de LLPS.  
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Figura 7. Resultados del desorden predicho para las DBPs de HAdV A-G. A la 

izquierda se muestra el resultado de cada uno de los cinco predictores empleados. 

A la derecha se muestra el promedio de los cinco predictores, siendo 0.5 el umbral 

entre orden y desorden. 

 

 

Figura 8. Resultado del desorden predicho para las secuencias de proteínas 
DBPs de especies de adenovirus humanos A-G. El desorden de las secuencias 
de DBP de especies representativas de HAdVs de las especies A (HAdV-A12; 484 
aminoácidos), B (HAdV-B7; 517 aminoácidos), C (HAdV-C5; 529 aminoácidos), D 
(HAdV-D8; 490 aminoácidos), E (HAdV-E4; 512 aminoácidos), F (HAdV-F40; 473 
aminoácidos) y G (HAdV-G52; 462 aminoácidos) fueron predichas usando los 
predictores VXLT, XL1_XT, VL3-BA, VSL2, y IUPRED. En la gráfica se muestra el 
promedio de los 5 predictores para cada una de las DBPs. Los valores superiores a 
0.5 indican desorden.  

 

Adicional a las IDRs, se ha observado que las proteínas presentes en condensados 

líquidos pueden contener LCRs en su secuencia [70] y estas regiones promueven 

su comportamiento en condensados líquidos. Para determinar si la DBP de HAdV-

C5 tiene LCRs en su secuencia, se utilizó el Meta Predictor de dominios Motif Scan, 

descrito anteriormente en materiales y métodos. Según este predictor, DBP cuenta 

con un dominio rico en prolinas (Figura 9) que va del aminoácido 23 al 101. El alto 

contenido de prolinas en la región N-terminal ya había sido reportado por Krujier et 
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al. en 1981 [71]. Interesantemente, recientemente se reportó que una región rica en 

prolinas promueve la separación de fases de la proteína Tau [72].  

Figura 9. Resultados de MotifScan. Se muestra la secuencia de la región predicha 

como una LCR y su ubicación en la longitud completa de la proteína. El diagrama 

de la proteína completa se encuentra descrito en la figura 3.  

Por otro lado, se buscaron LCRs en las IDRs predichas en el extremo N-terminal de 

otras especies de adenovirus utilizando Motif Scan (Tabla 3). Se encontró una LCR 

rica en prolinas en el N-terminal de las especies B, C, D y E; mientras que para las 

especies A, F y G no se predijo ninguna LCR. Este análisis nos permite concluir que 

la región rica en prolinas en el extremo N-terminal de DBP únicamente está presente 

en 4 de 7 especies de adenovirus, y que la región rica en prolinas más larga la 

presenta HAdV-C5.  

Especie IDR  MotifScan  

HAdV-A12  1-127 No LCR. 

HAdV-B7 1-152 Región rica en prolinas 
del aminoácido 28 al 

45. 

HAdV-C5 1-173 Región rica en prolinas 
del aminoácido 23 al 

101. 

HAdV-D8 1-128 Región rica en prolinas 
del aminoácido 18 al 

43. 

HAdV-E4 1-146 Región rica en prolinas 
del aminoácido 27 al 

83. 

HAdV-F40 1-122 No LCR. 

HAdV-G52 1-104 No LCR. 
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Tabla 3. Resultados de la búsqueda de LCRs en la IDR del extremo N-terminal 
de DBP de las especies A-G.  En la primera columna se nombran la especie; en la 
segunda los aminoácidos presentes en las IDRs; y en la tercera el resultado de la 
búsqueda de LCRs.  

 

Por último, para determinar si la DBP de HAdV-C5 es una proteína que puede 

inducir la separación de fases líquido-líquido, se utilizó el PSPredictor, descrito 

anteriormente en materiales y métodos. Se analizó la secuencia de la proteína 

completa (529 aminoácidos), así como también el extremo N y C terminal (173 

aminoácidos y 349 aminoácidos, respectivamente) y, por último, la región rica en 

prolinas predicha por MotifScan (Tabla 4). 

Región 
 

Calificación PSP  
 

DBP (529 aminoácidos, longitud 
completa) 

0.9456 

C-terminal (174-529, longitud de 349 
aminoácidos) 

0.094 

N-terminal (1-173, longitud de 173 
aminoácidos) 

0.9603 

Región rica en prolinas (23-101, 
longitud de 78 aminoácidos) 

0.9897 

Tabla 4. Resultados del PSPredictor. En la primera columna, se nombran las 
regiones con las que se hizo la predicción: la longitud completa de DBP, 
correspondiente a 529 aminoácidos; la región correspondiente al extremo C-
terminal, de una longitud de 349 aminoácidos (174-529); la región correspondiente 
al extremo N-terminal, de una longitud de 173 aminoácidos (1-173); y la región rica 
en prolinas predicha por MotifScan, con una longitud de 78 aminoácidos (23-101). 
Los valores superiores a 0.5 indican que la proteína puede separar fases líquido-
líquido. 

Los resultados del predictor muestran una calificación indicativa de LLPS para DBP 

de longitud completa, así como para el extremo N-terminal y la región rica en 

prolinas (encontrada dentro del N-terminal); y una calificación no indicativa de LLPS 

para el C-terminal. El análisis bioinformático sugiere que DBP presenta 

características en su secuencia de aminoácidos de proteínas que separan fases 

líquido-líquido, y que la IDR presente en su extremo N-terminal podría ser 

importante para este comportamiento, así como también la LCR rica en prolinas. 
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DBP presenta coeficientes de difusión similares a los reportados para 

BMCs 

Como se mencionó antes, uno de los criterios que se usan comúnmente para definir 

que un coacervado se forma por LLPS es que las moléculas que lo componen 

transitan entre su interior y el entorno con coeficientes de difusión que van desde 

1x10-5 hasta 1x10-1 µm2/s [73]. Para determinar el coeficiente de difusión de una 

molécula de interés asociada a un coacervado se puede medir la recuperación 

después de foto-blanqueo en experimentos de FRAP [14]. En FRAP, la difusión de 

una población de moléculas fluorescentes puede ser estudiada mediante el foto-

blanqueo de las moléculas en una región definida (ROI de blanqueo) por el usuario 

y, posteriormente, monitorear la recuperación de la fluorescencia debido al 

intercambio de las moléculas blanqueadas dentro de la ROI de blanqueo con las 

moléculas no blanqueadas de alrededor [74]. Para evaluar la dinámica de difusión 

en los DBP-AdRCs se infectaron células HFF con el virus mCh-DBP, como se 

describió en la sección de materiales y métodos, y se realizó FRAP a las 16, 24 y 

36 hpi. Posteriormente, se procedió a hacer el análisis de los datos adquiridos. Los 

datos pueden presentar errores artefactuales, como desplazamientos de la célula 

en el eje de las X y Y; desenfoques, que son desplazamiento en eje de las Z; así 

como blanqueo secundario en otras regiones como efecto colateral resultante del 

blanqueamiento hecho en la ROI de interés, por lo que la intensidad de la 

fluorescencia promedio disminuye en toda la célula. Es importante corregir dichos 

errores, ya que, de no ser así, pueden llevar a estimaciones erróneas de los 

parámetros de interés a calcular. 

