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S. Pérez Yanes   1 

Resumen. 

 
Los virus emergentes y reemergentes causan brotes epidémicos que representan 

crisis globales impactando en la salud de las personas y, por tanto, en el desarrollo 

económico de los países, constituyéndolos como un problema de salud pública mundial. 

El principal agente causante son los virus ARN como el virus de la Inmunodeficiencia 

Humana (VIH-1) y el virus ZIKA (ZIKV), por lo que el estudio del proceso de infección y la 

patología asociada es fundamental para combatir y/o erradicar estos virus. En este 

contexto se ha descrito a los microtúbulos (MT) como una pieza fundamental en el ciclo 

viral de gran cantidad de virus, en concreto durante la etapa de entrada del virus VIH-1 

y la etapa de replicación del ZIKV; en ambos casos interviniendo en procesos claves en 

la infección viral. Por otro lado, la histona desacetilasa 6 (HDAC6) interviene en el 

mecanismo de estabilización de MT, así como también actúa sobre la vía degradativa de 

autofagia, lo que convierte a esta proteína celular en un potencial factor de restricción 

viral. Por ello, el objetivo principal de la presente tesis doctoral es el estudio y la 

descripción de la proteína celular HDAC6 como un posible factor de restricción viral 

sobre virus ARN+.  

 

Anteriormente se ha identificado un grupo de pacientes capaces de controlar por sí 

solos la infección por VIH-1 (“Long Term Non-Progressors”, LTNP) en ausencia de 

tratamiento antirretroviral, por lo que su estudio podría ayudar en la búsqueda de 

nuevas estrategias para la erradicación del virus. Dicha capacidad se ha asociado tanto 

a la inmunología y genética del paciente como al virus en sí. En concreto nuestro 

laboratorio, en colaboración con otros grupos de investigación, había identificado 

previamente al complejo de envoltura (Env) como una estructura viral clave en el control 

de la infección viral de pacientes pertenecientes a un “cluster” fundador/transmisor. En 

esta parte de la tesis doctoral se ha propuesto una correlación entre la capacidad 

funcional de los complejos de envoltura viral de virus aislados de individuos infectados 

por VIH-1 y el perfil clínico del paciente, jugando un papel fundamental su capacidad o 

discapacidad de señalización en la célula diana a través del receptor celular CD4 para 

evitar o facilitar la actuación del factor de restricción viral HDAC6. Para ello se han 

llevado a cabo diferentes ensayos funcionales de la Env, donde se ha analizado la 
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capacidad de unión al receptor celular CD4, fusión, infección y transmisión de material 

viral de las Env de diferentes grupos de pacientes con distintos perfiles clínicos no 

pertenecientes a un “cluster”. Los resultados obtenidos mostraron que las Env 

procedentes de este grupo LTNP fueron deficientes en su capacidad de unión a CD4, 

fusión, transmisión e infección; en cambio por otro lado, las Env de los grupos 

progresores (pacientes con alta carga viral y necesidad de tratamiento para evitar el 

avance de la enfermedad) tuvieron una correcta funcionalidad. Por lo cual, la capacidad 

funcional de los complejos de envoltura viral de virus aislados de individuos VIH-1+ 

correlaciona con su perfil clínico, siendo las Env de los pacientes progresores capaces de 

unirse al receptor celular y señalizar a través de CD4, estabilizando la red de MT y 

evitando la restricción del factor antiviral HDAC6; y por el contrario las Env de los 

pacientes LTNP tienen una menor capacidad de unión y señalización y como 

consecuencia una deficiente fusión, transmisión de material viral e infección. 

 

En relación con el ZIKV, como se ha comentado al principio, otros grupos de 

investigación han descrito previamente una reorganización del citoesqueleto por parte 

del ZIKV con el fin de crear los sitios de replicación viral. En esta parte de la tesis doctoral 

se ha propuesto a la proteína viral no estructural NS5 como una proteína reguladora del 

citoesqueleto y del flujo autofágico, ambas funciones en las que interviene HDAC6, y por 

ello, también se ha propuesto a HDAC6 como un factor antiviral sobre ZIKV. Para ello se 

ha caracterizado la vía por la que NS5 promueve la estabilización de MT, su efecto sobre 

la vía autofágica y la respuesta inmunitaria innata a través de la vía del Interferón (IFN). 

De igual modo, también se ha estudiado la capacidad de HDAC6 de degradar la proteína 

viral NS5 y el mecanismo por el cuál lo lleva a cabo. Así como la importancia de la 

localización subcelular de NS5 en los procesos nombrados anteriormente. Los 

resultados de los diferentes experimentos llevados a cabo revelaron que NS5 era capaz 

de reorganizar el citoesqueleto de MT promoviendo su estabilización, reflejándose en 

un aumento de la acetilación de la subunidad a-tubulina. Además, se produjo una 

“parada” del flujo autofágico al observarse una acumulación de la proteína celular p62 

y a nivel de inmunofluorescencia la formación de estructuras tipo agresoma. Mediante 

la utilización de inhibidores químicos sobre células transfectadas con la proteína viral 

NS5, se describió un efecto de dicha proteína viral sobre HDAC6 como la causa de la 
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estabilización de MT y el defecto en la vía degradativa autofágica. A su vez, también se 

observó el efecto de HDAC6 sobre NS5 al promover su degradación vía autofagia. En 

concreto, al transfectar las células con mutantes de HDAC6, se describió la implicación 

de los dominios desacetilasas de la enzima celular, y con menor efecto el dominio de 

unión a ubiquitina (BUZ), en dicho proceso degradativo. Cabe destacar que se demostró 

que la localización subcelular de NS5 es clave en su estabilidad, la acumulación de NS5 

a nivel nuclear mostró un efecto de protección sobre la proteína viral. Respecto a la 

degradación promovida por HDAC6 sobre NS5, dicho proceso afectó a la estructura 

nuclear característica de NS5 que se ha relacionado con su capacidad de evasión de la 

respuesta inmunitaria por la vía del IFN. En este sentido, aparte de demostrar que NS5 

afectó a la acetilación de a-tubulina, también se demostró su actuación sobre otro 

sustrato de HDAC6 como es RIG-I (“Retinoic acid-Inducible Gene I”), promoviendo su 

acetilación y con ello inhibiendo la respuesta del IFN. Por lo que NS5 actúa sobre HDAC6, 

regulando el citoesqueleto de MT y el flujo autofágico, así como también la respuesta 

del IFN, pero a su vez, HDAC6 promueve la degradación vía autofágica de NS5, 

describiendo así una relación bidireccional entre la proteína viral NS5 y la proteína 

celular HDAC6. 

 

Estos estudios ponen de manifiesto posibles nuevas dianas farmacológicas contra 

el VIH-1, que, aunque actualmente existe tratamiento, no tiene cura definitiva; y el ZIKV, 

evitando la enfermedad congénita y neurológica característica del virus. Los resultados 

de ambas partes de la tesis doctoral respaldan las hipótesis propuestas y muestran a 

HDAC6 como un factor de restricción sobre los virus ARN+, VIH-1 y ZIKV. 
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1. Introducción. 

 
1.1. Virus emergentes y reemergentes. 

 
Las enfermedades antiguamente denominadas como λοιμός (loimos), “plagas” o 

“pestilencias” y actualmente como enfermedades infecciosas emergentes, han 

generado momentos históricos clave en la humanidad desde hace siglos, produciendo 

millones de muertes y pérdidas socioeconómicas. Como por ejemplo la Peste Negra 

producida por la bacteria Yersinia pestis (Siglo XIV), la pandemia del virus Influenza de 

1918 o la viruela (Siglo XV) cuya importación a Latinoamérica contribuyó al final de las 

civilizaciones Inca y Azteca  (Taubenberger & Morens, 2006; Morens & Fauci, 2007; 

Kennedy et al., 2009; Glatter & Finkelman, 2021). O las epidemias más recientes como 

el Síndrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) generado por el virus de la 

Inmunodeficiencia Humana (VIH) o la COVID-19 (“coronavirus disease”), enfermedad 

respiratoria causada por el Coronavirus 2 del Síndrome Respiratorio Severo Agudo 

(SARS-CoV-2) que tantas pérdidas humanas, socioeconómicas y culturales ha producido 

estos últimos años a nivel mundial (Morens & Fauci, 2020; Valenzuela-Fernández, 

Cabrera-Rodriguez, et al., 2022). Actualmente se encuentra el ejemplo del virus de la 

viruela del mono (Monkeypox virus (MPXV)), el cual se restringía en áreas de África 

occidental y central y en los últimos meses se han producido casos en Europa y América 

del Norte (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2023), e incluso en las Islas 

Canarias (Alcoba-Florez et al., 2022). 

 

Estos casos epidemiológicos expuestos anteriormente se encuentran clasificados en 

el grupo de enfermedades recién emergentes dentro del término de enfermedades 

infecciosas emergentes, que a su vez también engloba las enfermedades reemergentes 

y deliberadamente emergentes (Morens et al., 2004). Las enfermedades infecciosas 

recién emergentes son aquellas en las que se identifica al ser humano como hospedador 

por primera vez, es decir, que no se había descrito anteriormente su infección en 

humanos. Por otro lado, las enfermedades infecciosas reemergentes son enfermedades 

que ya han sido descritas como infecciosas en humanos, pero aumenta su incidencia, 

tienen una nueva localización geográfica o poseen nuevas resistencias a su tratamiento 
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(Fauci & Morens, 2012). Por último, las infecciones deliberadamente emergentes, las 

cuales han sido desarrolladas por el ser humano, engloban tanto microorganismos no 

modificados (ántrax) como microorganismos modificados genéticamente con el fin de 

causar el mayor daño posible (Morens et al., 2004). 

 

El salto de especies por parte del virus es un proceso complejo en el que existen 

cuatro circunstancias indispensables: la exposición del nuevo hospedador al virus, que 

el virus tenga la capacidad de infectar el nuevo hospedador, que el virus se transmita de 

forma exitosa en la nueva población y por último que el virus sea capaz de adaptarse al 

nuevo hospedador (Woolhouse et al., 2005; Parrish et al., 2008). A su vez, existen 

diversos factores que definen el éxito o fracaso del salto de especie y como 

consecuencia, de la emergencia del virus. Se podrían agrupar en función del agente 

causal en factores humanos, factores ambientales y ecológicos y factores virales. 

 

El ser humano juega un papel muy importante en la emergencia de las 

enfermedades infecciosas a diferentes niveles. A lo largo de los años se ha producido un 

aumento demográfico a nivel mundial, incrementando el movimiento de personas de 

zonas rurales y aisladas hacia pueblos o ciudades donde la densidad poblacional es muy 

alta y es más difícil obtener unas correctas condiciones y medidas sanitarias (Louten, 

2016). Por ejemplo, el almacenamiento de aguas en los núcleos con mayor densidad de 

población es un punto clave en este sentido, ya que, entre otras consecuencias, influye 

en la población de mosquitos, vectores de diversas enfermedades como la fiebre 

hemorrágica Dengue (DENV), el virus de la Fiebre Amarilla (YFV, “Yellow Fever Virus”), 

Chikungunya (CHIKV) o Zika (ZIKV) (Monath T. P, 1993; Morse, 1995; Morens & Fauci, 

2020). Dicho aumento del número de mosquitos en las áreas de riesgo ha conllevado a 

definir el control de vectores como una estrategia de prevención de diversos agentes 

patógenos como los flavivirus. 

 

Otro cambio que se ha producido en las últimas décadas es la globalización, que ha 

proporcionado grandes ventajas a la sociedad tanto económicamente como a nivel 

sociocultural. Pero también tiene sus desventajas como, por ejemplo, que facilita la 

transmisión de enfermedades entre los diferentes países y continentes a través del 
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comercio y los viajes internacionales, como ocurrió con el brote de 2003 por el síndrome 

respiratorio severo agudo (SARS) producido por un nuevo coronavirus (SARS-CoV) o la 

COVID-19 originado también por un coronavirus (SARS-CoV-2) o el Virus West Nile 

(WNV) (Peiris et al., 2003; Louten, 2016; Morens & Fauci, 2020). Además, la globalización 

ha permitido el intercambio sociocultural entre poblaciones, modificando en cierta 

manera el comportamiento humano. Ciertas actividades sexuales o el uso de drogas 

intravenosas han facilitado la transmisión de virus como el VIH-1 o la Hepatitis. También, 

la introducción de ciertas especies como animal doméstico, la alimentación de carne de 

caza o el comercio de los animales silvestres, como pasó con el SARS-CoV-2 o el brote 

en 2015 por el Síndrome Respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV, “Middle East 

Respiratory Syndrome Coronavirus”) producido por otro coronavirus (Morens et al., 

2004; Louten, 2016; Azhar et al., 2019; Morens et al., 2020; Morens & Fauci, 2020). 

 

Por último, dentro del factor humano, encontramos la susceptibilidad a ser 

infectado por el virus, circunstancia que cobra importancia en personas 

inmunodeprimidas, mujeres embarazadas, niños o ancianos. Un ejemplo es la 

coexistencia de Mycobacterium tuberculosis con el VIH-1 en personas en fase SIDA 

(Morse, 1995; Morens et al., 2004; Louten, 2016). 

 

También existen factores ambientales y ecológicos que influyen en la emergencia, 

y muchos de ellos son producidos por el ser humano. El hombre ha modificado la 

ecología en su propio beneficio para el desarrollo agrícola y económico, modificando 

hábitats que anteriormente estaban intactos y facilitando la interacción con el virus u 

hospedadores intermediarios que anteriormente no tenían contacto con el hombre 

(Louten, 2016). Algunos ejemplos de ello son la enfermedad de Lyme, producida por la 

bacteria Borrelia burgdorferi, el virus Junín (JUNV), el virus de la encefalitis japonesa (EJ) 

o el virus Nipah (Barbour & Fish, 1993; Jhonson, 1993; Morse, 1995; Lam & Chua, 2002). 

De igual modo, el ser humano ha contribuido al cambio climático, causando cambios en 

el clima como la temperatura, la humedad, las precipitaciones y la velocidad del viento 

entre otros, que promueven la aparición de enfermedades emergentes. Como podría 

suceder al provocar un aumento en la población de mosquitos o roedores, vectores del 
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virus de la fiebre del Valle de Rift (FVR) y el Hantavirus respectivamente (Monath T. P, 

1993; Morse, 1995; Louten, 2016).  

 

Adicionalmente, es indispensable tener presente los factores virales. Para producir 

una enfermedad emergente, el virus tiene que adaptarse al nuevo hospedador para ser 

capaz de infectar y transmitirse entre la población. Para ello puede llevar a cabo 

reordenamientos en su material genético, es decir, dos o más virus que infectan una 

célula hospedadora intercambian información genética, como sucede con el virus de la 

Influenza. También puede adquirir cambios genéticos mediante recombinación, es 

decir, cuando su polimerasa transfiere una secuencia de ácidos nucleicos de una cepa 

viral a otra, produciendo variabilidad genética, como el virus VIH-1 (Parrish et al., 2008). 

Por último, pueden adquirir mutaciones debido a fallos que introducen en el material 

genético las polimerasas. Las ARN polimerasas dependientes de ARN no poseen la 

capacidad de corrección que sí tienen las ADN polimerasas dependientes de ADN, lo que 

aumenta la posibilidad de introducir 1 error por 109 bases a 1 error por 105 bases; y 

como consecuencia los virus ARN son los virus más comunes en causar una enfermedad 

emergente en humanos (Morse, 1995; Parrish et al., 2008; Louten, 2016), como el SARS-

CoV, SARS-CoV-2, MERS, Ébola, Dengue y Zika entre otros (Morens & Fauci, 2020). Al 

igual que ocurre con las retrotranscriptasas como la del VIH-1 que posee una ratio de 

mutación de 2,5x10-5 sitio/generación (Shriner et al., 2004; Neher & Leitner, 2010). Este 

hecho convierte a los virus ARN como los agentes causales más comunes en producir 

enfermedades emergentes y reemergentes. 
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Tabla 1: Resumen y ejemplos de los diversos factores que influyen en la emergencia y re-
emergencia de enfermedades infecciosas. 
Factor Sub-factor Virus 

Humano Cambio Demográfico/Urbanización DENV, YFV, CHIKV, ZIKV 
 Viajes Internacionales/Comercio SARS-CoV, SARS-CoV-2, 

WNV 
 Cambios en el Comportamiento Humano VIH-1, Hepatitis, SARS-CoV, 

SARS-CoV-2, MERS-CoV 
 Susceptibilidad a la infección Mycobacterium 

tuberculosis 
Ambiental 
y Ecológico 

Cambios ecológicos producidos por el ser humano Borrelia burgdorferi, JUNV, 
EJ, virus Nipah 

Tiempo y Cambio Climático FVR, Hantavirus 
Viral Reordenamiento Influenza 

Recombinación VIH-1 
Mutación SARS-CoV, SARS-CoV-2, 

MERS-CoV, Ébola, DNV, 
ZIKV 

Existen tres factores que intervienen en la emergencia y reemergencia de las enfermedades 
infecciosas: el factor humano, la ecología y el ambiente, y el factor viral (columna izquierda). 
Dentro de estos factores encontramos diversos sub-factores (columna central) que a lo largo de 
los años han influido en la emergencia y reemergencia de diversos patógenos como podemos 
observar en los ejemplos de la columna derecha. 
 

1.2. Virus ARN cadena positiva. 

 
Como se ha comentado anteriormente, los virus ARN son el grupo más común en 

causar enfermedades emergentes, sobre todo enfermedades zoonóticas 

(enfermedades transmitidas de animales a seres humanos) (Woolhouse & Gowtage-

Sequeria, 2005; K. E. Jones et al., 2008; Carrasco-Hernandez et al., 2017).  

 

Los virus pueden poseer genomas de ADN o ARN. En base a dicha característica se 

creó el sistema de clasificación de Baltimore (Baltimore, 1971) en el que se agrupan a 

los virus según la relación del genoma vírico con su ARN mensajero (ARNm): 

• Clase I: Genoma de ADN bicatenario (dsDNA, “double strand DNA”) 

• Clase II: Genoma de ADN monocatenario (ssDNA, “single strand DNA”) 

• Clase III: Genoma de ARN bicatenario (dsRNA, “double strand RNA”) 

• Clase IV: Genoma de ARN monocatenario positivo (+ssRNA, “+ single strand 

RNA”) 

• Clase V: Genoma de ARN monocatenario negativo (-ssRNA, “- single strand RNA”) 
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• Clase VI: Genoma de ARN monocatenario que se replica con un intermediario de 

ADN (+ssRNA-RT, “+ single strand RNA, retrotranscribed”) 

• Clase VII: Genoma de ADN monocatenario que se replica con un intermediario 

de ARN 

 

Además de la composición de su material genético, los virus ARN también poseen 

otras características que los diferencian de los virus ADN. A nivel estructural, los virus 

ARN tienen genomas más frágiles y pequeños en comparación con los virus ADN (~3-41 

Kb), y codifican menor número de proteínas (Collier et al., 2011; Y. I. Wolf et al., 2018; 

Chaitanya, 2019). Así como a nivel de ciclo viral, en algunos virus ARN el propio genoma 

actúa como ARNm (+ssRNA), mientras que en otros virus ARN y en virus ADN dicho 

ARNm se sintetiza en base al material genético viral al entrar en la célula. Además, los 

virus ARN replican sus genomas con polimerasas ARN dependiente de ARN o 

retrotranscriptasas (RT) en el caso de los retrovirus, dichas polimerasas son sintetizadas 

o empaquetadas por el propio virus; mientras que la mayoría de los virus ADN solo 

necesitan generar el ARNm ya que utilizan las ADN polimerasas dependientes de ADN 

celulares. Asimismo, tras el inicio de la transcripción del ARNm, los virus ADN y algunos 

dsRNA utilizan enzimas celulares para introducir en su extremo 5’ una estructura CAP, 

la cual, por otro lado, es introducida en la mayoría de los virus +ssRNA y algunos -ssRNA 

pon enzimas propias del virus como la polimerasa (Rampersad & Tennant, 2018). La 

mayoría de los virus ARN también tienen una cola poly-A en el extremo 3’ y regiones no 

traduccionales (UTR, “Untranslated Region”) en ambos externos terminales necesarias 

para la replicación y la estabilidad del ARNm (Payne, 2017; J.-H. Chen et al., 2018). 

 

Esta tesis doctoral se centrará en dos virus ARN de cadena positiva, el virus Zika 

(clase IV) y el virus VIH-1 (clase VI). 

 

Los virus +ssRNA (clase IV) son virus con envoltura, la cual rodea el cuerpo viral en 

cuyo interior se encuentra el genoma viral. Dicha envoltura produce la fusión con la 

membrana celular o la internalización a través de endosomas y posterior fusión con la 

membrana del endosoma, permitiendo la entrada viral y la exposición del genoma en el 

citoplasma (Rampersad & Tennant, 2018; Bohan & Maury, 2021). El genoma consiste en 
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una única cadena de ARN con polaridad positiva, que se caracteriza por tener el extremo 

5’ unido a un CAP metilado o unido covalentemente a una proteína viral y una cola poli-

A en el extremo 3’. Esto le permite evitar el reconocimiento del genoma viral por parte 

de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR, “Pattern-Recognition 

Receptors”) evadiendo la respuesta inmunitaria celular y la degradación por parte de las 

3’-5’ exonucleasas celulares y funcionar directamente como ARNm en la célula (Madigan 

et al., 2009; D. W. Leung & Amarasinghe, 2016; J.-H. Chen et al., 2018), del cual se 

traduce directamente a través de los ribosomas celulares una única poliproteína (en 

gran parte de los casos) que será cortada en sitios específicos por proteasas celulares o 

virales, generando las proteínas virales estructurales y no estructurales como la 

polimerasa (Collier et al., 2011). Esta polimerasa viral, permite la transcripción desde el 

extremo 3’ del ARN viral, sintetizando una cadena de ARN complementaria que sirve 

como molde para la síntesis de nuevo genoma viral. En la síntesis de la nueva cadena, 

se genera un dsRNA intermediario que puede ser detectado por el sistema inmunitario, 

por lo que la replicación se produce en factorías de replicación asociadas a membranas 

para evitar dicho reconocimiento (Rampersad & Tennant, 2018). Todo ello conlleva a la 

generación de miles de copias del genoma viral en pocas horas tras la infección. Estas 

proteínas estructurales junto con algunas no estructurales son incorporadas en el 

ensamblaje del virión, que una vez formado se liberará de la célula mediante “budding” 

(Collier et al., 2011). 

 

Por otro lado, los retrovirus (clase VI) son viriones con envoltura que contienen el 

genoma viral, el cual consiste en dos cadenas idénticas de ARN monocatenario con 

polaridad positiva. También contiene varias enzimas como la retrotranscriptasa (RT) y 

un ARN de transferencia específico. El retrovirus infecta la célula al producirse un 

contacto de la envoltura viral con receptores celulares que provoca la fusión de las 

membranas celular y viral, liberando la nucleocápside al citoplasma celular. Donde tiene 

lugar la retrotranscripción o transcripción inversa, es decir el paso de +ssRNA a dsDNA 

lineal gracias a la actividad de la RT viral. La RT es imprescindible para llevar a cabo el 

ciclo viral, ya que, aunque el genoma del retrovirus posee la cadena con polaridad + y 

con sus extremos que contienen el CAP y la cola poli-A como los virus +ssRNA (clase IV), 

no se utiliza directamente como ARNm. La RT utiliza como cebador un ARN de 
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transferencia específico para cada virus codificado por la célula hospedadora de la que 

proviene el retrovirus. Este ARN de transferencia junto a la capacidad de la RT de 

sintetizar ADN a partir de ARN y ADN a partir de ADN, así como su actividad ribonucleasa 

H (actividad enzimática que degrada la hebra de ARN de un híbrido ADN-ARN), permiten 

la síntesis de dsDNA viral. El producto final de la RT tiene largas repeticiones terminales 

(LTR, “Long Terminal Repeat”) en ambos extremos. Estos LTR contienen promotores de 

la transcripción y participan junto con la integrasa viral en el proceso de integración del 

dsDNA viral en el genoma celular. Una vez los promotores de las LTR son activados, el 

ADN viral es transcrito por una ARN polimerasa de la célula hospedadora. Los transcritos 

son modificados con la adición de CAP y colas poli-A en sus extremos, y pueden 

empaquetarse como genoma viral o traducirse a proteínas. Dichos productos se 

ensamblarán formando los viriones en el citoplasma celular que serán posteriormente 

liberados de la célula (Madigan et al., 2009). 

 

Los ciclos virales explicados anteriormente conllevan a tiempos de generación 

excepcionalmente cortos, que, junto con los altos ratios de evolución, hacen que los 

virus ARN tengan mayores probabilidades de infectar nuevas especies hospedadoras 

(Carrasco-Hernandez et al., 2017). 

 

Los virus ARN tienen una gran capacidad de rápida evolución y adaptación al nuevo 

hospedador. Dicha evolución se debe a sus altas tasas de mutación, medida del número 

de cambios genéticos (mutaciones puntuales, inserciones o deleciones) que se 

acumulan en el tiempo, que les ayuda a superar la presión selectiva que ejerce el 

hospedador a través del sistema inmunitario y de factores de restricción (proteínas 

celulares que restringen el ciclo viral) o agentes externos como fármacos antivirales. Los 

virus poseen un rango de tasa de mutación muy amplio, siendo los virus ARN de cadena 

simple los virus más mutagénicos y los virus de ADN de doble cadena los de menor grado 

(S. Duffy et al., 2008; Sanjuán & Domingo-Calap, 2016; Carrasco-Hernandez et al., 2017) 

(Figura 1).  
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Figura 1: Comparación entre las tasas de mutación viral de las diferentes clases de virus, 
ajustadas al tamaño del genoma. Virus de ARN monocatenario (+ssRNA): fago de ARN Qb, 
poliovirus y virus del mosaico del tabaco; (-ssRNA): virus de la estomatitis vesicular, virus de la 
Influenza A y virus del sarampión; para Retrovirus (Retro): virus de la necrosis del bazo, virus de 
la leucemia murina, virus del sarcoma de Rous, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1) y 
virus de la leucemia bovina; para virus de doble cadena de ARN (dsRNA): bacteriófago j6; para 
virus de doble cadena de ADN (dsDNA): bacteriófagos λ, T2 and T4, y virus del herpes simple tipo 
1; y para virus de cadena simple de ADN (ssDNA): bacteriófagos M13 y jX174.La figura incluye 
múltiples estimaciones independientes de varios virus.  Figura extraída de (S. Duffy et al., 2008). 
 

Esto se debe principalmente a la falta de la capacidad de corrección de las ARN 

polimerasas dependientes de ARN y las RT que carecen de actividad exonucleasa, y que 

por otra parte sí poseen las ADN polimerasas (C. Castro et al., 2005; Carrasco-Hernandez 

et al., 2017). Pero estos errores en la replicación viral tienen un límite, lo que se 

denomina tasa de error viral, si se produce un aumento en la tasa de error, el virus no 

será capaz de realizar su ciclo viral de manera correcta llevándolo a la extinción (Lauring 

& Andino, 2010; Novella et al., 2014; Carrasco-Hernandez et al., 2017). Del mismo modo, 

existen otros factores que se asocian a la variabilidad de la tasa de mutación como el 

tamaño del genoma (cuanto más pequeño, mayor tasa de mutación), el tiempo de 

replicación (cuanto menor tiempo de replicación, es decir, cuanto más rápido es el 

proceso, mayor será la tasa de mutación). También se ha observado que la oxidación y 

la metilación de las bases también afecta, así como la desaminación de bases 

nitrogenadas desapareadas (S. Duffy et al., 2008). 
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Otros mecanismos que aportan un aumento en la variabilidad genómica y 

diversidad viral son los mecanismos de recombinación y reordenamiento. El proceso de 

recombinación es un proceso en el que se forman nuevas secuencias de ARN en un 

segmento genómico a partir de dos genomas diferentes. Por otro lado, el 

reordenamiento ocurre en virus con genomas segmentados, cuando al empaquetar el 

genoma dentro del virión introduce segmentos de diferentes virus que han infectado la 

misma célula (Simon-Loriere & Holmes, 2011; Carrasco-Hernandez et al., 2017). 

 

Al igual que ocurre en la tasa de mutación, la tasa de recombinación también varía 

entre las diferentes clases de virus (Simon-Loriere & Holmes, 2011). Siendo los retrovirus 

los que producen recombinaciones con mayor frecuencia, sobre todo en el virus VIH-1, 

con una tasa de recombinación entre 1,38x10-4 y 1,4x10-5 por sitio y por generación 

(Shriner et al., 2004; Neher & Leitner, 2010; Simon-Loriere & Holmes, 2011; Pérez-

Losada et al., 2015). También se produce con frecuencia dicho proceso en virus 

monocatenarios de cadena positiva (+ssRNA), aunque dentro de esta clase encontramos 

mayor variabilidad en la frecuencia. Es decir, aunque es común que se originen 

recombinaciones en este tipo de virus, también podemos encontrar familias como 

Flaviviridae en las que sucede en ocasiones puntuales o incluso como la familia 

Barnaviridae en las que no se originan  (Taucher et al., 2010; Simon-Loriere & Holmes, 

2011; Pérez-Losada et al., 2015). Mientras los virus ARN monocatenarios de cadena 

negativa (-ssRNA) tienen una menor frecuencia de recombinación en comparación con 

las clases virales anteriores (Chare et al., 2003; Simon-Loriere & Holmes, 2011). 

 

Todos estos cambios a nivel genético pueden generar virus más patogénicos como 

observaron con el virus Ébola en el que la mutación de la glicoproteína (GP-A82V) 

incrementó la mortalidad al tener una mayor capacidad de infectar células de primates 

(incluidas las células dendríticas humanas) (Diehl et al., 2016); más transmisibles como 

el virus Influenza A que debido a su tasa de mutación, recombinación y reordenamiento 

genómico ha adquirido la capacidad a lo largo de los años de infectar diversos animales 

entre los que se incluyen aves y mamíferos, inclusive el ser humano (Joseph et al., 2017; 

Shao et al., 2017) o el CHIKV en el que la mutación en el gen de la envoltura (E1-A226V) 

favoreció la transmisión del virus al favorecer la infección en Ae. Albopictus (Tsetsarkin 
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et al., 2007); con menor capacidad de reconocimiento por parte del sistema inmunitario 

del hospedador como ocurre con la envoltura del SARS-CoV-2 (Harvey et al., 2021), etc. 

Además, como consecuencia a su alta capacidad de mutación, se están creando 

resistencias a ciertos fármacos, dificultando el tratamiento de ciertas enfermedades. Por 

ejemplo, se ha observado que con una sola mutación el virus VIH-1 adquiere un alto 

nivel de resistencia a inhibidores no nucleósidos de la RT (Lucas, 2005; Carrasco-

Hernandez et al., 2017; H. Wang et al., 2022). 

 

Por todo lo nombrado anteriormente, los virus ARN son una gran preocupación en 

la salud global y cada vez más grupos e instituciones invierten en el estudio de esta clase 

de virus y en la búsqueda de posibles medidas de tratamiento, cura o erradicación. Un 

campo importante en este sentido son los factores de restricción, proteínas celulares 

que restringen el ciclo viral, ayudando a controlar o limitar la infección de virus 

emergentes como el VIH-1 y ZIKV.  

 

1.3. Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH-1). 

 
1.3.1. Generalidades del virus VIH. 

 
1.3.1.1. Origen y clasificación del VIH. 

 
En 1981, se reconoció una nueva enfermedad, el Síndrome de Inmunodeficiencia 

Adquirida (SIDA). Michael S. Gottlieb publicó cinco casos en tres hospitales diferentes 

de Los Ángeles, de hombres jóvenes homosexuales con neumonía por Pneumocystis 

carinii f.sp. hominis (Pneumocystis jirovecii), una infección bastante poco usual (CDC, 

1981a; Thomas & Limper, 2007). Además, también tenían o habían sufrido infección de 

citomegalovirus y cándida unido a que sus niveles de linfocitos T eran muy bajos. Con 

todo ello, Gottlieb propuso una nueva enfermedad que debilitaba el sistema inmunitario 

predisponiendo a la persona a sufrir infecciones oportunistas (CDC, 1981a). Unas 

semanas más tarde, Alvin Friedman-Kien describió 26 casos de sarcoma Kaposi, un tipo 

de cáncer poco común, en hombres homosexuales de Nueva York y California (CDC, 

1981b). Friedman relacionó estos casos con los anteriores descritos por Gottlieb. Pero 
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no fue hasta 1983, cuando se descubrió el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) 

como el agente causante del SIDA (Hemelaar, 2012).  

 

Sin embargo, el VIH se originó mucho antes. En base a la organización del genoma 

y la relación filogenética, se diferencian dos tipos de VIH, VIH-1 y VIH-2. Ambos tipos son 

lentivirus zoonóticos cuyo ancestro es un Virus de la Inmunodeficiencia del Simio (SIV, 

“Simian Immunodeficiency Virus”). El VIH-1 proviene del SIV que infecta a chimpancés 

(Pan troglodytes) (SIVcpz), mientras que el VIH-2 proviene del SIV que infecta al 

mangabey gris (Cercocebus atys) (SIVsm). Posiblemente el salto de especie se debió a la 

exposición directa del ser humano con la sangre o secreciones del simio infectado como 

consecuencia de actividades como la caza, el comercio de estos animales o su ingesta 

(Hirsch et al., 1989; Gao et al., 1999; Hahn et al., 2000; Sauter & Kirchhoff, 2019). Se cree 

que el VIH-1 se originó en África Central antes de 1940 y el VIH-2 antes de 1960 en África 

Occidental (Hirsch et al., 1989; Hahn et al., 2000; Sharp et al., 2001). Actualmente, 

mientras que el VIH-2 se encuentra restringido en la zona de África Occidental, el VIH-1 

es la causa más común de SIDA a nivel mundial (Sharp & Hahn, 2011; Hemelaar, 2012). 

 

El VIH-1 se subdivide en base a la similitud de sus secuencias en 4 subgrupos M, N, 

O y P, los cuales surgieron de eventos de saltos de especie independientes (Mourez et 

al., 2013). El grupo M es el primero que se descubrió y el causante de la pandemia global 

de VIH, al contrario de los otros subgrupos está ampliamente distribuido por todo el 

planeta causando la mayoría de los casos (Mourez et al., 2013; Peeters et al., 2014). 

Asimismo, el grupo M tiene 9 subtipos denominados por letras (A-D, F-H, J, K), sub-

subtipos dentro de los subtipos A y F (A1-A4, F1 y F2) y más de 40 formas recombinantes 

circulantes (B. S. Taylor et al., 2008; Sharp & Hahn, 2011; Peeters et al., 2014). El grupo 

O solo representa menos del 1% de las infecciones globales en África Centro Occidental 

(Charneau et al., 1994; Gürtler et al., 1994; Sharp & Hahn, 2011). Por otro lado, el grupo 

N tiene menos prevalencia que el grupo O y los pocos casos identificados son de 

personas de Camerún (F. Simon et al., 1998; Gao et al., 1999; Sharp & Hahn, 2011). Por 

último, el grupo P se ha descubierto recientemente en 2009, solamente en 2 personas 

también de Camerún (Hahn et al., 2000; Plantier et al., 2009; Sharp & Hahn, 2011; Vallari 

et al., 2011). 
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1.3.1.2. Situación actual de la infección por VIH-1 en el mundo. 

 
Desde el inicio de la epidemia se han infectado 84,2 millones de personas con VIH 

(Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/Sida (ONUSIDA), n.d.). A lo 

largo de los años se ha mejorado el acceso al diagnóstico y al tratamiento de la infección 

por VIH, así como también a su prevención, mejorando la calidad de vida de las personas 

infectadas y aumentando su esperanza de vida. A pesar de todo ello, no existe una cura 

total, por lo que sigue siendo uno de los mayores problemas de salud pública a nivel 

mundial ya que ha sido la causa de 40,1 millones de muertes desde el inicio de la 

epidemia. De hecho, en 2021 murieron 650.000 personas por causas relacionadas con 

el VIH (ONUSIDA, n.d.; Organización Mundial de la Salud (OMS), 2022).  

 

Aunque cada vez se tiene más conocimiento sobre la enfermedad y los métodos 

para prevenirla, se siguen produciendo miles de infecciones cada año. Durante el año 

2021 se infectaron 1,5 millones de personas, llegando a tener a finales de 2021 

aproximadamente 38,4 millones de personas infectadas con VIH a nivel mundial, siendo 

dos tercios de este grupo habitantes de África (ONUSIDA, n.d.; OMS, 2022; World Health 

Organization (WHO), n.d.-c) (Figura 2). Aunque cabe decir, que desde el pico de 

infecciones que se produjo en 1996, se ha reducido el número de nuevas infecciones en 

un 54% (ONUSIDA, n.d.). 
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Figura 2: Número de personas infectadas con VIH en cada país en el año 2021. En el mapa se 
muestra el número de personas infectadas con VIH en los diferentes países en 2021. África sigue 
siendo la zona más afectada, representando más de dos tercios de las personas infectadas en 
todo el mundo. La imagen pertenece a la Organización Mundial de la Salud (OMS) (WHO, n.d.-
b). 
 

En cuanto al diagnóstico, también ha mejorado la situación con respecto al inicio de 

la epidemia. En 2021 el 85% de las personas infectadas con VIH sabían que vivían con el 

virus, lo que supone una ventaja para comenzar su tratamiento y mejorar su futura 

calidad de vida (ONUSIDA, n.d.). 

Con respecto al tratamiento, como se ha comentado anteriormente, a lo largo de 

los años se ha mejorado su acceso, un punto clave que ha supuesto dificultades en 

algunos grupos no privilegiados en el pasado. En 2021 el 75% de las personas con VIH 

recibieron terapia antirretroviral (ART) (WHO, n.d.-a). Esto ha contribuido a la 

disminución del número de muertes relacionadas con el VIH, que desde el pico de 2004 

se ha reducido en un 68% (ONUSIDA, n.d.) (Figura 3). 
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Figura 3: Cobertura estimada de la terapia antirretroviral entre las personas que tenían VIH en 
2021 (%). En el mapa se muestra la cobertura de ART en los diferentes países en 2021. En 2021 
el 75% de las personas con VIH recibieron terapia antirretroviral (ART). La imagen pertenece a 
la Organización Mundial de la Salud (OMS) (WHO, n.d.-a). 
 

Estos dos últimos años han estado marcados por la pandemia de COVID-19, que ha 

influido también en otras enfermedades y el VIH no es una excepción. Debido a la 

interrupción en el servicio sanitario durante la pandemia, en muchos países se redujeron 

drásticamente las pruebas de diagnóstico de VIH y las derivaciones para su tratamiento, 

planteando así un posible futuro escenario muy desfavorable en el que se podrían 

producir 7,7 millones de muertes relacionadas con el VIH en los próximos 10 años (OMS, 

2022). Por ello, en la 75ª Asamblea Mundial de la Salud se definieron nuevas estrategias 

a nivel mundial del sector de la salud sobre el VIH, las hepatitis virales y las infecciones 

de transmisión sexual para el período 2022-2030 (GHSS) y se aprobó su implementación 

para los próximos 8 años. Con dichas estrategias quieren poner fin a las epidemias y 

promover la cobertura sanitaria universal, la atención primaria de la salud y la seguridad 

sanitaria para que todas las personas tengan acceso a servicios de salud de alta calidad 

(WHO, n.d.-c). 
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1.3.1.3. Patogénesis y curso natural de la infección por VIH-1. 

 
El VIH-1 es un virus que se transmite principalmente por vía sexual, aunque también 

se puede transmitir a través del uso de drogas intravenosas, por transfusión sanguínea 

y por transmisión vertical (Moir et al., 2011; Shaw & Hunter, 2012; United Nations 

program on HIV/ADIS (UNAIDS), 2010; CDC, 2020). 

 

Una vez transmitido el virus, el principal efecto del VIH-1 en el organismo es la 

destrucción de linfocitos T CD4+ “naïve” y de memoria, generando una disfunción del 

sistema inmunitario (Miedema et al., 1990; Douek et al., 2003; Stevenson, 2003; 

Mehandru et al., 2004; V. Simon et al., 2006). 

 

La replicación del VIH-1 se produce de una manera dinámica durante el transcurso 

de la enfermedad generando tres fases: la fase aguda, la fase latente y la fase SIDA 

(Figura 4).  

 

Durante la fase aguda, tras atravesar la mucosa, se produce una pequeña 

amplificación del virus en los órganos y tejidos linfoides (principalmente en el tejido 

linfoide asociado con el intestino (GALT, “Gut-Associated Lymphoid Tissue”) y en los 

nódulos linfáticos), seguidamente tanto los viriones como los linfocitos T infectados 

pasan al torrente sanguíneo donde circulan y se transportan a otros órganos o tejidos, 

como el tracto gastrointestinal, el bazo o la médula ósea, infectando masivamente 

nuevas células (Brenchley et al., 2004; Mehandru et al., 2004;  V. Simon et al., 2006; 

Moir et al., 2011). Esta infección masiva de las células inmunitarias y su alta tasa de 

replicación, producen un alto nivel de viremia en plasma, alcanzando niveles de 10 

millones de copias/mL, llegando a su pico a las 3-4 semanas post infección en ausencia 

de terapia antirretroviral (ART, “Antiretroviral Treatment”) e identificando a esta etapa 

como la etapa con mayor riesgo de transmisión. Se ha asociado este pico de viremia a 

los síntomas similares a la gripe o a la fiebre glandular (Síndrome Agudo de VIH) que 

pueden mostrar las personas entre 2-4 semanas después de la infección. Tras alcanzar 

el pico de viremia, disminuyen los niveles de VIH-1 en sangre durante varios meses, 

alcanzando un estado estacionario o punto de ajuste de la carga viral (Leone, 2006; V. 
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Simon et al., 2006; J. B. Carter & Saunders, 2007; Moir et al., 2011). La reducción del pico 

de la viremia se ha atribuido a la respuesta específica de los linfocitos T CD8+ (V. Simon 

et al., 2006).  

 

Por otro lado, durante la fase aguda también se produce una importante depleción 

de células T CD4+ en la sangre periférica que puede invertirse un poco en el estado 

estacionario de la viremia o fase latente (Moir et al., 2011).  

 

La fase latente suele transcurrir sin generar ningún síntoma, pero la infección sigue 

progresando hasta alcanzar la fase SIDA sin ART. Esta última fase SIDA se caracteriza por 

un alto nivel de carga viral en plasma y un alto nivel de inmunosupresión (<200mm3 de 

células T CD4+) que propicia la infección de los individuos con patógenos oportunistas 

(El-Atrouni et al., 2006; J. B. Carter & Saunders, 2007; Moir et al., 2011; Naif, 2013). 

También se relaciona esta fase SIDA al desarrollo de enfermedades cerebrales y/o 

cáncer (Grulich et al., 1999; McArthur et al., 2005; Biggar et al., 2007; Bilgrami & O’keefe, 

2014). La progresión hacia la fase SIDA difiere en cada persona, pero normalmente 

progresa muy lentamente, tardando aproximadamente 8-10 años en alcanzarla (A. 

Muñoz et al., 1989; Hendriks et al., 1998; J. B. Carter & Saunders, 2007; Naif, 2013). 
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Figura 4: Curso natural de la infección por VIH-1. En el panel superior se encuentra la dinámica 
de la viremia durante el transcurso de la enfermedad: durante la fase aguda aumenta hasta 
llegar a su pico máximo en las primeras semanas de la infección y a medida que transcurre la 
infección disminuye hasta alcanzar un punto de ajuste de la carga viral durante la fase latente o 
asintomática, que finalmente se contrapone en la última fase de la enfermedad (fase SIDA). Los 
puntos de referencia de la carga viral varían entre los individuos (líneas rojas continua y 
discontinua). La diversidad viral aumenta a lo largo de la enfermedad (segunda línea de círculos 
del panel superior), mientras que el riesgo de transmisión es mayor cuando la viremia alcanza 
su punto máximo en las primeras semanas (primera línea de círculos del panel superior). En el 
panel inferior se observa la dinámica del sistema inmunitario durante la infección: los linfocitos 
T CD4+ siguen un modelo inverso a la carga viral, durante la fase aguda disminuyen 
drásticamente debido a la alta carga viral, mientras que en la fase latente disminuyen un poco, 
pero se mantienen relativamente constantes y finalmente en la fase SIDA vuelven a disminuir a 
niveles de inmunosupresión (línea verde). Por otro lado, los linfocitos citotóxicos T CD8+ 
aumentan durante la fase aguda y comienzan a disminuir durante la fase latente (línea 
discontinua azul). Por último, los anticuerpos específicos contra el VIH-1 empiezan a generarse 
y a aumentar durante la fase aguda, después de la cual se mantienen constante en las siguientes 
fases (línea discontinua naranja). Figura extraída de (V. Simon et al., 2006). 
 

Como se ha comentado, la infección por VIH-1 causa la pérdida progresiva de células 

T CD4+. El balance entre la proliferación de las células progenitoras y la muerte de la 
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progenie define la población de células T CD4+. Este balance se ve afectado tras la 

infección por HIV-1, que no sólo acelera la destrucción de la progenie de células T CD4+, 

sino que también afecta a la producción de dichas células (Gorochov et al., 1998; Moses 

et al., 1998; Hazenberg et al., 2000; McCune, 2001). Se cree que las causas de la 

depleción constante del reservorio de células T CD4+ son la activación del sistema 

inmunitario y los diferentes mecanismos de depleción celular (Ascher & Sheppard, 1988; 

Giorgi et al., 1999; Hazenberg et al., 2000; V. Simon et al., 2006; Appay & Sauce, 2008; 

Vidya Vijayan et al., 2017).  

 

A medida que progresa la infección, disminuye la cantidad de células T “naïve” en 

reposo y aumenta la cantidad de células T efectoras y de memoria activadas (Hazenberg 

et al., 2000; McCune, 2001; Grossman et al., 2002). En relación con los mecanismos de 

depleción, existen evidencias de que la depleción de células T se produce tanto de forma 

directa como indirecta. Es decir, el VIH-1 produce la disminución de linfocitos T CD4+ 

mediante su infección y muerte directa de las células, pero también se ha observado 

muerte por apoptosis de células no infectadas (Meyaard et al., 1992; Finkel et al., 1995; 

Stevenson, 2003; J. B. Carter & Saunders, 2007; Vidya Vijayan et al., 2017). La vía 

principal por la que se produce la muerte de las células T CD4+ es la apoptosis, aunque 

también se puede producir por muerte celular autofágica programada (autofagia tardía) 

y por muerte celular parecido a la necrosis programada (Plymale et al., 1999; Varbanov 

et al., 2006; Nardacci et al., 2017; Cabrera-Rodríguez et al., 2021). En todos los casos, 

esta pérdida se debería compensar aumentando la producción de nuevas células que 

reemplazan las destruidas, pero se ha descrito la supresión de la hematopoyesis de los 

diferentes tipos celulares del sistema inmunitario y al timo como un órgano diana del 

VIH-1. Aparte de en el timo, también se han descrito alteraciones en los órganos 

linfoides periféricos y la médula ósea, generando grandes daños en las células T 

progenitoras (Moses et al., 1998; McCune, 2001).  

 

Además, aparte de la depleción de linfocitos T CD4+, también se produce en 

paralelo la depleción de linfocitos T CD8+ durante la fase progresiva asintomática 

(Meyaard et al., 1992; Roederer et al., 1995; Hazenberg et al., 2000; Stevenson, 2003) 

(Figura 4). 
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A su vez, debido a que el VIH-1 utiliza el receptor CD4 para infectar la célula, así 

como los correceptores CCR5 y CXCR4, el virus es capaz de infectar otras células 

diferentes a los linfocitos T CD4+ como son las células presentadoras de antígenos 

(macrófagos y células dendríticas) (Koenig et al., 1986; Patterson & Knight, 1987; Spiegel 

et al., 1992; Stevenson, 2003). Al presentar el antígeno a las células T CD4+, estas células 

favorecen la transmisión viral entre células como consecuencia de su contacto cercano 

con las células diana del VIH-1 (McCune, 2001).  

 

El uso de un correceptor u otro define el tropismo de las cepas de VIH-1. Al principio 

de la infección la mayoría de los virus son CCR5 trópicos (R5), pero durante el avance de 

la infección, en los últimos estadios, se produce un cambio de variante mayoritaria a 

virus CXCR4 trópicos (X4). Esta última variante se ha relacionado con el incremento de 

la patogenicidad y la progresión de la enfermedad (Connor et al., 1997; V. Simon et al., 

2006; J. B. Carter & Saunders, 2007; Naif, 2013). Otra característica que le permite al 

virus diseminarse por el organismo y crear reservorios virales, es su capacidad de 

generar diversas variantes del virus infectivo inicial como consecuencia de los 

mecanismos explicados en el apartado 1.2. Al principio del curso viral de la infección, la 

población viral es muy homogénea, pero a medida que avanza la infección se crean 

quasiespecies resistentes a los anticuerpos de neutralización generando reservorios de 

VIH-1 (V. Simon et al., 2006; J. B. Carter & Saunders, 2007; Moir et al., 2011) (Figura 4).  

 

1.3.1.4. Reservorio viral: uno de los grandes obstáculos para 

erradicar el VIH. 

 
Un gran impedimento para conseguir la cura del VIH-1 es la formación de 

reservorios del virus que permiten restablecer la viremia de dos a tres semanas 

aproximadamente tras la parada de ART (T.-W. Chun et al., 1997; Davey et al., 1999).  

 

Se define reservorio viral como los tipos celulares y sitios anatómicos donde se 

acumulan y persisten formas virales competentes para la replicación y con una mayor 

estabilidad en las propiedades cinéticas en comparación a las formas de replicación 

activa del virus, a pesar de encontrarse suprimida la viremia por ART (Blankson et al., 
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2002; Eisele & Siliciano, 2012). Aunque algunas definiciones incluyen provirus que 

intervienen en la patogénesis a pesar de no ser replicativamente competentes 

(Avettand-Fènoël et al., 2016).  

 

Los reservorios se pueden clasificar en tres tipos: anatómico, celular y molecular 

(Figura 5).  

 

Figura 5: Reservorios del VIH-1. Resumen de los tipos de reservorios de VIH-1, que se pueden 
diferenciar en anatómico (panel A), celular (panel B) y molecular (panel C). Localizando el VIH-1 
en diferentes órganos y tejidos del cuerpo humano, infectando diferentes tipos celulares e 
integrándose en sus genomas produciendo reservorios latentes, persistentes o replicativamente 
defectivos a nivel molecular. Figura extraída de (Henderson et al., 2020). 
 

A nivel molecular encontramos: los reservorios latentes, en los cuáles encontramos 

el material genético del virus integrado en el ADN celular y transcripcionalmente 

silenciado; los reservorios persistentes, en los que el provirus está integrado y 

transcripcionalmente activo siendo capaz de producir viriones; y finalmente, los 

reservorios defectivos en replicación, en los que encontramos el provirus integrado y 

transcripcionalmente activo pero no son capaces de replicar debido a mutaciones en el 

genoma viral, generando proteínas virales aisladas en vez de viriones (Henderson et al., 

2020). 
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Por otro lado, a nivel celular, el mayor reservorio lo encontramos en los linfocitos T 

CD4+ de memoria, especialmente en los linfocitos T CD4+ de memoria central (Chomont 

et al., 2009; Buzon, Sun, et al., 2014; Kulpa & Chomont, 2015) y las células T “helper” 

foliculares (Moukambi et al., 2017; Aid et al., 2018). También se han propuesto como 

reservorio a células mieloides como macrófagos (Koenig et al., 1986; Zalar et al., 2010; 

Honeycutt et al., 2017;  Kruize & Kootstra, 2019), monocitos (Delobel et al., 2005; 

Gibellini et al., 2008) y células dendríticas foliculares (Spiegel et al., 1992; Alexaki et al., 

2008; Keele, Tazi, et al., 2008). Así como células del sistema nervioso central (SNC) como 

la microglía (Wallet et al., 2019) y los astrocitos (G.-H. Li et al., 2016; Valdebenito et al., 

2021).  

 

Por último, a nivel anatómico, podemos encontrar diferentes órganos y tejidos 

como reservorios de VIH-1. Células del SNC (D. Williams et al., 2014; Henderson et al., 

2019; Wallet et al., 2019; Valdebenito et al., 2021), los tejidos linfáticos (Rothenberger 

et al., 2015) como GALT (T. Chun et al., 2008)  o los nódulos linfáticos (Günthard et al., 

2001; Perreau et al., 2013; Dave et al., 2018) pueden ser infectados por el VIH-1. 

También podemos encontrar células que actúan como reservorio en pulmones (Cribbs 

et al., 2015), hígado (Kruize & Kootstra, 2019), riñones (C. M. Wyatt & Klotman, 2007; 

Canaud et al., 2014), médula ósea (C. C. Carter et al., 2010; McNamara et al., 2013), 

tracto gastrointestinal (Zalar et al., 2010; Mzingwane & Tiemessen, 2017), sistema 

genitourinario (Mzingwane & Tiemessen, 2017; Cantero-Pérez et al., 2019), sangre (Yukl 

et al., 2013; Barton et al., 2016), piel (Barton et al., 2016) y tejido adiposo (Damouche et 

al., 2015; Couturier et al., 2015). 

 

Se cree que los reservorios del VIH-1 se establecen rápidamente durante la fase 

aguda de la infección, impidiendo la curación a pesar del tratamiento (Vanhamel et al., 

2019; Ta et al., 2022). Aun así, se ha observado que el inicio temprano de ART disminuye 

el tamaño de los reservorios (Strain et al., 2005; Hocqueloux et al., 2013; Josefsson et 

al., 2013; Buzon, Martin-Gayo, et al., 2014). 
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1.3.1.5. Terapia antirretroviral. 

 
El Tratamiento Antirretroviral (ART, “Antiretroviral Treatment”) (combinación de 

tres o más antirretrovirales), ha supuesto un gran avance en la epidemia del SIDA, 

suponiendo un cambio de un desenlace fatal a una enfermedad crónica, reduciendo la 

mortalidad y la morbilidad. 

 

Gracias al ART, la replicación viral disminuye, así como la proliferación celular, 

permitiendo alcanzar niveles de viremia indetectables en plasma en pocas semanas y la 

mejora del sistema inmunitario, estabilizando de nuevo las poblaciones de células T 

CD4+ y CD8+ (D. D. Ho et al., 1995; Wei et al., 1995; Lempicki et al., 2000; V. Simon et 

al., 2006; Moir et al., 2011). 

 

Prácticamente todos los tratamientos antirretrovirales aprobados por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, “Food and 

Drug Administration”) actúan sobre la RT o la proteasa viral. Podemos encontrar 

inhibidores análogos nucleósido y no nucleósido de la RT, inhibiendo así la replicación 

viral. Por otro lado, existen inhibidores de la proteasa viral que impide la maduración de 

los viriones, y como consecuencia se crean partículas virales no infectivas. También se 

han aprobado otros tratamientos con otras dianas terapéuticas como la fusión entre el 

virión y la célula, antagonistas del correceptor CCR5, inhibidores de la fijación y post 

fijación de la envoltura e inhibidores de la transferencia de cadenas de la integrasa como 

se resume en la Tabla 2 (V. Simon et al., 2006;  HIVinfo, n.d.; HIVinfo, 2022; Food and 

Drug Administration (FDA), 2020).  
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Tabla 2: Fármacos contra el VIH-1 autorizados por la FDA. 
Clase de Medicamento Nombre genérico Año de autorización 

Inhibidores de la transcriptasa 
inversa análogos de los 

nucleósidos 

Zidovudina 1987 
Zalcitabina 1992 
Estavudina 1994 
Lamivudina 1995 

Abacavir 1998 
Didanosina 2000 

Fumarato de disoproxilo de tenofovir 2001 
Emtricitabina 2003 

Inhibidores de la transcriptasa 
inversa no análogos de los 

nucleósidos 

Nevirapina 1996 
Delaviridina 1997 

Efavirenz 1998 
Etravirina 2008 
Rilpivirina 2011 
Doravirina 2018 

Inhibidores de la Proteasa Ritonavir 1996 
Indinavir 1996 
Nelfinavir 1997 

Amprenavir 1999 
Atazanavir 2003 

Fosamprenavir 2003 
Saquinavir 2004 
Tipranavir 2005 
Darunavir 2006 

Inhibidores de la Fusión Enfuvirtida 2003 
Antagonistas del correceptor 

CCR5 
Maraviroc 2007 

Inhibidor de la transferencia de 
cadenas de la integrasa 

Raltegravir 2007 
Dolutegravir 2020 
Cabotegravir 2021 

Inhibidores de la fijación de la 
envoltura 

Fostemsavir 2020 

Inhibidores de la postfijación de 
la envoltura 

Ibalizumab-uiyk 2018 

Potenciadores farmacocinéticos Cobicistat 2014 
Antirretrovirales autorizados por la FDA cuya combinación se utiliza para tratar el VIH-1. En la 
columna izquierda encontramos los diferentes grupos en base al mecanismo de acción, en la 
central los nombres genéricos de los medicamentos que pertenecen a cada grupo y en la 
derecha el año en que se autorizó cada antirretroviral. 
 

Las resistencias a los diferentes fármacos son un gran problema en la actualidad. 

Debido al alto grado de replicación del VIH-1, así como su alta capacidad de mutagénesis 

y de recombinación, el virus es capaz de generar una amplia diversidad viral capaz de 

evitar los anticuerpos neutralizantes y de resistir a los tratamientos. Se han descrito 

resistencias a todos los fármacos antirretrovirales, definiendo al VIH-1 como un 

problema de salud pública. Esto ha conllevado al concepto de combinar diferentes 

medicamentos para disminuir la replicación viral a un nivel donde se dificulta la creación 

de variantes resistentes al tratamiento. Este concepto que se le denominó Tratamiento 

Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA) (HAART, “Highly Active Antiretroviral 

Treatments”), pero que actualmente conocemos como ART, ha supuesto una gran 
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disminución en la mortalidad y morbilidad en países industrializados (Hogg, 1998; 

Mocroft et al., 1998; V. Simon et al., 2006). 

 

Un punto clave y con bastante controversia es el momento del inicio de ART. Por un 

lado, la diversidad viral y el efecto del VIH-1 en los órganos y tejidos necesarios para la 

regeneración de las células del sistema inmunitario conducen a la idea de comenzar lo 

antes posible. Pero, por otro lado, los tratamientos, aunque favorecen el control de la 

infección, generan toxicidad y cambios metabólicos que reducen la calidad de vida de 

los individuos (Calza, 2003; V. Simon et al., 2006; C. M. Wyatt & Klotman, 2006). Tanto 

los inhibidores de la RT no nucleósido como los inhibidores de la proteasa se han 

relacionado con un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares (DAD Study Group 

et al., 2007; DAD Study Group et al., 2008; Moir et al., 2011).  Así como también sus 

costes son un punto en contra al inicio temprano del tratamiento (V. Simon et al., 2006). 

 

Otro tipo de tratamiento que se ha “viralizado” en los últimos años es la Profilaxis 

Preexposición (PrEP). Basado en una combinación de inhibidores de la transcriptasa 

inversa análogos de los nucleósidos para prevenir la infección del VIH-1 que toman 

personas con riesgo de infección (relaciones sexuales, consumo de drogas inyectables…) 

(CDC, 2022a). 

  

En cualquier caso, ninguna de las opciones terapéuticas disponibles conduce a la 

erradicación del virus y además el tratamiento es de por vida, ya que, si se interrumpe, 

se vuelven a alcanzar altos niveles de viremia. Esto conlleva a la búsqueda de otras 

estrategias como podrían ser las vacunas. Actualmente no existen vacunas, debido a la 

amplia variabilidad genética viral y la falta de conocimiento sobre las respuestas 

inmunitarias necesarias en la protección contra el VIH-1 (Ng’uni et al., 2020). Pero 

durante toda la epidemia de VIH-1 se han desarrollado diversos estudios con el fin de 

superar estos obstáculos. Muchos se han centrado en la capacidad de generar 

anticuerpos neutralizantes, pero debido a la alta diversidad y de glicosilación de la 

envoltura ha sido complicado (R. Wyatt & Sodroski, 1998; Pantophlet & Burton, 2006; 

V. Simon et al., 2006). Estudios más recientes se han centrado en la activación de la 

respuesta inmunitaria celular (Barouch et al., 2002; A. McMichael & Hanke, 2002; Shiver 
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et al., 2002; V. Simon et al., 2006). Aunque a pesar de los años no se ha aprobado 

ninguna vacuna, se piensa que la clave para conseguirla es que sea capaz de promover 

la activación de ambas respuestas del sistema inmunitario, la respuesta humoral y la 

respuesta celular (V. Simon et al., 2006). 

 

1.3.2. Morfología y estructura del VIH-1. 

 
Las partículas virales del VIH-1 están formadas por una envoltura lipídica que rodea 

una estructura proteica que posee una morfología cónica, dentro de la cuál 

encontramos el material genético compuesto por dos moléculas de ARN de cadena 

positiva de un tamaño menor a 10 Kb y proteínas virales claves para realizar su ciclo viral 

(Frankel & Young, 1998; Briggs, 2003; Z. Ambrose & Aiken, 2014; V. Simon et al., 2006).  

 

A partir de dicho material genético, se generan 15 proteínas virales. Por un lado, 

tenemos las poliproteínas estructurales Gag y Env, que sufren una proteólisis 

produciendo diferentes proteínas individuales. Gag dará lugar a las proteínas de la 

matriz (MA), de la cápside (CA), de la nucleocápside (NC) y p6; mientras Env dará lugar 

a la proteína de superficie (gp120) y la proteína transmembrana (gp41). Por otro lado, 

encontramos tres proteínas enzimáticas que se generan a partir de la proteólisis de la 

poliproteína Pol, la proteasa (PR), la retrotranscriptasa (RT) y la integrasa (IN). El VIH-1 

también codifica dos proteínas reguladoras, Tat y Rev y cuatro proteínas accesorias con 

diversas funciones en el ciclo viral, Vif, Vpr, Nef y Vpu (Frankel & Young, 1998; J. B. Carter 

& Saunders, 2007) (Figura 6). Todas ellas actuando sinérgicamente para llevar a cabo el 

ciclo viral como se explica a continuación. 

 

• Env (gp160: gp120/gp41): la proteólisis de la Env (gp160) genera las 

glicoproteínas de superficie gp120 y transmembrana gp41 que se unen no 

covalentemente formando trímeros. La gp120 es la responsable de la unión al 

receptor CD4 celular y al correceptor CCR5 o CXCR4 provocando un cambio 

conformacional que permite la inserción del péptido de fusión, que se encuentra 

en el extremo N-terminal de gp41, en la membrana celular promoviendo la 
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fusión de las membranas y la entrada viral (Helseth et al., 1991; Frankel & Young, 

1998; J. B. Carter & Saunders, 2007; Engelman & Cherepanov, 2012). 

 

• Gag: tras la traducción del ARNm se generan dos poliproteínas precursoras, Gag 

(55 kDa) y Gag-Pol (160 kDa) que sufren una proteólisis generando diversas 

proteínas. El precursor Gag está formado por MA, CA, NC y p6, así como dos 

péptidos espaciadores SP1 y SP2. En el extremo N-terminal de Gag encontramos 

el dominio MA responsable de dirigir las poliproteínas precursoras Gag y Gag-Pol 

hacia la membrana plasmática y de promover la incorporación de las 

glicoproteínas Env en las partículas virales. En los viriones maduros, en los cuales 

se ha producido la proteólisis, MA se encuentra en la superficie interna de la 

membrana del virión. El siguiente dominio que encontramos es CA, cuyo 

extremo C-terminal es clave en la dimerización de CA y en la oligomerización de 

Gag durante la fase de ensamblaje del ciclo viral. Además, también se ha 

observado la implicación de su extremo N-terminal en la fase de “uncoating” 

viral. En los viriones maduros forma el núcleo de las partículas virales. El dominio 

NC es el encargado de reclutar el genoma viral en los viriones mediante su unión, 

así como también facilita el proceso de ensamblaje viral. En los viriones maduros 

NC recubre el material genómico dentro del núcleo viral. Y, por último, 

encontramos el dominio p6 que está implicado en el proceso de salida viral, ya 

que recluta el complejo de clasificación endosomal necesario para el transporte 

(ESCRT, “Endosomal sorting complexes required for transport”) que cataliza la 

fisión de la membrana. Además, se ha observado que se une a la proteína viral 

Vpr por su extremo C-terminal incorporándola a los viriones (Frankel & Young, 

1998; Sundquist & Krausslich, 2012; Freed, 2015;   Valera et al., 2015; Marrero-

Hernández et al., 2019). 

 

• Pol: a partir de la poliproteína precursora Gag-Pol, en concreto de la parte Pol, 

se generan tres proteínas con diferentes capacidades enzimáticas. En el extremo 

5’ se encuentra el dominio PR, una aspartil-proteasa encargada de procesar las 

poliproteínas precursoras Gag y Gag-Pol en diferentes sitios, liberando las 

proteínas finales MA, CA, NC y p6 por parte de Gag y PR, RT e IN por parte de Pol. 
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Esto ocasiona el cambio de las partículas virales inmaduras a partículas virales 

maduras capaces de infectar. A continuación, se encuentra el dominio RT, una 

ADN polimerasa dependiente de ADN y ARN que transcribe la cadena simple de 

ARN con polaridad positiva en una doble cadena de ADN que se integrará en la 

célula. RT está formada por dos polipéptidos p66 y p51 (resultado del 

procesamiento proteolítico de p66), y se cree que forman un dímero estable 

entre ellas generando la estructura natural de la RT. Además de poseer la función 

polimerasa también posee la actividad ARNasa H que degrada la cadena ARN del 

híbrido ADN-ARN que se genera durante el proceso de retrotranscripción. Por 

último, encontramos en el extremo 3’ el dominio IN, encargado de la integración 

del ADN viral en el ADN cromosómico celular, preferentemente en genes 

transcripcionalmente activos. Este proceso ocurre gracias a sus dos actividades 

catalíticas, el procesamiento del extremo 3’ y la transferencia de la cadena de 

ADN viral (Loeb et al., 1989;  Starnes & Cheng, 1989; Frankel & Young, 1998; 

Engelman & Cherepanov, 2012;  Krishnan & Engelman, 2012). 

 

• Tat: Tat es una proteína reguladora que está implicada en la transactivación de 

genes virales y celulares. Promueve la transcripción del promotor del VIH-1 (LTR) 

regulando la actividad de la ARN polimerasa II y favoreciendo la elongación de la 

cadena genómica viral (Frankel & Young, 1998; J. B. Carter & Saunders, 2007;  

Romani et al., 2010). 

 

• Rev: Rev es una proteína reguladora implicada en la exportación del ARNm que 

no ha sufrido “splicing” o que ha sufrido un “splicing” parcial, desde el núcleo 

hacia el citoplasma. Como es el caso de los transcritos Env, Gag, Pol, Vif, Vpr y 

Vpu (Frankel & Young, 1998; R. J. Miller et al., 2000; J. B. Carter & Saunders, 

2007). 

 

• Vif: Vif es una proteína accesoria clave en la producción de partículas virales 

infecciosas. Evita la incorporación del factor de restricción APOBEC3G 

(“Apolipoprotein B mRNA Editing enzyme, Catalytic subunit 3G”) (A3G) en los 

viriones nacientes, bloqueando su actividad. A3G es una citidina desaminasa 



  Introducción 
 

S. Pérez Yanes  35 

celular que se incorpora en los viriones provocando daños en el material 

genético viral ya que desamina los residuos de citosina durante la 

retrotranscripción promoviendo así su degradación. También se cree que podría 

estar implicado en la síntesis de ADN y en el proceso de ensamblaje y/o 

maduración (Frankel & Young, 1998; Goff, 2003; J. B. Carter & Saunders, 2007; 

Strebel, 2013; Valera et al., 2015; Marrero-Hernández et al., 2019).  

 

• Vpr: Vpr es una proteína accesoria imprescindible para una eficiente infección 

viral. Su función principal es el transporte del complejo de integración del 

citoplasma hacia el núcleo. También está implicada en la coactivación de la 

transcripción viral y celular, en la parada del ciclo celular en la fase G2 y en la 

apoptosis de las células T, contribuyendo así a la patogénesis de la infección 

(Frankel & Young, 1998; Kogan & Rappaport, 2011). 

 

• Nef: Nef es una proteína accesoria que influye en la patogénesis y que se ha 

observado que juega un papel en la progresión hacia la fase SIDA. Promueve la 

rápida endocitosis del receptor CD4 expresado en la superficie celular y su 

degradación lisosomal. También afecta a la expresión del complejo mayor de 

histocompatibilidad de clase I (MHC-I) en mamíferos y denominado HLA en 

humanos, induciendo su endocitosis y degradación, y con ello impidiendo la lisis 

celular a través de los linfocitos T citotóxicos (Rhee & Marsh, 1994; Schwartz et 

al., 1996; Foti et al., 1997; Frankel & Young, 1998; Chaudhuri et al., 2007; J. B. 

Carter & Saunders, 2007; Valera et al., 2015; Marrero-Hernández et al., 2019).  

 

• Vpu: al igual que Nef, Vpu afecta al tráfico intracelular del receptor CD4, pero en 

este caso induce la degradación de CD4 en el retículo endoplasmático (RE), 

evitando su expresión en la membrana celular y favoreciendo el transporte de 

Env hacia la membrana celular para su incorporación en los viriones. También 

desregula la expresión en la superficie celular del MHC-I/HLA (Willey et al., 1992; 

Bour et al., 1995; Frankel & Young, 1998; Schubert et al., 1998). 
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Figura 6: Estructura del virión maduro infectivo y del genoma del virus VIH-1. Los viriones 
maduros infectivos tienen una morfología cónica, dentro de la cuál encontramos el material 
genético compuesto por dos moléculas de ARN de cadena positiva y proteínas virales claves en 
su ciclo viral. Dicho material genético está formado por 9 genes que codificarán 15 proteínas, 6 
estructurales (a partir de gag: MA (matriz), CA (cápside), NC (nucleocápside) y p6; a partir de 
env: gp120 y gp41), 3 proteínas enzimáticas a partir de pol (PR (proteasa), RT (retrotranscriptasa) 
que mediante un proceso proteolítico genera p51 e IN (integrasa)), 2 proteínas reguladoras Tat 
y Rev y 4 proteínas accesorias Vif, Vpr, Vpu y Nef. Figura creada en BioRender.com 
 

1.3.3. Ciclo de vida del VIH-1. 

 
El primer paso que ocurre en la infección de la célula por parte del VIH-1 es el 

contacto entre la proteína de la envoltura gp120 y el receptor celular CD4. Este contacto 

permite la exposición del sitio de unión de la envoltura hacia el correceptor celular (CCR5 

o CXCR4) produciendo un cambio conformacional que genera la inserción del péptido 

de fusión del extremo N-terminal de la proteína transmembrana gp41 en la membrana 

celular y como consecuencia produciendo la fusión de la membrana viral con la 

membrana celular, liberando el “núcleo viral” en el citoplasma (Frankel & Young, 1998; 

R. Wyatt & Sodroski, 1998;  J. B. Carter & Saunders, 2007; Engelman & Cherepanov, 

2012; Wilen et al., 2012). Una vez en el interior de la célula, se produce el proceso de 

“uncoating”, es decir, se disgregan las proteínas de la cápside liberando el complejo viral 

de nucleoproteína, formado por el material genético ARN y las proteínas asociadas MA, 

IN, RT y Vpr, al citoplasma (Frankel & Young, 1998; Engelman & Cherepanov, 2012; Z. 

Ambrose & Aiken, 2014). El ARN es retrotranscrito por la proteína viral RT a una doble 
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cadena lineal de ADN (Starnes & Cheng, 1989; Frankel & Young, 1998; Engelman & 

Cherepanov, 2012), ya producido el cambio de ssRNA a dsDNA, el siguiente paso es la 

translocación al núcleo y la integración del dsDNA al genoma celular, preferentemente 

en genes transcripcionalmente activos. Este proceso lo lleva a cabo principalmente la 

proteína viral IN que procesa los dominios LTR de los extremos de las cadenas de ADN 

viral, corta las cadenas de ADN del cromosoma y une a sus extremos el ADN viral. 

También intervienen enzimas celulares que reparan los “gaps” de las cadenas simples 

(Frankel & Young, 1998; J. B. Carter & Saunders, 2007; Engelman & Cherepanov, 2012; 

Krishnan & Engelman, 2012). Este paso es el que indica el cambio de la fase temprana 

del ciclo viral hacia la fase tardía (Engelman & Cherepanov, 2012; Freed, 2015).  

 

En dicha fase tardía, se transcribe el ADN viral desde su dominio 5’ LTR. Además, la 

proteína viral Tat favorece la eficiencia en la elongación aumentando la ratio de 

transcripción (Frankel & Young, 1998; Engelman & Cherepanov, 2012). El ARNm creado, 

forma diferentes tipos en función de los “splicing” que ha sufrido. Los ARNm pequeños 

son exportados al citoplasma mediante exporte celular, en cambio, los ARNm que no 

han sufrido “splicing” o que han sufrido un “splicing” parcial son exportados con la ayuda 

de la proteína viral Rev. Una vez en el citoplasma se traducen o se empaquetan en los 

viriones (Frankel & Young, 1998; Engelman & Cherepanov, 2012). El ARNm se traduce 

en el citoplasma, excepto el ARNm de Env que se traduce en el RE, y las poliproteínas 

precursoras Gag, Gag-Pol y Env resultantes se transportan hacia la membrana 

plasmática donde se ensamblan, Gag y Gag-Pol en la parte interna de la membrana 

plasmática y Env en la superficie. Este ensamblaje de los precursores junto con el ARN y 

las proteínas virales Nef, Vif y Vpr generan un virión inmaduro que se libera de la célula 

mediante el proceso de “budding” en el que interviene el complejo ESCRT (Frankel & 

Young, 1998;  J. B. Carter & Saunders, 2007;  Engelman & Cherepanov, 2012; Sundquist 

& Krausslich, 2012; Freed, 2015). El último paso del ciclo viral es la maduración del virión. 

Este paso es llevado a cabo por la proteasa viral (PR), que procesa las poliproteínas 

precursoras Gag y Gag-Pol generando las proteínas estructurales y enzimáticas virales, 

lo que supone un cambio estructural de los viriones y su paso de partículas virales no 

infectivas a partículas virales infectivas (Frankel & Young, 1998; Engelman & 

Cherepanov, 2012; Sundquist & Krausslich, 2012; Freed, 2015) (Figura 7).  
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Figura 7: Ciclo de vida del VIH-1.  El ciclo viral del VIH-1 se compone de diferentes pasos que se 
pueden agrupar en dos etapas, la etapa temprana (cuadrados rosados) que consta de la entrada 
viral, “uncoating”, retrotranscripción del material genético viral y su integración en el genoma 
celular preferentemente en genes transcripcionalmente activos; y la etapa tardía en la que se 
encuentra la transcripción y la traducción del ARN viral, el ensamblaje de las proteínas virales 
en la membrana celular, la salida viral mediante “budding” y la maduración del virión tras el 
procesamiento de las poliproteínas Gag y Gag-Pol. Figura creada en BioRender.com 
 

1.3.3.1. Infección viral: mecanismo de fusión y entrada del VIH-

1. 

 
El virión al ensamblarse en la membrana plasmática celular adquiere proteínas de 

superficie celular como moléculas de adhesión que favorecen la unión de Env al receptor 

celular CD4 y correceptores CXCR5 y/o CCR4 (R. Wyatt & Sodroski, 1998; Wilen et al., 

2012).  

 

Como se ha explicado anteriormente, la Env (gp160) está formada por dos 

subunidades, gp120 y gp41. gp120 es la subunidad que se une al receptor celular CD4 y 

posteriormente al correceptor. La subunidad gp120 está formada por 5 dominios 

conservados (C1-C5) y 5 dominios variables que poseen una estructura de “loop” (V1-

V5). Estos dominios variables se encuentran mayoritariamente en la superficie de la 

subunidad jugando un papel importante en la unión al correceptor, sobre todo el 

dominio V3 (Frankel & Young, 1998; R. Wyatt & Sodroski, 1998; J. B. Carter & Saunders, 
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2007; Engelman & Cherepanov, 2012; Wilen et al., 2012). El “loop” V3 es determinante 

en la correcta unión entre el receptor CD4 y Env (Trkola et al., 1996; Speck et al., 1997; 

Valenzuela et al., 1997) y en el tropismo viral (Cocchi et al., 1996; Isaka et al., 1999). Tras 

dicha interacción, se produce un cambio conformacional en la Env que conlleva a la 

inserción del péptido hidrofóbico de fusión del extremo N-terminal de la subunidad 

gp41 en la membrana celular y con ello la fusión de la membrana viral y la membrana 

citoplasmática celular, dando lugar así a la infección de la célula diana (Frankel & Young, 

1998; R. Wyatt & Sodroski, 1998; J. B. Carter & Saunders, 2007; Engelman & Cherepanov, 

2012; Wilen et al., 2012).  