Primeramente, se corrigieron los desplazamientos en xy. Posteriormente, se 

generaron las series de tiempo, las cuales describen el cambio de la intensidad 

promedio de la fluorescencia en función del tiempo en las ROI. Las series de tiempo 

fueron corregidas y normalizadas para generar una curva de FRAP. Las curvas de 

FRAP que describen cómo la fluorescencia decae y posteriormente se recupera, 

tienen un comportamiento exponencial, por lo que se pueden ajustar los datos 

generados a un modelo exponencial. Una vez que se realizó este ajuste, se 
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cuantificaron los parámetros de interés. Las mediciones de FRAP pueden ser 

cuantificadas en términos de Fracción de Recuperación (RF, por sus siglas en 

inglés), tiempo medio de recuperación (τ1/2), y coeficiente de difusión (D). La RF es 

la fracción móvil, es decir, la fracción de moléculas que contribuyeron a la 

recuperación [75];  la τ1/2 está definida como el tiempo requerido para que la zona 

blanqueada llegue a la mitad de la curva de recuperación entre el estado inicial 

después del blanqueo y el estado estable recuperado [75]; y el D es un parámetro 

que proporciona una medida del desplazamiento cuadrático medio por unidad de 

tiempo de la especie en difusión, y describe la dinámica con la que difundieron las 

moléculas [76]. Para estos experimentos, se calcularon los tres parámetros 

mencionados.  

Los dos modelos más usados en la literatura para analizar datos adquiridos por 

FRAP para el estudio de BMCs son un modelo de exponencial simple y un modelo 

2D con frontera infinita. El cálculo de D se hizo bajo la suposición de que la célula 

es lo suficientemente plana como para ser tratada como un objeto en 2D y se asumió  

que la condición de frontera es infinita, considerando a la ROI de blanqueo como 

una zona infinitesimalmente más pequeña que la célula completa [76]. Es de 

importancia considerar que los valores de D son completamente dependientes del 

modelo de difusión utilizado. Se han reportado diferencias de hasta 2 órdenes de 

magnitud (dentro de los intervalos establecidos para BMCs que van de 1x10-5 a 

1x10-1 µm2/s) en el valor de D de proteínas que separan fases líquido-líquido 

dependiendo del modelo de difusión utilizado para el análisis de los datos de FRAP 

[73]. 

La selección de células a analizar se hizo con base en el análisis de su curva de 

recuperación de la fluorescencia. Únicamente se seleccionaron las células que 

alcanzaron un estado estable de la fluorescencia al finalizar la ventana de tiempo 

en la cual se adquirieron los datos. De esta manera, se seleccionó un número total 

de 15 células (n=15) por cada tiempo; 16, 24 y 36 hpi. En la Figura 10 se muestra 

el FRAP de una célula representativa de cada tiempo. A las 16 hpi, se observa que 

la fluorescencia se recupera rápidamente con la misma morfología previa al foto-
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blanqueo, mientras que a las 36 hpi la estructura blanqueada no se recupera en la 

ventana de tiempo en la que se hizo la adquisición de los datos (155.53 s). A las 24 

hpi, tiempo en el que se sintetiza el DNA viral, se observan estructuras más 

variadas, desde formas esféricas, tipo anillo y más complejas, por lo que lo que 

exhibieron RFs de un rango más variado. Sin embargo, todas las estructuras en 

este tiempo se recuperaron después del foto-blanqueo.  

 

Figura 10. FRAP realizado en células infectadas con mCh-DBP a las a) 16 hpi  
b) 24 hpi y c) 36 hpi.  Los recuadros amarillos indican las ROIs de blanqueo; Ti, el 
tiempo previo al foto-blanqueo; Tf, el tiempo posterior al foto-blanqueo una vez que 
se llegó a un valor de fluorescencia estable. 

 

Como se mencionó antes, cuando la curva de FRAP tiene un comportamiento 

exponencial, estos datos pueden ajustarse a un modelo que describe una ecuación 

de este tipo para calcular el D. Sin embargo, a las 36 hpi, la mayoría de las células 

no presentaron un comportamiento exponencial; después del blanqueo, la fracción 

móvil es prácticamente nula en la mayoría de los casos, por lo que el 

comportamiento de la curva se asemeja más una ecuación lineal, que a una 
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ecuación exponencial (Figura 11). Directamente de la curva FRAP (antes del ajuste 

de los datos al modelo exponencial), pueden estimarse parámetros como la τ1/2 y la 

RF, sin embargo, la τ1/2 de igual manera depende de que la curva tenga un 

comportamiento exponencial; de tal manera que para las 36 hpi, bajo las 

condiciones del modelo utilizado, únicamente se puede estimar la RF para este 

tiempo.  

 

Figura 11. Curva de FRAP de una estructura compleja blanqueada a las 36 hpi. 

 

A las 16 hpi el promedio de RF fue de 92.65 %, a las 24 hpi fue de 71% y a las 36 

hpi fue de 19.2% (Tabla 5, 6 y 7). Observaciones previas al análisis de los datos a 

las 36 hpi, parecen indicar que la recuperación es nula (Figura 11). No obstante, el 

promedio calculado, como se mencionó antes, es de 19.2%. Esto podría deberse a 

que el porcentaje de blanqueo no siempre es igual al 100%, siendo 83.50% el 

promedio para las 36 hpi (Figura 12e, tabla 7). Este factor es tomado en cuenta 
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cuando se calcula el D (ver materiales y métodos), sin embargo, como se describió 

antes, para las 36 hpi, este parámetro no se pudo calcular. Por lo que, para el cálculo 

de la RF, el porcentaje de blanqueo sigue siendo un factor de error sobre la 

estimación de la RF. Las RF calculadas sugieren que, conforme avanza el ciclo de 

replicación y los DBP-AdRCs incrementan la complejidad de su estructura, hay una 

disminución de la fracción de moléculas que contribuyen a la recuperación de la 

fluorescencia, lo que quiere decir a su vez, una menor movilidad de las moléculas. 

La Figura 12b muestra la τ1/2 calculada para las 16 y 24 hpi, siendo el promedio de 

τ1/2 para las 16 hpi de 7.54 segundos y para las 24 hpi de 16.89 segundos, por lo 

que las estructuras blanqueadas que se recuperaron con una mayor velocidad 

fueron las de las 16 hpi. La Figura 12c muestra los coeficientes de difusión 

calculados para las 16 y 24 hpi, mientras que en la Figura 12d se muestran las 

variaciones en los radios de las ROIs blanqueadas. Los coeficientes de difusión más 

grandes corresponden a las estructuras blanqueadas a las 16 hpi, con un promedio 

de 0.0809 µm2/s, mientras que a las 24 hpi el promedio es de 0.0352 µm2/s.  

A las 24 hpi, se hizo el blanqueo a estructuras esféricas y a estructuras de tipo anillo 

y de morfologías más complejas (Figura 14). Como las células presentan 

morfologías diferentes, se clasificaron por morfología aquellas células en las que se 

distingue claramente morfología esférica o compleja (Tabla 8). Interesantemente, 

las estructuras que mostraron un coeficiente de difusión más bajo para este tiempo, 

fueron las células que presentan los DBP-AdRCs con las morfologías más 

complejas (tipo anillo o toroide) de las estructuras medidas en este tiempo (Figura 

14 y Tabla 6 y 8, células 13 y 15). Cabe resaltar que todas las estructuras 

blanqueadas a estos dos tiempos, 16 y 24 hpi, se recuperaron después del foto-

blanqueo a diferencia de las estructuras blanqueadas a las 36 hpi. Las estructuras 

blanqueadas a las 36 hpi son estructuras de morfología compleja, o bien, amorfas, 

en las que no se conserva la morfología esférica en ningún caso (Figura 15).  