 

Para que se lleve a cabo de manera eficiente el proceso descrito y con ello la 

formación del poro de fusión y la subsecuente entrada viral, es necesario que se 

produzca la correcta señalización a través de la unión de Env con CD4 que conlleva a la 

reorganización del citoesqueleto celular (Valenzuela-Fernández et al., 2005; Barrero-

Villar et al., 2009; García-Expósito et al., 2013; Santos et al., 2014; Valenzuela-

Fernández, Cabrera-Rodríguez, et al., 2022). Concretamente, promueve la acetilación de 

la subunidad a-tubulina y la reorganización del citoesqueleto de actina induciendo la 

formación de un pseudópodo o “capping” en la membrana plasmática celular donde se 

agregan e interaccionan los receptores CD4 y correceptores CCR5/CXCR4, lo cual 

produce una eficiente formación del poro de fusión e infección viral (Valenzuela-

Fernández et al., 2005; Valenzuela-Fernández et al., 2008; Barrero-Villar et al., 2009; Y. 

Liu et al., 2009; García-Expósito et al., 2013; Santos et al., 2014; Casado et al., 2018; 

Cabrera-Rodríguez et al., 2019). De hecho, se ha descrito que para que una infección por 

VIH-1 sea eficiente, se deben formar pseudópodos en al menos el 20-30% de las células 

(Valenzuela-Fernández et al., 2005; Barrero-Villar et al., 2009; García-Expósito et al., 

2013; Casado et al., 2018). 

 

1.3.4. Pacientes con diferente progresión de la infección por VIH-1. 

 
Existen diferentes grupos de pacientes infectados por VIH-1 según su perfil clínico. 

En concreto, se han definido diferentes grupos de individuos infectados por VIH-1 en 

función del control de la infección viral y el tiempo de progresión a la fase SIDA, aunque 
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la nomenclatura de los cuales no se encuentra del todo estandarizada (Gurdasani et al., 

2014). El grupo más común es el grupo de progresores o progresores crónicos (P), en el 

que encontramos los pacientes que en ausencia de ART no son capaces de controlar la 

carga viral y progresan a la fase SIDA tras 10 años aproximadamente desde la 

seroconversión (Pereyra et al., 2008; Casado et al., 2010; Deeks et al., 2015). También 

existe un grupo que en ausencia de ART, no es capaz de controlar la infección, pero 

progresan a la fase SIDA mucho más rápido, tras 3 años desde la seroconversión, 

denominados progresores rápidos o “rapid progressors” (RP) (Casado et al., 2010; 

Gurdasani et al., 2014; Cabrera-Rodríguez et al., 2019; Valenzuela-Fernández, Cabrera-

Rodríguez, et al., 2022). Otro perfil clínico, menos común que los P, es el grupo “Long-

Term Non-Progressors” (LTNP), estos pacientes tienen la capacidad de controlar la 

replicación viral en ausencia de ART y con ello impidiendo o retrasando lentamente el 

progreso hacia la fase SIDA (Deeks & Walker, 2007;  Gurdasani et al., 2014; Valenzuela-

Fernández, Cabrera-Rodríguez, et al., 2022). Este grupo se caracteriza por no haber sido 

nunca tratados con ART y controlar la infección con niveles de carga viral indetectables, 

de forma asintomática y con altos niveles de linfocitos CD4+ (Buchbinder et al., 1994; 

Grabar et al., 2009; Hunt, 2009; Okulicz et al., 2009; Gurdasani et al., 2014; Valenzuela-

Fernández, Cabrera-Rodríguez, et al., 2022). Aunque nosotros los nombramos así LTNP, 

también se ha denominado a este grupo como progresores lentos o “slow progressors” 

y controladores VIH o “HIV Controllers”, entre otros nombres (Lambotte et al., 2005; 

Gurdasani et al., 2014). A su vez, dentro del grupo LTNP, podemos encontrar tres 

subgrupos en función de la carga viral, los LTNP virémicos no controladores (LTNP-NC), 

los LTNP virémicos (vLTNP) o controladores virémicos, y los LTNP controladores de élite 

(LTNP-EC) (Hunt, 2009; Okulicz et al., 2009). Los individuos del grupo LTNP-NC poseen 

una carga viral superior a 2000 copias/mL, por otro lado, los pertenecientes al grupo 

vLTNP tienen una carga viral entre 50-2000 copias/mL, y, por último, encontramos el 

grupo LTNP-EC con una carga viral inferior a 50 copias/mL (Pereyra et al., 2008; Grabar 

et al., 2009; Hunt, 2009; Okulicz et al., 2009; Casado et al., 2010; Casado et al., 2020). 

Observando así, en un extremo el fenotipo RP que sin ART progresan rápidamente a la 

fase SIDA, y en el otro extremo el fenotipo LTNP-EC que poseen un control natural de la 

infección en ausencia de ART, evitando la progresión clínica.  
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Esta capacidad de controlar la infección viral por VIH-1 de forma natural, es poco 

común y se ha convertido en un punto clave de investigación en el ámbito del VIH-1. Se 

han descrito tanto factores genéticos de los individuos LTNP-EC, como su respuesta 

inmunitaria frente al VIH-1 y diversos factores virales, como las causas de dicho control 

(Deeks & Walker, 2007; Casado et al., 2010). A nivel genético, se ha descrito la 

implicación de ciertos alelos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase I (HLA) 

en el control de la infección, como HLA-B*5701 (Migueles et al., 2000; Fellay et al., 

2007), HLA-B*35:01 (Kuse et al., 2021), HLA-B27 (Almeida et al., 2007) y HLA-C (Nehete 

et al., 1998; Fellay et al., 2007). También se han encontrado individuos resistentes a la 

infección por VIH-1 debido a una deleción homocigótica del gen CCR5 (R. Liu et al., 1996; 

Samson et al., 1996; Hütter et al., 2009; Gupta et al., 2019). A nivel de sistema 

inmunitario, se ha observado en este grupo de pacientes una fuerte respuesta 

inmunitaria específica contra el VIH-1 (Y. Cao et al., 1995), con una potente respuesta 

de los linfocitos T citotóxicos (Hogan & Hammer, 2001; Migueles et al., 2002; Sáez-Cirión 

et al., 2007) y el mantenimiento de la capacidad proliferativa de los linfocitos T 

(O’Connell et al., 2009). Por otro lado, también intervienen las características del virus, 

por ejemplo, se descubrió una cohorte de individuos LTNP australianos que tienen 

delecionado el gen viral nef y son capaces de controlar la infección (Rhodes et al., 2000; 

Hogan & Hammer, 2001). Así como también se ha observado mutaciones de vpr (Rodés 

et al., 2004) o la incorrecta funcionalidad de Env (Lassen et al., 2009; Cabrera-Rodríguez 

et al., 2019; Pérez-Yanes et al., 2022; Valenzuela-Fernández, Cabrera-Rodríguez, et al., 

2022), que contribuyen al control viral. 

 

1.4. Virus ZIKA. 

 
1.4.1. Generalidades del virus ZIKA. 

 
1.4.1.1. Epidemiología y clasificación del virus ZIKA. 

 
El virus Zika es un virus de ARN de cadena simple positiva que pertenece a la familia 

Flaviviridae y al género Flavivirus que se transmite a través de mosquitos (Kuno & Chang, 
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2007; Bollati et al., 2010) y puede causar daños a nivel neurológico (Araujo et al., 2016; 

L. S. Muñoz et al., 2017). 

 

La primera vez que se aisló el virus Zika fue, en 1947 en el bosque Zika de Uganda, 

de un macaco Rhesus (Dick et al., 1952). Un grupo de científicos ingleses (Dick et al.) que 

trabajaban en el “Yellow Fever Research Laboratory” aislaron un macaco Rhesus (Rhesus 

766) que tenía fiebre. Días más tarde, al no observar mejoría, le extrajeron suero y se lo 

inocularon por vía intracerebral a ratones. Diez días después, todos los ratones 

enfermaron y aislaron del cerebro de los ratones el virus, al cual denominaron virus Zika 

(ZIKV) (Dick et al., 1952; Dick, 1952; Hayes, 2009). 

 

Cinco años después, en 1952, se identificaron las primeras infecciones en humanos 

en Uganda, República Unida de Tanzania e India (Smithburn et al., 1954; Kindhauser et 

al., 2016; WHO, 2016b). Pero fue en 1954 cuando se aisló por primera vez el ZIKV de un 

humano, concretamente de una niña nigeriana de 10 años que pensaban que había 

enfermado por Fiebre Amarilla (MacNamara, 1954; Vue & Tang, 2021). Durante los años 

50, se detectó serológicamente el virus en humanos en diferentes países del continente 

africano y asiático (Sather et al., 1958; Pond, 1963; Kindhauser et al., 2016), y entre 1969 

y 1983 el ZIKV se distribuyó hacia Asia Ecuatorial (Garcia et al., 1969; Olson et al., 1981; 

Darwish et al., 1983). En ambos casos sin causar brotes en la población y con síntomas 

leves (Kindhauser et al., 2016). El primer brote en humanos se produjo en 2007 en la isla 

de Yap en los Estados Federados de Micronesia, se estima que se infectó el 73% de la 

población mayor de 3 años con los principales síntomas siendo exantema, conjuntivitis 

y artralgia (Lanciotti et al., 2008; M. R. Duffy et al., 2009). 

 

En 2012, a partir de estudios genéticos de secuencias de las cepas víricas del ZIKV 

aisladas en Camboya, Malasia, Nigeria, Senegal, Tailandia y Uganda, se construyó un 

árbol filogenético que las relacionaba y dando como resultado la diferenciación de dos 

linajes geográficamente distinto, el africano y el asiático, dentro de los cuáles se incluyen 

diversas cepas (Haddow et al., 2012). Ambos linajes emergieron del este de África, se 

estima que fue en 1920 aproximadamente (con un intervalo de confianza de 1892 a 

1947), y en concreto, el linaje asiático se originó mediante la transmisión del virus desde 



  Introducción 
 

S. Pérez Yanes  43 

África hacia el Sudeste Asiático alrededor de 1945 (con un intervalo de confianza de 

1920 a 1960), donde se detectó por primera vez en Malasia en 1960 (Garcia et al., 1969; 

Gatherer & Kohl, 2016; Vue & Tang, 2021). Siendo el linaje africano el ancestral, del que 

se derivó el linaje asiático (Vue & Tang, 2021). 

 

Entre 2013 y 2014, se produjeron brotes en otras islas del Pacífico, en la Polinesia 

Francesa, la Isla de Pascua, las islas Cook y Nueva Caledonia (Cao-Lormeau et al., 2014; 

Roth et al., 2014; Dupont-Rouzeyrol et al., 2015; Tognarelli et al., 2016). A partir del 

brote en la Polinesia Francesa en 2013, se comenzó a relacionar la infección de ZIKV con 

síntomas más severos, con complicaciones autoinmunes y neurológicas, así como con 

malformaciones congénitas (Ioos et al., 2014; Oehler et al., 2014; Cao-Lormeau et al., 

2016; Watrin et al., 2016). Durante el año 2015 se produjeron brotes en el continente 

americano (Campos et al., 2015; Brasil, Calvet, et al., 2016; Lowe et al., 2018; Pan 

American Health Organization (PAHO), 2016) y el Ministerio de Sanidad de Brasil reportó 

a la Organización Mundial de la Salud (OMS) la asociación entre la infección por ZIKV con 

el síndrome Guillain-Barré (SGB), y con microcefalia. Este hecho, junto con la 

coincidencia geográfica-temporal del brote más importante de ZIKV y los juegos 

olímpicos de Brasil 2016, así como el aumento de brotes en diferentes partes del mundo; 

llevó a la OMS a declarar el 1 de febrero de 2016 una Emergencia de Salud Pública de 

Preocupación Internacional debido a la asociación entre la infección de ZIKV con la 

microcefalia y otras enfermedades neurológicas (Calvet et al., 2016; de Siqueira et al., 

2016; Kindhauser et al., 2016; Kleber de Oliveira et al., 2016; Schuler-Faccini et al., 2016; 

Styczynski et al., 2017; WHO, 2016a; WHO, 2016e).  
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Figura 8: Mapa histórico de la emergencia del virus ZIKA (ZIKV). Mapa en el que se muestra el 
año y la localización de eventos de gran importancia relacionados con ZIKV, mostrando su 
dispersión a nivel mundial a lo largo de los años. Figura extraída de (Public Health Landscape, 
2016).  
 

1.4.1.2. Situación actual de la infección por ZIKV en el mundo. 

 
En diciembre de 2021, 89 países tenían evidencias de la transmisión de ZIKV vía 

mosquito de manera autóctona, tanto en África, como América, Sudeste Asiático y el 

Oeste del Pacífico. Por otro lado, 61 países y territorios poseen el vector de ZIKV, Aedes 

aegypti, pero no se han registrado casos de transmisión del virus de manera autóctona 

en ellos. Asimismo, se ha descrito en otros países la presencia de Aedes albopictus, 

mosquito que también es capaz de transmitir el ZIKV, suponiendo un riesgo para la 

población.  La información sobre la incidencia de ZIKV en regiones de la OMS como 

África, Sudeste Asiático o el Oeste del Pacífico, es limitada ya que algunos países no han 

actualizado sus datos (WHO, 2022a).  

 

África es la región donde se originó el ZIKV, siendo una región clave en la historia 

del virus. Se ha observado transmisión autóctona en diferentes países africanos, 

incluyéndose recientemente en esta lista a Kenia, tras su confirmación a través de 

estudios serológicos. Aparte de África, el sudeste asiático también ha sido una región 

importante en la evolución y transmisión del ZIKV, y donde se han producido brotes a lo 

largo de la historia del virus. Además, es una zona con gran riesgo debido a la alta 
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densidad de población del vector del virus. Cabe destacar, que en 2021 se produjo un 

brote en el Estado de Kerala, India, siendo el primer brote en el Sudeste Asiático desde 

2018. Con respecto al Oeste del Pacífico, solo se han registrado casos esporádicos de 

ZIKV desde mitad de 2019. Mientras en el Mediterráneo Oriental no se ha registrado 

transmisión autóctona de ZIKV, aunque se ha detectado a Aedes aegypti en diversos 

países de la región (WHO, 2022a).   

 

América es la región de la OMS con mayor número de casos por ZIKV de forma 

anual. El pico de brotes por ZIKV se obtuvo en la primera mitad de 2016 y descendió en 

la mayoría de los países del continente desde 2017 hasta 2020. En 2020, se reportaron 

22.885 casos de ZIKV en América, de los cuales, el 12% fueron confirmados mediante 

técnicas de laboratorio (WHO, 2022a) y en 2022 se registró una incidencia acumulativa 

de 40.249 casos de ZIKV, de los cuales el 8,1% fueron confirmados mediante técnicas de 

laboratorio (PAHO, n.d.-b) (Figura 9). Además, durante el año 2022 se registraron 2 

muertes relacionadas con ZIKV (PAHO, n.d.-b).  

 

Figura 9: Distribución de los casos reportados de Zika durante las semanas epidemiológicas de 
los años 2021 y 2022 en América.  Datos sobre los casos reportados de ZIKV durante los años 
2021 y 2022 incorporados en “Health Information Platform for The Americas (PLISA, 
PAHO/WHO)” por los ministerios e institutos de salud de los países y territorios del continente 
americano. Figura extraída de (PAHO, n.d.-a).  
 

Barbados fue el país con mayor incidencia acumulativa en 2022, seguido de Brasil, 

Paraguay y Guatemala (PAHO, n.d.-a) (Figura 10). Se ha descrito la transmisión 

autóctona de ZIKV en todos los países del continente americano, excepto Bermuda, San 
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Eustaquio y Saba, Chile continental, Uruguay y Canadá. En general, se observa la 

persistencia de transmisión de ZIKV en América, pero a bajos niveles y de forma 

heterogénea a lo largo de los diferentes países del continente (WHO), 2022a).  

 

Figura 10: Incidencia acumulativa de casos de ZIKA por 100.000 habitantes en América en 
2022.  Datos sobre la incidencia de casos de ZIKV durante el año 2022 incorporados en “Health 
Information Platform for The Americas (PLISA, PAHO/WHO)” por los ministerios e institutos de 
salud de los países y territorios del continente americano. Figura extraída de (PAHO, n.d.-a).  
 

En Europa no se habían detectado casos autóctonos de transmisión de ZIKV por 

mosquito, sino casos de infecciones por ZIKV en europeos que habían viajado a países 

endémicos del virus. Hasta finales de 2019, cuando se identificó transmisión autóctona 

en Francia. En Europa también se ha informado de la presencia en algunos países del 

vector Aedes aegypti (WHO, 2022a). 
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Figura 11: Áreas con riesgo de ZIKA. Mapa mundial donde se muestra el grado de riesgo de 
infección por ZIKV en base a colores. En rojo: país o territorio con brote de ZIKV actual. En violeta 
oscuro: país o territorio que alguna vez ha notificado casos de ZIKV, tanto en el pasado como en 
la actualidad. En violeta claro: áreas con baja probabilidad de infección por ZIKV debido a la 
altura (más de 2000 metros). En amarillo: país o territorio donde se ha establecido el vector, 
pero no hay casos de ZIKV reportados. Y por último en verde: país o territorio donde no se ha 
establecido el vector. Datos obtenidos hasta la fecha del 25 de Julio de 2022. Figura extraída de 
(CDC, 2022b). 
 

Debido a que la mayoría de los casos de infección por ZIKV cursa de forma 

asintomática o con sintomatología leve, y a la falta de recursos en algunos países para 

la vigilancia de enfermedades de este tipo, resulta complicado la obtención de los datos 

reales sobre esta enfermedad. Este hecho, la vigilancia de la enfermedad se ha visto 

agravado durante la pandemia de SARS-Cov-2, durante la cual se han destinado gran 

cantidad de recursos para dicha enfermedad que anteriormente se utilizaban entre 

otras cosas para la vigilancia de infecciones por arbovirus. Además, debido al cambio de 

comportamiento y medidas sanitarias que se llevaron a cabo durante la pandemia, como 

el confinamiento, se redujo el cuidado de ciertos ambientes que favorecen la cría de 

mosquitos promoviendo la transmisión de esta clase de virus (WHO, 2022a).  

 

También, conviene enfatizar que actualmente no existen vacunas, tratamiento ni 

diagnóstico específico contra el ZIKV (CDC, 2019; WHO, 2022b).  

 

Con relación al diagnóstico, la similitud evolutiva de los flavivirus ha conllevado a la 

reactividad cruzada de ZIKV y DENV, varios grupos investigadores han descubierto una 
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respuesta de anticuerpos anti-DENV que genera una reacción cruzada con ZIKV, 

mejorando su infección y aumentando su patogenia (Dejnirattisai et al., 2016; J. Wen & 

Shresta, 2019). Esta reacción, junto a la superposición de la distribución geográfica de 

ambos virus y la sintomatología común, hacen difícil el diagnóstico de la infección por 

ZIKV. De hecho, la única prueba capaz de diferenciar la infección entre ZIKV y DENV es 

la detección de ARN en muestras de suero, plasma, orina, saliva y líquido amniótico, 

mediante RT-PCR (“Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction”) durante la fase 

aguda de la infección. Además, esta prueba requiere de personal e instalaciones 

capacitadas dificultando el diagnóstico en ciertas áreas (Corman et al., 2016; Waggoner 

& Pinsky, 2016). 

 

Tampoco existe un tratamiento específico contra el ZIKV. Debido al tropismo 

neurológico y placentario del ZIKV, se dificulta en gran medida el hallazgo de un fármaco 

capaz de traspasar la barrera hematoencefálica y transplacentaria sin causar efectos 

negativos sobre el paciente y/o el feto. Los estudios llevados a cabo hasta ahora se han 

centrado principalmente en la investigación de análogos de los nucleósidos y no 

nucleósidos que dificulten la actividad de la polimerasa viral, inhibidores de la actividad 

metilasa de la misma polimerasa, inhibidores de la proteasa y del proceso de fusión de 

membranas viral y endosomal que se produce durante la entrada viral (Bernatchez et 

al., 2020).  

 

Aunque no existen vacunas contra el ZIKV en el mercado, sí que se han realizado 

ensayos cuyos resultados han sido prometedores. Se han desarrollado diferentes 

vacunas para el ZIKV, vacunas de virus vivos atenuados, virus inactivados, ácidos 

nucleicos y vectores de adenovirus y virus del sarampión; estas últimas basadas en los 

genes de proteínas las estructurales como PrM (precursor de membrana) y E (envoltura) 

(Pattnaik et al., 2020; Adam et al., 2023). La vacuna de virus vivos atenuados se ha 

expuesto como la mejor estrategia contra la infección por ZIKV, al inducir una potente 

producción de anticuerpos neutralizantes y una respuesta específica de células T CD4+ 

y CD8+ en ratones. Esta respuesta inmunitaria frente a dicho tipo de vacuna ha supuesto 

una protección en ratones frente a las enfermedades inducidas por ZIKV y la transmisión 

vertical (Shan, Muruato, Jagger, et al., 2017; Shan, Muruato, Nunes, et al., 2017; X. Xie 
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et al., 2018; Adam et al., 2021; Adam et al., 2023). Pero no han sido aceptadas en 

ensayos clínicos por causas de seguridad, sobre todo en mujeres embarazadas (Adam et 

al., 2021; Adam et al., 2023). Además, la reactividad cruzada de anticuerpos entre ZIKV 

y DENV es un factor a tener en cuenta en el desarrollo de vacunas (Dejnirattisai et al., 

2016; J. Wen & Shresta, 2019). Este hecho como ya se ha comentado, también ha 

contribuido a la falta de ensayos de diagnóstico sensibles y específicos contra el ZIKV, lo 

que aparte de dificultar el diagnóstico también afecta al desarrollo de vacunas 

(Bernatchez et al., 2020). A su vez, la dificultad de reclutar sujetos para los ensayos y la 

disminución de los casos que ha conllevado a la pérdida de interés social sobre el virus, 

han supuesto un impedimento en el avance en este campo. De hecho, de las 45 vacunas 

candidatas que se encontraban bajo estudio poco después del brote de 2015-2016, en 

2020 solo 8 proyectos continuaban en investigación (Bernatchez et al., 2020; Pattnaik et 

al., 2020).  

 

Por todo lo anteriormente expuesto, la gran cantidad de países con transmisión 

autóctona y/o con la presencia del vector, la escasa vigilancia de la enfermedad y la falta 

de vacunas, tratamiento y diagnóstico específico, existe un alto riesgo de emergencia y 

re-emergencia del ZIKV a nivel mundial.  

 

1.4.1.3. Patogénesis y curso natural de la infección por ZIKV. 

 
La principal vía de transmisión de ZIKV es a través de la picadura de mosquito, sobre 

todo por el género Aedes (Stegomyia), y concretamente la especie Aedes aegypti (Garcia 

et al., 1969; M. I. Li et al., 2012; Plourde & Bloch, 2016). Aunque también se transmite 

por otras especies como Aedes albopictus, Aedes africanus y Aedes hensilli entre otras 

(HaddowA et al., 1964; Diallo et al., 2014; Grard et al., 2014; Ledermann et al., 2014). El 

mosquito adquiere el virus cuando pica e introduce en su organismo la sangre de un 

primate infectado por ZIKV. Una vez se encuentra en el mosquito, el virus infecta y se 

replica en las células epiteliales del mosquito, circula a través de la sangre hasta la 

glándula salival y continúa la transmisión del virus picando a otro primate no humano o 

a humanos infectándolos con el virus a través de su saliva. Con ello continuando el ciclo 
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de transmisión selvático o comenzando el ciclo de transmisión urbano respectivamente, 

como podemos observar en la Figura 12 (Rather, Lone, Bajpai, Paek, et al., 2017). 

Además, se han descrito otras vías de transmisión como la congénita (Martines, 

Bhatnagar, Keating, et al., 2016; Oliveira Melo et al., 2016), perinatal (Besnard et al., 

2014; Miner et al., 2016)  y sexual (Foy et al., 2011; Musso et al., 2015; Sakkas et al., 

2018). Por otro lado, aunque de manera menos común, también se han observado casos 

de transmisión del ZIKV a través de transfusión de sangre (Musso et al., 2014; FDA, 2018) 

y sudor (Menezes-Neto et al., 2020). 

 
Figura 12: Vías de transmisión del virus ZIKA. El ZIKV se transmite a través de diferentes clases 
de ciclos. Por un lado, puede transmitirse entre primates no humanos a través de varias especies 
de mosquito Aedes, dando lugar a un ciclo de transmisión selvático. Por otro lado, también se 
puede transmitir el virus entre humanos a través de diversas especies de mosquito Aedes, 
siendo este caso un ciclo de transmisión urbano. Por último, también se ha demostrado la 
transmisión sexual, vertical y por transfusiones sanguíneas de ZIKV. Figura extraída de (Rather, 
Lone, Bajpai, Paek, et al., 2017). 



  Introducción 
 

S. Pérez Yanes  51 

El periodo de incubación de la infección por ZIKV es de entre 3 y 12 días (Ioos et al., 

2014). Lo más común, en el 80% de los casos aproximadamente, es que se produzca una 

infección asintomática, pero cuando se presenta sintomatología, esta suele ser leve e 

inespecífica (Ioos et al., 2014; Petersen et al., 2016; Plourde & Bloch, 2016), similar a 

infecciones por otros arbovirus: erupción cutánea (maculopapular y pruriginoso en la 

mayoría de los casos, que comienza desde la cara y se extiende hasta las extremidades), 

edema en las extremidades, fiebre, dolor de cabeza, vértigo, trastornos digestivos, 

artralgia, mialgia y conjuntivitis (Ioos et al., 2014; Dupont-Rouzeyrol et al., 2015; Musso 

et al., 2015; Zammarchi et al., 2015). Desafortunadamente, se ha asociado al ZIKV con 

enfermedades más graves relacionadas con el sistema nervioso como la microcefalia 

(Kleber de Oliveira et al., 2016; Oliveira Melo et al., 2016; Schuler-Faccini et al., 2016)  y 

el síndrome Guillain-Barré (SGB) (Oehler et al., 2014; Cao-Lormeau et al., 2016; Watrin 

et al., 2016). 

 

La microcefalia es un desorden del desarrollo neurológico caracterizado por la 

reducción del tamaño del perímetro cefálico (PC) o circunferencia craneal al nacer (2-3 

desviaciones estándar por debajo de la media), un crecimiento más lento que el 

promedio en el PC tras el nacimiento y discapacidad intelectual debido a la incapacidad 

de proliferación y la muerte celular de las células progenitoras corticales y su progenie 

neuronal (Barbelanne & Tsang, 2014; Mlakar et al., 2016; Rasmussen et al., 2016; Wen 

et al., 2017) (Figura 13). La microcefalia severa se caracteriza por convulsiones, retraso 

en el desarrollo del habla y dificultad para sentarse, levantarse y caminar. También 

pueden tener problemas de alimentación, pérdida auditiva y deterioro de la visión (CDC, 

2022c). La causa de la microcefalia puede ser una variación genética, la exposición a 

agentes teratogénicos o infecciones congénitas (Ashwal et al., 2009; de Araújo et al., 

2016).  
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Figura 13: Relación de ZIKV con microcefalia en mujeres embarazadas. Ilustración de la 
microcefalia, enfermedad congénita producida por ZIKV, en niños recién nacidos. Figura extraída 
de (Rather, Lone, Bajpai, & Park, 2017). 
 

Se ha identificado, que este fallo en el desarrollo neurológico del feto se produce 

con mayor frecuencia cuando la madre se infecta durante el primer trimestre (J. Dang 

et al., 2016; Rather, Lone, Bajpai, & Park, 2017). A través de diferentes estudios donde 

se ha detectado el ARN viral en el líquido amniótico y tejidos de la placenta de 

embarazadas infectadas por ZIKV, así como también en los tejidos cerebrales de los 

fetos, se cree que la infección se produce a través de las células de la placenta, 

rompiendo así la barrera de protección que le proporciona al feto (Martines, Bhatnagar, 

Keating, et al., 2016; Noronha et al., 2016; Schuler-Faccini et al., 2016; Bhatnagar et al., 

2017) (Figura 14). Esta ruta transplacentaria de transmisión del ZIKV también se ha 

demostrado in vivo (Cugola et al., 2016; Miner et al., 2016; K.-Y. Wu et al., 2016). 

Además, se ha descrito a los macrófagos de la placenta (células Hofbauer) y a los 

trofoblastos como células diana de ZIKV (Bayer et al., 2016; Quicke et al., 2016). La 

infección por ZIKV de estos dos tipos celulares de la placenta provoca una respuesta 

inflamatoria, así como también la infección de los trofoblastos produce su apoptosis y 

un daño vascular generando una insuficiencia placentaria. Tanto la respuesta 
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inflamatoria como la insuficiencia placentaria podrían ser responsables del incorrecto 

desarrollo fetal (Bayer et al., 2016; Miner et al., 2016; Quicke et al., 2016; Wen et al., 

2017). 

 

 
Figura 14: Transmisión vertical de ZIKV. El ZIKV se transmite a una mujer embarazada por 
ejemplo mediante una picadura de mosquito Aedes, y una vez infectada puede transmitir el 
virus al feto mediante transmisión vertical, infectando los trofoblastos y las células de Hofbauer 
de la placenta, permitiendo la infección del sistema nervioso del feto. Figura extraída de (Z. Wen 
et al., 2017). 
 

De igual modo, también se ha observado que las células progenitoras neurales 

(CPN) del tejido cortical son muy susceptibles a la infección por ZIKV, mientras que las 

neuronas inmaduras son menos susceptibles (Cugola et al., 2016; Tang et al., 2016; Wen 

et al., 2017). En las CPN, el virus detiene el ciclo celular, reduciendo la proliferación 

celular e impidiendo la neurogénesis, y también aumenta la muerte celular, 

aumentando la activación de caspasas y el mecanismo de apoptosis (Cugola et al., 2016; 

J. Dang et al., 2016; Tang et al., 2016). En ambas capas (neuronal y CPN) se ha observado 

una mayor delgadez por la infección de ZIKV y en los organoides cerebrales un menor 

tamaño y plegamiento de superficie, manifestaciones similares a la microcefalia (Cugola 

et al., 2016; J. Dang et al., 2016; Garcez et al., 2016; Qian et al., 2016). 
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El ZIKV también infecta astrocitos y microglía, células fundamentales en el 

neurodesarrollo (Reemst et al., 2016; Retallack et al., 2016), así como células 

precursoras de oligodendrocitos, células madre neuroepiteliales neocorticales y de la 

médula espinal, las cuales son las primeras poblaciones de células madre neuronales 

residentes presentes en el neurodesarrollo, y a las células de la cresta neural craneal, a 

partir de las cuales se originan la mayoría de los huesos craneales (Bayless et al., 2016; 

Onorati et al., 2016; Retallack et al., 2016; Wen et al., 2017). 

 

Aparte de la microcefalia, la infección por ZIKV también genera otras 

malformaciones congénitas como atrofia cerebral, calcificaciones en la placa cortical y 

subcortical, daño axonal, nódulos microgliales y gliosis  (Driggers et al., 2016; Martines, 

Bhatnagar, de Oliveira Ramos, et al., 2016; Mlakar et al., 2016; Wen et al., 2017).  

 

Además, como se ha expuesto anteriormente, también es un agente causal del 

síndrome Guillain-Barré (SGB). El SGB es un trastorno autoinmune que causa anomalías 

a nivel sensorial, disfunción autonómica y debilidad, ya que ocasiona un daño a nivel 

periférico o de la raíz nerviosa (Sejvar et al., 2011; Dirlikov et al., 2017). Se caracteriza 

por una debilidad bilateral simétrica de las extremidades e hiporreflexia o arreflexia y 

una rápida progresión, ya que alcanza su máxima gravedad en solamente 4 semanas 

aproximadamente (R. A. Hughes & Cornblath, 2005; van Doorn et al., 2008; Yuki & 

Hartung, 2012), siendo los primeros síntomas: entumecimiento, parestesia, debilidad, 

dolor en las extremidades o la combinación de estos (Yuki & Hartung, 2012). Tras la fase 

de progresión, le prosigue una fase de meseta que dura 7 días de media 

aproximadamente (rango de 2 días a 6 meses) y por último la fase de recuperación 

(Fokke et al., 2014).  

 

El síndrome se desencadena por infecciones previas con patógenos específicos 

como Campylobacter jejuni, citomegalovirus, el virus de Epstein-Barr, Mycoplasma 

pneumoniae o el virus Zika, entre otros (Jacobs et al., 1998; Hadden et al., 2001), las 

cuales activan la producción de anticuerpos que en este caso tienen una reacción 

cruzada con los gangliósidos de las membranas nerviosas, produciendo un daño a nivel 
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nervioso que conlleva la desmielinización, daño axonal o ambos (Kusunoki et al., 2008; 

Sejvar et al., 2011). En base al agente infeccioso y la especificidad de los anticuerpos 

antigangliósidos se define el curso clínico del síndrome y el subtipo de SGB (van der 

Meché et al., 2001; van Doorn et al., 2008), que difieren a nivel clínico, electrofisiológico 

e histológico (T. W. Ho et al., 1995; van der Meché et al., 2001; R. A. Hughes & Cornblath, 

2005).  

 

Los dos más comunes y conocidos son la Polineuropatía Desmielinizante 

Inflamatoria Aguda (AIDP, “Acute Inflammatory Demyelinating Polyneuropathy”) y la 

Neuropatía Axonal Motora Aguda (AMAN, “Acute Motor Axonal Neuropathy”). AIDP es 

una forma sensoriomotora de SGB causada por una demielinización que genera déficits 

de nervios craneales, disfunción autonómica y dolor (Albers et al., 1985; R. A. Hughes & 

Cornblath, 2005; van den Berg et al., 2014). Por otro lado, AMAN es una forma motora 

de SGB, y se caracteriza en que la polineuropatía axonal no se acompaña de déficits 

sensoriales; afecta a las fibras de los nervios motores sin afectar a la mielina  (Griffin, Li, 

Macko, et al., 1996; Hafer-Macko et al., 1996; van den Berg et al., 2014). También existe 

un subtipo de GBS axonal denominado Neuropatía Axonal Sensorial y Motora Aguda 

(AMSAN, “Acute Motor and Sensory Axonal Neuropathy”) donde encontramos lesiones 

axonales en ambas fibras, sensoriales y motoras (Griffin, Li, Ho, et al., 1996; R. A. Hughes 

& Cornblath, 2005). A su vez, también se puede producir el síndrome de Miller Fisher 

(MFS, “Miller-Fisher Syndrome”), un subtipo poco común que se caracteriza por la 

sintomatología de oftalmoplejía, ataxia y arreflexia (Fisher, 1956; Mori & Kuwabara, 

2011). 

 

En un estudio de metaanálisis del fenotipo clínico y electrofisiológico del SGB 

causado por ZIKV, se observó que generalmente se produce el subtipo AIDP, que causa 

frecuentemente parálisis facial y avanza hacia un estado grave de la enfermedad que 

suele requerir ingreso en la UCI (Leonhard et al., 2020).  

 

Por último, resaltar que el ZIKV es capaz de infectar otros tipos celulares además de 

los anteriormente expuestos. En la mayoría de los casos, el individuo se infecta tras la 

picadura de un mosquito, por lo que la infección inicial probablemente se producirá en 
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las células de la piel, afectando a los fibroblastos dérmicos, los queratinocitos 

epidérmicos y las células dendríticas inmaduras (Hamel et al., 2015). En relación con la 

transmisión por vía sexual, se ha detectado ARN de ZIKV en el epidídimo (órgano donde 

maduran y almacenan los espermatozoides), se ha descrito a las células epiteliales del 

epidídimo y los leucocitos luminales como dianas del ZIKV, así como también se ha 

detectado ARN viral en espermátidas inmaduras (Uraki et al., 2017; McDonald et al., 

2018; Sheng et al., 2021; Vogt et al., 2021). También se ha detectado ARN viral en el 

semen incluso 6 meses después de la infección, todavía no se sabe con certeza cuál es 

el reservorio celular, aunque se ha detectado ARN viral y antígenos de ZIKV en 

espermatozoides. En un estudio en ratones, observaron que las partículas virales se 

encontraban sobre todo en el fluido seminal de forma libre y que las células epiteliales 

del epidídimo podrían ser las principales células productoras de viriones (Nicastri et al., 

206; McDonald et al., 2018; Mead et al., 2018; Petridou et al., 2019).  
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Figura 15: Tejidos y células susceptibles a la infección por ZIKV. Ilustración de los diferentes 
tejidos y tipos celulares susceptibles a la infección por ZIKV. La piel está representada por un 
dibujo de un fibroblasto; los tejidos de OBGYN (“Obstetrician-Gynecologist”) por un dibujo de la 
vellosidad de la placenta; los tejidos del cerebro embrionario por un dibujo de un cerebro 
embrionario donde se resaltan las células progenitoras neurales; y los testículos por un dibujo 
de su estructura interna donde se resaltan los espermatozoides. Figura extraída de (Gorshkov et 
al., 2019). 
 

1.4.2. Morfología y estructura del ZIKV. 

 
El ZIKV es un virus con simetría icosaédrica y con envoltura, en cuyo interior 

encontramos el material genético (Pierson & Diamond, 2012; Y. Shi & Gao, 2017; B. 

Wang et al., 2018; Hasan et al., 2018). El material genético consiste en una cadena de 

ARN de polaridad positiva, de aproximadamente 11 Kb de longitud, que contiene un 

“cap” metilado en la región UTR del extremo 5¢ (~107 nucleótidos), un UTR 3¢ (~428 

nucleótidos) que carece de una cola poliA, pero en su lugar tiene CUOH al final de una 

horquilla de ARN conservada relacionada con la evasión del sistema inmunitario; y 

además posee un único “Open Reading Frame” (Y. Shi & Gao, 2017;  B. Wang et al., 2018; 

Göertz et al., 2018; H.-H. Lin et al., 2018). Actúa como un ARNm a partir del cual se 



Introducción 
 

        S. Pérez Yanes 58 

traduce una única poliproteína que será procesada por las proteasas viral y del 

hospedador, generando tres proteínas estructurales: la cápside (C), el precursor de 

membrana (prM) y la envoltura (E), y siete proteínas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Hamel et al., 2015; Y. Shi & Gao, 2017; Hasan et al., 2018) (Figura 

16). 

 

• Cápside (C): la cápside es una de las tres proteínas estructurales del virus. Las 

proteínas C se unen al ARN viral para formar la nucleocápside de los viriones, la 

cuál será envuelta por una membrana lipídica que contiene las proteínas virales 

prM y E. Además, también se ha descrito que actúa en el proceso de infección 

interaccionando con proteínas celulares, modulando el metabolismo celular y la 

apoptosis (S. Hou et al., 2017; Fontaine et al., 2018; Shang et al., 2018; T. Y. Tan 

et al., 2020; Zeng et al., 2020). 

 

• Precursor de membrana (prM)/ membrana (M): la proteína prM es la precursora 

de la proteína M. Durante la maduración de las partículas víricas, la proteasa 

furina del hospedador corta prM en la proteína M y el péptido Pr. prM protege 

la glicoproteína Envoltura (E) de una fusión prematura durante el transporte del 

virión inmaduro desde el RE hacia la red del trans-Golgi donde se produce la 

maduración del virión. Tanto la proteína M como E forman parte de la envoltura 

o superficie viral que recubre la nucleocápside del virión maduro (Kostyuchenko 

et al., 2016; Sirohi et al., 2016; Prasad et al., 2017; Nambala & Su, 2018; G. Li et 

al., 2019). 

 

• Envoltura (E): la envoltura es la glicoproteína que se encarga de la unión a los 

receptores celulares y la posterior entrada en la célula hospedadora. Asimismo, 

la proteína viral E se ha asociado con la patogénesis, el reconocimiento del 

sistema inmunitario y la adaptación al hospedador (Dai et al., 2016; Fontes-

Garfias et al., 2017; Giraldo et al., 2020; Shan et al., 2020; M. Guo et al., 2021). 

 

• NS1: la proteína NS1 existe en dos tipos de formas oligoméricas, como dímero 

unido a la membrana del RE y/o a la membrana citoplasmática (NS1m), y como 
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hexamérica (NS1s), secretada por la célula infectada. Estas formas oligoméricas 

NS1m y NS1s presentan funciones diferentes. NS1m actúa a nivel de la infección 

y replicación viral, tiene la capacidad de inducir la remodelación de las 

membranas del RE necesaria para la formación de los sitios de replicación. 

Mientras NS1s interviene en la evasión del sistema inmunitario y en la inducción 

de la permeabilidad de los tejidos. Se ha descrito a NS1 como una de las 

proteínas no estructurales que actúa sobre la ruta del interferón (IFN) evitando 

la respuesta inmunitaria contra el virus (Hilgenfeld, 2016; Song et al., 2016; 

Watterson et al., 2016; Y. Wu et al., 2017; Xia et al., 2018; Puerta-Guardo et al., 

2019; Ci et al., 2020). 

 

• NS2A: NS2A es una proteína que se encuentra anclada en la membrana del RE. 

NS2A recluta el material genético y el complejo de envoltura prM/E en el sitio de 

ensamblaje del virión, así como también tiene un papel en la remodelación de 

las membranas durante el ensamblaje, mostrando un papel fundamental en este 

paso del ciclo viral. Asimismo, se ha descrito su papel en la replicación viral, en 

la evasión del sistema inmunitario y en la patogénesis, degradando proteínas 

adherentes de unión y como consecuencia impidiendo la neurogénesis cortical 

en mamíferos (J. Y. Leung et al., 2008; K.-J. Yoon et al., 2017; Márquez-Jurado et 

al., 2018; Xia et al., 2018; Ngueyen et al., 2019; X. Zhang, Xie, Xia, et al., 2019; X. 

Zhang, Xie, Zou, et al., 2019). 

 

• NS2B: al igual que NS2A, NS2B es una proteína transmembrana que se encuentra 

en el RE. Actúa como factor para reclutar a NS3 al RE y para que el dominio 

proteasa de NS3 pueda ejecutar su actividad catalítica. Está compuesto por tres 

partes: el extremo N-terminal, una región central hidrofílica y el extremo C-

terminal, siendo la región hidrofílica la responsable de su actividad como 

cofactor de NS3 (D. Leung et al., 2001; Xing et al., 2020). 

 

• NS3: NS3 junto a NS5 son las únicas proteínas no estructurales no asociadas a 

membrana. En este caso NS3 de forma natural se encuentra en la mitocondria, 

por lo que necesita el cofactor NS2B para localizarse en el RE, en el 
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compartimento de replicación donde lleva a cabo su función. Está formada por 

dos dominios con diferente actividad enzimática, el dominio proteasa en su 

extremo N-terminal y el dominio helicasa en su extremo C-terminal. Es una 

proteasa de serina que tras la traducción del RNA viral, NS2B3 corta la 

poliproteína en diferentes sitios de corte que incluyen las regiones de unión de: 

C-prM, NS2A-2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A y NS4B-NS5 en el lado citosólico del RE. 

Por otro lado, durante la replicación viral, el dominio helicasa de NS3 es el 

encargado de separar el dsRNA viral en ssRNA para que actúen como cadenas 

molde y seguir sintetizando nuevo material genético viral, lo cual ocurre en el 

compartimento de replicación. En otros flavivirus como el Dengue, NS3 aparte 

de tener actividad ARN helicasa y serina proteasa, también tiene actividad ARN 

trifosfatasa en el extremo C-terminal necesaria para comenzar el proceso de 

“capping” del nuevo ARN viral sintetizado (Wengler & Wengler, 1993; H. Li et al., 

1999; Benarroch et al., 2004; Selisko et al., 2014; Kang et al., 2017; H. Lee et al., 

2017; Majerová et al., 2019; Xing et al., 2020; Knyazhanskaya et al., 2021; Q. Li & 

Kang, 2021). 

 

• NS4A: NS4A es una proteína asociada a membrana, a la que en diversos flavivirus 

se ha involucrado en diferentes procesos como la replicación viral, la 

remodelación de membranas, antagonismo de la respuesta celular del IFN o la 

inducción de la autofagia (S. Miller et al., 2007; McLean et al., 2011; R. L. 

Ambrose & Mackenzie, 2015; J. Ma et al., 2018;  Klaitong & Smith, 2021). 

 

• NS4B: NS4B es una proteína de membrana involucrada en la replicación viral, la 

evasión del sistema inmunitario, la desregulación de la célula hospedadora y la 

remodelación de la membrana del RE (Muñoz-Jordán et al., 2005; Chatel-Chaix 

et al., 2015; Q. Liang et al., 2016; Y. Wu et al., 2017; Hoffmann et al., 2021; X. 

Han et al., 2021).  

 

• NS5: NS5 es la proteína no estructural más larga. Consta de dos dominios con 

diferentes actividades enzimáticas, el extremo N-terminal con actividad 

metiltransferasa (MTasa) dependiente de S-adenosil metionina (SAM) y el 
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extremo C-terminal con actividad ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp, 

“RNA dependent RNA polymerase”). Además de tener un papel clave en la 

replicación viral también es importante en el “capping” y la evasión de la 

respuesta inmunitaria mediante la supresión del IFN (H. Dong et al., 2014; Best, 

2017; B. Wang et al., 2017; B. Zhao et al., 2017; Upadhyay et al., 2017). 

 

 
Figura 16: Estructura del virión maduro infectivo, material genético y poliproteína del ZIKV. El 
virión de ZIKV tiene una estructura icosaédrica y posee en su superficie una Envoltura y en su 
interior su material genético, una cadena simple de ARN con polaridad positiva de 
aproximadamente 11 Kb. Este ARN monocatenario codifica una poliproteína que se escinde en 
el retículo endoplasmático por las proteasas virales y/o de la célula hospedadora, liberando tres 
proteínas estructurales (C, prM y E, recuadros rojos) y siete proteínas no estructurales (NS1, 
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5, recuadros amarillos).La región 5¢ no traducida (UTR) es 
susceptible a una doble metilación específica (recuadro gris izquierdo) llevada a cabo por el 
dominio metltransferasa de NS5 con el fin de comportarse como un ARN mensajero y reclutar 
factores del hospedador necesarios en la traducción y también para evitar el reconocimiento y 
degradación celular del ARN viral. Los “loops” UTR en el extremo 3¢ son ARN subgenómicos 
(sfRNA, recuadro gris derecho) importantes en la evasión de la respuesta inmunitaria. Figura 
modificada de (Estévez-Herrera et al., 2021). 
 

1.4.2.1. La proteína no estructural 5 (NS5) del ZIKV. 

 
1.4.2.1.1. Estructura y función. 

 
NS5 es la proteína más grande (~900 aminoácidos (aa)) y conservada entre los 

flavivirus, a nivel de secuencia es un 68% y 66% idéntica a NS5 del virus de la encefalitis 
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japonesa (JEV; “Japanese Encephalitis Virus”) y DENV3 respectivamente (Best, 2017; C. 

Wang et al., 2017). Está formada por dos dominios, el dominio metiltransferasa (MTasa) 

que se encuentra en el extremo N-terminal y el dominio ARN polimerasa dependiente 

de ARN (RdRp) en su extremo C-terminal como se puede observar en la Figura 17. 

 

 
Figura 17: Estructura de la proteína viral NS5 de ZIKV. La polimerasa viral NS5 de ZIKV posee 
dos dominios funcionales, en el extremo N-terminal se encuentra el dominio MTasa con 
actividad metiltransferasa y en el extremo C-terminal el dominio RdRp con actividad ARN 
polimerasa dependiente de ARN. En el inicio del dominio RdRp, se encuentra una secuencia de 
importe nuclear imprescindible en su localización subcelular nuclear. Figura creada en 
BioRender.com 
  

Analizando la disposición estructural de ambos dominios se pueden observar 

diferencias entre ellos. El dominio MTasa posee una estructura clásica de sándwich 

a/b/a. En el centro encontramos el sitio activo con la tétrada catalítica K61-D146-K182-

E218 que se conserva entre los diferentes flavivirus. A la izquierda del sitio catalítico se 

encuentra el bolsillo de unión a GTP y a la derecha el sitio de unión al cofactor donante 

de metilos SAM (B. Zhao et al., 2017; B. Wang et al., 2018). NS5 RdRp está formado por 

tres subdominios de “Thumb”, “Palm” y “Fingers”. El subdominio “Thumb” contiene el 

bucle cebador que parece que promueve la iniciación de la síntesis y su elongación, el 

subdominio “Palm” actúa como centro catalítico y el subdominio “Fingers” regula la 

actividad RdRp de novo. Los tres subdominios forman en conjunto tres túneles para el 

acceso del ARN molde, la entrada de nucleótidos y la salida del ARN sintetizado. Además, 

NS5-RdRp contiene dos iones de zinc, cuya función no está definida, pero se cree que 

podría estabilizar el pliegue estructural (Yap et al., 2007; Selisko et al., 2012; Selisko et 

al., 2014; Surana et al., 2014; B. Zhao et al., 2017; B. Wang et al., 2018).  

 

NS5-RdRp utiliza la cadena de +ssRNA viral como molde de síntesis de nuevo 

material genético. La síntesis es mediante un mecanismo de novo, es decir, comienza 

desde el extremo 3¢ sin necesidad de utilizar un “primer”, produciendo la cadena 

complementaria -ssRNA y obteniendo como resultado una doble cadena de ARN 
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(dsRNA) (Ackermann & Padmanabhan, 2001; Kao et al., 2001; Knyazhanskaya et al., 

2021). A continuación, NS3 con su actividad helicasa separa las dos hebras de ARN, 

permitiendo actuar otra vez a NS5. NS5-RdRp sintetizará de nuevo otra cadena de ARN, 

pero en este caso utilizará -ssRNA como molde generando un nuevo dsRNA que servirá 

para generar nuevas copias de +ssRNA. Se ha descrito una asimetría en la síntesis de 

ARN de los flavivirus, en la que se genera un mayor número de copias de +ssRNA que de 

-ssRNA (Knyazhanskaya et al., 2021). 

 

La nueva cadena de ARN viral se debe metilar y formar la caperuza tipo 1 

(7MeGpppA2ʹOMe) en el extremo 5¢ para evitar su degradación por las 5¢ exoribonucleasas 

y para mejorar el inicio de la traducción. El dominio MTasa de NS5 actúa como N-7 

guanina metiltransferasa y 2¢-O metiltransferasa (Ray et al., 2006; Egloff et al., 2007; 

Issur et al., 2009; B. Wang et al., 2018; Knyazhanskaya et al., 2021). Para ello, de nuevo 

vuelve a actuar en conjunto con NS3. La NS3 hidroliza el extremo 5¢-trifosfato con su 

actividad trifosfatasa generando un extremo 5¢-difosfato (H. Li et al., 1999; Bartelma & 

Padmanabhan, 2002). NS5 transfiere GMP al extremo 5¢-difosfato del ARN actuando 

como una guanililtransferasa (GTasa) (Issur et al., 2009; Jia et al., 2022). Tras lo cual, el 

dominio MTasa actúa como una N-7 guanina metiltransferasa, transfiriendo un grupo 

metilo desde el cofactor SAM al ARN con caperuza en la posición N7 de la guanina. Para 

finalizar, actúa como una 2¢-O metiltransferasa, transfiriendo un grupo metilo desde 

SAM a la ribosa de la posición 2¢-OH del primer nucleótido de ARN (Ray et al., 2006; B. 

Wang et al., 2018). 

 

Además de tener un papel clave en la replicación y “capping” del ARN viral, también 

interviene en la evasión del sistema inmunitario. 

 

1.4.2.1.2. Localización subcelular de NS5 de ZIKV en 

la infección. 

 
Aunque NS5 lleva a cabo las actividades de replicación y “capping” en los 

compartimentos de replicación que se encuentran en el lado citoplasmático del RE, NS5 

de ZIKV se localiza predominantemente en el núcleo (Buckley et al., 1992; Pryor et al., 
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2007; W. Hou et al., 2017). Como se observa en la Figura 17, en la región N-terminal del 

dominio RdRp se halla una secuencia bipartita de importe nuclear (NLS, “Nuclear 

Localization Sequence”), bNLS y a/bNLS, que define su localización a nivel nuclear 

mayoritariamente (C. Wang et al., 2017; W. Hou et al., 2017; Ji & Luo, 2020).  

 

Estudios recientes, han demostrado que las secuencias NLS de NS5 de ZIKV y DENV 

interaccionan con mayor afinidad a la importina a en comparación a la importina b1, 

transportando activamente a NS5 hacia el núcleo a través de los complejos de poro 

nuclear (Pryor et al., 2007; Ng et al., 2019). Pero ambas secuencias, bNLS y a/bNLS, son 

necesarias para el eficiente importe nuclear (Ng et al., 2019), siendo los aa 11-90 y 370-

406 responsables de la localización celular y la lisina de la posición 390 (K390), las 

argininas de las posiciones 391 y 393 (R391 y R393) y la prolina de la posición 392 (P392) 

residuos claves en dicho importe (Z. Zhao et al., 2021). Así como también, se ha descrito 

en la proteína NS5 de ZIKV un sitio de interacción con SUMO (SIM, “SUMO-Interacting 

Motifs”) que también es necesario en su localización nuclear (Conde et al., 2020). 

Además, se ha observado que el importe de NS5 al núcleo es clave en su estabilidad, ya 

que, si se impide su entrada al núcleo, NS5 se degrada y se inhibe la replicación viral (Ji 

& Luo, 2020).  

 

También se ha relacionado en NS5 de DENV el estado de fosforilación de los 

residuos de serina y treonina con su localización celular, NS5 hiperfosforilado se 

encuentra en el núcleo, mientras que NS5 hipofosforilado se sitúa en el citoplasma. 

Además, en este último estado de fosforilación puede interaccionar con NS3 a través de 

los dominios C-terminal de NS3 y N-terminal de NS5, en concreto, en la misma región 

con la que NS5 interacciona con la importina b y siendo el residuo asparagina de la 

posición 5070 (N570) de NS3 y la lisina de la posición 330 (K330) de NS5 claves en la 

interacción entre ambas proteínas (Kapoor et al., 1995; Johansson et al., 2001; Brooks 

et al., 2002; Tay et al., 2016).  

 

A nivel de perfil de distribución, al contrario que otros flavivirus como DENV en el 

que se encuentra a NS5 con un patrón disperso confinado al compartimento nuclear, el 

NS5 de ZIKV se sitúa formando estructuras discretas punteadas o cuerpos nucleares (NB, 
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“Nuclear Bodies”) (Grant et al., 2016; W. Hou et al., 2017; Conde et al., 2020). En un 

estudio de Ng et al., describieron con mayor resolución este nivel de organización, como 

estructuras prominentes carentes de membrana con forma de anillo donde se 

encuentra mayor concentración de NS5 en los extremos y mucha menor concentración 

en el medio, y que además aumentan el tamaño con respecto al tiempo de infección. 

Así como también demostraron su colocalización con la importina a en los NB (Ng et al., 

2019; Conde et al., 2020). Todavía no se sabe exactamente qué proteínas celulares 

forman parte de los NB ni la función que lleva a cabo NS5 en ellos. En general, los NB 

son subcompartimentos que encontramos dentro de regiones de la intercromatina del 

nucleoplasma, y existen diferentes NB como el nucléolo, los cuerpos de Cajal, los SUMO 

NB o los PML NB (PML, “Promyelocytic Leukemia Protein”) (Conde et al., 2020). Se han 

relacionado estas estructuras donde se encuentra NS5 con los cuerpos de Cajal, siendo 

NS5 la causa de la modificación de estos NB relacionados con la formación de partículas 

de ribonucleoproteína involucradas en el “splicing”, la biogénesis de los ribosomas y el 

mantenimiento de los telómeros (Machyna et al., 2013; Coyaud et al., 2018). NS5 reduce 

el nivel del factor de “splicing” SC35 y promueve su translocación del núcleo al 

citoplasma, sugiriendo que NS5 podría estar jugando un papel en el “splicing” genético 

en la célula hospedadora (de Maio et al., 2016; W. Hou et al., 2017). También se ha 

descrito la localización de NS5 en estos cuerpos nucleares como un paso clave en la 

modulación del sistema inmunitario y la respuesta inflamatoria de diferentes células 

susceptibles a la infección por ZIKV (M. J. A. Tan et al., 2019; Ng et al., 2019; Conde et 

al., 2020).  

 

1.4.3. Ciclo de vida del ZIKV. 

 
La proteína E del virión maduro de ZIKV reconoce y se une al receptor celular 

induciendo la endocitosis mediada por clatrina del virión (Lindenbach & Rice, 2003; 

Hackett & Cherry, 2018). La identificación del receptor celular es un punto 

controvertido. Se han descrito diversas proteínas de la superficie celular como posibles 

receptores; los receptores de la familia tirosina-quinasa AXL, TYRO3 y MER o el receptor 

de lectina tipo C DS-SIGN entre otros (Lindenbach & Rice, 2003; Perera-Lecoin et al., 

2013; Hamel et al., 2015; Nowakowski et al., 2016; F. Li et al., 2017; Meertens et al., 
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2017; Z.-Y. Wang et al., 2017; Laureti et al., 2018; Persaud et al., 2018; M. Guo et al., 

2021).  

 

Tras la endocitosis, debido al bajo pH del endosoma, la proteína E sufre un cambio 

conformacional pasando de tener una estructura de dímero a trímero con disposición 

en forma de horquilla, lo cual expone el bucle de fusión e induce la fusión de la 

membrana viral y la membrana endosomal permitiendo el “uncoating” del virión y la 

liberación del ARN al citoplasma (Lindenbach & Rice, 2003; Bressanelli et al., 2004; 

Stiasny et al., 2007; Smit et al., 2011; Carro & Cherry, 2020).  

 

Una vez se encuentra el ARN viral en el citoplasma, se traduce por los ribosomas 

celulares en una poliproteína viral que se encuentra integrada en la membrana del RE y 

que será cortada por las proteasas celulares y viral NS2B3 generando las diferentes 

proteínas estructurales y no estructurales. Las proteínas no estructurales remodelan la 

membrana del RE para formar los sitios de replicación viral donde se llevará a cabo la 

replicación del ARN viral gracias también a las proteínas no estructurales que junto a 

otras proteínas celulares forman el complejo de replicación (Klema et al., 2015; Barrows 

et al., 2018; Hu & Sun, 2019; M. Guo et al., 2021; Knyazhanskaya et al., 2021). Es 

necesaria la localización de las proteínas no estructurales en estos complejos de 

replicación para que se lleve a cabo la replicación del ARN viral. Las proteínas NS2A, 

NS2B, NS4A y NS4B son proteínas integrales del RE, NS1 se localiza en el lumen del RE y 

NS3 y NS5 al localizarse en el lado citoplasmático deben ser reclutadas a estos complejos 

de replicación (X. Xie et al., 2013; Klema et al., 2015; Barrows et al., 2018; Xing et al., 

2020).  

 

A continuación, se lleva a cabo el proceso de ensamblaje en el que la proteína prM 

interacciona con la proteína E en el RE, la proteína C y el nuevo ARN sintetizado se 

empaquetan en el lumen del RE formando la nucleocápside que se envuelve en una 

bicapa lipídica que contiene las proteínas virales prM y E generando los viriones 

inmaduros (Kaufmann & Rossmann, 2011; Nambala & Su, 2018; Shang et al., 2018; Hu 

& Sun, 2019). Estos viriones inmaduros son transportados a través de la red trans-Golgi 

donde debido al cambio de pH se expone el sitio de corte de la proteína prM que será 
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procesado por la proteasa celular furina formando la proteína M y el péptido pr, y se 

origina un cambio conformacional en la envoltura viral que pasa de una forma trimérica 

(prM-E) a una forma de heterodímeros (M-E) ocasionando la maduración de los viriones 

(Perera et al., 2008; Yu et al., 2008; Pierson & Diamond, 2012; Shang et al., 2018; Hu & 

Sun, 2019). Por último, los viriones maduros son liberados de la célula mediante 

exocitosis (Kaufmann & Rossmann, 2011; B. Wang et al., 2018; Hu & Sun, 2019). 

 

 
Figura 18: Ciclo viral de ZIKV. El ZIKV infecta y entra en la célula a través de la unión de la 
proteína viral E (Envoltura) y el receptor celular induciendo la endocitosis mediada por clatrina. 
Como consecuencia del bajo pH del endosoma, se produce la fusión de la membrana viral y de 
la membrana del endosoma, generando el “uncoating” del virión y liberando el material 
genético viral al citoplasma. Tras lo cual, se traduce el ARN viral en los ribosomas celulares 
generando una poliproteína que se integra en la membrana del retículo endoplasmático que 
será cortada por la proteasa viral NS2B3 y las proteasas celulares en 3 proteínas estructurales y 
7 no estructurales. Las proteínas no estructurales remodelan la membrana del retículo 
endoplasmático para formar el sitio donde se lleva a cabo la replicación del ARN viral gracias a 
la actuación en conjunto de diferentes proteínas virales. Posteriormente, el nuevo ARN y la 
proteína viral C forman la nucleocápside en el lumen del retículo endoplasmático, que será 
envuelta en una bicapa lipídica en la que se encuentran las proteínas prM y E, creando los 
viriones inmaduros. Estos viriones inmaduros se transportan a través de la red trans-Golgi y con 
el cambio del pH la proteasa celular furina corta la proteína viral prM y la proteína E sufre un 
cambio conformacional, produciendo la maduración de los viriones. Por último, los viriones 
maduros son liberados de la célula mediante exocitosis. Figura creada en Biorender.com. 
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1.4.4. Modulación de la respuesta inmunitaria por el virus ZIKA. 

 
1.4.4.1. Respuesta inmunitaria innata antiviral: Interferón. 

 
Uno de los pasos clave en la respuesta inmunitaria innata antiviral es la producción 

de IFN y la consecuente activación de la cascada de señalización del IFN para activar los 

genes estimulados por IFN (ISG, “IFN-Stimulated Genes”) que generan un ambiente 

antiviral en la célula hospedadora (Chang et al., 2006; Becquart et al., 2010; Jiang et al., 

2010; Crosse et al., 2018).  

 

Existen tres tipos de IFN en base a sus características genéticas, estructurales y 

funcionales, y el tipo de receptor que utilizan (S. Li et al., 2018; Lazear et al., 2019): IFN 

tipo I que incluye diferentes subtipos IFNa, IFNb, IFNe, IFNk e IFNw (Platanias, 2005; A. 

J. Lee & Ashkar, 2018), IFN tipo II con un solo subtipo IFNg (Platanias, 2005; A. J. Lee & 

Ashkar, 2018) e IFN tipo III también con un solo subtipo IFNl (Wack et al., 2015; Stanifer 

et al., 2020). Mientras que el IFN I se produce en la mayoría de las células, el IFN II se 

genera sobre todo en células del sistema inmunitario y el IFN III en las células epiteliales 

y células dendríticas (Lazear, Nice, et al., 2015; McNab et al., 2015; Wack et al., 2015). 

Sin embargo, las diferentes clases de IFN comparten la cascada de señalización y sus 

componentes.  

 

El mecanismo de producción y señalización de IFN I comienza con el reconocimiento 

de los patrones moleculares asociados al patógeno (PAMP, “Patoghen-Associated 

Molecular Patterns”) por parte de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR, 

“Pattern-Recognition Receptors”) y su consecuente activación (Takeuchi & Akira, 2010; 

Suthar et al., 2013; Serman & Gack, 2019). En el caso concreto de la detección de 

flavivirus, se han descrito al menos tres clases principales de PRRs (Serman & Gack, 

2019): los receptores de tipo Toll o “Toll-Like Receptors”, TLR3 y TLR7 que reconocen el 

ARN viral en el interior del endosoma (Sabouri et al., 2014; Vanwalscappel et al., 2018; 

Serman & Gack, 2019), los receptores parecidos al gen I inducible por ácido retinoico 

(RIG-I) (RLR, “retinoic acid-inducible gene I (RIG-I)-like receptors”), como el propio RIG-I 

o la proteína 5 asociada a la diferenciación del melanoma (MDA5, “Melanoma 
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differentiation-associated protein 5”) que reconocen el ARN viral en el citoplasma 

(Suthar et al., 2013; J. Ma et al., 2018; Serman & Gack, 2019), y, por último, la GMP-AMP 

sintetasa cíclica (cGAS) que detecta el dsDNA que se deslocaliza durante la infección (B. 

Sun et al., 2017; Y. Zheng et al., 2018; Serman & Gack, 2019).  

 

Una vez activados los PRRs, RIG-I y MDA5 se translocan desde el citosol hacia la 

mitocondria y las membranas asociadas a la mitocondria para interaccionar y activar, a 

través de sus dominios CARD (“Caspase Activation and Recruitment Domains”), la 

proteína de señalización antiviral mitocondrial (MAVS, “Mitochondrial Antiviral 

Signaling”) que envía una señal “downstream” para activar TBK1 (“TANK-Binding Kinase 

1”) (Loo & Gale, 2011; Chiang et al., 2014; Serman & Gack, 2019). TBK1, que junto con 

el inhibidor de NF-kB quinasa e, IKKe, son necesarios para la fosforilación y activación de 

los factores de transcripción IRF3, IRF5, IRF7 y NF-kB (Loo & Gale, 2011; L. J. Lee et al., 

2021). Dichos factores de transcripción activados se translocan del citoplasma al núcleo 

para producir IFN (Estévez-Herrera et al., 2021; L. J. Lee et al., 2021).   

 

Por otro lado, el receptor endosomal TLR3 señaliza la proteína adaptadora TRIF que 

activa los factores de transcripción IRF3, IRF7 y NF-kB, y el receptor endosomal TLR7 

señaliza la proteína adaptadora MyD88 que activa IRF7 y NF-kB para producir IFN 

(Kawasaki & Kawai, 2014; L. J. Lee et al., 2021).  

 

Además, los PRR aparte de reconocer el ARN viral, también pueden reconocer el 

ADN mitocondrial que puede translocar debido a la infección por ZIKV (Ledur et al., 

2020). El AND mitocondrial es reconocido por cGAS que actuará sobre el estimulador 

intermediario asociado al RE de los genes del IFN, STING, que activará TBK1 y IKKe, que 

a su vez fosforilarán IRF3/IRF7 activando NF-kB para producir IFN I (L. Sun et al., 2013; 

Cai et al., 2014; Y. Zheng et al., 2018; Estévez-Herrera et al., 2021). 
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Figura 19: Producción de Interferón (IFN) tras la infección por ZIKV. El ARN viral de ZIKV puede 
ser reconocido por los receptores endosomales TLR3 y TLR7 activando los factores de 
transcripción IRF3, IRF7 y NF-kB que intervienen en la producción de IFN. También puede ser 
reconocido en el citoplasma por los receptores celulares RIG-I y MDA5, que se activan por el 
reconocimiento y se translocan a la mitocondria donde activan la proteína de señalización 
antiviral mitocondrial (MAVS), que a su vez activa TBK1. TBK1 y IKKe intervienen en la 
fosforilación de IRF3, IRF5, IRF7 y NF-kB, los cuales una vez fosforilados, se translocan al núcleo 
con el fin de producir IFN. El ZIKV al infectar, puede producir la translocación de ADN 
mitocondrial que será reconocido por cGAS, que actuará sobre STING, un estimulador 
intermediario de los genes del IFN que se encuentra asociado al RE. STING activará TBK1 y IKKe 
promoviendo la cascada de producción de IFN. Figura creada en Biorender.com. 
 

Una vez producido el IFN, el IFNa/b se unirá al receptor del IFN de la propia célula 

que lo produce o de células vecinas, actuando de manera autocrina y paracrina (Crosse 

et al., 2018; Serman & Gack, 2019). El receptor está formado por dos subunidades 

dimerizadas IFNAR1 e IFNAR2. Al unirse al IFN, se activa la quinasa 1 Janus (JAK1) y la 

tirosina quinasa 2 (TYK2) que fosforilan las proteínas transductoras de señales y 

activadoras de la transcripción STAT1 y STAT2, que al fosforilarse, forman un 

heterodímero que se asocia al factor regulatorio del IFN, IRF9, formando el factor de 

transcripción denominado ISGF-3 que se transloca al núcleo y permite la activación de 

elementos de la respuesta estimulada por IFN (ISRE, “Interferon-sensitive response 

element”) e induce la expresión de los genes inducibles por IFN (ISG) que actúan 

restringiendo el ciclo viral (de Veer et al., 2001; Chevaliez & Pawlotsky, 2009; Schneider 

et al., 2014; Crosse et al., 2018; L. J. Lee et al., 2021).  
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En el caso del IFN II (IFNg) utiliza otro receptor de superficie celular que también 

está compuesto por dos subunidades, IFNGR1 e IFNGR2 que están asociados a JAK1 y 

JAK2 respectivamente, en vez de a JAK 1 y TYK2 como el receptor de IFN I. Otra diferencia 

es que con la activación del receptor por su unión a IFNg y la subsecuente activación de 

JAK1 y 2, se induce la formación de un homodimero entre STAT1 y STAT1 (en vez de un 

heterodímero formado por STAT1 y STAT2), que se transloca desde el citoplasma hacia 

el núcleo para unirse a los elementos GAS (“gamma interferon activation sites” o sitios 

activados por IFNg) que se encuentran en los promotores de algunos ISG. Este proceso 

de homodimerización entre STAT1 y STAT1 y su consecuente señalización también 

ocurre en la vía del IFN I y III, pero en este caso es único, no se produce el complejo 

STAT1-STAT2 como en las otras clases de IFN (Platanias, 2005).  

 

Por último, en el caso del IFN III (IFNl) aunque utiliza un receptor diferente al IFN I, 

la cascada de señalización es igual por lo que inducen respuestas transcripcionales 

similares. El receptor del IFNl está formado por un heterodímero que se compone de 

dos cadenas, una cadena de alta afinidad IFN-lR1 y una cadena de baja afinidad IL-10R2 

(Wack et al., 2015). 
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Figura 20: Vía de señalización del Interferón (IFN) tras la infección por ZIKV. Existen tres tipos 
de IFN, IFN I con 5 subtipos, IFN II o IFNg e IFN III o IFNl. El IFN I y III se une al receptor y activa 
JAK1 y TYK2, que fosforilan las proteínas activadoras de la transcripción STAT1 y STAT2 que 
forman un complejo con IRF9 denominado ISGF-3, que se transloca al núcleo activando los 
elementos de la respuesta estimulada por IFN (ISRE) y la expresión de los genes inducibles por 
IFN (ISG). El IFN II se une al receptor y activa JAK1 y JAK2 promoviendo en este caso la formación 
de un homodimero formado por STAT1, que se transloca al núcleo y se une a los elementos GAS 
de los promotores de algunos ISG. Esta homodimerización de STAT1 también se puede producir 
en la vía del IFN I y III.  Figura creada en Biorender.com. 
 

Pero ZIKV ha desarrollado mecanismos para modificar la formación y señalización 

de las diferentes clases de IFN. Por un lado, se ha descrito que ZIKV inhibe la ruta del IFN 

I y III (A. Kumar et al., 2016; Chaudhary et al., 2017). Cabe destacar, que el IFN III, como 

se ha expuesto anteriormente, se produce sobre todo en células epiteliales y el ZIKV 

debe cruzar esta barrera de células epiteliales para infectar células del cerebro del feto, 

por lo que la secreción de IFN III puede proteger de la infección de la placenta y de las 

células neuronales fetales (Lazear, Daniels, et al., 2015; Lazear, Nice, et al., 2015; Bayer 

et al., 2016). Por otro lado, se ha observado que la producción y señalización de IFN II 

mejora la replicación de ZIKV en las líneas celulares de placenta y glioblastoma 

(Chaudhary et al., 2017), aunque existe otro estudio que demuestra un efecto negativo 

del IFN II sobre ZIKV (Hamel et al., 2015), por lo que el efecto del IFN II sobre ZIKV puede 

ser específico del tipo celular (Chaudhary et al., 2017). 
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1.4.4.2. Modulación de la vía del Interferón por el virus ZIKA.  

 
ZIKV actúa mediante diferentes mecanismos y sobre diferentes pasos tanto a nivel 

de producción de interferón como de su señalización para inhibir su función antiviral.  

 

A nivel de producción de interferón, por un lado, el ARN viral de ZIKV sufre un 

proceso de “capping” para evitar ser reconocido por los PRR (H. Dong et al., 2014; 

Bradrick, 2017). Además, el ARN viral puede ser procesado por la 5¢-3¢ exoribonucleasa 

(XRN-1) del hospedador generando productos subgenómicos de ARN, concretamente 

de la región UTR del extremo 3¢, denominados sfRNA (“Subgenomic Flavivirus RNA”), los 

cuales se ha visto que inhiben RIG-I y MDA5 (Pijlman et al., 2008; Donald et al., 2016; 

Göertz et al., 2018).  

 

Por otro lado, diversas proteínas no estructurales actúan sobre diferentes factores 

celulares que intervienen en la producción de IFN modificándolos 

postraduccionalmente, compitiendo con interacciones proteicas o señalándolos para su 

degradación (Miorin et al., 2017; Thurmond et al., 2018). Por ejemplo, NS1 promueve la 

degradación de cGAS mediante la estabilización de la caspasa 1 (Y. Zheng et al., 2018), y 

también inhibe la fosforilación de TBK1 (Y. Wu et al., 2017). Además, se ha descrito una 

mutación de NS1 en el linaje asiático de ZIKV que facilita su interacción con TBK1, 

disminuyendo su fosforilación e inhibiendo así la producción de IFNb (Xia et al., 2018). 

NS2A “down-regulate” RIG-1 y MDA5 e inhibe IRF3 (Ngueyen et al., 2019). NS2B3 corta 

STING impidiendo la activación de la vía cGAS/STING (Q. Ding et al., 2018). NS3 se une a 

la proteína 14-3-3 impidiendo la translocación de RIG-I y MDA5 a la mitocondria (Riedl 

et al., 2019). NS4A “down-regulate” RIG-1 y MDA5 (Ngueyen et al., 2019), se une al 

dominio CARD de MAVS impidiendo su unión a RIG-I y MDA5 (J. Ma et al., 2018; Hu et 

al., 2019) e interviene en la fosforilación de IRF3 (A. Kumar et al., 2016; Xia et al., 2018). 

Y NS4B interacciona con TBK1 impidiendo su oligomerización y fosforilación (Y. Wu et 

al., 2017). 

 

A nivel de señalización, NS2B3 interacciona con JAK1 para su degradación vía 

proteasoma (Y. Wu et al., 2017).  
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Figura 21: Modulación de la vía del IFN por ZIKV. En esta imagen se muestra las interacciones 
de los factores celulares (recuadros verdes) que intervienen en la vía del IFN con las proteínas 
no estructurales virales (recuadros amarillos) y los sfRNA (sfRNA1 y 2, recuadro naranja). Los 
códigos de colores se indican arriba a la izquierda. Figura extraída de (Estévez-Herrera et al., 
2021). 
 

1.4.4.3. Función de la proteína NS5 en la modulación de la vía 

del IFN. 

 
NS5 es la proteína estructural con mayor importancia en el antagonismo del IFN, 

utilizando diferentes mecanismos para inhibir la vía de señalización JAK-STAT tanto en 

función de la especie de Flavivirus como de la cepa de la misma especie (Tripathi et al., 

2017; Thurmond et al., 2018). 

 

A nivel de producción de IFN, una de las principales funciones de NS5 durante el 

ciclo celular es el “capping” del ARN viral para evitar ser reconocido por los PRR (H. Dong 

et al., 2014). Además, es capaz de unirse a RIG-I a través de su dominio MTasa, 

inhibiendo su K-63 poliubiquitinación e impidiendo así la fosforilación y translocación de 

IRF3 (A. Li et al., 2020). También actúa en otros puntos, NS5 es capaz de inhibir la 

producción de IFN-I interaccionando con IRF3 y NF-kB (Grant et al., 2016; A. Kumar et 

al., 2016; Xia et al., 2018; Z. Zhao et al., 2021), así como también interacciona con IKKe 
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inhibiendo la fosforilación de IRF3 (Lundberg et al., 2019) e inhibe la activación de TBK-

1 inhibiendo de nuevo la fosforilación de IRF3 (S. Lin et al., 2019). 

 

A nivel de señalización de IFN, NS5 es capaz de inhibir la fosforilación de STAT1 

(Hertzog et al., 2018). Pero su papel más importante es en la degradación de STAT2; NS5 

se une a STAT2 a través de su dominio MTasa y promueve su degradación vía 

proteasoma en humanos, pero no en ratones. Este hecho explicaría la necesidad de una 

deficiencia de IFN para inducir la enfermedad de ZIKV en ratones (Grant et al., 2016; A. 