 

 

 



- 37 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Medición de RF, D y τ1/2. El gráfico a) muestra la fracción de 

recuperación a las 16, 24 y 36 hpi. El gráfico b) muestra el tiempo medio de 

recuperación a las 16 y 24 hpi. El gráfico c) muestra el coeficiente de difusión a las 

16 y 24 hpi, d) los valores de los radios medidos de las ROI de blanqueo y e) el 

promedio del porcentaje de blanqueo realizado en cada tiempo. Los P-values fueron 

calculados con un t-test. *, P=0.0470; **, P=0.0020; **, P=0.0002; ****, P<0.0001. 

 

 

a. 
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Figura 13. Células seleccionadas para cálculo de parámetros a las 16 hpi. El 

cuadro amarillo muestra la ROI de blanqueo.  

Células 16hpi RF (%) τ1/2 (s) D (µm2/s) Radio (µm) Bleach (%) 

1 94.20% 2.38 0.166 0.965 72.4 

2 90.30% 4.09 0.096 0.965 68.5 

3 99.70% 13.2 0.036 1.104 83.7 

4 96.50% 7.77 0.062 1.104 91.6 

5 92.50% 16.39 0.0241 0.965 90.6 

6 98% 2.23 0.148 1.104 36.3 

7 83.70% 3.64 0.121 0.965 80.2 

8 83.20% 3.99 0.1107 1.104 78.4 

9 95.60% 11.87 0.0372 1.104 78.2 

10 98.50% 3.49 0.113 0.965 72.8 

11 85.20% 7.83 0.0564 1.104 76.3 

12 92.60% 4.76 0.101 1.104 85.7 

13 91.50% 13.42 0.0329 1.104 76.2 

14 97.30% 8.51 0.0519 1.104 78.3 

15 95.40% 9.59 0.0505 0.965 90.2 

Promedios 92.95% 7.544 0.0804 µm2/s 1.0484 µm 77.29 % 

Tabla 5. Parámetros calculados para las células seleccionadas a las 16 hpi. El 

radio promedio y el blanqueo promedio no fueron utilizados para el cálculo, ya que 

se usaron los valores indicados para cada célula.  
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Figura 14. Células seleccionadas para cálculo de parámetros a las 24 hpi. El 

cuadro amarillo muestra la ROI de blanqueo. 

 

Tabla 6. Parámetros calculados para las células seleccionadas a las 24 hpi. El 

radio promedio y el blanqueo promedio no fueron utilizados para el cálculo, ya que 

se usaron los valores indicados para cada célula. 

Células 24 
hpi 

RF (%) τ1/2 (s) D (µm2/s) Radio (µm) Bleach (%) 

1 97% 2.8 0.108 0.965 69.8 

2 91.10% 9.47 0.031 0.965 73.8 

3 81.40% 14.81 0.02 0.965 73.9 

4 73.50% 8.12 0.0415 0.965 77.6 

5 49.70% 19.28 0.017 0.965 77.9 

6 69.30% 7.77 0.047 0.965 85.3 

7 74.00% 7.13 0.042 0.965 74.2 

8 68% 7.45 0.04 0.965 72.3 

9 61.70% 11.7 0.028 0.965 75.2 

10 28.10% 16.37 0.02422 0.965 80.3 

11 89.30% 7.3 0.046 0.965 79.3 

12 84.30% 6.74 0.054 0.965 89.5 

13 52.90% 55.12 0.0067 0.965 96.9 

14 72.20% 21.88 0.0169 0.965 95.1 

15 67.40% 57.52 0.0067 0.965 96.9 
Promedio 71% 16.89 s 0.0352 µm2/s 0.965 µm 81.2 % 
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Figura 15. Células seleccionadas para cálculo de parámetros a las 36 hpi. El 

cuadro amarillo muestra la ROI de blanqueo. 

 

Células 36 hpi RF (%) Bleach (%) 

1 13.4 75.4 

2 24.5 73.7 

3 13.4 91.5 

4 15.4 86.1 

5 20.1 79.6 

6 28.1 89.2 

7 26.9 87.6 

8 15.5 90.9 

9 21 83.6 

10 10.3 91.5 

11 12.2 89.1 

12 27.6 82.7 

13 19.5 87.9 

14 22.8 93.9 

15 17.3 85.5 

Promedio 19.2% 85.88 % 

 

Tabla 7. Parámetros calculados para las células seleccionadas a las 36 hpi. El 
blanqueo promedio no fue utilizado para el cálculo, ya que se usaron los valores 
indicados para cada célula. 
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Morfología esférica Morfología compleja 

Célula RF (%) τ1/2 (s) D (µm2/s) Célula RF (%) τ1/2 (s) D (µm2/s) 

1 97% 2.8 0.108 13 52.90% 55.12 0.0067 

2 91.10% 9.47 0.031 15 67.40% 57.52 0.0067 

3 81.40% 14.81 0.02 

6 69.30% 7.77 0.047 

7 74.00% 7.13 0.042 

8 68% 7.45 0.04 

9 61.70% 11.7 0.028 

Tabla 8. Clasificación de células a las 24 hpi con morfología esférica y 
compleja.  
 

Todas estas observaciones sugieren que las estructuras de morfología esférica 

presentan una recuperación mayor y más rápida que las estructuras 

morfológicamente más complejas en las que no predomina la forma esférica y la 

recuperación de la fluorescencia es prácticamente nula. Como se describió antes, 

se han reportado BMCs que inicialmente presentan las características de un líquido 

y que, eventualmente, se vuelven más rígidas y viscoelásticas lo que resulta en una 

transición de un estado tipo líquido a un estado tipo sólido en el que ya no hay un 

intercambio de componentes con el medio circundante, por lo que no hay una 

recuperación de la fluorescencia después del foto-blanqueo [21,77,78,79]. La 

aparente transición de líquido a sólido en los DBP-AdRCs podría deberse a que, en 

tiempos tardíos, la concentración nuclear de proteínas estructurales del virus es 

suficiente para iniciar el ensamblaje de partículas virales. En estudios del desorden 

del proteoma de adenovirus humano, las proteínas de la cápside se predicen como 

las que contienen un menor número de IDRs en su secuencia [53], lo cual podría 

promover un estado menos dinámico entre los AdRCs y el medio circundante. Este 

análisis nos permite determinar que los coeficientes de difusión de DBP son 

similares a los que se han reportado previamente para proteínas que conducen a la 

LLPS, sugiriendo que la LLPS es el mecanismo mediante el que se forman los 

AdRCs. Adicionalmente, la disminución de la RF y del D conforme aumenta la 

complejidad morfológica de los DBP-AdRCs es un comportamiento comparable con 

estructuras que se forman vía LLPS y envejecen, presentando características físicas 
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que se asemejan a un sólido, como un hidrogel. Sin embargo, queda por determinar 

si los DBP-AdRCs tienen las características de un hidrogel mediante otras técnicas, 

como analizar la sensibilidad al 1,6-hexanodiol; un compuesto capaz de disolver 

estructuras tipo líquidas, mas no estructuras sólidas [80].   

 

Dentro de la predicción de la red PPI DBP-E1B se encuentran proteínas 

celulares que podrían estar implicadas tanto en la formación, como en las 

actividades de los AdRCs.  