Kumar et al., 2016; Hertzog et al., 2018; L. J. Lee et al., 2021). La degradación de STAT2 

puede promover la formación de homodímeros STAT1-STAT1 y como consecuencia la 

activación de genes estimulados por IFNg, como CXCL10 que se ha relacionado con el 

reclutamiento de células T CD8+ hacia el SNC durante la infección por WNV con el fin de 

disminuir la concentración viral en las neuronas (Klein et al., 2005; Hamel et al., 2015; 

Chaudhary et al., 2017), y que, por otro lado, también se ha relacionado con daño 

neuronal por apoptosis de neuronas fetales (M. Liu et al., 2011).  

 

Aunque su mayor función en la evasión de la respuesta inmunitaria es antagonizar 

la respuesta de IFN-I, se ha observado que NS5 de ZIKV activa la respuesta 

transcripcional proinflamatoria en algunas células como las células neuronales y 

placentarias, pero no en otras como las células hepáticas (Chaudhary et al., 2017; Lum 

et al., 2017; Lima et al., 2019; M. J. A. Tan et al., 2019; Ng et al., 2019). Una activación 

descontrolada de la respuesta inmunitaria innata puede conllevar a la inflamación, 

autofagia y apoptosis celular, procesos que ayudarían a ZIKV a diseminarse y a generar 

los daños citopáticos característicos del virus en las células neuronales y de la placenta 

(Hamel et al., 2015; J. Dang et al., 2016; Frumence et al., 2016; Q. Liang et al., 2016; 

Chaudhary et al., 2017). 

 

En relación con la inhibición de la respuesta del IFN, se ha descrito que la 

localización nuclear de NS5 de ZIKV juega un papel importante en la inhibición de la 

transcripción del IFN-I (Ng et al., 2019; Conde et al., 2020; Z. Zhao et al., 2021). NS5 de 

ZIKV se localiza mayoritariamente en el núcleo con un patrón punteado en los diferentes 

tipos celulares durante la infección, por lo que se cree que la localización celular y el 
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patrón es independiente del tipo celular, aunque sí se diferencia su función en relación 

con el tipo celular (Z. Zhao et al., 2021).  

 

Ng et al. observaron el mismo patrón nucleado tanto en la línea celular neuronal 

LN-299 como en la línea celular hepática Huh-7, pero sólo activa la respuesta 

transcripcional proinflamatoria en la línea celular neuronal. Así como también 

obtuvieron resultados que sugieren que la localización nuclear podría jugar un papel 

parcial en dicha activación (Ng et al., 2019). Además, anteriormente ya se había descrito 

la activación de la respuesta inflamatoria en células neuronales, placentarias, oculares y 

de los órganos reproductores (Chaudhary et al., 2017; Lum et al., 2017; Lima et al., 2019; 

M. J. A. Tan et al., 2019; Simonin et al., 2019). Por lo que se cree, que estas estructuras 

nucleares donde se encuentra NS5 pueden modular la respuesta inmunitaria de manera 

diferente en función del tipo celular infectado (M. J. A. Tan et al., 2019).  

 

Por otro lado, Conde et al. observaron una relación entre los NB formados por NS5 

de ZIKV y la inhibición de la transcripción de ISG en células endoteliales microvasculares 

del cerebro (Conde et al., 2020). Este tipo celular normalmente actúa como barrera 

entre la sangre y el cerebro, evitando la infección viral de las neuronas (Sweeney et al., 

2019), pero ZIKV es capaz de infectarlas sin causar citopatología, al contrario que en 

otros tipos celulares como las neuronas (Miner & Diamond, 2017; Mladinich et al., 

2017). En las células endoteliales microvasculares del cerebro no infectadas, los SUMO 

NB están compuestos por proteínas ricas en sumoilaciones SUMO-1 y colocalizan con 

PML y STAT2, mejorando la inmunidad innata (Zhong et al., 2000; Shen et al., 2006; 

Everett et al., 2013; Conde et al., 2020). Los PML regulan de forma positiva la respuesta 

ISG uniéndose a STAT2 promoviendo su acumulación, así como también están 

involucrados en la restricción del crecimiento celular y la muerte celular programada (A. 

Guo et al., 2000; Scherer & Stamminger, 2016; Conde et al., 2020). Pero, NS5 se sumoila 

en los residuos de lisina y forma parte de estos NB colocalizando con SUMO-1 y STAT2, 

e impidiendo así la formación del complejo STAT2-PML y promoviendo la degradación 

de PML, regulando transcripcionalmente el ciclo celular y la respuesta ISG. Además, 

identificaron la sumoilación de la lisina de la posición 252 (K252) de NS5 como clave en 

su unión a STAT2 y la consecuente inhibición de la formación de los NB antivirales PML-
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STAT2. Todo ello permite que el ZIKV sea capaz de infectar persistentemente las células 

endoteliales microvasculares del cerebro que en este caso podrían actuar de manera 

inversa a su función de barrera de defensa siendo una fuente continua para la infección 

viral neuronal (Conde et al., 2020).  

 

1.5. Respuesta inmunitaria frente a virus ARN: factores de 

restricción. 

 
El sistema inmunitario de los mamíferos posee dos tipos de respuesta inmunitaria: 

la respuesta inmunitaria innata y la respuesta inmunitaria adaptativa. La respuesta 

inmunitaria innata es la primera defensa del organismo frente a patógenos y es mediada 

por las células fagocíticas. Mientras que la respuesta inmunitaria adaptativa es una 

respuesta más tardía en la que se produce la eliminación del patógeno y la formación 

de la memoria inmunológica (Akira et al., 2006; Madigan et al., 2009). 

 

Como se ha comentado anteriormente, durante la respuesta inmunitaria innata 

frente a la infección por virus ARN, los PAMP son reconocidos por los receptores de PRR 

(Takeuchi & Akira, 2010; Suthar et al., 2013; Serman & Gack, 2019). En el caso de los 

virus de ARN, destacan tres tipos de PRR: los TLR, RLR y receptores similares a los que 

contienen el dominio de oligomerización de unión a nucleótidos (NLR, “nucleotide-

binding oligomerization domain-containing-like receptors”) (Jensen & Thomsen, 2012). 

 

Los TLR, son los PRR más estudiados. Existen 12 receptores de este tipo en 

mamíferos (10 en humanos) y reconocen una amplia variabilidad de PAMP relacionados 

tanto con virus como con bacterias, hongos y parásitos. Por ejemplo, TLR1, TLR2 y TLR6 

reconocen lípidos, mientras TLR7, TLR8 y TLR9 reconocen ácidos nucleicos. En concreto, 

TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 y TLR8 han sido asociados al reconocimiento de dsRNA, ssRNA y 

glicoproteínas de superficie de virus ARN. Todos ellos se expresan en diversas células 

inmunitarias como células dendríticas, macrófagos, algunos tipos de células T y células 

B, así como en células no inmunitarias (células epiteliales y fibroblastos). A nivel celular, 

se encuentran mayoritariamente en la superficie celular, aunque algunos tipos como 

TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se localizan casi exclusivamente en compartimentos 
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intracelulares como endosomas, lisosomas o endolisosomas (Akira et al., 2006; Jensen 

& Thomsen, 2012).  

 

Los RLR son helicasas que poseen un dominio CARD en el extremo N-terminal clave 

en la señalización (Kato et al., 2006; Saito et al., 2007). Están conformados por tres 

receptores: RIG-I, MDA5 y LPG2 (“Laboratory of Genetics and Physiology 2”). RIG-I y 

MDA5 actúan como reguladores positivos, reconociendo el ARN viral a través de sus 

dominios helicasas y señalizando “down-stream” mediante CARD. En el otro lado, se 

encuentra LPG2 que no contiene dominio CARD y actúa como un regulador negativo 

interfiriendo en el reconocimiento viral por parte de RIG-I y MDA5 (Yoneyama et al., 

2005; Rehwinkel & Gack, 2020). Este tipo de receptores se encuentran a nivel 

citoplasmático reconociendo dsRNA en muchos tipos celulares (Yoneyama et al., 2004; 

Jensen & Thomsen, 2012; Rehwinkel & Gack, 2020). 

 

Los NLR son proteínas citosólicas que regulan la respuesta inflamatoria en 

mamíferos además de actuar como receptores antivirales. El reconocimiento del 

componente viral por parte de los NLR induce su oligomerización y posterior cascada de 

señalización “down-stream” en la que se encuentran NF-kB y caspasas proinflamatorias. 

Se han identificado 22 receptores NLR en humanos (Fritz et al., 2006; Kuenzel et al., 

2010). 

 

La señalización “down-stream” llevada a cabo por estos receptores celulares, 

conlleva a la transcripción de genes que codifican citocinas proinflamatorias, 

quimiocinas e interferón (IFN), generando así un ambiente antiviral tanto en la propia 

célula como en las células vecinas (Takeuchi & Akira, 2010; Jensen & Thomsen, 2012). 

Favoreciendo la respuesta inmunitaria innata y activando la respuesta inmunitaria 

adaptativa específica para el virus ARN (Kell & Gale, 2015). 

 

Las células infectadas también son capaces de actuar a un nivel más directo a través 

de la respuesta inmunitaria intrínseca. La respuesta inmunitaria intrínseca, forma parte 

de la respuesta inmunitaria innata que se ha explicado anteriormente. Pero mientras 

esta última está mediada por células especializadas como las “natural killers” (NK), los 
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macrófagos y las células dendríticas en las que a través del reconocimiento del virus por 

parte de un receptor se genera una cascada de señalización que conlleva a la 

transcripción de factores antivirales, y por tanto a una inhibición de la infección viral de 

manera indirecta; la respuesta inmunitaria intrínseca consiste en factores de restricción 

que actúan de forma directa impidiendo la replicación viral (Duggal & Emerman, 2012; 

N. Yan & Chen, 2012). 

 

Los factores de restricción son proteínas codificadas en la línea germinal, que 

detectan la infección viral y actúan inhibiendo la replicación del virus (interviniendo en 

diferentes partes del ciclo viral) de forma directa e inmediata en ausencia de exposición 

previa al virus (Duggal & Emerman, 2012; N. Yan & Chen, 2012). Se considera un factor 

de restricción a una proteína que cumple los siguientes requisitos: tener actividad 

antiviral como su principal función biológica, ser inducida por IFN o por la infección viral, 

ser antagonizado por una proteína viral y a nivel evolutivo haber sufrido una selección 

positiva (Duggal & Emerman, 2012).  

 

Existen múltiples ejemplos de diferentes factores de restricción que actúan sobre 

diversos virus ARN y diversas fases del ciclo viral.  

 

APOBEC3G (“Apolipoprotein B mRNA Editing enzyme, Catalytic subunit 3G”) (A3G) 

es una citidina desaminasa celular que se incorpora en los viriones nacientes de VIH-1 y 

al infectar el virus una nueva célula provoca daños letales en el material genético viral 

al desaminar los residuos de citosina durante la retrotranscripción promoviendo su 

degradación (Goff, 2003; H. Zhang et al., 2003; Valera et al., 2015). A su vez, la proteína 

viral Vif de VIH-1 se une a A3G promoviendo la poliubiquitinación y degradación de la 

proteína celular (Mehle et al., 2004; Valera et al., 2015). Además, se ha descrito que el 

propio factor A3G promueve la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. La actividad 

desaminasa induce la vía de respuesta celular al daño del ADN y la expresión de ligandos 

de activación de células NK, mejorando el reconocimiento de células infectadas por VIH-

1 por parte de las NK (Norman et al., 2011). En relación con la respuesta inmunitaria 

adaptativa, A3G ha sido descrito como un inductor de dicha respuesta al activar los 

linfocitos T CD8+ citotóxicos específicos del VIH-1 (Casartelli et al., 2010). 
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TRIM5a (“Tripartite Motif”) es una proteína de la familia E3 ligasas capaz de 

restringir diversos retrovirus mediante mecanismos específicos de especie. En el caso 

de Rhesus TRIM5a tiene una fuerte actividad sobre VIH-1, mientras en la especie 

humana su actividad es muy débil (Sawyer et al., 2005; Colomer-Lluch et al., 2018). Se 

cree que TRIM5a promueve el desmontaje prematuro de las cápsides retrovirales y/o 

su degradación por proteasoma y actúa sobre la retrotranscripción y posterior 

integración en el genoma celular (Perron et al., 2007; Kutluay et al., 2013). 

 

SAMHD1 (“Steril Alpha Motif and Histidine Aspartate domain-containing protein 1”) 

es una desoxinucleótido trifosfohidrolasa que hidroliza los cuatro dNTP a 

desoxinucleósidos y trifosfato inorgánico, reduciendo los dNTP celulares y como 

consecuencia alterando la retrotranscripción y replicación del VIH-1 en células mieloides 

(Lahouassa et al., 2012; Colomer-Lluch et al., 2018). Asimismo, la proteína auxiliar Vpx 

de VIH-2 y SIV induce la degradación de SAMHD1 vía proteasoma, pero esta viral no 

forma parte del VIH-1 (Hrecka et al., 2011; Laguette et al., 2011; Ahn et al., 2012).  

 

Teterina es una proteína transmembrana inducible por IFN que ancla las partículas 

virales en la superficie de las células infectadas, reteniendo los viriones e impidiendo la 

salida viral de virus con envoltura como el VIH-1, Ébola, virus Marbug, virus Lassa, virus 

Nipah o el virus de la estomatitis vesicular. Estos viriones son posteriormente 

internalizados y degradados vía endosoma-lisosoma (Miyakawa et al., 2009; Perez-

Caballero et al., 2009; le Tortorec et al., 2011). Además, actúa como un sensor de la 

infección activando la expresión de genes proinflamatorios dependientes de NF-kB y 

aumenta la susceptibilidad de las células infectadas por VIH-1 a la citotoxicidad mediada 

por células dependientes de anticuerpos (Galão et al., 2012; J. F. Arias et al., 2014). Por 

otro lado, la proteína auxiliar Vpu del VIH-1 actúa sobre la teterina promoviendo su 

poliubiquitinación y degradación, reduciendo su concentración en la superficie celular y 

reteniéndola en endosomas para su degradación lisosomal (van Damme et al., 2008; 

Iwabu et al., 2009; Mangeat et al., 2009; Colomer-Lluch et al., 2018). Así como también 

la glicoproteína del virus Ébola antagoniza la teterina por un mecanismo desconocido 

(Brinkmann et al., 2016). 
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Viperina es un factor de restricción inducido por IFN que actúa sobre diferentes 

virus como el VIH-1, el virus de la Hepatitis C, DENV, ZIKV o el virus de la encefalitis por 

garrapatas mediante diversos mecanismos (K.-C. Chin & Cresswell, 2001; Jiang et al., 

2008; Nasr et al., 2012; Helbig et al., 2013; Panayiotou et al., 2018). En el caso del virus 

de la Hepatitis C, viperina interacciona con la proteína viral NS5 impidiendo la 

continuación de su ciclo viral (Helbig et al., 2011), mientras que con DENV, ZIKV y el virus 

de la encefalitis por garrapatas interacciona con la proteína viral NS3 afectando a la 

replicación del ARN viral (Helbig et al., 2013; Panayiotou et al., 2018). 

 

ZAP (“Zinc finger Antiviral Protein”) es un factor de restricción principalmente 

citosólico que actúa sobre diversos virus como el virus de la leucemia murina, VIH-1, 

Ébola, Influenza, el virus Sindbis, el virus de la encefalitis equina venezolana o el virus 

Marburg (Bick et al., 2003; Müller et al., 2007; X. Guo et al., 2007; Zhu et al., 2011; Q. 

Tang et al., 2017). ZAP se une al ARNm viral y promueve su degradación (X. Guo et al., 

2007). Pero, la proteína viral NS1 del virus Influenza antagoniza la actividad de ZAP, 

posiblemente evitando su unión al ARNm viral (Q. Tang et al., 2017). 

 

IFITM (“Interferon-Inducible Transmembrane Proteins”) son factores celulares 

asociados a membrana que inhiben la entrada viral de virus con envueltas como el VIH-

1, Influenza A, WNV o DENV; aunque el mecanismo exacto no se conoce (J. Lu et al., 

2011; Colomer-Lluch et al., 2018; Jiang et al., 2010). 

 

Mx (“Myxovirus resistance”) pertenecen a la clase trifosfatasas de guanosina 

similares en estructura y función a dinamina (GTPasas) (Haller et al., 2007). En humanos 

existen dos proteínas Mx, MxA que se encuentra a nivel citoplasmático y MxB en la 

membrana nuclear (Aebi et al., 1989; Melén et al., 1996). Ejercen como factor de 

restricción para una gran variedad de virus ARN como el virus Influenza y miembros de 

la familia Bunyaviridae. MxA reconoce la nucleocápside viral e interfiere en la replicación 

y transripción viral (Haller et al., 2007). Mientras MxB impide la acumulación nuclear e 

integración cromosómica del dsDNA del VIH-1 (Goujon et al., 2013; Z. Liu et al., 2013). 
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HDAC6 (Histona Desacetilasa 6) es una histona desactilasa cuya función principal es 

la desacetilación de diversos sustratos como la tubulina, la cortactina o la F-actina entre 

otros (Valenzuela-Fernández et al., 2008). Debido a su capacidad de desacetilación y a 

su dominio de unión a ubiquitinas (BUZ), interviene en importantes procesos celulares 

relacionados con el citoesqueleto y la vía degradativa autofágica (Kawaguchi et al., 2003; 

Valenzuela-Fernández et al., 2008; J.-Y. Lee et al., 2010). Pero también se ha descrito 

como un factor antiviral precisamente mediante su actividad en dichos mecanismos 

celulares. A nivel de su actuación en la modulación de los microtúbulos (MT), se ha 

descrito que HDAC6 dificulta el tráfico de los componentes virales del virus Influenza A 

hacia la membrana plasmática impidiendo la hiperacetilación de los MT (Husain & 

Cheung, 2014). Dicha hiperacetilación también se ha relacionado favorablemente en la 

entrada viral del VIH-1, el complejo de envoltura viral promueve la acetilación de los MT 

induciendo la fusión de membranas. A su vez, HDAC6 al igual que sobre el virus Influenza 

A, es capaz de inhibir la hiperacetilación restringiendo la entrada viral del VIH-1 

(Valenzuela-Fernández et al., 2005; Cabrera-Rodríguez et al., 2019). Por otro lado, 

respecto a la actividad de HDAC6 sobre el proceso degradativo de autofagia, se ha 

identificado a HDAC6 como factor de restricción de VIH-1 al promover la degradación 

autofágica de la proteína viral Vif, la cual es antagonista de A3G, y también forma un 

complejo con A3G, evitando su interacción con Vif (Valera et al., 2015). Pero, a su vez, 

Nef actúa sobre HDAC6 evitando la degradación de Vif (Marrero-Hernández et al., 2019). 
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Tabla 3: Resumen y ejemplos de los diversos factores de restricción sobre virus ARN. 
Factor de 

restricción 
Virus Mecanismo de acción Proteína viral 

antagonista 
A3G VIH-1 Desaminación de los residuos de 

citosina 
Vif 

TRIM5a VIH-1 Desmontaje prematuro de las 
cápsides retrovirales. 

Desconocida 

SAMHD1 VIH-1 Reducción de los dNTP celulares. Vpx 
Teterina VIH-1, virus Ébola, 

virus Marbug, virus 
Lassa, virus Nipah y 
virus de la 
estomatitis vesicular 

Anclaje de las partículas virales 
en la superficie celular. 

Vpu (VIH-1) y 
glicoproteína 
(virus Ébola) 

Viperina VIH-1, virus de la 
Hepatitis C, DENV, 
ZIKV y virus de la 
encefalitis por 
garrapatas 

Interacción con las proteínas 
virales NS5 y NS3. 

Desconocida 

ZAP virus de la leucemia 
murina, VIH-1, virus 
Sindbis, virus de la 
encefalitis equina 
venezolana, virus 
Ébola, virus Marburg 
y virus Influenza 

Unión al ARNm y posterior 
degradación. 

NS1 
(Influenza) 

IFITM VIH-1, virus Influenza 
A, WNV y DENV 

Mecanismo desconocido Desconocida 

Mx VIH-1, virus Influenza 
y miembros de la 
familia Bunyaviridae 

Interferencia en la replicación, 
transcripción e integración viral. 

Desconocida 

HDAC6 VIH-1 y virus 
Influenza A 

Desacetilación de los 
microtúbulos y degradación 
autofágica de Vif. 

Nef 

Factores de restricción viral frente a virus ARN. En la columna izquierda encontramos el nombre 
de los factores de restricción viral, a continuación, ejemplos de virus sobre los que ejercen la 
restricción, en la tercera columna se describe el mecanismo de actuación y en la última columna 
se nombran las proteínas virales antagonistas del factor de restricción. 
 

1.6.    HDAC6, un factor antiviral. 

 
Como se acaba de exponer, HDAC6 es una histona desacetilasa. Las histonas 

desacetilasas (HDAC) junto con las histonas acetiltransferasas (HAT), son enzimas 

celulares encargadas de modificar el estado de acetilación (desacetilado y acetilado 

respectivamente) de las lisinas de gran variedad de proteínas (Marmorstein, 2001; K. K. 
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Lee & Workman, 2007; Shahbazian & Grunstein, 2007; Xu et al., 2007; K. Zheng et al., 

2017). Aparte de las histonas, las HDAC tienen como sustratos receptores de hormonas, 

proteínas estructurales, proteínas del citoesqueleto, chaperonas, factores de 

transcripción, etc (Xu et al., 2007). Por lo que, como consecuencia, se encuentran 

involucradas en mecanismos celulares como la disposición de la cromatina, la expresión 

genética, la estabilidad proteica y el transporte intracelular entre otros (S. C. Kim et al., 

2006; Choudhary et al., 2009; K. Zheng et al., 2017). 

 

Se han reconocido 18 HDAC en mamíferos, que según su homología a las HDAC de 

levadura se han distribuido en 4 clases. En la clase I se encuentran HDAC1, HDAC2, 

HDAC3 y HDAC8, las cuales son ortólogas a la histona Rdpd3 de levadura. Las Histonas 

desacetilasas de clase II están relacionadas con la Hda1 de levadura, esta clase a su vez 

se subdivide en 2 grupos en función de su homología de secuencia y la organización de 

los dominios. La clase IIa está formada por HDAC4, HDAC5, HDAC7 y HDAC9, y la clase 

IIb está integrada por HDAC6 y HDAC10. A diferencia de las HDAC de clase I y II que 

dependen de zinc, la clase III son histonas desacetilasas dependientes del cofactor 

metabólico NAD+ y está formada por sirtuinas. Por último, la clase IV conformada por la 

HDAC11 que contiene residuos conservados en el dominio catalítico con las HDAC de 

clase I y II, y que al igual que estas, es dependiente de zinc; pero poseen diferente 

estructura (Carey & La Thangue, 2006; Xu et al., 2007; K. Zheng et al., 2017).  

 

El gen hdac6 humano tiene homología en 11 organismos entre los que se 

encuentran el chimpancé y el mono Rhesus; y ortología en 369 organismos. Tiene un 

tamaño de 21923 pb, un solo locus genómico y está codificado por 28 exones (Voelter-

Mahlknecht & Mahlknecht, 2003; National Institutes of Health (NIH), 2023). Se localiza 

en el borde de la sub-banda del cromosoma X (p11.23), región caracterizada por 

frecuentes deleciones y adiciones de material cromosómico en diversas enfermedades 

neurológicas y cancerígenas (Voelter-Mahlknecht & Mahlknecht, 2003). El ARNm se 

expresa en 27 tejidos, principalmente en riñones y testículos, y codifica una proteína de 

~130 kDa que se localiza principalmente en el citoplasma celular (Voelter-Mahlknecht & 

Mahlknecht, 2003; Aldana-Masangkay & Sakamoto, 2011; Kaur et al., 2022; NIH, 2023). 
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HDAC6 se diferencia del resto de HDAC en que contiene dos dominios desacetilasa 

(DD1 y DD2) catalíticos adyacentes, con sendos residuos centrales de His (H216 e H611) 

(Grozinger et al., 1999; Y. Zhang et al., 2006; Zou et al., 2006), y un dominio de unión a 

ubiquitina con dedo de zinc, dominio BUZ (“Binder of Ubiquitin Zinc finger”) 

(antiguamente denominado PAZ (“Polyubiquitin-Associated Zinc finger”) en su extremo 

C-terminal (Hook et al., 2002; Pai et al., 2007; Ouyang et al., 2012). Los dominios DD1 y 

DD2 son los responsables de la actividad desacetilasa de HDAC6, DD1 tiene una actividad 

enzimática más débil y es altamente específica para sustratos que contienen en su 

extremo C-terminal residuos de acetil-lisina, mientras, DD2 tiene una amplia 

especificidad de sustratos. Por otro lado, el dominio BUZ, el cual es rico en histidinas y 

cisteínas, reconoce específicamente cadenas de mono y poliubiquitina no ancladas de 

aa, permitiendo su unión y transporte para su acumulación en agresomas y la activación 

de la autofagia. También posee un dominio repetido que contiene Ser-Glu (Serina-Ácido 

Glutámico), (SE14), involucrado en la localización intracelular de la proteína y la 

interacción con la proteína Tau. Asimismo, en su extremo N-terminal tiene una NLS y 

una secuencia de exporte nuclear (NES) permitiendo la translocación del citoplasma al 

núcleo y viceversa, aunque se encuentre en el citoplasma mayoritariamente (Kawaguchi 

et al., 2003; Ruijter et al., 2003; J.-Y. Lee et al., 2010; K. Zheng et al., 2017) (Figura 22). 

 

 
Figura 22: Estructura de la proteína HDAC6. En su extremo N-terminal se encuentran las 
secuencias de importe (NLS) y exporte (NES) nuclear, seguidas de los dominios catalíticos de 
desacetilación (DD1 y DD2). A continuación, posee un dominio repetido que contiene Ser-Glu 
(SE14) que interviene en la localización intracelular. Y, por último, en su extremo C-terminal se 
encuentra el dominio de unión a ubiquitina con dedo de zinc (BUZ) que permite la eliminación 
de proteínas ubiquitinadas. Figura creada en Biorender.com. 
 

El dominio catalítico de HDAC6 está formado por aproximadamente 390 aa. El sitio 

activo se dispone en un bolsillo tubular ligeramente curvado con un fondo más ancho. 

La desacetilación ocurre gracias al sistema “charge-relay” que consta de dos residuos de 

histidina adyacentes, dos residuos de aspártico (30 aa después de los residuos de 

histidinas y separados por 6 aa aproximadamente) y un residuo de tirosina (123 aa 
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después de los residuos de aspártico aproximadamente). El ion Zn2+ es imprescindible 

en dicho sistema, y se encuentra concretamente en el sitio de unión de zinc en el fondo 

del bolsillo (Finnin et al., 1999; Ruijter et al., 2003). 

 

HDAC6 posee tanto la función de desacetilar residuos de lisina acetilados, como de 

unión y transporte de proteínas ubiquitinadas para su degradación. Por un lado, 

centrándose en su capacidad desacetiladora, HDAC6 posee un amplio rango de 

sustratos, en el que se pueden encontrar la cortactina, la proteína de unión F-actina, las 

chaperonas HSP90 (proteína de shock térmico de 90kDa) y Hsc70 (proteína de shock 

térmico de 70kDa), entre otros, interviniendo en la estructura y motilidad celular, el 

transporte intracelular o la degradación proteica (Kovacs et al., 2005; X. Zhang et al., 

2007; Valenzuela-Fernández et al., 2008; J.-Y. Lee et al., 2010; L. Zhang et al., 2015; K. 

Zheng et al., 2017). HDAC6 también desacetila proteínas de la ruta de IFN-I (RIG-I). Pero, 

el sustrato más conocido y estudiado es la a-tubulina, lo que genera una modificación 

en la estabilidad de los MT y el tráfico intracelular (Haggarty et al., 2003; Y. Zhang et al., 

2006; K. Zheng et al., 2017). Esta capacidad de modificación del citoesqueleto establece 

un papel de HDAC6 en diversos mecanismos como la infección viral, la sinapsis 

inmunológica o la migración celular. La implicación de HDAC6 en la organización del 

citoesqueleto, así como sus consecuencias, se explicarán detalladamente en el apartado 

1.7. 

 

Por otro lado, como consecuencia de su dominio BUZ de unión a ubiquitina, HDAC6 

interviene en la degradación de proteínas ubiquitinadas actuando en diferentes etapas 

del proceso de autofagia. Interacciona con las proteínas ubiquitinadas y las proteínas 

motoras dineínas, transportándolas a través de los microtúbulos (MT) y promoviendo la 

formación de agresomas, así como también regulando la fusión del fagosoma con el 

lisosoma (procesos que se detallarán en el apartado 1.9) (Kawaguchi et al., 2003; J.-Y. 

Lee et al., 2010; K. Zheng et al., 2017).  

 

A su vez, HDAC6 también sufre modificaciones postraduccionales que regulan su 

función en el citoplasma y núcleo. Existen diversos estudios donde demuestran que la 

fosforilación aumenta su actividad. Se ha asociado la fosforilación de las serinas de las 
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posiciones 22 (S22) y 1035 (S1035) por la glucógeno sintasa quinasa-3 (GSK3b) y la 

señalización de la vía EGFR-RAS-RAF-MEK-ERK respectivamente, con el aumento de la 

actividad de desacetilar la subunidad a-tubulina. También la fosforilación de HDAC6 por 

parte de la quinasa 2 del receptor acoplado a proteína G (GRK2), aurora A y la isoforma 

z de la proteína quinasa C (PKCz), ejerce el mismo efecto. Mientras que la fosforilación 

de la posición 458 (S458) por la proteína quinasa CK2 aumenta su actividad en la 

formación y eliminación de agresomas (S. Chen et al., 2010; Watabe & Nakaki, 2011; K. 

A. Williams et al., 2013; Du et al., 2015; K. Zheng et al., 2017). Otra modificación 

postraduccional que afecta a sus funciones es la acetilación. La HAT p300/CBP acetila la 

lisina 16 (K16) de HDAC6 inhibiendo su capacidad de desacetilar tubulina y su 

translocación al núcleo impidiendo la unión de la a-importina a la secuencia NLS (Y. Liu 

et al., 2012; K. Zheng et al., 2017). 

 

También se puede modificar su función químicamente. Para HDAC6 existen pocos 

inhibidores selectivos pero muy efectivos y muchos de ellos pertenecen a la clase ácido 

hidroxámico debido a su alta capacidad de quelar Zn2+, entre ellos podemos encontrar 

la tubacina, triazol, ACY-1215, C1A, tubastatina A (TBSA). En diferentes estudios, se ha 

observado que todos aumentan la concentración de a-tubulina acetilada y que podrían 

ser un posible tratamiento a diferentes tipos de cáncer (ACY-1215 y C1A), a 

enfermedades neurodegenerativas (TBSA) e incluso a infecciones virales (tubacina, 

TBSA) (Dallavalle et al., 2012; C.-Y. Lu et al., 2017; X.-X. Wang et al., 2018). 

 

Numerosas investigaciones abalan la implicación de HDAC6 en diversas 

enfermedades neurodegenerativas (EN) al tener un papel clave en el estrés oxidativo 

neuronal, el transporte mitocondrial y la eliminación de agregados de proteínas 

(Simões-Pires et al., 2013). 

 

HDAC6 también tiene como sustratos las proteínas reguladoras de la vía redox, 

peroxiredoxinas I y II, cuya forma acetilada incrementa su actividad reductora de H2O2 y 

su resistencia a la superoxidación (Parmigiani et al., 2008). Las especies reactivas de 

oxígeno causan daños irreversibles a biomoléculas celulares y generan un ambiente de 

estrés celular que lleva a la disfunción neuronal y muerte celular; por lo que se 
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relacionan con EN como el Alzheimer, el síndrome Down o la enfermedad de Niemann-

Pick (Krapfenbauer et al., 2003; Bhatt et al., 2021). Pero cuando se inhibe la actividad 

desacetiladora de HDAC6 con tubacina o se silencia la expresión del ARNm se reduce 

significativamente la muerte celular inducida por H2O2 en la línea celular LNCaP 

(Parmigiani et al., 2008). 

 

Con relación a su actividad desacetilasa, también se ha sociado a HDAC6 con EN, 

pero en este caso en base a su sustrato más conocido, la subunidad a-tubulina de los 

MT. La acetilación de a-tubulina juega un papel importante en la dinámica de MT y el 

transporte neuronal. El transporte mitocondrial hacia la zona celular donde debe 

aportar energía es imprescindible para una correcta funcionalidad neuronal, 

observándose el efecto contrario en enfermedades como el Alzheimer (Reynolds et al., 

2004; Hollenbeck & Saxton, 2005; Trimmer & Borland, 2005). Sigeng Chen et al., 

describieron que la inhibición de la actividad desacetilasa de HDAC6 por el tratamiento 

de neuronas hipocampales con tubacina, aumentó la cantidad y la velocidad del 

transporte mitocondrial. Dicho incremento se relacionó con la acetilación de a-tubulina 

y la asociación de la mitocondria con la proteína motora kinesina-1 (involucrada en el 

transporte anterógrado axonal) (Hollenbeck & Saxton, 2005; S. Chen et al., 2010). Como 

consecuencia de la acetilación de a-tubulina, también se favorece la unión de otra 

proteína motora, dineína (involucrada en el transporte retrógrado axonal), a los MT, 

interviniendo en el transporte mitocondrial, y de otros orgánulos y vesículas (Reed et 

al., 2006). Un ejemplo es la enfermedad de Huntington, donde la huntingtina mejora el 

transporte vesicular de BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) a través de los MT, 

pero su versión patogénica atenúa dicho proceso al impedir la interacción de proteínas 

motoras con los MT, produciendo la muerte neuronal (Gauthier et al., 2004; Dompierre 

et al., 2007). Pero, dicha situación patológica se revierte al tratar las neuronas con el 

inhibidor de HDAC tricostatina A (TSA). Además, se ha observado en muestras estriales 

“post mortem” de pacientes con la enfermedad de Huntington una drástica disminución 

en el nivel de a-tubulina acetilada en comparación con los individuos control (Dompierre 

et al., 2007). 
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Con relación a la funcionalidad de HDAC6 en la vía degradativa autofágica, es 

ampliamente conocido que la formación de agregados de proteínas celulares mutantes 

tóxicos para las células es una de las causas de enfermedades como el Parkinson, el 

Alzheimer o la enfermedad de Huntington (Keck et al., 2003; Lim & Tan, 2007). Las 

mutaciones de los genes implicados en estas EN producen principalmente un 

procesamiento anormal y la acumulación de proteínas mal plegadas en placas e 

inclusiones neuronales (J. P. Taylor et al., 2002). En la enfermedad de Parkinson, la 

proteína Parkin se encuentra mutada afectando a su función ubiquitina ligasa, 

contribuyendo a la disfuncionalidad de la vía degradativa proteasoma (UPS, “ubiquitin-

proteasome system”) y a la muerte neuronal dopaminérgica (Shimura et al., 2000; Lim 

& Tan, 2007). Además, esta EN también se caracteriza por la presencia de los cuerpos 

de Lewy (inclusiones citoplasmáticas eosinofílicas) en neuronas, cuyo componente 

principal es la proteína a-sinucleína mutada que de igual forma genera la disfunción del 

proteasoma (Tanaka, 2001; L. Chen et al., 2006). También ocurre en el Alzheimer, donde 

la proteína Tau se une al proteasoma inhibiendo su actividad (Keck et al., 2003). O en la 

enfermedad de Huntington, en la que la proteína huntingtina también afecta 

negativamente a la UPS (Bence et al., 2001). Pasando HDAC6 a jugar un papel clave a 

través de la regulación de la vía agresoma-autofagia y la eliminación de agregados de 

proteínas como la a-sinucleína (Kawaguchi et al., 2003; Su et al., 2011; Simões-Pires et 

al., 2013).  

 

A su vez, también se ha relacionado negativamente a HDAC6 con enfermedades 

tumorales a través de diferentes mecanismos.  

 

Yi-Shan Lee et al., descubrieron que la transformación oncogénica de Ras induce la 

expresión de HDAC6, siendo necesario HDAC6 en la transformación oncogénica y la 

formación de tumores. Ya que con el silenciamiento de HDAC6 (“knockdown” y shRNA 

(“short hairpin RNA”)) existe mayor resistencia a la transformación oncogénica 

dependiente de Ras y a la reducción del crecimiento de las células tumorales tanto in 

vitro como in vivo. En concreto, se reduce el crecimiento celular independiente de 

anclaje favoreciendo la muerte celular inducida por la pérdida de adhesión. Además, 
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caracterizaron la actividad desacetilasa como la responsable del crecimiento de tumores 

sólidos (Y.-S. Lee et al., 2008). 

 

Asimismo, se ha descrito la expresión de HDAC6 como un factor que favorece el 

crecimiento tumoral y la metástasis al tener como sustratos componentes del 

citoesqueleto y actuar sobre la migración celular como se ha expuesto anteriormente. 

HDAC6 desacetila los MT acrecentando su dinámica y favoreciendo la motilidad celular, 

mientras la tubacina, ejerce el efecto contrario (Haggarty et al., 2003). Martina Bazzaro 

et al., observaron que la inhibición farmacológica y “knockdown” de HDAC6 impide la 

motilidad de líneas celulares de cáncer de mama y ovario (Bazzaro et al., 2008). 

 

Su actividad desacetilasa también se ha relacionado con la parada del ciclo celular. 

CYLD es un gen supresor de tumores delecionado en la cilindromatosis (Bignell et al., 

2000). Su expresión produce una enzima desubiquitinasa que ante una señal protumoral 

se transloca del citoplasma a la región perinuclear e interacciona con el protooncogén 

Bcl-3 (“B-cell lymphoma 3-encoded protein”) y elimina la cadena de ubiquitinas unidas a 

la lisina 63 de Bcl-3. Como consecuencia, se inhibe la translocación de Bcl-3 al núcleo, y 

la posterior activación del promotor ciclina-D1 y aumento de la proliferación y 

crecimiento tumoral (Massoumi et al., 2006). Se ha visto que la capacidad de CYLD para 

controlar el crecimiento y el ciclo de división celular en la fase G1/S depende de su 

interacción con MT estables o polimerizados. Para favorecer dicha interacción, también 

se une a HDAC6 e inhibe su actividad catalítica para evitar el crecimiento tumoral 

(Wickström et al., 2010). 