En los AdRCs se localizan proteínas celulares involucradas en respuesta a daño en 

DNA, organización de la cromatina, respuesta inmune, regulación de la 

transcripción y modificaciones post-traduccionales; y proteínas virales de 

replicación del genoma (entre las que se encuentra DBP) y otras proteínas 

involucradas en múltiples procesos del ciclo de replicación viral, entre las que se 

encuentra E1B. E1B es una proteína multifuncional que interacciona con alrededor 

de 80 proteínas celulares y virales [81]. Las actividades que lleva a cabo a lo largo 

del ciclo de replicación son reguladas por SUMOilación y fosforilación, las cuales 

tienen un impacto en su localización e interacción con otras proteínas. Entre las 

actividades que lleva a cabo en el ciclo de replicación de adenovirus se encuentran: 

poliubiquitilación de sustratos para su degradación vía proteasoma [50]; 

procesamiento y exportación de mensajeros virales; y regulación de expresión de 

genes virales y celulares. Adicionalmente, está reportado que la proteína viral E1B 

impacta en la composición de los DBP-AdRCs [49] y que, en su ausencia, los DBP-

AdRCs presentan un menor diámetro y área en comparación con los DBP-AdRCs 

del virus WT [76, 92].  

Por otro lado, los análisis antes descritos demuestran que DBP tiene las 

características de una proteína de andamio de LLPS: tiene IDRs y una LCR en su 

secuencia, y presenta coeficientes de difusión similares a los previamente 

reportados para otros BMCs. El ensamble de los BMCs es conducido por proteínas 

de andamio de LLPS, sin embargo, las proteínas reguladoras impactan en el 

número, tamaño, forma y localización del BMC; y las proteínas cliente definen las 
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características funcionales del BMC. Por esta razón, es importante comprender qué 

otros componentes celulares y virales de los AdRCs podrían estar involucrados en 

su formación comportándose como co-andamios o como proteínas reguladoras. 

Como se describió antes, E1B impacta en la morfología, composición y formación 

de los AdRCs. Adicionalmente, otros grupos han reportado (no publicado) que éstas 

dos proteínas virales co-inmunoprecipitan. Por lo tanto, investigar una relación 

funcional entre DBP y E1B, así como el impacto de las mismas en la formación y 

función de los RCs, podría ser importante para determinar las actividades de cada 

una en los AdRCs que resultan en una replicación eficiente. E1B podría tener un 

efecto sobre la formación de los RCs promoviendo la LLPS de los RCs por sí sola 

o a través de su interacción con otras proteínas celulares que interaccionan con 

DBP para promover la LLPS, y, por lo tanto, el ensamble de los AdRCs. La red de 

predicción PPI fue construida como se describe en materiales y métodos. 

Primeramente, se tomaron en cuenta los reportes realizados mediante microscopía 

donde se observa un sobre lape espacial entre la señal de fluorescencia de dos 

proteínas (colocalización) y también las reportadas mediante los siguientes métodos 

experimentales: co-inmunoprecipitación, ensayo de doble híbrido en levadura 

(Y2H), purificación por afinidad en tándem seguido de espectrometría de masas 

(TAP/MS), co-cristalización, ensayos de pulldown con Glutatión-S-transferasa 

(GST-pulldown), inmunoprecipitación seguida de espectometría de masas (IP/MS), 

MALDI (ionización por desorción láser asistida por matriz )/ Nano ES MS-MS 

(seguida de nano-electrospray mass spectrometry), Far Western Blot y 

transferencia de energía de resonancia Föster (FRET) (Tabla S2). Sin embargo, 

para el siguiente análisis, se eliminaron las colocalizaciones y se tomaron en cuenta 

las interacciones reportadas por los otros métodos (Figura 16a). Posteriormente, 

utilizando el PSPredictor, se analizó qué proteínas se predice que participan en la 

formación de BMCs. Las casillas marcadas en rojo, son las proteínas cuya 

calificación resultante (Tabla 10) indica que cumplen con las características de 

proteínas que participan en la LLPS. En la Tabla 9, se muestra el resultado de la 

predicción de las redes de interacción. Cada celda de la tabla corresponde a cada 

una de las proteínas encontradas, y cada celda contigua a otra representa una 
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interacción, siendo cada fila representante de una red de interacción, o bien, de un 

complejo proteico. En cada celda, está el nombre del gen en mayúsculas; y en 

cursiva y minúscula está el nombre de la proteína. 

Tabla 9. Red de interacción DBP-E1B55K 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP   
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN  
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

HDAC1 1 
Histone Deacetylase 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP  
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

MRE11 2  
Proteína reparadora de doble hebra 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

EP300 
p300 HAT 

RAD50 2 
DNA repair protein RAD50 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP  
SNF2-related CBP 
activator protein 

CBP  
CREB Binding Protein 

TP53 [82] 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

EP300 
p300 HAT 

TP53 [82] 

Cellular tumor antigen p53 
E1B55K  

Adenovirus E1B 55 
kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

ZNHIT1 
Zinc finger HIT domain-containing protein 1 

TP53 [82] 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP  
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

HNRNPD 

 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0, AU-
rich element RNA-binding protein 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

ZNHIT1 
Zinc finger HIT domain-containing protein 1 

TP53[82] 
Cellular tumor antigen 

p53 

WT1 
Wilms tumor protein 

homolog 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP  
SNF2-related CBP 
activator protein 

CBP 
CREB Binding Protein 

TP53[82] 
Cellular tumor antigen 

p53 

WT1 
Wilms tumor protein 

homolog 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

THOC2 
THO Complex 2  

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP  
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

SRSF3  
Serine And Arginine Rich Splicing Factor 3 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN  
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

KPNA2  
Karyopherin Subunit Alpha 2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP   
SNF2-related CBP 
activator protein 

VPS72  
Vacuolar protein sorting-associated protein 72 

homolog 

KPNA1  
importin alpha-1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN  
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

CUL5 
Cullin5 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN  
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

ELOB 

Elongin B, Transcription elongation factor B 
polypeptide 2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN  
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

PSMC2 
The human protein 26S protease regulatory subunit 

2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN  
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

USP7 
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN  
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

TUBB 
Tubulin Beta Chain 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  SRCAP CBP  RUNX1 E1B55K  
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Tabla 9. Predicción de Red de PPI DBP-E1B. Cada columna corresponde a un 
nivel de interacción, cada celda a una proteína y cada fila a la predicción de una red 
de PPI DBP-E1B. En rojo se muestran las proteínas cuya predicción indica que 
están involucradas en LLPS.  

 

 

Tabla 10. Resultados del PSPredictor de las proteínas de la red DBP-E1B. En 
la primera columna, se nombran las regiones con los nombres de los genes de las 

Adenovirus DNA-
binding protein 

SNF2-related CBP 
activator protein 

CREB Binding Protein Runt-rvelated transcription factor 1 Adenovirus E1B 55 
kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 

SNF2-related CBP 
activator protein 

EP300 
p300 HAT 

RUNX1  
Runt-related transcription factor 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

UBC9 8 
SUMO-conjugating enzyme UBC9 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
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proteínas con las que se realizó la predicción. Los valores superiores a 0.5 indican 
que sí hay separación de fases líquido-líquido. 
 

Los resultados mostrados en la Tabla 9 sugieren que dentro de la red DBP-E1B, se 

encuentran proteínas que podrían estar involucradas en la separación de fases, ya 

sea como andamio, clientes o reguladores. Cabe resaltar que el algoritmo del 

PSPredictor fue entrenado con secuencias de proteínas scaffolds, por lo que no es 

una herramienta que puede usarse para la predicción de clientes y reguladores, y 

tampoco considera proteínas cuya LLPS es regulada por alguna PTM. Este estudio 

predictivo nos podría ayudar a definir grupos de proteínas que podrían tener un 

papel importante en la formación y actividades de los AdRCs.  

Por otro lado, no está reportado que DBP y E1B interaccionen directamente, sin 

embargo, ambas son proteínas involucradas en distintos procesos del ciclo de 

replicación viral, y ambas presentan IDRs que podrían favorecer su interacción con 

muchas otras proteínas, lo cual podría ser determinante para las actividades 

descritas de ambas en los AdRCs. Para estudiar la posible relación funcional de 

estas dos proteínas virales, se crearon categorías correspondientes a actividades 

que son reguladas en los AdRCs para clasificar a cada una de las proteínas 

encontradas y a cada categoría se le asignó un número y un color. El método 

mediante el cual se reportó cada interacción está representado por un triángulo de 

distinto color en la intersección entre una celda y otra. El color de la celda indica la 

categoría correspondiente a su actividad mejor caracterizada, así como también lo 

indica el número que está subrayado en negritas en el superíndice del nombre del 

gen. Los otros números que aparecen en las celdas corresponden a otras 

categorías con las que también se ha relacionado a la proteína. Los blancos de 

ubiquitinación de la E3 ubiquitinia ligasa formada por E1B están indicados por un 

círculo rojo (Figura 16). 
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Figura 16. Simbología y categorías utilizadas en representación de predicción 

de red PPI. En a) se muestran las categorías utilizadas para clasificar a cada 

proteína, así como también su número y color correspondiente. En b) se muestra la 

simbología utilizada para la descripción del método de determinación de la 

interacción reportada y en c) se muestra un ejemplo de la descripción que se hizo 

para cada proteína.  

 

 

a. 

 

b. 

 

c. 
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Tabla 11. Predicción de Red de PPI DBP-E1B. Cada columna corresponde a un 

nivel de interacción, cada celda a una proteína y cada fila a la predicción de una 

red de PPI DBP-E1B. 

Tabla 11. Red de interacción DBP-E1B55K 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

HDAC1 1 
Histone Deacetylase 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

MRE11 2  
Proteína reparadora de doble hebra 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

EP300 1 
p300 HAT 

RAD50 2 
DNA repair protein RAD50 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

CBP 4 
CREB Binding Protein 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

EP300 1 
p300 HAT 

TP53 4,1,9 

Cellular tumor antigen p53 
E1B55K  

Adenovirus E1B 55 
kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

ZNHIT1 4 
Zinc finger HIT domain-containing protein 1 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

HNRNPD 4,5 

 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0, AU-
rich element RNA-binding protein 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

ZNHIT1 4 
Zinc finger HIT domain-containing protein 1 

TP534,1,9 
Cellular tumor antigen 

p53 

WT1 
Wilms tumor protein 

homolog 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

CBP 4 
CREB Binding Protein 

TP534,1,9 
Cellular tumor antigen 

p53 

WT1 
Wilms tumor protein 

homolog 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

THOC2 5 
THO Complex 2  

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

SRSF3 5,6 
Serine And Arginine Rich Splicing Factor 3 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4  
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

KPNA2 6 
Karyopherin Subunit Alpha 2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1   
SNF2-related CBP 
activator protein 

VPS72 4 
Vacuolar protein sorting-associated protein 72 

homolog 

KPNA1 6 
importin alpha-1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

CUL5 7,9 
Cullin5 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

ELOB 7,9,4 

Elongin B, Transcription elongation factor B 
polypeptide 2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

PSMC2 7,5,9 
The human protein 26S protease regulatory subunit 

2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

USP7 9 
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

TUBB 10 
Tubulin Beta Chain 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

CBP 4 
CREB Binding Protein 

RUNX1 11,4 
Runt-rvelated transcription factor 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

EP300 1 
p300 HAT 

RUNX1 11,4 
Runt-related transcription factor 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
DBP  

Adenovirus DNA-
binding protein 

UBC9 8 
SUMO-conjugating enzyme UBC9 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
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Los resultados mostrados en la Tabla 11 nos podrían ayudar a definir proteínas a 

evaluar experimentalmente que puedan estar involucradas con las actividades con 

las que se ha asociado a E1B y a DBP, y con ello, tener una mayor comprensión 

de sus actividades regulatorias en el ciclo de replicación de adenovirus.  

 

DISCUSIÓN 

Como se describió antes, los RCs son centros de reguladores de la interacción 

virus-hospedero donde se establecen condiciones favorables para que el virus se 

replique eficientemente, sin embargo, no se conoce cuál es el mecanismo de su 

biogénesis. Los DBP-AdRCs se han estudiado por microscopía en tiempo real con 

células vivas infectadas con el virus mCh-DBP, lo cual ha permitido observar la 

presencia de eventos de fusión que llevan a la formación de estructuras cada vez 

más complejas conforme progresa el ciclo de replicación viral. Adicionalmente, DBP 

es una proteína que se expresa en altas concentraciones en células infectadas, 

posee IDRs en su secuencia y presenta afinidad por ácidos nucleicos, siendo todas 

éstas evidencias que nos permiten sugerir que DBP promueve la LLPS en los 

AdRCs. 

En este trabajo, el análisis bioinformático de la secuencia de aminoácidos de DBP 

y el análisis de experimentos de FRAP en distintas etapas del ciclo de replicación 

nos permitió determinar que DBP presenta características de proteínas que 

conducen a la LLPS.  

El análisis bioinformático de la secuencia de DBP muestra que las IDRs presentes 

en la proteína se conservan en todas las especies de HAdVs de la A a la G, 

sugiriendo que la conservación podría estar relacionada con la importancia de las 

IDRs para las actividades de la proteína. Adicionalmente, se utilizaron otras 

herramientas bioinformáticas para determinar la presencia de una LCR en la 

secuencia de DBP y, utilizando un predictor basado en proteínas que separan fases 

líquido-líquido, se determinó que DBP podría separar fases. Estos resultados 

sugieren que el C-terminal de la proteína no participa en este fenómeno mientras 

que el extremo N-terminal sí. De ser así, los estudios donde se reporta que los 

efectos de las mutaciones en el extremo N-terminal (Tabla S1) resultan en la 
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deficiente síntesis de DNA viral y expresión de mensajeros virales podrían deberse 

a la importancia del N-terminal para la formación de los AdRCs y no necesariamente 

a un efecto directo sobre la síntesis del DNA y la expresión de genes, ya que en los 

AdRCs son reguladas estas actividades. Por lo tanto, un defecto en la 

compartimentalización de los AdRCs podría llevar a un defecto en los procesos que 

son regulados ahí.  