 

También existen estudios donde se ha relacionado su actividad autofágica con 

diversos tumores. La inhibición de HDAC6 mediante el tratamiento con SAHA o tubacina, 

su silenciamiento con siRNA o “knockdown”, y la consecuente repercusión en la vía 

agresoma-autofagia, origina un efecto positivo en enfermedades tumorales. Que junto 

a la inhibición de UPS con bortezomib, favorece la apoptosis de células cancerígenas del 

cáncer de páncreas, de ovario y múltiple mieloma. Al inhibir la vía UPS y autofágica se 

genera un ambiente de estrés celular que promueve el mecanismo de apoptosis 

(Hideshima et al., 2005; Nawrocki et al., 2006). 
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Lo que define a HDAC6 como una posible diana terapéutica e impulsa la 

investigación de posibles inhibidores de HDAC6 como futuros tratamientos en diversas 

enfermedades neurodegenerativas y tumorales. Así como también en infecciones 

virales, interviniendo tanto a nivel de citoesqueleto el cual actúa en el transporte viral a 

través de la célula, como a nivel de degradación autofágica. 

 

1.7. El citoesqueleto de microtúbulos y su relación con HDAC6. 

 
En 2002, Charlotte Hubbert et al., definieron por primera vez a HDAC6 como una 

proteína modificadora del citoesqueleto de MT. Demostraron que HDAC6 es capaz de 

unirse y desacetilar los MT acetilados modificando su dinámica, interviniendo en 

procesos biológicos importantes (Hubbert et al., 2002).  

 

El citoesqueleto es una estructura celular que le da forma y motilidad a las células, 

también participa en otros procesos como el transporte de vesículas y orgánulos, la 

división celular, etc. Está formado por tres elementos: los MT, los microfilamentos o 

filamentos de actina y los filamentos intermedios (Madigan et al., 2009). 

 

Los MT son estructuras tubulares de unos 25 nm de diámetro formadas por 

heterodímeros de a y b-tubulina. Normalmente tiene uno de sus extremos unido a un 

único Centro de Organización de Microtúbulos (MTOC, “Microtubule-Organizing 

Center”) denominado centrosoma y actúan en el mantenimiento de la forma y la 

motilidad celular, en el movimiento de los cromosomas durante la división celular y en 

el transporte de orgánulos (Madigan et al., 2009). 

 

Las subunidades a y b-tubulina difieren en la secuencia de aa codificadas por 

diferentes genes que se encuentran en todas las células eucariotas (Binarová & 

Tuszynski, 2019).  

 

Existen 10 genes TUBA (TUBA1A-1C, TUBA4A-4E, TUBA8 y TUBAL3) que codifican la 

proteína a-tubulina y 9 genes TUBB (TUBB1, TUBB2A-2B, TUBB3, TUBB4A-4B, TUBB5, 

TUBB6 y TUBB8), que codifican la proteína b-tubulina. Los isotipos entre las mismas 
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subunidades son 99% idénticos, y la mayoría se expresan constitutivamente como a1a 

o b5, aunque algunos son específicos de ciertos tipos celulares y tejidos como a8 en 

músculos, b1 en plaquetas o b3 en neuronas (Khodiyar et al., 2007; Gasic, 2022).  

 

En relación con la secuencia, tanto a-tubulina como b-tubulina, contienen una 

región de unión a nucleótidos en el dominio N-terminal, un dominio intermedio de unión 

a Taxol y un dominio que se cree que es de unión a proteínas motoras y proteínas 

asociadas a MT (MAP, “Microtubule Associated Proteins”) en el extremo C-terminal. A 

nivel estructural también son prácticamente idénticas, cada monómero posee un núcleo 

de dos láminas b rodeadas por 12 hélices a (Nogales et al., 1998).   

 

Los MT se forman a partir de dichas subunidades de tubulina, dos proteínas 

globulares unidas por enlaces no covalentes formando heterodímeros. Los 

heterodímeros se unen entre ellos longitudinalmente en la misma dirección para formar 

un protofilamento, es decir, la “parte alta” de la molécula de b-tubulina se unirá a la a-

tubulina del siguiente heterodímero sucesivamente hasta formar el protofilamento. A 

su vez, se unirán perpendicularmente 13 protofilamentos de forma paralela, formando 

contactos laterales entre monómeros del mismo tipo (a-a y b-b) para formar la 

estructura cilíndrica hueca característica de los MT. Como consecuencia a dicha 

estructura, los MT tienen diferente polaridad estructural, exponiendo a-tubulinas en un 

extremo y b-tubulinas en el otro. Además, los múltiples contactos entre las subunidades 

le proporcionan a los MT su rigidez característica (Alberts et al., 2008) (Figura 23). 
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Figura 23: Estructura, polimerización y dinámica de los microtúbulos. Los MT están formados 
por 13 protofilamentos de subunidades de tubulina (heterodímero de a-tubulina y b-tubulina) 
y se caracterizan por su inestabilidad dinámica. La inestabilidad dinámica es el rápido cambio 
entre el estado de crecimiento y disociación, o lo que es lo mismo, entre polimerización y 
despolimerización. Figura creada en Biorender.com.  
 

Las subunidades de tubulina tienen la capacidad de catalizar la hidrólisis de 

nucleósidos trifosfato, GTP (“Guanosine Triphosphate”). Esta hidrólisis se produce de 

forma lenta en las subunidades libres, pero se acelera el proceso cuando se incorporan 

en el filamento. La ratio de adición de subunidades al filamento puede ser más rápido 

que la ratio de hidrolización de GTP, generando un extremo del filamento que contiene 

nucleósidos trifosfato. Además, la hidrólisis disminuye la afinidad de unión entre 

subunidades “vecinas” favoreciendo la disociación del extremo del filamento. La 

introducción o separación de subunidades ocurre casi exclusivamente en los extremos 

de los microtúbulos (Alberts et al., 2008). 

 

La polaridad estructural que tienen los MT influye en las ratios de crecimiento del 

filamento. En una estructura así, la cinética de asociación y disociación es a menudo 

mayor en un extremo que en otro. Los MT despolimerizan 100 veces más rápido en su 

extremo que contiene GDP que en el extremo GTP. El extremo más dinámico se 

denomina extremo positivo (+) y el menos dinámico, extremo negativo (-). Estas 
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estructuras se caracterizan por tener una gran inestabilidad dinámica, es decir se 

caracterizan por poseer cambios rápidos entre el estado de crecimiento y disociación 

(Alberts et al., 2008) (Figura 23). Esta inestabilidad dinámica es imprescindible en 

diversos procesos celulares como el tráfico intracelular, la motilidad o la morfología 

celular, entre otros. Un claro ejemplo es el ciclo celular; durante el ciclo celular en la 

interfase los microtúbulos se encuentran estables y con gran longitud, pasando a un 

estado mucho más dinámico en la mitosis que da como resultado la separación de las 

cromátidas y la posterior estabilización de los MT en las células hijas. Pero una extrema 

estabilización o desestabilización es perjudicial para la célula. Por ejemplo, agentes 

desestabilizadores de MT como los criptoficinas (inhiben la polimerización) bloquean la 

división celular y generan apoptosis, mientras otros afectan al tráfico de vesículas y 

orgánulos (Fanale et al., 2015). A su vez, el taxol, un estabilizador de MT (evita la 

despolimerización) afecta a la migración y ciclo celular (retiene a la célula en la fase 

G2/M) (C.-P. Yang & Horwitz, 2017).  

 

También existe otra subunidad de la familia tubulina, g-tubulina, que, aunque no es 

un componente de los MT es imprescindible en la funcionalidad de estos (Oakley, 1992). 

Se localiza en el MTOC actuando en la nucleación y ensamblaje de las otras subunidades 

(Oakley, 1992; Kollman et al., 2010). La g-tubulina forma una estructura con forma de 

anillo denominada gTuRC (“g Tubulin Ring Complex”) en conjunto con otras proteínas 

asociadas (Job et al., 2003), que permiten el ensamblaje de los MT tanto in vitro (Y. 

Zheng et al., 1995) como in vivo (Kollman et al., 2011). También está involucrado en la 

regulación génica y el ciclo celular, así como en la disminución de la dinámica del 

extremo positivo de los MT (Bouissou et al., 2009; Oakley et al., 2015; Paluh et al., 2000). 

Esta función de g-tubulina resulta extraña ya que se sitúa mayoritariamente en el 

extremo negativo de los MT, por lo que, para explicarlo, existen dos teorías (Oakley et 

al., 2015). Una de ellas propone que gTuRC se podría unir a factores catastróficos o de 

rescate, o a las proteínas motoras que los transportan a través de los MT, afectando a 

su transporte hacia el extremo +, ya que se ha observado que mutaciones en  g-tubulina 

modifican la unión de proteínas motoras y/o factores estabilizadores de MT 

(Zimmerman & Chang, 2005; Cuschieri et al., 2006; Oakley et al., 2015). La otra hipótesis 
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es que gTuRC actúe como un factor de rescate evitando la disociación de los MT 

(Bouissou et al., 2009; Oakley et al., 2015). 

 

También juegan un papel importante las MAP que influyen en la estabilización de 

MT, como la estamina que impide la polimerización o la catanina que promueve la 

despolimerización; y además les permite su unión con otros componentes celulares 

(Alberts et al., 2008; Bodakuntla et al., 2019). 

 

Adicionalmente, las modificaciones postraduccionales en las subunidades a y b-

tubulina juegan un papel clave en la estabilización de los MT. Estas modificaciones 

regulan las propiedades de los MT, modulan la unión a MAP, indican la longevidad de 

los MT e intervienen en la morfogénesis celular (MacRae & Langdon, 1989). La mayoría 

se producen una vez se da lugar la polimerización, y entre ellas podemos encontrar la 

acetilación, fosforilación, poliaminación, poliglicilación, poliglutamilación y tirosinación 

(Ludueña, 1997; Wloga & Gaertig, 2010). En concreto, se ha asociado a la acetilación y 

la destirosinación de la subunidad a-tubulina con MT más estables (Gundersen et al., 

1987; Piperno et al., 1987). 

 

El estado de acetilación-desacetilación del grupo e-amino de la K40 de a-tubulina 

localizada en el lumen del MT determina la estabilización de las estructuras de los MT y 

su dinámica, siendo la tubulina acetilada su forma estable y la tubulina desacetilada su 

forma dinámica. La enzima responsable de la adición del grupo acetilo es la 

acetiltransferasa aTAT/Mec-17, mientras las enzimas que ejercen el efecto contrario 

(desacetilación) son HDAC6 y SIRT2 (Sirtuina 2). HDAC6 interacciona con el extremo C-

terminal de b-tubulina a través de sus dominios desacetilasas y desacetila la K40 de a-

tubulina sin afectar a la concentración de a y b-tubulina. Además, se ha comprobado 

que ambos dominios catalíticos (DD1 y DD2) de HDAC6 son necesarios en la 

desacetilación (Hubbert et al., 2002; Y. Zhang et al., 2003; Y. Li et al., 2012; Magiera & 

Janke, 2014). 
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Como consecuencia de la regulación de la estabilidad de los MT por parte de HDAC6, 

su participación es clave en diversos procesos celulares. Por ejemplo, en la morfología 

celular, la adhesión y la migración de las células (Boyault et al., 2007; Valenzuela-

Fernández et al., 2008). Así como también a nivel de sistema inmunitario interviene en 

la sinapsis inmunológica, en la respuesta citotóxica y en la vía autofágica (Pandey et al., 

2007; Valenzuela-Fernández et al., 2008; K. Zheng et al., 2017). También, aparte de 

influir en procesos celulares, también puede estar involucrado en diferentes partes del 

ciclo viral como la entrada o la transcripción viral  (Valenzuela-Fernández et al., 2008; Y. 

Li et al., 2012). 

 

1.8. Papel del citoesqueleto de microtúbulos en la infección viral. 

 
Los MT intervienen en múltiples funciones imprescindibles para la vida celular, por 

lo que muchos virus han desarrollado estrategias para utilizarlos en su propio beneficio 

y llevar a cabo diferentes pasos del ciclo viral. 

 

A nivel de entrada, la mayoría de los virus sin envoltura y algunos con envoltura 

entran en la célula a través del mecanismo de endocitosis, mientras la mayoría de los 

virus con envoltura entran a través de la fusión de membranas promovida por el 

contacto con el receptor celular. En ambos casos, los MT juegan un papel que puede ser 

utilizado por los propios virus (Seo & Gammon, 2022). La polarización de la red de MT 

interviene en la organización espacial de los receptores y factores de entrada celular, 

como por ejemplo en el virus del herpes simple 1 (HSV-1), que infecta las células 

epiteliales polarizadas principalmente de manera basolateral más que apical (Marozin 

et al., 2004; Naghavi & Walsh, 2017).  

 

A su vez, los receptores también influyen en la dinámica de MT. Una vez se produce 

la unión del virus con el receptor de superficie de membrana celular, se genera una 

señalización que conlleva a la estabilización de MT, la cual favorece la entrada viral. Por 

ejemplo, la envoltura del VIH-1 se une al receptor CD4 aumentando el nivel de 

acetilación de a-tubulina de forma CD4 dependiente y con ello permitiendo la formación 

del poro de fusión y entrada viral (Valenzuela-Fernández et al., 2005; Casado et al., 2018; 
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Cabrera-Rodríguez et al., 2019; Cabrera-Rodríguez et al., 2022; Pérez-Yanes et al., 2022; 

Valenzuela-Fernández, Cabrera-Rodríguez, et al., 2022). O el virus herpes asociado al 

sarcoma de Kaposi, que se une al receptor integrina a3b1 y activa una cascada de 

señalización generando un cambio en la estabilidad de los MT que le permite su 

internalización y tráfico intracelular (Naranatt et al., 2005).  

 

Una vez entra el virus en la célula, pueden utilizar los MT para transportarse hacia 

el núcleo con el fin de llevar a cabo la replicación. Los adenovirus activan la señalización 

por Rac1 promoviendo la polimerización de los MT, asimismo, activan la proteína 

quinasa A y la proteína quinasa activada por mitógeno p38 con el fin de mejorar el 

transporte mediado por dineína hacia el núcleo (Suomalainen et al., 2001; Warren & 

Cassimeris, 2007). Otros ejemplos son el HSV-1 que se une a las proteínas especializadas 

en el seguimiento del extremo positivo de los MT y se transporta retrógradamente a 

través de ellos (Jovasevic et al., 2015), o el VIH-1 cuya cápside interacciona con bicaudal 

D2 (una proteína adaptadora de dineína) y proteínas MAP como MAP1A y MAP1S, y se 

transporta retrógradamente hacia el núcleo (Fernandez et al., 2015; Malikov et al., 2015; 

Carnes et al., 2018). También la proteína matriz del VIH-1 se une a la proteína Kif4 que 

se localiza en los extremos de MT estables e induce la estabilización de los MT necesaria 

para alcanzar el núcleo (Sabo et al., 2013; Morris et al., 2014).  Además, se ha visto en 

el VIH-1 que la estabilización de los MT es importante en el “uncoating”, ya que el 

tratamiento con nocodazol (despolimeriza los MT) retrasa dicho proceso, al igual que 

ocurre con inhibidores de las proteínas motoras dineína o quinesina 1, proponiendo una 

posible relación entre el transporte y el “uncoating” (Lukic et al., 2014). 

 

Aunque otros virus, sobre todo virus ARN, no llevan a cabo su replicación en el 

núcleo, sino en el citoplasma. Para ello utilizan también la proteína motora dineína para 

transportarse retrógradamente por los MT pero en esta ocasión hacia la zona 

perinuclear; y modifican los MT en dicha zona con el fin de crear los sitios de replicación 

que los protejan de la detección celular. Con relación al transporte, se ha visto que la 

proteína p54 del virus de la peste porcina africana, esencial para su replicación, se une 

a dineína y se transporta hacia el MTOC; y además el tratamiento con nocodazol inhibe 

la producción viral (Alonso et al., 2001). Otros ejemplos de virus que utilizan el 
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transporte retrógrado a través de los MT del axón neuronal para llegar a su lugar de 

replicación son los reovirus, el poliovirus y el virus de la rabia (Ohka et al., 2009; Gluska 

et al., 2014; Aravamudhan et al., 2020). Por otro lado, se ha descrito que la proteína VP1 

de norovirus redistribuye los MT acetilados hacia los sitios de replicación adyacentes al 

MTOC (Hyde et al., 2012). Mientras los rotavirus se replican en “viroplasmas” que son 

una fusión de estructuras pequeñas que se localizan en la región perinuclear, estas 

fusiones derivan de la interacción de las proteínas virales NSP2 y NSP5 con los MT 

estables (Cabral-Romero & Padilla-Noriega, 2006; Eichwald et al., 2012). A su vez, los 

reovirus se replican y ensamblan en “factorías” o inclusiones perinucleares que pueden 

ser filamentosas o globulares, según el virus. En el caso de las inclusiones filamentosas, 

su formación depende de la estabilización de MT, ya que el tratamiento celular con 

nocodazol resulta en el cambio estructural a inclusiones globulares pequeñas dispersas 

en el citoplasma (Parker et al., 2002). También los flavivirus como el ZIKV forman los 

sitios de replicación reorganizando los MT y filamentos intermedios creando una 

estructura en forma de jaula alrededor. Pero en este caso, esta estructura depende de 

la inestabilidad de los MT, ya que bajo tratamiento con placitaxel, un estabilizador de 

MT, se reducen los títulos virales (Cortese et al., 2017). 

 

También se ha descrito el papel de los MT en el ensamblaje de los viriones. La 

glicoproteína de la envoltura de los alfacoronavirus interacciona con la tubulina y se 

localiza en la región perinuclear, pero bajo la influencia de nocodazol se encuentra 

dispersa en el citoplasma, incorporándose en menor cantidad en los viriones y 

dificultando la salida viral (Rüdiger et al., 2016). 

 

Al igual que en la entrada nuclear de algunos virus, los MT pueden intervenir en la 

salida viral permitiendo el movimiento de los viriones o componentes virales a través 

del citoplasma. Como ocurre con la cápside del virus HSV-1 (Pasdeloup et al., 2013) o su 

proteína de la envoltura pSU9 que se une a la quinesina-1 para el transporte 

anterógrado hacia la periferia axonal (Diefenbach et al., 2016); además se cree que su 

proteína VP22 podría estar involucrada en este paso al promover la estabilización e 

hiperacetilación de los MT (Elliott & O’Hare, 1998). Del mismo modo en el virus de la 

Hepatitis C también se ha observado este mecanismo de transporte anterógrado a 



  Introducción 
 

S. Pérez Yanes  99 

través de los MT, siendo imprescindible el estado acetilado de estos, ya que el 

tratamiento con nocodazol impide el transporte de la cápside, dificultando la salida viral 

(Coller et al., 2012). Además, Steeve Boulant et al., han descrito que la cápside madura 

del virus de la Hepatitis C redistribuye los “lipid droplets” alrededor del núcleo a través 

de los MT, concretamente hacia el MTOC. Este proceso es necesario para la salida viral, 

y el tratamiento celular con nocodazol reduce la salida viral al interferir en la 

redistribución (Boulant et al., 2008). Otros ejemplos son el virus de la peste porcina 

africana y el virus Herpes asociado al sarcoma de Kaposi, que transportan sus cápsides 

a través de los MT mediante la quinesina-1 y quinesina-2 respectivamente; así como 

también el virus de la peste porcina africana induce la acetilación de microtúbulos para 

su transporte a través del citoplasma celular y su consecuente salida (Jouvenet et al., 

2004; Sathish et al., 2009).  

 

Incluso algunos virus utilizan los MT para evadir la respuesta inmunitaria. En 

concreto, la proteína BHRF1 del virus de Epstein-Barr induce la hiperacetilación de los 

MT y la agrupación de mitocondrias cerca del núcleo formando un “mito-agresoma” 

dependiente de MT, todo ello conlleva a la mitofagia y subsecuente inhibición de la 

respuesta inmunitaria a través de MAVS (Glon et al., 2022). Así como la fosfoproteína 

del virus de la rabia que al dimerizarse se une a los MT y también es capaz de 

interaccionar con STAT1, formando un complejo que secuestra STAT1 en el citoplasma, 

impidiendo su entrada al núcleo y posterior activación de la respuesta del IFN (Moseley 

et al., 2009). 

 

Lo que demuestra la importancia de los MT no solo a nivel celular, sino también en 

diferentes etapas del ciclo viral de una gran diversidad de virus. Por tanto, podrían 

actuar como una diana en la restricción viral al igual que ocurre con la vía degradativa 

autofágica. 

 

1.9. Autofagia e infección viral. 

 
La autofagia es una vía de degradación de componentes citoplasmáticos a través 

del lisosoma, tanto de macromoléculas como de orgánulos. Existen tres tipos de 
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autofagia que se diferencian en su mecanismo de acción: macroautofagia, 

microautofagia y autofagia mediada por chaperonas (Mizushima, 2011; Reggiori et al., 

2012). En la microautofagia, se produce una invaginación hacia el interior de la 

membrana lisosomal para incorporar pequeñas partes del citoplasma (Mizushima et al., 

2008; Z. Yang & Klionsky, 2010; Mizushima, 2011). En cambio, en la autofagia mediada 

por chaperonas citoplasmáticas se reconocen selectivamente proteínas solubles mal 

plegadas y se transportan directamente al lumen del lisosoma (Massey et al., 2006; Arias 

& Cuervo, 2011). En la macroautofagia (que se denominará autofagia a lo largo de la 

tesis doctoral), partes del citosol y orgánulos intactos son envueltos en una membrana 

de aislamiento o fagóforo, que evoluciona a una vesícula de doble membrana 

denominada autofagosoma. La membrana externa del autofagosoma se fusiona con el 

lisosoma formando el autolisosoma, donde se degradará el contenido del autofagosoma 

al entrar en contacto con las hidrolasas lisosomales (Mizushima et al., 2008; Z. Yang & 

Klionsky, 2010; Mizushima, 2011) (Figura 24). 

 

La autofagia constitutiva es un mecanismo importante en la homeostasis celular al 

eliminar orgánulos dañados, agregados de proteínas y proteínas de vida larga, 

manteniendo así el control de los componentes celulares. A su vez, los niveles de 

degradación a través de esta vía aumentan en situaciones de estrés celular como la falta 

de nutrientes. Sin embargo, tanto un exceso de autofagia como un bajo nivel puede 

producir la muerte celular (Mizushima et al., 2008; Z. Yang & Klionsky, 2010; Mizushima, 

2011).  

 

En esta vía de degradación se encuentran implicadas un gran número de proteínas 

relacionadas con la autofagia (ATG). Se han descubierto más de 30 genes ATG 

(“Autophagy-related gene”) en levaduras, muchos de los cuales se conservan en 

eucariotas superiores e intervienen en los diversos pasos del proceso (Mizushima, 2011; 

Wesselborg & Stork, 2015;  Nishimura & Tooze, 2020). 

 

En condiciones celulares normales, el complejo macromolecular de la diana de 

rapamicina en células de mamífero (mTORC1) regula negativamente el complejo Ulk1-

ATG13-FIP200. Bajo condiciones de inanición o falta de energía se promueve la autofagia 
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mediante la inhibición de mTORC1, como consecuencia de la activación de la proteína 

quinasa activada por AMP o del complejo Ulk-1-ATG13-FIP200, que puede regular la 

autofagia directamente fosforilando Beclin1 o indirectamente fosforilando Ambra1 

provocando la separación de Beclin1 de su inhibidor Bcl2 (Z. Yang & Klionsky, 2010; 

Mizushima et al., 2011; A. M. K. Choi et al., 2013). Una vez se producen las señales para 

que se dé lugar la autofagia, se inicia la nucleación de la membrana del autofagosoma 

(fagóforo) y el reclutamiento de la maquinaria ATG, donde interviene también Beclin1 

(Z. Xie & Klionsky, 2007; Z. Yang & Klionsky, 2010; A. M. K. Choi et al., 2013). Tras la 

nucleación, sigue la elongación de la membrana del autofagosoma. Este paso requiere 

de dos sistemas de conjugación similares a la ubiquitina, ATG5/ATG12 y ATG8/LC3 (Z. 

Xie & Klionsky, 2007; Z. Yang & Klionsky, 2010; A. M. K. Choi et al., 2013). En el último 

paso, se lleva a cabo la maduración de los autofagosomas que implica la fusión con el 

lisosoma, provocando la degradación del contenido que hay en su interior por las 

hidrolasas lisosomales (Z. Xie & Klionsky, 2007; Matsunaga et al., 2009; Z. Yang & 

Klionsky, 2010). 

 

En base a la degradación de proteínas mal plegadas, se ha identificado la vía 

agresoma-autofagia como un sistema de defensa celular frente a la acumulación de 

proteínas mal plegadas aparte de los sistemas principales, chaperona y UPS (Kopito, 

2000; L. Chin et al., 2008; L.-S. Chin et al., 2010). La diferencia entre la autofagia basal y 

la autofagia del agresoma es la especificidad de su cargo. En la autofagia basal se 

eliminan de forma no selectiva proteínas mal plegadas junto con proteínas y orgánulos 

celulares en buen estado, en cambio, en la autofagia del agresoma se eliminan de forma 

selectiva proteínas mal plegadas y agregadas en condiciones de estrés proteotóxico. Se 

cree que cuando existe un exceso de proteínas mal plegadas que no son capaces de ser 

degradadas por el sistema de plegado chaperona o UPS, se activa la vía agresoma-

autofagia (L. Chin et al., 2008; L.-S. Chin et al., 2010). En este mecanismo de degradación, 

las proteínas mal plegadas y agregados de proteínas son reconocidos selectivamente y 

transportados a través de los MT por el complejo motor dineína hacia el MTOC donde 

se forman los agresomas en la región cercana al núcleo (Kopito, 2000; Garcia-Mata et 

al., 2002; L.-S. Chin et al., 2010) (Figura 24). La formación de agresomas aparte de 

proteger a las células secuestrando proteínas mal plegadas y agregadas que son tóxicas, 
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también actúan como un mecanismo de concentración para su eliminación a través de 

la autofagia (Kopito, 2000; L. Chin et al., 2008; L.-S. Chin et al., 2010).  

La formación del agresoma consta de diversas etapas. Primero se reconocen las 

proteínas mal plegadas y agregados que son marcadas postraduccionalmente, 

principalmente por ubiquitinación. Las proteínas celulares p62 a través de su dominio C-

terminal asociado a ubiquitinas y HDAC6 a través de su dominio BUZ, reconocen estas 

marcas y se unen a ellas. A su vez, también se unen a LC3 (“Microtubule-associated 

protein 1A/1B-light chain 3”) y al complejo motor dineína respectivamente, y se 

transportan a través de los MT hacia el centrosoma, siendo crucial la dinámica de MT en 

este punto (Kopito, 2000; Garcia-Mata et al., 2002; Kawaguchi et al., 2003; L. Chin et al., 

2008; E. Wong & Cuervo, 2010; Isogai et al., 2011; Mackeh et al., 2013) (Figura 24). 

Aparte de los MT, también intervienen los filamentos intermedios, que se organizan en 

una estructura similar a una jaula rodeando el agresoma (Johnston et al., 1998; Ardley 

et al., 2003). También podemos encontrar en el agresoma chaperonas moleculares, 

componentes de UPS y maquinaria de autofagia (Johnston et al., 1998; Garcia-Mata et 

al., 2002; H.-J. Lee et al., 2002; Iwata, Christianson, et al., 2005; L. Chin et al., 2008). Se 

cree que el agresoma podría concentrar el número de agregados para que la 

degradación por autofagia sea más eficiente (L. Chin et al., 2008; L.-S. Chin et al., 2010). 

A su vez, se ha descrito que los agresomas pueden inducir la autofagia secuestrando su 

inhibidor mTOR (Ravikumar et al., 2004; L. Chin et al., 2008).  

 

Aunque falte mucho conocimiento sobre esta vía, se han identificado algunas 

moléculas que juegan un papel importante en el reconocimiento y transporte de las 

proteínas al agresoma, como el complejo motor dineína, HDAC6 o ataxina-3 (Johnston 

et al., 2002; Kawaguchi et al., 2003; Burnett & Pittman, 2005). HDAC6 se transloca al 

agresoma en respuesta al aumento de los niveles de proteínas mal plegadas y también 

se ha caracterizado como una pieza clave en su formación (Kawaguchi et al., 2003). Esta 

distinción se debe a que actúa como una proteína adaptadora que une las proteínas 

poliubiquitinadas al complejo motor de dineína, permitiendo su transporte a través de 

los MT (Kawaguchi et al., 2003; Kopito, 2003; Olzmann et al., 2007; Aldana-Masangkay 

& Sakamoto, 2011). HDAC6 se une concretamente a través de su dominio BUZ a las 

proteínas poliubiquitinadas y a través de un dominio específico (65 aminoácidos 
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adyacentes a DD2) al complejo de dineína. Se ha descrito que aparte del dominio BUZ 

también son necesarios los dominios catalíticos DD1 y DD2 en la regulación de la 

formación del agresoma por parte de HDAC6, aunque todavía no se conozca de forma 

precisa el papel que juega la acetilación de tubulina aquí (Kawaguchi et al., 2003; Kopito, 

2003; L. Chin et al., 2008). Lo que sí se ha visto, es que HDAC6 es esencial en el transporte 

retrógrado de autofagosomas y lisosomas y que la inhibición de la actividad desacetilasa 

de HDAC6 mediante tubacina bloquea el reclutamiento de LC3, confirmando la 

importancia de la actividad desacetilasa en la vía degradativa. Por lo que se ha 

hipotetizado que la acetilación de tubulina podría estar involucrada en la interacción o 

direccionalidad de las proteínas motoras (Iwata, Riley, et al., 2005). 

  

Adicionalmente, aparte de intervenir en la formación de agresomas, HDAC6 

también se encuentra implicado en la maduración del autofagosoma, es decir, en la 

fusión del autofagosoma con el lisosoma. HDAC6 recluta la maquinaria de remodelación 

de actina dependiente de cortactina hacia los agregados de proteínas ubiquitinadas, 

desacetila la cortactina promoviendo la remodelación de la F actina en una red que 

estimula la fusión del autofagosoma con el lisosoma y la posterior degradación del 

contenido del autofagosoma (J.-Y. Lee et al., 2010; Richter-Landsberg & Leyk, 2013; R. 

Wang et al., 2019).  
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Figura 24: Vías de autofagia y agresoma-autofagia. La vía de degradación autofágica está 
compuesta por diferentes pasos: nucleación (donde se recluta la maquinaria para iniciar la 
formación de la membrana), elongación (cuando aumenta de tamaño la membrana envolviendo 
los componentes citoplasmáticos), maduración o fusión (se fusionan las membranas del 
autofagosoma y el lisosoma) y la degradación (se degrada el contenido del autofagosoma gracias 
a las hidrolasas que porta el lisosoma). La vía agresoma-autofagia, es una autofagia selectiva de 
proteínas mal plegadas o agregados de proteínas como consecuencia de la formación de 
agresomas.  Imagen creada en BioRender. 
 

La autofagia aparte de ser un mecanismo regulador de la homeostasis celular 

también actúa como mecanismo de defensa celular frente a infecciones. Durante la 

infección viral, la célula es capaz de degradar partículas virales, componentes virales y/o 

factores celulares necesarios para la replicación viral mediante su degradación 

autofágica, interviniendo así también en la presentación de antígenos virales (Deretic et 

al., 2013; S. Liang et al., 2021). Por otro lado, los virus han evolucionado siendo capaces 

de utilizar estrategias que bloqueen e inviertan el proceso de autofagia en su propio 

beneficio (Mao et al., 2019; S. Liang et al., 2021). Por lo que la activación de la autofagia 

puede actuar de manera proviral o antiviral (X. Dong & Levine, 2013). 

 

A nivel antiviral puede actuar por tres vías principales. Primero, mediante la 

degradación de las partículas virales, lo que implica a las hidrolasas lisosomales como se 

ha observado en múltiples virus. Por ejemplo, se ha descrito que la cápside del arbovirus 
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Sindbis se une a la proteína celular p62 dirigiendo la proteína viral hacia el autofagosoma 

(Orvedahl et al., 2010) o que los picornavirus, cuya infección produce daños en las 

membranas endosomales pero pueden ser degradados mediante autofagia (Staring et 

al., 2017). Es también el caso del virus de la Hepatitis C, cuya proteína no estructural 

NS5A interacciona con la proteína del RE, SCOTIN, enviando la proteína viral al 

autofagosoma para su degradación (N. Kim et al., 2016). Segundo, fomentando la 

producción de interferón lo que activa la respuesta inmunitaria innata. Así, Lee et al. 

señalaron la autofagia como un proceso necesario para el reconocimiento de virus 

ssRNA como el virus Sendai por parte del receptor celular TLR7 (H. K. Lee et al., 2007). A 

su vez, el ZIKV induce la expresión de genes estimulados por IFN en el cerebro de 

Drosophila (dSTING), los cuales actúan sobre ZIKV induciendo la autofagia (Y. Liu et al., 

2018). Tercero, la autofagia también puede tener un efecto antiviral actuando en la 

respuesta inmunitaria adaptativa al intervenir en la presentación de antígenos. La 

infección de macrófagos por HSV-1 puede activar la autofagia favoreciendo su 

procesamiento y la posterior presentación de antígenos del MHC-I/HLA (English et al., 

2009). También se ha visto que el antígeno 1 nuclear endógeno del virus Epstein-Barr se 

presenta a células T CD4+ mediante MHC-II y que la autofagia mejora dicho proceso 

(Paludan et al., 2005). 

 

Pero los virus a su vez pueden actuar sobre esta vía de degradación bloqueándola o 

cambiando su función antiviral a proviral, utilizándola para llevar a cabo su infección y 

patogénesis (Orvedahl & Levine, 2009). Existen diversos ejemplos de virus que bloquean 

las proteínas ATG, también que inhiben la autofagia “downstream” o incluso que utilizan 

la autofagia para llevar a cabo su replicación. HSV-1 expresa la proteína ICP34.5 que se 

une a Beclin 1 inhibiendo la activación de la autofagia (Orvedahl et al., 2007). También, 

tanto la proteína 2 de la matriz del virus Influenza A como la fosfoproteína del virus 

Parainfluenza Humano tipo 4 inhiben la fusión del autofagosoma con el lisosoma 

(Gannagé et al., 2009; B. Ding et al., 2014). A su vez, pueden utilizar la autofagia a su 

favor, los autofagosomas son un lugar perfecto para la replicación al proteger el material 

genético y al permitir la concentración de intermediarios esenciales (S. Liang et al., 

2021).  
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Los virus de ARN son el tipo viral que más frecuentemente modifica la autofagia con 

el fin de promover su replicación (J. Mao et al., 2019), como es el caso de DENV (Heaton 

& Randall, 2010), el virus de la Hepatitis C (Dreux et al., 2009), el virus Coxsackie B3 (J. 

Wong et al., 2008) y B4 (S. Y. Yoon et al., 2008), SARS-CoV-2 (D. Chen & Zhang, 2022), 

VIH-1 (Espert et al., 2009) o ZIKV (Q. Liang et al., 2016).  

 

En el caso del VIH-1 se ha descrito una modificación de dicha vía degradativa en 

función del tipo celular. Se ha observado una represión de la autofagia en células T CD4 

infectadas productivamente por el virus y, por otro lado, una inducción en líneas 

celulares de macrófagos y monocitos posiblemente necesaria para una infección 

productiva (Espert et al., 2009). La envoltura de VIH-1 también promueve la autofagia y 

la muerte celular de células T no infectadas en contacto con células T CD4 infectadas 

debido a su capacidad fusogénica (Denizot et al., 2008; Blanco et al., 2004). Se ha 

descrito que las primeras etapas no degradativas de la autofagia mejoran la producción 

de VIH-1 al promover el procesamiento de la proteína viral Gag, y que, para evitar la 

degradación viral, la proteína viral Nef interacciona con la proteína celular Beclin 1 

inhibiendo las últimas etapas degradativas de la vía (Kyei et al., 2009). De igual modo, 

HDAC6 promueve la degradación autofágica de las proteínas virales Vif y Pr55Gag 

actuando como un factor antiviral (Valera et al., 2015) y Nef actúa sobre HDAC6 para 

evitar dicha degradación (Marrero-Hernández et al., 2019). Por lo que, en resumen, el 

VIH-1 regula la autofagia celular en función del tipo celular y la etapa del ciclo viral.  

 

En el ZIKV también se ha descrito un efecto proviral de la autofagia, interviniendo 

en la transmisión vertical y patogénesis del virus. La infección de fibroblastos por parte 

del ZIKV produce la formación de autofagosomas asociados a una mejora en la 

replicación viral (Hamel et al., 2015), al igual que la infección de los trofoblastos que 

también induce la actividad autofágica mejorando la infectividad (B. Cao et al., 2017). 

Esta inducción de la autofagia por parte del ZIKV se ha relacionado con la enfermedad 

congénita asociada al virus. En ratones deficientes del gen Atg16/1 se limitó la 

transmisión vertical del virus al feto y el daño fetal y de la placenta característicos del 

ZIKV, así como el tratamiento con el inhibidor autofágico hidroxicloroquina, atenuó la 

infección placental y fetal del ZIKV (B. Cao et al., 2017). También se ha descrito en células 
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madre neurales fetales humanas la inducción de la autofagia por parte de las proteínas 

del ZIKV NS4A y NS4B, al disminuir la fosforilación de Akt y con ello inhibir la actividad 

de mTOR (Q. Liang et al., 2016).  

 

Por lo que, aunque el mecanismo degradativo de autofagia sea un mecanismo de 

defensa celular, los virus son capaces de evolucionar y de modificar la vía para poder 

llevar a cabo su ciclo viral, y en este sentido, los virus ARN como el VIH-1 y el ZIKV son la 

clase viral más destacable. 

 

En conclusión, los virus VIH-1 y ZIKV, ambos virus ssRNA(+), son virus reemergentes 

que suponen un reto a nivel de salud pública mundial. Por lo que su estudio a nivel de 

biología molecular es imprescindible en la búsqueda de posibles tratamientos y/o curas 

que permitan su erradicación o disminución de su impacto. Conociendo así sus ciclos 

virales e interacciones con proteínas celulares que podrían ser claves en el control de la 

infección viral, como podría ser el caso de HDAC6. Por ello, hemos definido las hipótesis 

y objetivos que exponemos en el siguiente apartado. 
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2. Hipótesis y Objetivos. 

 
El objetivo de la tesis doctoral es el estudio y la descripción de la proteína celular 

HDAC6 como un posible factor de restricción viral sobre virus ARN+. En trabajos previos 

se han identificado funciones antivirales de HDAC6 sobre virus ARN como el VIH-1 e 

Influenza, interviniendo tanto su capacidad de desacetilación de MT como su capacidad 

autofágica. Nuestra hipótesis se centra en el control de la infección por parte de HDAC6 

sobre virus ARN+, en concreto sobre VIH-1 actuando en la señalización infectiva del 

complejo de envoltura, y sobre la estabilizad de la proteína y las funciones virales y 

citotóxicas del factor NS5 del ZIKV. 

 

• Hipótesis 1: 

 

Proponemos que la capacidad funcional de los complejos de envoltura (Env) viral 

de virus aislados de individuos VIH-1+ correlaciona con su perfil clínico, y que la 

propiedad infectiva de las Env radica en su capacidad a señalizar en la célula diana a 

través de CD4, para evitar así la restricción que impone el factor antiviral HDAC6. 

 

• Hipótesis 2: 

 

Proponemos a la proteína no estructural NS5 como regulador del citoesqueleto y 

del flujo autofágico, funciones en las que se encuentra implicado HDAC6. Por lo que, a 

su vez, también proponemos a HDAC6 como factor antiviral al ser modulador de ambos 

procesos celulares. 

 

Con el fin de corroborar las hipótesis, planteamos los siguientes objetivos 

específicos: 

 

1. Caracterizar el complejo de Env de virus aislados de distintos grupos de pacientes 

VIH-1 en su capacidad infectiva. 
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1.1. Evaluar el nivel de expresión del complejo glicoproteico Env en la 

superficie de células productoras de viriones, de virus aislados de los 

individuos VIH-1+ de estudio. 

1.2. Estudiar la afinidad o capacidad de unión a CD4 de los complejos de 

Env de virus aislados de distintos grupos de pacientes VIH-1+. 

1.3. Evaluar los niveles de transferencia viral entre una célula infectada, 

expresando los complejos de Env de virus aislados de distintos grupos 

clínicos de individuos VIH-1+, y células no infectadas, mediada por la 

unión de estos complejos Env al CD4. 

1.4. Estudiar la infecciosidad de los complejos de Env de virus aislados de 

distintos grupos clínicos de pacientes VIH-1+, en las primeras etapas 

del ciclo viral. 

 

2. Caracterizar a NS5 como responsable del reordenamiento de MT y del cambio 

del flujo autofágico, dependiente de HDAC6, de las células infectadas. 

2.1. Caracterizar la vía por la cual NS5 promueve la estabilización del 

citoesqueleto de tubulina (MT), medida por los niveles de acetilación 

de la subunidad a-tubulina de los MT. 

2.2. Estudiar el efecto de NS5 sobre la vía autofágica celular. 

 

3. Caracterizar a HDAC6 como factor de restricción viral sobre NS5. 
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3. Material y Métodos. 

 
3.1. Reactivos. 

 
Para producir las soluciones necesarias de los diferentes experimentos llevados a 

cabo en esta tesis doctoral, se utilizaron los siguientes reactivos (las soluciones se 

producen en agua ultrapura MiliQÒ). 

 

Tabla 4: Reactivos utilizados en la preparación de soluciones. 
Nombre Referencia 

Tween 20  P9416-100mL. Sigma-Aldrich 
EDTA (ácido etildiaminotetraacético) E5134-100G. Sigma-Aldrich 
Trizma Base   T6066-1Kg. Sigma-Aldrich 
Trizma Hydrochloride  T5941-1Kg. Sigma-Aldrich 
Glicina G8898-1Kg. Sigma-Aldrich 
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) L3771-500g. Sigma-Aldrich 
Triptona 403682.1210. PanReac Applichem 
Extracto de levadura 403687.1210. PanReac Applichem 
Agar bacteriológico tipo americano 
(ingrediente) CULTIMED 

Ref:402303.1210. PanReac 
Applichem 

Cloruro de sodio (NaCl) S3014-5KG. Sigma-Aldrich 
TritónTM X-100 Ref:9036-19-5. Sigma-Aldrich 
Desoxicolato sódico  Ref:30970. Sigma-Aldrich 
Complete 25X 11697498001. Roche Diagnostics 
HEPES H3375-500G. Sigma-Aldrich 
Cloruro de potasio (KCl) MR6004. M&B 
1,4-Dithiothreitol (DTT) 
 

43817. Sigma-Aldrich 

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
(PMSF) 

Ref: 10837091001. Roche 

Nonidet P40 Substitute (NP40) 19828. USB Corporation 
Glicerol G5516-1L. Sigma-Aldrich 
b-mercaptoetanol M-7522. Sigma-Aldrich 
Azul de bromofenol 115-39-9. Merck 
Dimetilsulfóxido (DMSO) D8418-100ML. Sigma-Aldrich 

En la tabla se indican los reactivos utilizados en la producción de soluciones necesarias en los 
diferentes experimentos llevados a cabo. En la columna izquierda se indica el nombre del 
reactivo y en la columna derecha su referencia. 
 

3.2. Anticuerpos. 

 
Se han utilizado distintos anticuerpos que se resumen en la siguiente tabla. 
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Tabla 5: Anticuerpos.  
Nombre Dilución Referencia Técnica 

a-2G12 
 

6 µg/mL AB002 Polymun 
Scientific 

Citometría de flujo 

a-IgGB12 
 

6 µg/mL Polymun Scientific Citometría de flujo 

CD4+ T Cell Isolation 
Kit, Biotin-AB-Cocktail 

 130-096-533 Miltenyi 
Biotec 
 

Aislamiento de células 
T CD4+ 

a-CD4 v4 Mouse anti-
Human, FITC, Clone-
L120 

1,5/50 340422  
BD Biosciences 

Citometría de flujo 

a-HDAC6 1/500 sc-11420.  
Santa Cruz 
Biotechnology 
 

Western Blot 

a-HA 1/200 sc-7392 
Santa Cruz 
Biotechnology 

Western Blot 

a-HA 1/50 sc-805 Santa Cruz 
Biotechnology 

Inmunofluorescencia  

a-p62 (SQSTM1) 1/200 sc-28359 
Santa Cruz 
Biotechnology 

Western Blot 

a-Acetylated a-
Tubulin 

1/5000 T7451 
Sigma-Aldrich 

Western Blot 

a-a-Tubulin 1/3000 T6074 
Sigma-Aldrich 

Western Blot 

a-Histona 3 1/500 sc-517576 
Santa Cruz 
Biotechnology  

Western Blot 

a-Laminina  b1 1/500 sc-374015 
Santa Cruz 
Biotechnology  

Western Blot 

a-Myc  WB: 
1/200 
IF: 
1/50 

sc-40 
Santa Cruz 
Biotechnology 

Western Blot 

a-RIG-I  1/200 sc-376845 
Santa Cruz 
Biotechnology 

Western Blot 

a-Ac-lysine  1/200 sc-32268 
Santa Cruz 
Biotechnology 

Western Blot 

a-PML  1/50 Sc-966 
Santa Cruz 
Biotechnology 

Inmunofluorescencia 
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a-SUMO-1 (C9H1) 1/50 4940S 
Signaling Technology 

Inmunofluorescencia 

a-PE-labeled goat 
anti-human IgG. 
 

1/200 AB_2337530 Jackson 
ImmunoResearch 

Citometría de flujo 

a-HIV-1 core antigen-
RD1, KC57 
 

1/50 6604667 IZASA 
Scientific 

Citometría de flujo 

a-Mouse IgG (whole 
molecule)- 
Peroxidase antibody 

1/2000 A4416 
Sigma-Aldrich 

Western Blot 

a-Rabbit IgG (whole 
molecule)- 
Peroxidase antibody 

1/2000 A6154 
Sigma-Aldrich 

Western Blot 

Alexa Fluor 568 goat 
a-Mouse IgG1 (g1) 

1/500 A21124 
Life technologies 

Inmunofluorescencia 

Alexa Fluor 488 goat 
a-Mouse IgG1 (g1) 

1/500 A21121 
Life technologies 

Inmunofluorescencia 

Alexa Fluor 568 goat 
a-Rabbit IgG (H+L) 

1/500 A11011 
Invitrogen 

Inmunofluorescencia 

Alexa Fluor 488 goat 
a-Rabbit IgG (H+L) 

1/500 A11008 
Invitrogen 

Inmunofluorescencia 

Alexa Fluor 488 
donkey a-Mouse IgG 
(H+L) 

1/500 A21202 
Life technologies 

Inmunofluorescencia 

Alexa Fluor 568 
donkey a-Goat IgG 
(H+L) 

1/500 A11057 
Invitrogen 

Inmunofluorescencia 

En la tabla se indican los anticuerpos utilizados en los diferentes experimentos desarrollados. En 
la columna izquierda se indica el nombre del anticuerpo, en la siguiente columna su 
concentración final o dilución, a continuación, su referencia y en la columna derecha la técnica 
en la que se utiliza. 
 

3.3. Cultivo de las líneas celulares y células primarias. 

 
3.3.1. Líneas celulares y células primarias. 

 
HEK-293T: es una línea celular procedente de células de riñón embrionario humano 

que derivan de la línea celular 293. Las células 293 fueron modificadas insertándoles el 

gen del antígeno T del Virus del Simio 40 (SV40), lo cual permite la replicación episomal 

de los plásmidos que contienen el origen de replicación del SV40, favoreciendo su 

amplificación y expresión. Como consecuencia, es frecuentemente utilizada en 
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experimentos de transfección. Es una línea celular adherente que se cultiva en medio 

Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10% y 

antibióticos penicilina y estreptomicina al 1%, a 37°C y 5% de CO2.  

 

HEK-LuciaTM RIG-I: línea celular que procede de la línea celular HEK-LuciaTM Null, la 

cual a su vez deriva de células HEK-293 que expresan de forma estable el gen reportero 

de luciferasa Lucia que está bajo control del promotor ISG54 inducible por interferón. 

Además, esta línea celular expresa altos niveles del gen RIG-I. Por todo ello, se utiliza 

para realizar ensayos de Interferón. Es una línea celular adherente que se cultiva en 

medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% y antibióticos penicilina y 

estreptomicina al 1%, a 37°C y 5% de CO2. Además, para la selección de las células se 

añaden al cultivo Blasticidina, Normocina y Zeocina. 

 

TZM-bl: es una línea celular de carcinoma del epitelio cervical humano, que deriva 

de un clon de células HeLa, antiguamente denominado JC53-bl. Esta línea celular se 

caracteriza por ser muy permisiva en la infección por la mayoría de las cepas de VIH y 

SIV, ya que tienen un alto grado de expresión del receptor CD4 y los correceptores CCR5 

y CXCR4. Además, tiene integrados los genes de Luciferasa (gen luc) y b-Galactosidasa 

en su genoma bajo el control del promotor LTR del VIH-I, lo que permite medir de forma 

precisa la infección. Es una línea celular adherente que se cultiva en medio DMEM 

suplementado con suero fetal bovino al 10%, a 37°C y 5% de CO2.  

 

MOLTNL4.3 y MOLTBaL: es una línea celular producida en el laboratorio del Dr. Julià 

Blanco, la cuál ha sido infectada de manera crónica con aislados de virus VIH-I CXCR4 

trópicos y CCR5 trópicos, denominados VIH-I NL4.3 y VIH-I BaL respectivamente. Es una 

línea celular que crece en suspensión y se cultiva en medio Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI) suplementado con suero fetal bovino al 10%, a 37°C y 5% de CO2.  

 

Células T CD4+ primarias de donantes sanos: son células T CD4+ obtenidas por 

selección inmunogénica negativa de células mononucleares de sangre periférica o PBMC 

(“Peripheral Blood Mononuclear Cells”). Las células PBMC se han aislado previamente 

mediante gradiente de densidad con Ficol de muestras sanguíneas de donantes sanos. 
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Las células crecen en suspensión y se mantienen en medio RPMI suplementado con 

suero fetal bovino al 10%, a 37°C y 5% de CO2. 

 

3.3.2. Cultivo celular. 

 
Células HEK-293T y TZM-bl:  para realizar los pases de células, se elimina el medio 

del frasco y se realiza un lavado añadiendo PBS 1X. Al ser una línea celular adherente, 

se deben despegar de la superficie del frasco, para ello se retira el PBS y se añade 2,5 

mL de Tripsina o VerseneÒ. Se incuba durante aproximadamente 5 minutos (si se utiliza 

VerseneÒ, la incubación se llevará a cabo a 37°C en el incubador) y una vez se han 

despegado del frasco, se añade medio DMEM completo y se mezcla homogeneizando la 

concentración de células en el volumen. Se conserva una parte en el frasco al cual se 

vuelve a añadir medio DMEM completo y se incuba a 37°C y 5% de CO2.  El volumen 

restante se guarda para la siembra o se desecha si sólo se quiere realizar un pase a las 

células. Se pasan cada 2 días aproximadamente, según su confluencia. 

 

Células HEK-LuciaTM RIG-I: el procedimiento es igual que en las células HEK-293T y 

TZM-bl. La única diferencia es que en el cultivo celular se añade Blasticidina, Normocina 

y Zeocina para la selección de las células que expresan de manera estable altos niveles 

de RIG-I. 

 

MOLTNL4.3 y MOLTBaL: para realizar los pases de células, se elimina cierta cantidad 

de medio del frasco y se añade el mismo volumen que hemos descartado de medio RPMI 

completo y se incuba a 37°C y 5% de CO2. El volumen descartado se guarda para la 

siembra o se desecha si sólo queremos pasar las células. Se pasan cada 2 días 

aproximadamente, según su confluencia. 

 

Para evitar contaminación por micoplasma, en nuestro laboratorio, se añade 

MycoZapTM Prophylactic al cultivo celular. 
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Para realizar el recuento de células se empleó la tinción celular de azul de tripano 

(“Trypan Blue”) y se calculó la concentración celular con la cámara de Neubauer o con 

el NucleoCounter NC-250TM, Automated Cell Analyzer. 

 

Tabla 6: Soluciones para el cultivo celular. 
Nombre Descripción/Receta Referencia 

DMEM Medio de cultivo para las líneas celulares 
HEK-293T, TZM-bl y HEK-LuciaTM RIG-I 

L0104-500 
Biowest 

RPMI Medio de cultivo para las células MOLTNL4.3 
y MOLTBaL y células T CD4+ primarias de 
donantes sanos. 

61870-010   
Gibcoä 

Suero Bovino Fetal 
(FBS) 

Suero para suplementar el medio de 
cultivo. Se añade a una dilución 1/10.  

10270-106  
Gibcoä 

Penicilina-
Estreptomicina 

Antibióticos de amplio espectro. Se añade 
a una dilución 1/100. 

L0018-100 
Biowest 

Blasticidina Antibiótico de selección para la línea 
celular HEK-LuciaTM RIG-I. Se añade a una 
dilución 3/1000 a partir de la 
concentración madre de 10 mg/mL. 

BLL-42-01 
InvivoGen 

Normocina Antibiótico de selección para la línea 
celular HEK-LuciaTM RIG-I. Se añade a una 
dilución 2/1000 a partir de la 
concentración madre de 50 mg/mL. 

NOL-42-06 
InvivoGen 

Zeocina Antibiótico de selección para la línea 
celular HEK-LuciaTM RIG-I. Se añade a una 
dilución 1/1000 a partir de la 
concentración madre de 100 mg/mL. 

ZEL-42-01 
InvivoGen 

PBS 1X Solución salina tamponada (pH 7,4). 
Se puede comprar a una marca comercial o 
se puede hacer casero. 
PBS 10X (1L): NaCl 80 g, KCl 2 g, Na2HPO4 
14,4 g y KH2PO4 2,4 g.  

PBS: 10010015 
Gibcoä 

VerseneÒ (1X) Solución para la disociación celular. 15040-066  
Gibcoä 

Tripsina-EDTA 1X  Solución para la disociación celular.  L0930-100 
Biowest 

MycoZapTM 

Prophylactic 
Para prevenir la contaminación por 
micoplasma. Se añade a una dilución 
1/1000 a partir de la concentración madre 
de 500X. 

VZA-2031 Lonza 

Azul de Tripano  
(Trypan Blue) 

Colorante ácido azul. T8154  
Sigma-Aldrich 

Medios y suplementos utilizados en el cultivo celular. En la columna izquierda se indica el 
nombre de la solución, en la columna central se describe su función y/o composición y en la 
columna derecha su referencia. 
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3.3.3. Obtención de células T CD4+ primarias a partir de muestras 

sanguíneas de donantes sanos. 

 
Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se han obtenido a partir de 

residuos leucocitarios de sangre periférica (“buffy-coat”) de donantes sanos, 

procedentes del Banco de Sangre y Tejidos (Banc de Sang i Teixits, Barcelona).  

 

La muestra sanguínea se diluye añadiendo 40 mL de PBS a la bolsa de “buffy-coat” 

y se divide la dilución en 2 falcons de 50 mL que contienen 15 mL de ficol (FicollÒ Paque) 

cada uno. Se centrifugan a 1850 rpm durante 30 minutos con aceleración y 

desaceleración muy lenta para separar las diferentes células sanguíneas por gradiente 

de densidad. Seguidamente, se recoge la capa blanquecina que corresponde con las 

células PBMC y se añaden a otro falcon de 50 mL (Figura 25).  

 

 
Figura 25: Esquema de separación de las diferentes células sanguíneas mediante gradiente de 
densidad. Se añade la muestra sanguínea a un falcon que contiene ficol y mediante 
centrifugación se separan por gradiente de densidad las células sanguíneas (de abajo hacia 
arriba encontramos: eritrocitos y granulocitos, la capa de ficol, PBMC y por último el plasma). 
Imagen creada en BioRender.com. 
 

Se lavan las células PBMC 2 veces con PBS, se resuspende el pellet en 15 mL de 

medio RPMI completo y se cuantifica el número de células PBMC que se han aislado. 

Una vez conocida la concentración celular, se calcula el número de PBMC que se tiene 

que separar para purificar X células T CD4+ que se utilizarán para el cocultivo del ensayo 

de transferencia viral sabiendo que se necesitan 100.000 células por pocillo (apartado 

3.5.4). Se centrifugan las células PBMC necesarias durante 5 minutos a 1500 rpm y se 

resuspenden con la cantidad de anticuerpo necesario según la siguiente fórmula:  
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FD= Factor de dilución (Millones de PBMC que tenemos que coger por 0,1) 
BP= Buffer de purificación 

(40 x FD) µL BP + (10 x FD) µL Biotin-AB-Cocktail 
 

A continuación, se incuban 5 minutos a 4°C, tras los cuales se añaden las Microbead 

(Perfect CountTM Microspheres 100) según la siguiente fórmula: 

 
(30 x FD) µL BP + (20 x FD) µL Microbeads 

 
Se incuban 10 minutos a 4°C. Una vez transcurridos los 10 minutos de incubación, 

se añade el volumen de BP que falta para obtener un volumen final de 500 µL. Y a 

continuación, se utiliza el Robot AutoMACS Pro Separator (Miltenyi Biotech) que 

separará mediante selección negativa las células T CD4+. 

 

Se centrifugan las células T CD4+ aisladas a 1500 rpm durante 5 minutos y se 

realizan dos lavados con PBS. Se resuspende el pellet en 5 mL de medio RPMI completo 

y se cuantifica la concentración final que tenemos. Una vez contadas, se resuspenden 

las células para que se encuentren a una concentración de 2 M/mL con medio RPMI 

completo y se incuban a 37°C y 5% de CO2 para realizar el cocultivo al día siguiente. 

 

Por otro lado, una vez aisladas las células T CD4+, se realiza un marcaje de los 

receptores CD4 para confirmar que se ha realizado correctamente el aislamiento. Para 

ello, se realiza el siguiente protocolo: 

 

En una placa de 96 pocillos con fondo cónico se añaden 50 µL de células T CD4+ 

aisladas y 1,5 µL de anticuerpo a-CD4 v4 Mouse anti-Human y se incuba 15 minutos a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Se lavan con PBS y se fijan con 200 µL de 

formaldehido al 1% (Ref. F1635, Sigma-Aldrich). Además, se tienen dos controles, se 

marca en un pocillo 50 µL de células PBMC y en otro pocillo se añaden células T CD4+ 

sin marcaje de anticuerpo. Para medir el porcentaje de células CD4 positivas y confirmar 

que el aislamiento se ha producido de manera correcta se analizan las células mediante 

el citómetro de flujo BD FACSCelestaä (Becton Dickinson). 
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A continuación, en modo resumen, se muestran las soluciones empleadas en este 

proceso (Tabla 7). 

 

Tabla 7: Soluciones y kits para la purificación de células T CD4+ primarias. 
Nombre Descripción/Receta Referencia 

FicollÒ Paque Solución para crear un gradiente de 
densidad y separar los diferentes tipos 
celulares. 

GE17-1440-02. 
Sigma-Aldrich 

Perfect CountTM 
Microspheres 100 

Sistema basado en microesferas que junto 
al cocktail de anticuerpos del kit de 
separación de células T CD4+, permite 
realizar el aislamiento de las células T 
CD4+. 

CYT-PMC100 
Cytognos 

Buffer de 
Purificación (BP)  

Buffer en el que se resuspende el cocktail 
de anticuerpos y las microesferas del kit de 
separación de células T CD4+. 
Receta: PBS+EDTA 50 mL y FBS 250 µL. Se 
conserva a 4°C. 

PBS: 10010015 
Gibcoä 
EDTA: E7889. 
Sigma-Aldrich 

Soluciones y kits utilizados en la purificación de células T CD4+ primarias. En la columna izquierda 
se indica el nombre de la solución o kit, en la columna central se describe su función y/o 
composición y en la columna derecha su referencia. 
 

3.3.4. Transfección. 

 
Se han utilizado agentes transfectantes diferentes según el experimento: 

 

X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent: (Ref. 06365787001, Roche 

Diagnostics). Agente transfectante con una alta eficiencia para gran diversidad de líneas 

celulares y una baja citotoxicidad celular. Se añade en un eppendorf medio de cultivo 

DMEM incompleto a un volumen de 200 µL por pocillo si se siembra en una placa de 6 

pocillos o 100 µL/pocillo si es una placa de 12 pocillos, y el ADN plasmídico a transfectar. 

Se agita la mezcla en un vórtex, se añade el X-tremeGENE a una relación 3 µL de 

XtremeGENE:1 µg de ADN y se incuba 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido 

el tiempo de incubación, se añade a cada pocillo de las placas sembradas el día anterior 

y se incuba a 37°C y 5% de CO2 hasta el siguiente paso del experimento a realizar. 

 

FuGENE HD Transfection Reagent: (Ref. E2312, Promega). Agente transfectante con 

un gran rendimiento de transfección que ejerce el mínimo efecto sobre la fisiología 
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celular. Se añade en un eppendorf medio de cultivo DMEM incompleto a un volumen 

final de 100 µL por pocillo y el ADN plasmídico a transfectar. Se agita en el vórtex y se 

añade el FuGENE HD a una relación 3 µL de FuGENE HD:1 µg de ADN y se incuba 10 

minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubación, se añaden los 100 

µL a cada pocillo de las placas sembradas el día anterior y se incuba a 37°C y 5% de CO2. 

Las células son procesadas entre las 24 y 72 horas tras la transfección. 

 

PEI25K™: (Ref. 23966-1, Polysciences Inc.). Agente transfectante que ofrece una 

alta expresión génica en células HEK-293 y muy rentable a nivel económico. Se añade en 

dos eppendorf NaCl 150 mM estéril a un volumen de 100 µL por pocillo si se siembra en 

una placa de 6 pocillos o 50 µL/pocillo si se siembra en una placa de 12 pocillos. En uno 

de los eppendorf se añade el ADN plasmídico y en el otro el PEI25k™ en una relación 3 

µL de PEI25k™:1 µg de ADN. Se agitan ambos eppendorf mediante vórtex y se incuban 

5 minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado el tiempo de incubación, se 

incorpora la solución de PEI25k™ a la solución del ADN plasmídico, se mezcla mediante 

vórtex y se vuelve a incubar a temperatura ambiente, pero esta vez durante 30 minutos. 

Tras los cuales se incorporan los 100 µL o 200 µL a los pocillos de las placas sembradas 

el día anterior y se incuban a 37°C y 5% de CO2. Las células son procesadas entre las 24 

y 72 horas tras la transfección. 

 

Lipofectamina RNAiMAX: (Ref. 13778-075, Invitrogen). En este caso, es un agente 

transfectante específico para siRNA. Se añaden en un eppendorf 120 pg de siRNA en 150 

µL por pocillo de medio de cultivo DMEM incompleto y, por otro lado, en otro 

eppendorf, 9 µL de Lipofectamina RNAiMAX en 150 µL por pocillo de medio de cultivo 

DMEM incompleto. Tras 5 minutos de incubación se incorporan los 150 µL de la solución 

del siRNA a la solución de lipofectamina. Se incorporan los 250 µL de la mezcla en los 

pocillos de las placas sembradas y se incuban a 37°C y 5% de CO2. Las células son 

procesadas entre las 24 y 72 horas tras la transfección. 
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3.4. Biología molecular. 

 
3.4.1. Constructos (plásmidos) codificantes para cuerpo y proteínas 

virales, proteínas celulares y ARN de interferencia. 

 
Env de pacientes con diferente perfil clínico: se obtuvieron 41 envolturas 

procedentes de diferentes orígenes: HIV HGM BioBank integrado en la Red de 

Investigación de SIDA Española (RIS-RETIC, ISCIII) (muestras 

1,2,3,6,7,8,13,14,15,16,17,18,19), el Centro Sanitario Sandoval, Hospital Clínico San 

Carlos (muestras 21,22,24,28,30,31,32,33,36,37,38,39,40,42,43,44,45,46,49,50,51,52), 

la Fundación de Investigación IrsiCaixa (muestras 9,10,11,12) y el Hospital Xeral de Vigo 

(muestras 26,27). Las muestras proceden de tres fases de la epidemia en España, de 

1993-94, 2004-2005 y 2013-2014, y de pacientes con diferentes perfiles clínicos, 10 Env 

provienen de 6 pacientes LTNP-EC, 10 clones de 6 pacientes vLTNP, 10 clones de 6 

pacientes progresores (P) “Antiguos” (“Old”) y 11 clones de 10 pacientes P “Modernos” 

(“Modern”).  Fueron procesadas según los procedimientos actuales y congeladas 

inmediatamente después de su recepción. Los genes env se amplificaron en el 

laboratorio del Dr. Cecilio López Galíndez y la Dra. Concepción Casado mediante PCR 

anidada de ADN proviral, los productos de las cuáles se clonaron en el vector de 

expresión pcDNA3.1D/V5-His’s Topo (Invitrogen). A continuación, los plásmidos fueron 

transformados en E.coli DH5a y secuenciados para comprobar la correcta inserción del 

gen. Los números de identificación y las características de los pacientes se encuentran 

en la Tabla 13. Los pacientes del estudio dieron su consentimiento informado para los 

estudios de análisis genético, aprobados por el Comité de Ética e Investigación del 

“Centro Sanitario Sandoval”. Y sus muestras fueron registradas en el Registro Nacional 

Español del Biobanco de Investigación Biomédica con el número C.0004030. Las 

investigaciones clínicas se realizaron de acuerdo con los principios expuestos en la 

Declaración de Helsinki. También los estudios fueron aprobados por el Comité de Ética 

de la Investigación y de Bienestar Animal del Instituto de Salud Carlos III con CEI PI 

05_2010-v3 y CEI PI 09-2013.  
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envBaL: (Ref: 11445 del “NIH-AIDS Research and Reference Reagent Program”). 

Plásmido que contiene los genes env y rev de un virus de laboratorio (virus BaL) que 

tiene tropismo CCR5. Al igual que las envolturas de los pacientes, se clonaron en el 

vector de expresión pcDNA3.1D/V5-His’s Topo (Invitrogen).  

 

envNL4.3: plásmido que proviene de un plásmido anterior, pHEnv, el cual contiene 

los genes env y rev de un virus de laboratorio (virus NL4-3) que tiene tropismo CXCR4. A 

partir de dicho plásmido se amplificaron los genes env y rev del virus NL4-3 y al igual que 

las envolturas de pacientes y la envoltura control BaL, se clonaron en el vector de 

expresión pcDNA3.1D/V5-His’s Topo (Invitrogen). 

 

pTat Denv: plásmido del cuerpo viral de VIH-1 que contiene el gen tat del VIH-1 

clonado en el vector pDS56, RBH, 6X y carece del gen env. Lo cual, nos permite generar 

partículas virales con el mismo cuerpo viral pero diferentes envolturas para así poder 

comparar sus características. El plásmido proviene del “NIH AIDS Research and 

Reference Reagent Program”.  

 

pSG3 Denv: (Ref: 11051 del “NIH AIDS Research and Reference Reagent Program”). 

Plásmido del cuerpo viral de VIH-1 que carece del gen env completo. Al plásmido pSG3.1 

se le ha insertado un codón de parada tras el aminoácido 142 del gen env. Además, el 

plásmido contiene el gen luc y como consecuencia las células infectadas producirán 

luciferasa permitiéndonos medir la capacidad infectiva de los viriones.  

 

pcDNATM 3.1 (+)/(-): (Ref: V790-20 y V795-20, Invitrogen). Vector de expresión que 

se utiliza en el proceso de clonaje, ya que posee el origen de replicación del bacteriófago 

F1, el promotor T7 y varios sitios de clonaje. En nuestro caso se utiliza como ADN 

compensatorio en la transfección y como control negativo de los experimentos. 

 

pNS5-myc: la secuencia de ADN que codifica para la proteína no estructural NS5 de 

ZIKV (cepa Zika MP1751_East_African (Uganda)) fue clonada con el “tag” myc en el 

extremo C-terminal utilizando los sitios de restricción BamHI/XhoI y la ligación ADN T4 

en pcDNAÔ 3.1(+). Plásmido obtenido por la Dra. Judith Estévez Herrera a través del 



Material y Métodos 
 

S. Pérez Yanes  127 

Proyecto Agustín de Betancourt “Zikassays” del Cabildo Insular de Tenerife para la 

Universidad de La Laguna y en colaboración con la empresa Bioassays en Madrid. 

 

pNS5-HA: la secuencia de ADN que codifica para la proteína no estructural NS5 de 

ZIKV (cepa Zika MP1751_East_African (Uganda)) fue clonada con el “tag” hemaglutinina 

de la Influenza humana (HA) en el extremo C-terminal utilizando los sitios de restricción 

BamHI/XhoI y la ligación ADN T4 en pcDNAÔ 3.1(+). Plásmido obtenido por la Dra. Judith 

Estévez Herrera a través del Proyecto Agustín de Betancourt “Zikassays” del Cabildo 

Insular de Tenerife para la Universidad de La Laguna y en colaboración con la empresa 

Bioassays en Madrid. 

 

pNS5K330A-myc: el plásmido pNS5-myc se linealizó mediante PCR inversa 

utilizando cebadores de 15pb superpuestos entre sí en sus extremos 5¢ (5¢-

CCTGTCAGCGCCCTGGGATGTGGTGACTGG-3¢ y 5¢-

CAGGGCGCTGACAGGAGTCTAACAACCCC-3¢) y que contienen la sustitución deseada AAG 

(Lisina) por GCG (Alanina) dentro de las regiones que solapan mediante CloneAmp HiFi 

PCR (Ref: 639298, Takara). El producto de PCR se trató con “Cloning Enhancer” para 

eliminar el molde circular y se purificó con “Nucleospin Gel” y el kit “PCR Clean-up” (In-

Fusion® HD Cloning Plus, ref:638910, Takara). Finalmente se utilizó “Fusion HD Enzyme” 

para el ensamblaje. Plásmido obtenido por la Dra. Judith Estévez Herrera a través del 

Proyecto Agustín de Betancourt “Zikassays” del Cabildo Insular de Tenerife para la 

Universidad de La Laguna y en colaboración con la empresa Bioassays en Madrid. 

 

NS2B3-HA: la secuencia de ADN que codifica para la proteína no estructural NS3 de 

ZIKV (cepa Zika MP1751_East_African (Uganda)) fue clonada con el “tag” HA en el 

extremo C-terminal utilizando los sitios de restricción BamHI/XhoI y la ligación ADN T4 

en pcDNAÔ 3.1(+). También se incluyó 40 aa del dominio C-terminal de NS2B para 

mantener la actividad proteasa de NS3. Plásmido obtenido por la Dra. Judith Estévez 

Herrera a través del Proyecto Agustín de Betancourt “Zikassays” del Cabildo Insular de 

Tenerife para la Universidad de La Laguna y en colaboración con la empresa Bioassays 

en Madrid. 
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HA-wt-HDAC6: (Ref. V790-20, Invitrogen). Vector de expresión codificante de la 

proteína HDAC6 salvaje (“wild-type”, wt-HDAC6) con el “tag” HA en su extremo N-

terminal. Se obtuvo mediante PCRs con oligos con la secuencia HA incorporada en el 

oligo forward y clonados en el vector de expresión pCDNAÔ 3.1.  

 

HA-dm-HDAC6: vector de expresión codificante de la proteína HDAC6 con ambos 

dominios de actividad desacetilasa mutados (cambio de Histidina por Arginina en las 

posiciones 216 y 611). Se obtuvo a partir de la PCR del plásmido dm-HDAC6-GFP (cedido 

por el Dr. Francisco Sánchez Madrid) que se utilizó como molde para su posterior clonaje 

en el vector de expresión pcDNAÔ 3.1. Ha sido diseñado en nuestro laboratorio 

previamente a la realización de este trabajo. 

 

HA-HDAC6-DBUZ: vector de expresión codificante de la proteína HDAC6 con su 

dominio BUZ delecionado (del aa 1 hasta el 1091) y con el “tag” HA en su extremo N-

terminal. Fue cedido por el Dr. Xiang-Jiao Yang. 

 

wt-HDAC6-dsRed: vector de expresión codificante de la proteína HDAC6 salvaje 

(“wild-type”, wt-HDAC6) con el “tag” dsRed en su extremo C-terminal, clonado 

utilizando Age/Not. Cedido por el Dr. Ricardo Madrid. 

 

siRNA HDAC6: se utilizaron 3 oligos interferentes con el fin de silenciar la proteína 

endógena HDAC6. Estos oligos se unen a las regiones del ARN mensajero 193-213, 217-

237 y 284-304 (Sigma-Aldrich). 

 

siSCR: (Ref: MissionÒ siRNA Universal Negative Control #1 (SIC001. Sigma-Aldrich)). 

Utilizamos un oligo “scramble” como control negativo del silenciamiento de HDAC6. 

 

shHDAC6: (Ref: sc-35544-SH, Santa Cruz Biotechnology). “short hairpin RNA” con 

diana específica diseñado para inhibir la expresión génica de HDAC6 humano (secuencia 

“hairpin”: 

GATCCGACCTAATCGTGGGACTGCTTCAAGAGAGCAGTCCCACGATTAGGTCTTTTT). 
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shscrn EGFP: “short hairpin RNA” que se utilizó como control del silenciamiento de 

HDAC6. Cedido por el Dr. Nicolas Vitale. 

 

HA-RIG-I: el gen RIG-I humano “wild type” fue clonado en el vector pCR3.1 con el 

“tag” HA en su extremo N-terminal. El plásmido fue obtenido por el Dr. John Hiscott y 

cedido por la Dra. Laura Kakkola del “Research Center Infections and Immunity, Institute 

of Biomedicine, University of Turku”. 

 

Ub-GFP: vector de expresión codificante de la proteína ubiquitina con “tag” GFP en 

su extremo C-terminal. Plásmido cedido por el Dr. Manuel S. Rodríguez. 

 

3p-hpRNA (“5’ triphosphate hairpin RNA”): (Ref: tlrl-hprna, tlrl-hprna-100, 

InvivoGen). Secuencia de ARN que contiene un extremo 5’ trifosfato sin protección y un 

fragmento de doble cadena que reconoce RIG-I.  

 

3.4.2. Producción de plásmidos. 

 
Los plásmidos de las proteínas de estudio fueron transformados en bacterias 

competentes. En nuestro laboratorio se utilizan 2 cepas bacterianas diferentes: las 

bacterias XL10 y las bacterias One ShotTM Stbl3TM Chemically Competent E.coli. Estas 

últimas se usan para transformar plásmidos reactivos para las bacterias como ocurre 

con el plásmido pNS5-myc. Para ello se siguieron las instrucciones de los kits. Una vez 

transformados, se incuban las placas “overnight” a 37°C. 

 

Al día siguiente, se realiza un preinóculo a partir de una colonia en un tubo de 

ensayo que contiene 3 mL de LB y el antibiótico de selección, y se incuba en agitación a 

37°C durante 6 horas aproximadamente. Tras lo cual, se inocula el volumen completo a 

un Erlenmeyer que contiene 100-200 mL de LB y el antibiótico específico. Y se vuelve a 

incubar en agitación a 37°C “overnight”.  
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El último paso se llevaría a cabo al día siguiente, cuando se realiza la lisis de las 

bacterias y la extracción plasmídica con los kits de EndoFree Plasmid Maxi Kit, Plasmid 

Midi Kit o QIAprep Spin Miniprep Kit siguiendo sus respectivas instrucciones.  

 

Una vez realizada la extracción plasmídica, se mide la cantidad de plásmido 

obtenido con el espectrofotómetro de microvolumen mySPEC (VWR). 

 

También, tras el último periodo de incubación “overnight”, añadimos 200 µL de la 

cepa bacteriana que contiene el material plasmídico a 200 µL de una solución LB que 

contiene un 30% de glicerol, para el mantenimiento de stock plasmídico a -80°C. 

 

A continuación, en modo resumen, se muestran en la Tabla 8 las soluciones 

empleadas en este proceso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Material y Métodos 
 

S. Pérez Yanes  131 

Tabla 8: Soluciones y kits necesarios en la producción de plásmidos. 
Nombre Descripción/Receta Referencia 

Bacterias XL10-Gold 
Ultracompetent 
Cells 

Bacterias para transformar plásmidos. 200314  
Agilent 

Bacterias One 
ShotTM Stbl3TM 
Chemically 
Competent E. coli 

Bacterias para transformar plásmidos. C7373-03 
Invitrogen 

LB Medio ampliamente utilizado en el 
crecimiento de bacterias.  
Receta (1 L): triptona 10 g, extracto de 
levadura 5 g y NaCl 10 g. pH 7 y estéril.  

 

LB Agar Medio de crecimiento bacteriano sólido. 
Receta (1 L): triptona 8 g, extracto de 
levadura 4g, NaCl 8 g y agar 12 g. pH 7 y 
estéril.  

 

Ampicilina Antibiótico b-lactámico de amplio 
espectro. Se añade al LB a una dilución 
1/1000 a partir de una solución madre de 
100 mg/mL. 