El análisis de los FRAP a las 16, 24 y 36 hpi determinó que DBP presenta valores 

de coeficientes de difusión reportados para proteínas que forman parte de 

condensados líquidos [73]; siendo las estructuras con morfología esférica 

(morfología representativa de tiempos tempranos) las que presentaron la fracción 

de recuperación más alta, una recuperación después del foto-blanqueo más rápida 

y coeficientes de difusión con valores mayores que las estructuras más largas y 

complejas, correspondientes a etapas posteriores al inicio de la síntesis del DNA 

viral. Las estructuras predominantes en tiempos tardíos, en su mayoría, carecen de 

morfología esférica y presentan estructuras complejas y alargadas cuya 

recuperación es prácticamente nula después del foto-blanqueo. Al no presentar 

recuperación, no fue posible el cálculo de sus coeficientes de difusión. Estos datos 

sugieren que los AdRCs presentan características de un líquido principalmente en 

tiempos tempranos que correlacionan con estructuras de morfología esférica y que 

en tiempos tardíos parecería haber una transición a un gel que se asemeja más a 

un estado sólido que a un estado líquido, donde hay un menor intercambio entre los 

componentes de los AdRCs con el medio que los rodea. Este comportamiento es 

comparable con el envejecimiento reportado para otros BMCs formados por LLPS. 

La predicción de las redes PPI DBP-E1B sugieren que hay proteínas celulares que 

interaccionan tanto con DBP como con E1B que podrían estar implicadas en la 

formación de los AdRCs vía LLPS y en las actividades que son reguladas en los 

AdRCs, permitiéndonos definir grupos de proteínas de interés a evaluar 

experimentalmente.   

Según la predicción, a pesar de que E1B tiene IDRs, no tiene las características de 

proteínas que inducen LLPS, pero sí interacciona con otras proteínas cuya 
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predicción indica que promueven la separación de fases, como con el supresor 

tumoral p53. Está reportado que E1B promueve la relocalización de p53 a los 

AdRCs [83], sin embargo, no se conoce con detalle cuál es la actividad de p53 una 

vez que es relocalizada a estos sitios. La predicción indica que p53 tiene las 

características de proteínas que participan en LLPS, lo cual recientemente se 

reportó en ensayos in vitro [82]. En estos estudios, se propone que la LLPS regula 

negativamente a p53 y que la compartimentalización de ésta suprime su actividad 

como regulador transcripcional de sus genes blanco, sin embargo, uno de los 

reguladores negativos de la LLPS de p53 es el DNA [82]. Aunque en estos estudios 

el DNA es un regulador negativo de la LLPS de p53, esto podría ser distinto en los 

AdRCs.  

Como podemos observar en la Tabla 11, la mayoría de las proteínas en la 

predicción corresponden a la categoría de regulación de la transcripción. Una de las 

proteínas que resalta en las listas es la proteína asociada con SNF2 activadora de 

CBP (SRCAP, por sus siglas en inglés), un regulador de cromatina [84], y un 

regulador transcripcional [85] (categoría 4 y 1). En 1994, Klessig y colaboradores 

reportaron que DBP forma un complejo de 650 kDa cuya actividad todavía no ha 

sido elucidada [86], y tampoco se ha identificado la identidad de las otras proteínas 

asociadas al complejo. Posteriormente, en el 2001, Xu y colaboradores 

inmunoprecipitaron a SRCAP y reportaron que DBP forma un complejo multiproteíco 

con esta proteína. Adicionalmente, en este mismo estudio se  reportaron dos 

productos virales asociados: uno de 72 kDa, identificado como DBP y otro de 55 

kDa, sin embargo, no se estudió su identidad ni su posible participación en el 

complejo  DBP-SRCAP [87]. Si E1B es el producto no identificado, una posibilidad 

es que DBP, SRCAP y E1B se encuentren formando un complejo en conjunto con 

otras proteínas celulares o virales, y esto podría ser determinante para alguna de 

sus actividades en el ciclo de replicación viral, como regulación de la transcripción. 

Se sabe que E1B regula la transcripción de promotores virales y celulares, sin 

embargo, el mecanismo mediante el cual lo hace todavía no se ha elucidado. 

Análisis bioinformáticos realizados en el laboratorio en 2019, predicen que las 

proteínas RUNX1, p53 y Wt1 tienen secuencias blanco en promotores virales, 
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sugiriendo que la interacción de E1B con éstas pudiera regular la transcripción de 

sus genes blanco [88]. Estas tres proteínas aparecen en la predicción de complejos 

junto con SRCAP. Como ya se discutió, también se ha relacionado a DBP con la 

regulación de la transcripción, por lo que la posible participación de DBP en 

complejo con E1B y otras proteínas celulares (entre ellas SRCAP, RUNX1, p53 y 

Wt1) en la regulación de la transcripción es una posibilidad que todavía queda por 

explorar.  

El primer complejo de la lista podría estar implicado en regulación epigenética ya 

que asocia a DBP y E1B con las proteínas SRCAP, JUN, HDAC1. E1B es capaz de 

interaccionar con el complejo mSin3A/HDAC1 y de esta manera, formar un complejo 

desacetilador [89]. El complejo mSin3A/HDAC es utilizado por diversas proteínas 

represoras como complejo co-represor; entre estas proteínas se encuentran las N-

CoR [90]. Interesantemente, N-CoR1 forma un complejo multiproteíco con SRCAP 

[91], sugiriendo la posibilidad de la formación de un complejo proteíco con actividad 

de desasetilación en las que estén involucradas tanto DBP, como E1B.  

La última fila asocia directamente a Ubc9, una enzima conjugadora de SUMO, tanto 

con DBP, como con E1B [50, 91]. Como se describió antes, tanto E1B como DBP 

son modificadas por SUMOilación. En experimentos hechos con virus mutantes que 

tienen sustituciones en los sitios de conjugación con SUMO en DBP, hay una 

disminución en splicing asociado a AdRCs, así como también en el tamaño y 

número de AdRCs [50]. En experimentos del laboratorio, se ha observado que en 

células infectadas con el virus mutante que no expresa a E1B, hay una disminución 

en bandas correspondientes a formas moleculares más pesadas de DBP 

(probablemente formas SUMOiladas, aunque esto no se ha confirmado), así como 

también en el número y tamaño de los AdRCs. Adicionalmente, E1B es una E3 

SUMO ligasa para p53 [93], mas no se ha reportado que tenga otros blancos 

proteicos. Estas evidencias podrían sugerir la posibilidad de que E1B promueva la 

SUMOilación de DBP y con ello, la eficiente formación de los AdRCs. 
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Es de importancia resaltar que no queda descartado que DBP interaccione con otras 

proteínas que no fueron consideradas en este estudio para promover la formación 

eficiente de los AdRCs.  

 

 

CONCLUSIONES 

 El análisis bioinformático de la secuencia de aminoácidos indica que DBP 

tiene características propias de proteínas que participan en LLPS. 

 

 Los coeficientes de difusión de DBP son similares a coeficientes de difusión 

previamente reportados para proteínas que participan en la separación de 

fases líquido-líquido. Esto sugiere que los AdRCs se forman vía separación 

de fases líquido-líquido. 

 

 El aumento de complejidad morfológica de los DBP-AdRCs conforme 

avanza el ciclo de replicación correlaciona con una menor fracción de 

recuperación de la fluorescencia y con coeficientes de difusión menores. 

Este es un comportamiento comparable con estructuras que se forman vía 

LLPS y envejecen conforme aumenta la complejidad estructural.  

 

 La relación funcional que se predijo entre DBP y E1B indicó que hay 

proteínas celulares que, en complejo con ambas proteínas virales, podrían 

estar implicadas en la formación eficiente de los AdRCs vía LLPS y en las 

actividades que son reguladas en estos sitios, como regulación de la 

replicación y transcripción del genoma viral. 
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PERSPECTIVAS  

 Para confirmar que DBP sea uno de los componentes mínimos necesarios 

para la formación de los AdRCs, se requiere llevar a cabo experimentos 

donde se transfecten células con un vector que exprese a DBP fusionado a 

una proteína fluorescente para, posteriormente, evaluar por microscopía de 

fluorescencia si los AdRCs continúan formándose únicamente en presencia 

de DBP.  

 Evaluar cuál es el papel del extremo N-terminal de DBP sobre el ensamble 

de los AdRCs.  

 Utilizar un tratamiento con 1,6-hexadiol para confirmar la naturaleza líquida 

de los AdRCs que presentan morfología esférica y para evaluar su transición 

de tipo-líquido a tipo-gel cuando aumentan su complejidad estructural. 

 Determinar si E1B y DBP pueden interaccionar, ya sea directamente o través 

de un complejo multiproteico en el que participen proteínas celulares, 

mediante ensayos de inmunoprecipitación, así como también evaluar la 

presencia de las proteínas encontradas en el estudio predictivo realizado en 

caso de ser así. Esto podría ser fundamental para comprender todas las 

actividades con las que se ha asociado a estas dos proteínas a lo largo del 

ciclo de replicación, entre las que se encuentran la modificación post-

traduccional de proteínas, y la regulación de la replicación y transcripción del 

genoma viral.  

 Determinar si el virus recombinante mCh-DBP se comporta como el silvestre 

en cuanto a síntesis de DNA y producción de progenie, ya que en este trabajo 

no se pudo llegar a ningún resultado concluyente. Esto nos permitirá 

asegurar que la fusión de la proteína fluorescente al extremo N-terminal de 

DBP no cambia las actividades llevadas a cabo por la proteína y que las 

conclusiones a las que hemos llegado en ensayos realizados con el virus 

mCh-DBP son válidas para el virus silvestre.  
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ANEXOS 

 

MUTANTE OBSERVACIONES REFERENCIA 

H5dl808 (Deleción en los 
aminoácidos 39-81) 

Fenotípicamente WT. Vos et al., 
1989.[94] 

H5in800 (Inserción de 4 
aminoácidos entre los 
aminoácidos 2 y 3) 

Defectos en producción en 
progenie y acumulación de DNA 
viral (5 a 10 veces). 
 
La progresión de DBP dispersa 
en el núcleo a la formación de 
estructuras esféricas y más 
complejas se retrasa. 

Vos et al., 1989. 
[94] 
Brough et al., 
1993. [45] 

H5dl807 variante 
(Deleción de los 
aminoácidos 2-40) 

No viable. Vos et al., 1989. 
[94] 

H5dl807 (Deleción en los 
aminoácidos 26-50) 

Menor producción de progenie, 
acumulación de DNA viral y 
síntesis de proteínas virales 
tardías (5 a 10 veces). 

Vos et al., 1989. 
[94] 

H5dl810 (Deleción en los 
aminoácidos 32-40) 

Defectos en producción de 
progenie y acumulación de DNA 
viral. 

Brough y Klessig, 
no publicado.  

Tabla Suplementaria 1. Mutaciones reportadas en el dominio N-terminal de 

DBP.  
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Tabla S2. Red de interacción DBP-E1B55K 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

UBC9 8 
SUMO-conjugating enzyme UBC9 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

THOC2 5 
THO Complex 2  

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4  
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

KPNA2 6 
Karyopherin Subunit Alpha 2 

 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

CUL5 7,9 
Cullin5 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

USP7 9 
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

ELOB 7,9,4 

Elongin B, Transcription elongation factor B 
polypeptide 2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

HNRNPD 4,5 

 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0, AU-
rich element RNA-binding protein 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

HDAC1 1 
Histone Deacetylase 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

SRSF3 5,6 
Serine And Arginine Rich Splicing Factor 3 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

MRE11 2  
Proteína reparadora de doble hebra 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

PSMC2 7,5,9 
The human protein 26S protease regulatory subunit 

2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

JUN 4 
Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit 

TUBB 10 
Tubulin Beta Chain 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

EP300 1 
p300 HAT 

RAD50 2 
DNA repair protein RAD50 

 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

EP300 1 
p300 HAT 

TP53 4,1,9 

Cellular tumor antigen p53 
E1B55K  

Adenovirus E1B 55 
kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

EP300 1 
p300 HAT 

RUNX1 4 
Runt-related transcription factor 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

ZNHIT1 4 
Zinc finger HIT domain-containing protein 1 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1   
SNF2-related CBP 
activator protein 

VPS72 4 
Vacuolar protein sorting-associated protein 72 

homolog 

KPNA1 6 
importin alpha-1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1  
SNF2-related CBP 
activator protein 

CBP 4 
CREB Binding Protein 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

SRCAP 4,1 
SNF2-related CBP 
activator protein 

CBP 4 
CREB Binding Protein 

RUNX1 4 
Runt-related transcription factor 1 

 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

TOPB1 3,2  
Proteína 1 de unión a 
ADN topoisomerasa 2 

PTBP3 5 
Polypyrimidine tract-binding protein 3 

THOC2 5  
THO Complex 2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

TOPB1 3,2 
Proteína 1 de unión a 
ADN topoisomerasa 2 

PTBP3 5 
Polypyrimidine tract-binding protein 3 

TUBB 10 
Tubulin Beta Chain 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

TOPB1 3,2 
Proteína 1 de unión a 
ADN topoisomerasa 2  

PTBP3 5 
Polypyrimidine tract-binding protein 3 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 
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DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

TOPB1 3,2 
Proteína 1 de unión a 
ADN topoisomerasa 2  

UBC 9,7 
Polyubiquitin-C 

NEDD8 9 
NEDD8 Ubiquitin Like Modifier 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

TOPB1 3,2 
Proteína 1 de unión a 
ADN topoisomerasa 2 

UBC 9,7 
Polyubiquitin-C 

PSMD4 7 
Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase 4 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

TOPB1 3,2 
Proteína 1 de unión a 
ADN topoisomerasa 2 

UBC 9,7 
Polyubiquitin-C 

SQSTM1  
Sequestosome-1, also known as the ubiquitin-

binding protein p62 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP 
Adenovirus DNA-
binding protein  

TOPB1 3,2 
Proteína 1 de unión a 
ADN topoisomerasa 2 

UBC 9,7 
Polyubiquitin-C 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

TOPB1 3,2 
Proteína 1 de unión a 
ADN topoisomerasa 2 

UBC 9,7 
Polyubiquitin-C 

USP15 9 
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 15 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

TOPB1 3,2 
Proteína 1 de unión a 
ADN topoisomerasa 2 

UBC 9,7 
Polyubiquitin-C 

DAXX 4,8 
Death-associated protein 6 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

TOPB1 3,2 
Proteína 1 de unión a 
ADN topoisomerasa 2 

PIAS2 8 
E3 SUMO-protein transferase PIAS2 

NEDD8 9 
NEDD8 Ubiquitin Like Modifier 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 2 
ATR-interacting protein 

CHEK1 2,1 
Checkpoint kinase 1 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 2 
ATR-interacting protein  

IKBKG 4 
NF-kappa-B essential modulator 

SQSTM1 9 
Sequestosome-1, also known as the ubiquitin-

binding protein p62 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

CDC5L 4,2 

Cell Division Cycle 5 Like 
NUDC 10 

Nuclear migration protein nudC 
E1B55K 

Adenovirus E1B 55 
kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

CDC5L4,2 
Cell Division Cycle 5 Like 

NUMA1 10 
Nuclear mitotic apparatus protein 1 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

CDC5L 4,2 
Cell Division Cycle 5 Like 

SIN3A 4,1 
Histone deacetylase complex subunit Sin3a 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

CDC5L 4,2 
Cell Division Cycle 5 Like 

ZNF638 4,5 
Zinc Finger Protein 638 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

CDC5L 4,2 
Cell Division Cycle 5 Like 

HDAC1 1  
Histone Deacetylase 1 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

CDC5L 4,2 
Cell Division Cycle 5 Like 

PSMC6  7,5,9 
26S proteasome regulatory subunit 10B 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

CDC5L 4,2 
Cell Division Cycle 5 Like 

AP2A110  
AP-2 complex subunit alpha-1 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

CDC5L 4,2 
Cell Division Cycle 5 Like 

MRE11 2 
Double-strand break repair protein MRE11 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

CDC5L 4,2 
Cell Division Cycle 5 Like 

PSMC4 7,5,9 
26S proteasome regulatory subunit 6B 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

CDC5L 4,2 

Cell Division Cycle 5 Like 
PSMC2 7,5,9 

26S proteasome regulatory subunit 7 
E1B55K 

Adenovirus E1B 55 
kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

BLM 3,2,7 
Bloom syndrome protein 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  ATR 2 SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

ATRX 4,1 
Transcriptional regulator ATRX 

E1B55K 
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Adenovirus DNA-
binding protein 

Serine/threonine 
protein kinase 

Adenovirus E1B 55 
kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

NUDC 10 
Nuclear migration protein nudC 

E1B55K 
Adenovirus E1B 55 

kDa protein  

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

NUMA1 10 
Nuclear mitotic apparatus protein 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

RAD50 2 
DNA repair protein RAD50 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase 

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

THOC2 5 

THO Complex 2 
E1B55K  

Adenovirus E1B 55 
kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

ZNF638 4,5 
Zinc Finger Protein 638 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

HNRNPD 4,5 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0, AU-

rich element RNA-binding protein 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

HDAC1 1 
Histone Deacetylase 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

SQSTM1 9 
Sequestosome-1, also known as the ubiquitin-

binding protein p62 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

SRSF3 5,6 
Serine And Arginine Rich Splicing Factor 3 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

PSMC65,9 
26S proteasome regulatory subunit 10B 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

KPNA1 6 
importin alpha-1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

MRE11 2 
Double-strand break repair protein MRE11 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

PSMC4 7,5,9 
26S proteasome regulatory subunit 6B 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

PSMC2 7,5,9 
26S proteasome regulatory subunit 7 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

SNRPB2 5 
Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide B2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

TUBB 10 
Tubulin Beta Chain 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

SMC2 10 
Structural maintenance of chromosomes protein 2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATR 2 
Serine/threonine 

protein kinase  

SNW1 5,4 
SNW domain-containing protein 1 

HNRNPR 5 
Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein R 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 

Replication protein A2 
TP53 4,1,9 

Cellular tumor antigen p53 
E1B55K  

Adenovirus E1B 55 
kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 

Replication protein A2 
BLM 3,2,7 

Bloom syndrome protein 
E1B55K  

Adenovirus E1B 55 
kDa protein 
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DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3  
Replication protein A2 

FOXA3 4 
Hepatocyte nuclear factor 3-gamma 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA22,3 
Replication protein A2 

FOXB1 4 
Forkhead box protein B1 

KPNA1 6 
importin alpha-1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

FOXB1 4 
Forkhead box protein B1 

LIG4 3 
DNA ligase 4 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

FOXB1 4 
Forkhead box protein B1 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

FOXB1 4 
Forkhead box protein B1 

SMC2 10 
Structural maintenance of chromosomes protein 2 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

          FOXN1 4 
Forkhead box protein N1 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

FOXP1 4 
Forkhead box protein P1 

BLM 3,2,7 
Bloom syndrome protein 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

FOXP1 4 
Forkhead box protein P1 

MRE11 3 
Double-strand break repair protein MRE11 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

FOXP1 4 
Forkhead box protein P1 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

MAX 4 
Protein max. Transcription regulator 

SIN3A 4,1 
Histone deacetylase complex subunit Sin3a 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

RIF1 2 
Telomere-associated protein RIF1 

BLM 3,2,7 
Bloom syndrome protein 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

RNF146 7,9 
E3 Ubiquitin-protein ligase RNF146 

RAD50 3 
DNA repair protein RAD50 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

RPA1 2,3 
Replication protein A1 

BLM 3,2,7 
Bloom syndrome protein 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

SMARCAL1 
SWI/SNF-related matrix-associated actin-

dependent regulator of chromatin subfamily A-
like protein 1 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

RMI-1  
RecQ-mediated genome instability protein 1 

BLM 3,2,7 
Bloom syndrome protein 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

RPA3 2,3 
Replication protein A3 

BLM 3,2,7 
Bloom syndrome protein 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

HDAC1 1 
Histone Deacetylase 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

TP53 4,1,9  
Cellular tumor antigen p53 

SIN3A 4,1 
Histone deacetylase complex subunit Sin3a 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53  

NEDD8 9 E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

HDAC1 1 
Histone Deacetylase 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  RPA2 2,3 TP53 4,1,9 RBX1 7,9,4 E1B55K  
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Tabla suplementaria 2. Predicción de red  PPI. En la tabla están reportadas 

interacciones y colocalizaciones.  

Adenovirus DNA-
binding protein 

Replication protein A2 Cellular tumor antigen p53 E3 Ubiquitin-protein ligase RBX1 Adenovirus E1B 55 
kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

BLM 3,2,7 
Bloom syndrome protein 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

RPA2 2,3 
Replication protein A2 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

TUBB 10 
Tubulin Beta Chain 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 3 
ATR-interacting protein 

BRCA1 7,2,4 
Breast cancer type 1 susceptibility protein 

KPNA1 6 
importin alpha-1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 3 
ATR-interacting protein 

BRCA1 7,2,4 
Breast cancer type 1 susceptibility protein 

BLM 3,2,7 
Bloom syndrome protein 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 3 
ATR-interacting protein 

BRCA1 7,2,4 
Breast cancer type 1 susceptibility protein 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 3 
ATR-interacting protein 

BRCA1 7,2,4 
Breast cancer type 1 susceptibility protein 

RAD50 2 
DNA repair protein RAD50 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 3 
ATR-interacting protein 

BRCA1 7,2,4 
Breast cancer type 1 susceptibility protein 

MRE11 2 
Double-strand break repair protein MRE11 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 3 
ATR-interacting protein 

BRCA1 7,2,4 
Breast cancer type 1 susceptibility protein 

HNRNPD 4,5 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0, AU-

rich element RNA-binding protein 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 3 
ATR-interacting protein 

CINP 3,2 
Cyclin-dependent kinase 2-interacting protein 

HNRNPD 4,5 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0, AU-

rich element RNA-binding protein 1 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 3 
ATR-interacting protein 

ETAA1 3 
Ewing's tumor-associated antigen 1 

BLM 3,2,7 
Bloom syndrome protein 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 

DBP  
Adenovirus DNA-
binding protein 

ATRIP 3 
ATR-interacting protein 

PNKD 
Probable hydrolase PNKD 

TP53 4,1,9 
Cellular tumor antigen p53 

E1B55K  
Adenovirus E1B 55 

kDa protein 