A0166-5G 
Sigma-Aldrich 

Kanamicina Antibiótico aminoglucósido de amplio 
espectro. Se añade al LB a una dilución 
1/1000 a partir de una solución madre de 
10 mg/mL. 

K1377-25G 
Sigma-Aldrich 

EndoFree Plasmid 
Maxi Kit  

Kit para la purificación de plásmidos. 12362 
Qiagen 

Plasmid Midi Kit Kit para la purificación de plásmidos. 12143 
Qiagen 

QIAprep Spin 
Miniprep Kit 

Kit para la purificación de plásmidos. 27104 
Qiagen 

Soluciones y kits utilizados en la producción de plásmidos. En la columna izquierda se indica el 
nombre de la solución o el kit, en la columna central se describe su función y/o composición y 
en la columna derecha su referencia. 
 

3.5. Ensayos de entrada e infección viral. 

 
3.5.1. Análisis filogenético del complejo de envoltura de VIH-1. 

 
Gracias a la colaboración con el grupo del Dr. Cecilio López Galíndez y la Dra. 

Concepción Casado, se pudieron complementar los análisis fenotípicos de las diferentes 

envolturas de pacientes con su análisis filogenético.  
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La historia evolutiva y la secuencia de nucleótidos del ancestro común más reciente 

(MRCA, “Most recent common ancestor”) del VIH-1 subtipo B se infirieron utilizando el 

método de probabilidad máxima y el modelo reversible de tiempo general. 

Los árboles iniciales para la búsqueda heurística se obtuvieron automáticamente 

mediante la aplicación de los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancia 

por pares estimadas utilizando el modelo de Máxima Verosimilitud Compuesta (MCL, 

“Maximum composite likelihood”), y después seleccionando la tipología con mayor valor 

de verosimilitud. Se utilizó una discreta distribución Gamma para modelar las 

diferencias de tasas evolutivas entre los sitios [cinco categorías (+G, 

parámetro=0,4,590]. El modelo de tasa de variación permitió que algunos sitios fueran 

evolutivamente invariables [(+I), 14, 43% sitios]. Este análisis se basó en 142 secuencias 

de nucleótidos. Las posiciones de codón incluidas fueron 1ª+2ª+3ª + no codificante. Se 

eliminaron todas las posiciones con menos del 95% de cobertura del sitio, es decir, se 

permitieron menos del 5% de brechas de alineación, ausencia de datos y bases ambiguas 

en cualquier posición (opción de eliminación parcial). Hubo un total de 2454 posiciones 

en el conjunto de datos final. Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA X. La 

divergencia evolutiva del MRCA del subtipo B se estimó como el número de 

sustituciones de bases por sitio entre cada secuencia de nucleótidos analizada y la 

secuencia del MRCA del VIH-1 subtipo B utilizando el modelo MCL. 

 

Las secuencias nucleotídicas fueron depositadas en el GeneBank con los siguientes 

códigos: KC595156, KC595162, KC595225, KC595227, KC 595189, MH605987, 

MH605986, KC595190, MH605988, MH605992, MH605991, MH605970, MH605971, 

KC595223, KC595222, MH605972, MH605975, MH605976, MH605978, MH605973, 

MH605979, MH605980, MH605981, MH605982, MH605983, MH605984, MK394184, 

and MK394185.  
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3.5.2. Análisis del nivel de expresión del complejo de envoltura del 

virus VIH-1 en la superficie de la membrana celular mediante 

la técnica de citometría de flujo. 

 
Se siembran células HEK-293T en una placa de 24 pocillos a una concentración de 

200.000 células/mL y un volumen final de 1 mL por pocillo. Al día siguiente, se 

transfectan las células con el agente transfectante X-tremeGENE, con el plásmido del 

cuerpo viral pTat Denv y los plásmidos de las diferentes envolturas de pacientes en una 

ratio 0,6:0,3 µg.  

 

Pasadas 24 horas, se lleva a cabo el marcaje de las envolturas de las células HEK-

293T transfectadas y su cuantificación mediante citometría de flujo, como se puede 

observar en la Figura 26. También se realiza el ensayo de fusión célula-célula que se 

explicará en el siguiente apartado.  

 

El protocolo de marcaje es el siguiente: se añaden 100.000 células HEK-293T 

transfectadas en cada pocillo de una placa con fondo cónico, se centrifugan a 1500 rpm 

durante 5 minutos, se elimina el sobrenadante y se lavan con 200 µL de PBS. Se 

centrifugan otra vez 5 minutos a 1500 rpm, se elimina el sobrenadante y se añaden 50 

µL de una mezcla de dos anticuerpos diferentes que marcan la Env de VIH-1, IgGB12 y 

2G12 a una concentración de 6 µg/µL cada uno y se incuban 45 minutos a temperatura 

ambiente. Tras los 45 minutos de incubación, se lavan dos veces con PBS para eliminar 

el anticuerpo que no se ha unido a la envoltura y se añaden 50 µL de una dilución 1/200 

del anticuerpo secundario a-PE-labeled goat anti-human IgG. Se incuban 15 minutos a 

temperatura ambiente y en oscuridad, se lavan 2 veces con PBS, se resuspenden las 

células en 200 µL de Formaldehido al 1% (Ref. F1635, Sigma-Aldrich) y se analizan en el 

citómetro de flujo BD FACSCelestaä (Becton Dickinson). 
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Figura 26: Esquema del modelo experimental utilizado para el análisis de la expresión de Env, 
la fusión célula-célula mediada por Env, la transferencia e infectividad viral. (A) Expresión de 
Env: las células HEK-293T se cotransfectan con Envs de referencia y de estudio junto al plásmido 

Pérez-Yanes et al. HIV-Env Contributes to Viral Pathogenesis

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org 5 March 2022 | Volume 13 | Article 763039

A C

B D

FIGURE 1 | Outline of the experimental model used for the analysis of Env expression, Env-mediated cell-to-cell fusion, viral transfer, and viral infectivity. (A) Env 
expression: HEK-293T cells will be co-transfected with primary or reference full-length viral env and a ptat Δenv HIV-1 expression plasmid, allowing Env cell-surface 
expression in a viral production context. Cell-surface Env expression will be then analyzed by "ow cytometry using speci#c anti-Env antibody. (B) Env-mediated 
fusion activity: effector HEK-293T cells producing HIV-1 particles bearing primary or reference Envs will be co-cultured with TZM-bl cells to force synapsis formation 
and CD4-mediated binding of budding particles to target cells. (C) Env-mediated viral transfer: HEK-293T cells producing HIV-1 particles carrying primary or 
reference Envs will be co-cultured with primary CD4+ T cells. Then, HIV-1 transfer will be analyzed by "ow cytometry using speci#c anti-p24 antibody in target CD4+ 
T cells. (D) Env-mediated viral infection: TZM-bl cells will be infected with serial dilutions of viral particles obtained from transfected HEK-293T carrying the different 
primary or reference HIV-1 Envs. After 48 h, infectivity capacity will be analyzed by quantifying luciferase assay in infected TZM-bl cells.
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de expresión de VIH-1 ptat Denv, lo que permite la expresión de Env en la superficie celular en 
un contexto de producción viral. A continuación, se analiza la expresión de Env en la superficie 
celular mediante citometría de flujo utilizando anticuerpos específicos anti-Env. (B) Actividad de 
fusión mediada por Env: después de 24 h, las células efectoras HEK-293T que producen 
partículas de VIH-1 que contienen las Env primarias o de referencia se cultivan junto con células 
TZM-bl forzando la formación de la sinapsis y la unión mediada por CD4 de partículas “budding” 
a las células. (C) Transferencia viral mediada por Env: las células HEK-293T que producen 
partículas virales de VIH-1 que portan Env primarias o de referencia se cultivan con células T 
CD4+ primarias. Después, se analiza la transferencia de VIH-1 mediante citometría de flujo 
utilizando un anticuerpo específico anti-p24 en las células T CD4+ primarias. (D) Infección viral 
mediada por Env: las células TZM-bl se infectan con diluciones seriadas de partículas virales que 
contienen las diferentes Envs de VIH-1 primarias o de referencia, obtenidas a partir de células 
HEK-293T transfectadas. Después de 48 h, se analiza la capacidad de infección mediante el 
ensayo de luciferasa en células TZM-bl infectadas.  
 

3.5.3. Ensayo de fusión célula-célula mediado por la envoltura del 

VIH-1. 

 
Como se ha comentado anteriormente, las etapas iniciales de siembra y 

transfección son comunes al experimento de expresión de la envoltura en la superficie 

de la membrana celular (apartado 3.5.2). 

 

 Al día siguiente de la transfección, se realiza un cocultivo de las células HEK-293T 

transfectadas con células TZM-bl. Para ello, se despegan las células transfectadas con 

100 µL de VerseneÒ y 900µL de medio DMEM completo. Una vez se encuentran las 

células resuspendidas, se cuantifican y se añaden 10.000 células/pocillo en un volumen 

final de 50 µL en una placa de luminometría negra (Ref. 165305, Thermo Scientific). Por 

otro lado, se despegan las células TZM-bl, se cuantifican y también se añaden 10.000 

células/pocillo en un volumen final de 50 µL a la placa de luminometría donde se habían 

incorporado las células HEK-293T. Se incuban 6 horas a 37°C y 5% de CO2 y una vez 

transcurrido el tiempo de incubación, se eliminan 150 µL de volumen de cada pocillo y 

se añade 50 µL de BriteliteTM plus Reporter Gene Assay Sistem 1X (Ref. 6066766, Perkin 

Elmer) a cada pocillo de la placa, la cual se deja 2 minutos en agitación y en oscuridad y 

se lee la absorbancia a 450 nm en el EnSightTM Multimode Plate Reader (PerkinElmer). 

Como se puede observar en la Figura 26. 
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Una vez obtenido los resultados, se calcula el % de fusión respecto a la envoltura 

control BaL, que será el 100% de fusión. 

 

3.5.4. Ensayo de transferencia viral célula-célula: estudio de la 

capacidad de unión del complejo Env a CD4. 

 
Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentración de 

350.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al día siguiente, se 

transfectan las células con X-tremeGENE y el plásmido del cuerpo viral pSG3 Denv y los 

plásmidos de las diferentes envolturas de pacientes en una ratio 2,6:1,3 µg.  

 

Tras 24 horas, se realiza un cocultivo entre las células HEK-293T transfectadas y las 

células T CD4+ primarias aisladas el día anterior mediante el protocolo explicado en el 

apartado 3.3.3. Para ello, se retira el sobrenadante de los pocillos de las células HEK-

293T transfectadas donde se encuentran los pseudovirus y los guardamos a -80°C para 

realizar el ensayo de infectividad (apartado 3.5.5). Ya retirado el sobrenadante, se 

despegan de los pocillos las células HEK-293T transfectadas con 200 µL de VerseneÒ y 

800 µL de medio DMEM completo. Una vez resuspendidas, se cuantifican y se añaden 

100.000 células/pocillo en 100 µL de medio DMEM completo en una placa de 96 pocillos.  

Por otro lado, también se cuantifican las células T CD4+ primarias que hemos aislado el 

día anterior y se añaden 100.000 células en un volumen final de 100 µL junto a las células 

transfectadas y se incuban 24 horas a 37°C y 5% de CO2. 

 

Al día siguiente, se marca la proteína de la cápside p24 intracelular y se mide 

mediante citometría de flujo. El protocolo de marcaje es el siguiente:  

 

Se homogeniza el cocultivo, se añaden 100 µL de cada pocillo a una placa de 

citometría y se centrifuga 5 minutos a 1500 rpm. Se elimina el sobrenadante, se lavan 2 

veces con 200 µL de PBS+EDTA 2 mM, y se resuspende el pellet en 25 µL de Medio A del 

FIX & PERMTM Cell Permeabilization Kit (Ref. GAS004, Invitrogen Life Technologies) para 

permeabilizar la membrana celular y se incuba 15 minutos a temperatura ambiente. Una 

vez transcurrido el tiempo de incubación, se lavan con 200 µL de PBS y se añaden 25 µL 
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del anticuerpo p24 marcado con PE (KC57 anti HIV core antigen) diluido en medio B del 

FIX & PERMTM Cell Permeabilization Kit (Ref. GAS004, Invitrogen Life Technologies) a una 

dilución 1/50. Se incuban 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, se lavan 

2 veces con PBS, se resuspenden las células en 200 µL de Formaldehido al 1% (Ref. 

F1635, Sigma-Aldrich) y se mide la inmunofluorescencia en el citómetro de flujo BD 

FACSCelestaä (Becton Dickinson). El esquema de este ensayo se puede observar en la 

Figura 26. 

 

3.5.5. Análisis de la infectividad viral. 

 
3.5.5.1. Cuantificación de pseudovirus producidos. 

 
Una vez producidos los pseudovirus para el ensayo de infectividad (apartado 3.5.4) 

se cuantificaron mediante el Kit ELISA INNOTEST® HIV Antigen mAb (Ref. 80563, 

Innogenetics), siguiendo las instrucciones del kit y leyendo la absorbancia en EnSightTM 

Multimode Plate Reader (PerkinElmer) a 450 nm. 

 

3.5.5.2. Ensayo de infectividad viral. 

 
Para realizar el ensayo de infectividad se partió de pseudovirus producidos en el 

ensayo de transferencia viral (apartado 3.5.4), que fueron congelados a -80°C.  

 

Una vez descongelados, se añaden 100 µL de DMEM completo a todos los pocillos 

de una placa de luminometría negra de 96 pocillos (Ref. 165305, Thermo Scientific) y 25 

µL del stock viral en la primera columna (cada muestra se añade por cuadruplicado) 

como se detalla en la Figura 27. Y se hacen diluciones seriadas 1/5 de los pseudovirus 

pasando 25 µL del primer pocillo al siguiente y así sucesivamente, exceptuando la última 

columna en la que solo se añaden células TZM-bl como control negativo. 
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Figura 27: Esquema del ensayo de infectividad. Se realizan diluciones seriadas 1/5 de los 
pseudovirus de un pocillo a otro hasta la penúltima columna. La última columna será nuestro 
control negativo donde sólo tendremos células TZM-bl. En todos los pocillos encontramos 
100.000 células TZM-bl. Se realizan cuadruplicados de cada muestra. Imagen creada en 
BioRender.com. 
 

Por otro lado, se despegan las células TZM-bl y se cuantifican. Se preparan por placa 

10 mL de células a una concentración de 100.000 células/mL a las que se agregan 25 µL 

de DEAE dextrano (Ref. D9885, Sigma-Aldrich) con concentración final de 18 µg/mL. Se 

añaden 100 µL por pocillo a la placa donde se han realizado las diluciones de los 

pseudovirus, teniendo 10.000 células/pocillo y un volumen final de 225 µL/pocillo, y se 

incuban a 37°C y 5% de CO2 durante 48 horas. Tras lo cual, se eliminan 150 µL de cada 

pocillo y se añaden 50 µL de BriteliteTM plus Reporter Gene Assay Sistem 1X (Ref. 

6066766, Perkin Elmer), se agita la placa durante 2 minutos en oscuridad y se lee la 

absorbancia a 450 nm en el EnSightTM Multimode Plate Reader (PerkinElmer) (Figura 26). 

 

Por último, se calcula la TICD50 (“Median Tissue Culture Infectious Dose”) con la 

plantilla de Montefiori/Calculation of TCID50, y se normaliza por la concentración de 

pseudovirus inicial que se ha calculado mediante ELISA (apartado 3.5.5.1). 
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3.6. Western Blot. 

 
3.6.1. Lisis celular. 

 
Tras 24-72 horas de la transfección, se recogen las células transfectadas con PBS en 

un eppendorf, se centrifugan a 1500 rpm y 4°C durante 5 minutos, se resuspende el 

pellet en 30-40 µL de buffer de lisis y se incuban en hielo durante 30 minutos. Una vez 

pasado el tiempo de incubación, se aplican ultrasonidos a las muestras (excepto en el 

ensayo de coinmunoprecipitación (CoIP), ya que rompen las interacciones que se 

producen entre proteínas) con el sonicador LabsonicÒ M (Sartorius) y se centrifugan a 

13000 rpm durante 10 minutos. Se cuantifica la concentración de proteína que tenemos 

mediante BCA protein assay kit (método ácido bicinconínico) (Ref. 71285-3, Novagen, 

Milipore) en el iMarkä Microplate Reader (Bio-Rad). Finalmente, se añade laemmli 

buffer 4X en el mismo volumen que el buffer de lisis y se incuba a 95°C durante 5 

minutos para desnaturalizar las proteínas y realizar la técnica de western blot (apartado 

3.6.2). 

 

Cabe destacar, que según el experimento se utilizan diferentes tipos de buffer de 

lisis adecuados para cada ensayo. En la Tabla 9 se explica brevemente el uso y la 

composición de cada buffer de lisis. 
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Tabla 9: Buffers de lisis celular. 
Nombre Descripción/Receta 

Buffer de lisis Buffer para la lisis celular.  
Receta (10 mL): Tris-HCl 1 M (pH 7,5) 500µL, NaCl 5 M 300 
µL, tritón 10% 1 mL, desoxicolato sódico 10% 500 µL y 
Complete 25X 400 µL. 

Buffer de lisis PMSF Buffer para la lisis celular de CoIP a-myc. 
Receta (10 mL): Tris-HCl 1 M (pH 7,5) 500 µL, NaCl 5 M 300 
µL, tritón 10% 1 mL, desoxicolato sódico 10% 500 µL, 
Complete 25X 400 µL y PMSF 20 mM 500 µL. 

Buffer de lisis CoIP Buffer para la lisis CoIP a-HA. 
Receta: Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), NaCl 300 mM, 1% Tritón, 
EDTA 5 mM, 10% Glicerol, Complete 1X y PMSF 1mM. 

Buffer de lisis celular Buffer para producir la lisis celular y la separación de los 
compartimentos citoplasmático y nuclear. 
Receta: HEPES 10 mM 1 mL, KCl 10 mM 200 µL, EDTA 0,1 mM 
20 µL, DTT 1 mM 200 µL, PMSF 0,5 mM 250µL y NP40 0,50% 
50 µL. 

Buffer de extracción 
nuclear 

Buffer para producir la lisis nuclear y así extraer las proteínas 
nucleares de estudio. 
Receta: HEPES 10 mM 2 mL, NaCl 400 mM 800 µL, EDTA 1 
mM 200 µL, DTT 1 mM 200 µL y PMSF 1 mM 500 µL. 

En la tabla se muestran los diferentes buffers de lisis celular que se utilizan en los distintos 
experimentos llevados a cabo en la tesis doctoral. En la columna izquierda se indica el nombre 
del buffer de lisis y en la columna derecha se describe su función y composición. 
 

3.6.2. Técnica de western blot. 

 
En nuestro laboratorio, se hacen los geles con el porcentaje de acrilamida en 

función de las proteínas que queramos analizar, 10% - 12% (Tabla 10). Se añaden los 

geles y el tampón de electroforesis SDS-PAGE al sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-

Rad), se cargan las muestras desnaturalizadas y el marcador de peso molecular en los 

pocillos y se fija un amperaje constante de 35 mA por gel.  

 

Una vez separadas las proteínas mediante electroforesis, se transfieren a una 

membrana PVDF (0,45 µm de poro) activada en metanol, hidratada en agua MiliQÒ y 

finalmente embebida en solución de transferencia. Se realiza una transferencia semi-

húmeda en el Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad) a 25 V 1.0 A durante 40 

minutos. 
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Tras la transferencia, se bloquea la membrana en leche 5% durante 1 hora en 

agitación y a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizan 3 lavados con TBS-T 

durante 5 minutos cada uno a temperatura ambiente y en agitación. Tras lo cual, se 

incuban las membranas con el anticuerpo primario “overnight” a 4°C. Al día siguiente, 

se retira el anticuerpo primario, se lavan las membranas 3 veces durante 5 minutos con 

TBS-T y se marcan con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente 

y en agitación. Finalmente, se vuelven a realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS-T y se 

detectan las proteínas mediante luminiscencia, incubando la membrana 5 minutos con 

el sustrato de la peroxidasa Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) y se capturan las 

imágenes con el ChemiDocä MP Imaging System (Bio-Rad). 

 

Como se quiso estudiar diferentes proteínas, se debía volver a marcar la membrana 

con su respectivo marcaje, pero antes se tenía que eliminar el marcaje anterior y para 

ello se realizó el proceso de “stripping”. El “stripping” consiste en incubar la membrana 

en solución de “stripping” durante 30 minutos en agitación, seguido de 2 lavados en la 

solución NaCl 0,3% durante 10 minutos para equilibrar el pH de la membrana y 3 lavados 

con TBS-T de 5 minutos. Finalmente se vuelve a bloquear la membrana y a realizar los 

marcajes con anticuerpos primario y secundario.  

 

A continuación, en modo resumen, se muestra en la Tabla 10 las soluciones 

empleadas en este proceso. 
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Tabla 10: Soluciones y kits para la técnica de western blot. 
Nombre Descripción/Receta Referencia 

Laemmli Buffer 4X Buffer para la preparación de muestras.  
Receta: Tris-HCl (pH 6,8) 1,25 mL, SDS 0,4 g, 
glicerol 100% 2 mL, b-mercaptoetanol 1 mL, 
azul de bromofenol 0,002 g y agua MiliQÒ 
0,75 mL. 

 

Persulfato 
amónico (APS) 10% 

Cataliza la reacción de polimerización de la 
acrilamida. 

A3678.  
Sigma-Aldrich 

Tetrametilenaiami
na (TEMED) 

Cataliza la reacción de polimerización de la 
acrilamida. 

T9281 
Sigma-Aldrich 

30% 
Acrilamida/Bis  

Como consecuencia de su polimerización 
(poliacrilamida), se crean geles que 
utilizamos para la separación de proteínas.  

1610158  
Bio-Rad 

Zona de 
separación del gel 
(Running Buffer) 
 

Parte inferior del gel de electroforesis 
(“running buffer”) donde se producirá la 
separación de las proteínas según su peso 
molecular. 
10% de reticulación: agua MiliQÒ 3,3 mL, 
Lower Buffer 4X 2 mL, acrilamida 30% 2,6 
mL, TEMED 10 µL y APS 10% 52 µL. 
12% de reticulación: agua MiliQÒ 2,8 mL, 
Lower Buffer 4X 2 mL, acrilamida 30% 3,2 
mL, TEMED 10 µL y APS 10% 64 µL. 
Receta Lower Buffer 4X (200 mL): Tris-Base 
36,34 g y SDS 10% 8 mL. pH final 8,8. 

 

Zona de 
compactación del 
gel (Stacking 
Buffer) 

Parte superior del gel de electroforesis 
(“stacking buffer”) donde se añadiran las 
muestras en cada pocillo. 
Receta: agua MiliQÒ 3,1 mL, Upper Buffer 
4X 1,25 mL, acrilamida 30% 0,65 mL, TEMED 
5 µL y APS 10% 25 µL. 
Receta Upper Buffer 4X (200 mL): Tris-Base 
12,12 g y SDS 10% 8 mL. pH final 6,8. 

 

SDS-PAGE Detergente iónico. 
Receta (5 L): Tris-Glicina 10X 500 mL y SDS 
10% 50 mL. 
Receta Tris-Glicina 10X (1 L): Tris-Base 30,25 
g y Glicina 144 g. 

 

Precision Plus 
ProteinTM Dual 
Color Standards  

Referencia de peso molecular. Contiene diez 
bandas de proteínas de 10, 15, 20, 25, 37, 50, 
75, 100, 150 y 250 kD. 

161-0374 
Bio-Rad 

Buffer de 
Transferencia 

Solución que permite la transferencia de las 
proteínas del gel de policrilamida hacia la 
membrana de polivinilideno. 
Receta (1 L): Tris-Glicina 10X 100 mL, 
metanol 200 mL y SDS 10% 10 mL. 
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Immobilon 
transfer 
membranes 

Membranas de polivinilideno (PVDF). Tienen 
un tamaño de poro de 0,45 µm. 

IPVH00010  
Millipore 

Metanol Alcohol que utilizamos en la transferencia de 
proteínas y para activar las membranas 
PVDF 

141091 
PanReac 
Applichem 

Leche Solución de bloqueo. 
Receta: Leche en polvo desnatada al 5% en 
TBS-T. 

 

TBS-T Tampón de lavado. 
Receta (5 L): TBST-10X 500 mL y Tween 20 5 
mL. 
Receta TBST 10X (1 L): Tris-HCl 63,5 g, Tris-
Base 11,8 g y NaCl 87,66 g. pH final 7,5. 

 

Solución de 
Stripping 

Solución ácida que promueve la separación 
de los anticuerpos adheridos en la 
membrana PVDF. 
Receta (1 L): glicina 15 g, SDS 1 g y Tween20 
10 mL. pH final 2,2. 

 

NaCl 0,3% Solución para equilibrar el pH de membrana 
PVDF. 

S3014-5KG 
Sigma-Aldrich 

Clarity Western 
ECL Substrate  

Sustrato de la Peroxidasa. 1705061 
Bio-Rad 

En la tabla se muestran las diferentes soluciones y kits que se utilizan en el western blot. En la 
columna izquierda se indica el nombre de las soluciones o kits, en la columna central se describe 
su función y/o composición, y en la columna derecha su referencia. 
 

3.7. Empleo de inhibidores químicos.  

 
3.7.1. Regulación de la actividad desacetilasa de HDAC6: 

Tubacina/A-485. 

 
Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentración de 

300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al día siguiente, las células 

se transfectan con el agente transfectante FuGENE HD con una dosis creciente del 

plásmido pNS5-myc (0 µg, 0,5 µg, 1 µg, 1,5 µg, 2 µg y 3 µg). Teniendo 3 placas con la 

dosis creciente de NS5 para las condiciones DMSO (control), A-485 (Inhibidor selectivo 

de la HAT p300/CBP que promueve la actividad desacetilasa de HDAC6) (Ref. 6387, 

TOCRIS) y tubacina (Inhibidor selectivo de la actividad desacetilasa de la HDAC6) (Ref. 

SML0065, Sigma-Aldrich).  
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Al día siguiente se añaden los inhibidores A-485 y tubacina en cada condición, a una 

concentración final de 3 µM y 1 µM respectivamente. Además, también se añade DMSO 

(disolvente de ambos inhibidores) en una placa como control. 24 horas después se 

realiza la lisis celular explicada en el apartado 3.6.1, para poder realizar la técnica de 

western blot (apartado 3.6.2).  

 

3.7.2. Inhibidores de diferentes vías de degradación. 

 
Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentración de 

300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al día siguiente, se 

transfectan las células con el agente transfectante FuGENE HD y los plásmidos NS5-myc 

y HA-wt-HDAC6 a 1,5 µg cada uno. 

 

48 horas postransfección, se añaden los inhibidores de las diferentes rutas de 

degradación: MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al)  (20 µM) (Ref. C2211-5MG, Sigma-Aldrich) que 

bloquea la vía proteasoma, 3-Metiladenina (3-MA) (5 mM) (Ref. M9281, Sigma-Aldrich) 

que interviene en la formación del autofagosoma, Bafilomicina A1 (100 nM) (Ref. SML 

1661, Sigma-Aldrich) que actúa sobre la ATPasa vacuolar tipoH+ inhibiendo la 

acidificación lisosomal y  Aloxistatina junto a Pepstatina A (E-64d+PepsA) (10 µg/mL) 

(Ref. E8640, Sigma-Aldrich y 77170, Sigma-Aldrich, respectivamente) sobre las 

proteasas; y sus respectivos vehículos DMSO y PBS como control. Se incuban 5 horas a 

37°C y 5% de CO2 y se realiza la lisis celular (apartado 3.6.1) para analizar las muestras 

mediante western blot (apartado 3.6.2). 

 

3.7.3. Inhibición del importe nuclear: Ivermectina. 

 
Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentración de 

300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al día siguiente, se 

transfectan las células con el agente transfectante FuGENE HD y los plásmidos de las 

proteínas de estudio. 
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48 horas postransfección se añade el inhibidor de a/b importinas, ivermectina (20 

µM) (Ref. I8898, Sigma-Aldrich) y su vehículo DMSO como control y se incuban 6 horas 

a 37°C y 5% de CO2. Pasado el tiempo de incubación, se realiza la lisis celular (apartado 

3.6.1) para analizar las muestras mediante western blot (apartado 3.6.2). 

 

3.8. Estudios de coinmunoprecipitación. 

 
Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentración de 

300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al día siguiente, se 

transfectan las células con el agente transfectante FuGENE HD y los plásmidos de las 

proteínas de estudio. 

 

Para analizar la interacción entre NS5 y HDAC6 se realizó el siguiente protocolo de 

COIP:  

 

Se homogenizan bien las bolas magnéticas, PureProteomeä Protein G Magnetic 

Beads, y se añaden 50 µL en eppendorfs. Se elimina el buffer de almacenamiento de las 

bolas magnéticas con el Rack Magnético, Magna GrIPä Rack (Millipore), se añaden 500 

µL de PBS 1X 0,1% Tween y se mezclan para lavarlas. Se vuelve a eliminar el PBS 1X 0,1% 

Tween y se resuspenden en 100 µL de PBS 1X 0,1% Tween. Se añaden 7 µL de anticuerpo 

a-myc y se incuban 1 hora en agitación con el Rotator SB3 (Stuartâ) a temperatura 

ambiente. Tras el tiempo de incubación, se elimina el buffer y se lavan 2 veces con 500 

µL de PBS 1X 0,1% Tween. Se elimina el PBS, se añade 100-500 µg de proteínas del lisado 

(con buffer de lisis PMSF) en 150 µL junto a 500 µL de buffer de lisis PMSF y 6,5 µL de 

RNasa, y se incuban a 4°C “overnight” agitando en el Rotator SB3 (Stuartâ).  

 

Al día siguiente, se retira el lisado y se lavan las bolas magnéticas dos veces con 500 

µL de PBS 1X 0,1% Tween. Se añade 60 µL de Laemmli Buffer 4X, se calientan las 

muestras 5 minutos a 95°C en el termobloque para que se separen las proteínas de las 

bolas magnéticas, se recuperan las proteínas utilizando el Rack Magnético (Magna 

GrIPä Rack (Millipore)) y se almacenan a -20°C para su posterior análisis mediante 

western blot (apartado 3.6.2). 
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Sin embargo, para observar la acetilación de RIG-I, se separaron las proteínas con el 

anticuerpo a-HA mediante el siguiente protocolo de CoIP:  

 

Se añaden 25 µL de Pierceä Anti-HA Magnetic Beads en eppendorfs y 175 µL de 

0,05% TBS-T y se homogeniza. Se retira el sobrenadante con el Rack Magnético, Magna 

GrIPä Rack (Millipore), y se vuelve a lavar con 1 mL de 0,05% TBS-T. Se descarta el 

sobrenadante, se incorporan 100µg de muestra del lisado (buffer de lisis CoIP) en 100 

µL de buffer de lisis CoIP y 400 µL de 0,05% TBS-T y se incuban a temperatura ambiente 

durante 30 minutos agitando en el Rotator SB3 (Stuartâ).  Tras el tiempo de incubación, 

se retira el lisado y se lavan dos veces con 300 µL de 0,05% TBS-T. Se retira el 

sobrenadante y se realiza un lavado con 300 µL de agua MiliQÒ filtrada. Finalmente, se 

añaden 50 µL de Laemmli Buffer 4X, se calientan las muestras 10 minutos a 95°C en el 

termobloque para que se separen las proteínas de las bolas magnéticas, se recuperan 

las proteínas utilizando el Rack Magnético (Magna GrIPä Rack (Millipore)) y se 

almacenan las muestras a -20°C para su posterior análisis mediante western blot 

(apartado 3.6.2). 

 

A continuación, en modo resumen, se muestra en la Tabla 11 las soluciones 

empleadas en este proceso. 
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Tabla 11: Soluciones y kits para el ensayo de coinmunoprecipitación. 
Nombre Descripción/Receta Referencia 

PBS 1X 0,1% Tween Solución para lavados celulares. 
Receta PBS 1X 10%: PBS 1X 9 mL y Tween 20 
1mL.  

 

0,05% TBS-T Solución para lavados celulares. 
Receta: Tris-HCl 25 mM, NaCl 0,15 M y 0,05% 
Tween 20. 

 

TBS-T 5X Solución para lavados celulares. 
Receta: Tris-HCl 125 mM, NaCl 0,75 M y 
0,25% Tween 20. 

 

PureProteomeä 
Protein G Magnetic 
Beads 

Bolas magnéticas cuya superficie recubrimos 
con el Anticuerpo contra la proteína que 
queremos aislar. 

LSKMAGG10 
Millipore 

Pierceä Anti-HA 
Magnetic Beads 

Bolas magnéticas cuya superficie está 
recubierta con el anticuerpo HA. 

88836 
Thermo 
Scientific 

Pierceä Anti-myc 
Magnetic Beads 

Bolas magnéticas cuya superficie está 
recubierta con el anticuerpo myc. 

88842 
Thermo 
Scientific 

RNase, DNase-free Solución de una mezcla heterogénea de 
ribonucleasas.  

11119915001 
Roche 
Diagnostics 

Soluciones y kits utilizados en el ensayo de coinmunoprecipitación. En la columna izquierda se 
indica el nombre de la solución o el kit, en la columna central se describe su función y/o 
composición y en la columna derecha su referencia. 
 

3.9. Estudios de silenciamiento de HDAC6 por RNA interferente. 

 
Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentración de 

300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al día siguiente, se 

transfectan las células con el agente transfectante FuGENE HD, los plásmidos de la 

proteína de estudio y los “short hairpin RNA” shHDAC6 o shscrn EGFP como control. 48 

horas postransfección se realiza la lisis celular (apartado 3.6.1) para analizar las muestras 

mediante western blot (apartado 3.6.2). 

 

Otro método que se utilizó en lugar de shHDAC6, es siRNA de HDAC6, utilizando una 

mezcla de 3 oligos interferentes contra diferentes regiones del ARNm de HDAC6. Para 

ello se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentración de 

300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al día siguiente, se 

transfectan las células con el agente transfectante PEI25K™ y los plásmidos de la 
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proteína de estudio. 24 horas más tarde se transfectan 120 pg de siRNA con 

Lipofectamina RNAiMAX, y otras 24 horas después, se realiza la lisis celular (apartado 

3.6.1) para analizar las muestras mediante western blot (apartado 3.6.2). 

 

3.10. Fraccionamiento celular. 

 
Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentración de 

300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al día siguiente, se 

transfectan las células con el agente transfectante FuGENE HD y la combinación de 

plásmidos a 1,5 µg cada plásmido. 

 

48 horas después, se realiza el fraccionamiento celular. Para ello se recogen las 

células transfectadas con PBS 1X en un eppendorf. Se centrifugan a 1500 rpm durante 5 

minutos a 4°C, se resuspende el pellet en 100 µL de buffer de lisis celular y se incuban 

20 minutos en hielo, pipeteando a los 10 minutos para favorecer el proceso de lisis 

celular. Tras el tiempo de incubación, se mezcla en el vórtex y se centrifugan a 12000 rfc 

y 4°C durante 10 minutos. Una vez realizada la centrifugación, se separa el sobrenadante 

donde se encuentra el extracto citoplasmático a otro eppendorf y se lava tres veces (se 

centrifuga a 12000rfc y 4°C durante 5 minutos y se pasa a un nuevo eppendorf). Se 

cuantifica la concentración de proteínas mediante BCA protein assay kit (Ref. 71285-3, 

Novagen, Milipore) en el iMarkä Microplate Reader (Bio-Rad) y se añade Laemmli 

Buffer 4X en el mismo volumen que el extracto citoplasmático. 

 

Por otro lado, se encuentra el pellet correspondiente al extracto nuclear, que se 

lava el tres veces con 80 µL de buffer de lisis celular (se centrifuga a 12000 rfc y 4°C 

durante 5 minutos). Después del último lavado, se resuspende el pellet en 50 µL de 

buffer de extracción nuclear y se incuba en hielo durante 30 minutos. Por último, se 

someten las muestras a ultrasonidos con el sonicador LabsonicÒ M (Sartorius) y se 

centrifugan a 12000 rfc a 4°C durante 15 minutos. Se cuantifica la concentración de 

proteínas mediante BCA protein assay kit (Ref. 71285-3, Novagen, Milipore) en el 

iMarkä Microplate Reader (Bio-Rad) y se añade Laemmli Buffer 4X en el mismo volumen 

que el extracto nuclear. 
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Ambos extractos, citoplasmático y nuclear, se analizan mediante western blot 

(apartado 3.6.2). 

 

3.11. Ensayos para cuantificar la activación de la vía del IFN. 

 
Se siembran células HEK-LuciaTM RIG-I en una placa de 6 pocillos a una 

concentración de 400.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al día 

siguiente, se transfectan las células con el agente transfectante FuGENE HD y 1,5 µg del 

plásmido pNS5-myc. 

 

Tras 24 horas, se recogen las células transfectadas y se añaden a una placa de 96 

pocillos. Se siembran 100.000 células en 180 µL de DMEM completo por pocillo, a las 

que se añade tubacina a una concentración final de 1 µM. 3 horas más tarde, se agrega 

el inductor de la respuesta del interferón 3p-hpRNA a una concentración final de 1 

µg/mL en un volumen final de 200 µL. 

 

Al día siguiente, se pasan 20 µL del sobrenadante, en el cual se encuentra la proteína 

inducida por el IFN ISG54, a una placa opaca de 96 pocillos. A la cual se añaden 50 µL de 

Quanti-LucTM Gold (Ref. Rep-qlcg2, InvivoGen) en cada pocillo para medir la 

luminiscencia en Luminoskan Ascent (Thermo Labsystems). 

 

3.12. Inmunofluorescencia. 

 
Se flamean los cubres de 18 mm (Cover Glasses, Marienfeld) y se añade cada uno 

en un pocillo de una placa de 12 pocillos. Se cubren los cristales con poli D lisina al 0,01% 

(300 µL aproximadamente) y se incuban 30 minutos a 37°C. Pasado el tiempo de 

incubación, se retira la poli D lisina y se lavan los cubres 2 veces con agua MiliQÒ filtrada. 

Ya realizado los dos lavados, se dejan los cristales a temperatura ambiente para que se 

sequen y una vez secos se siembran 50.000 células HEK-293T por pocillo en 1mL.  

Al día siguiente se realiza la transfección de las condiciones que queremos analizar 

con el agente transfectante FuGENE HD y se incuban durante 48 horas a 37°C. 
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Tras 48 horas de incubación, se retira el medio de los pocillos, se añaden 500 µL de 

paraformaldehído (PFA) al 4% en cada pocillo y se incuban a temperatura ambiente 

durante 10 minutos en agitación suave. Tras lo cual, se quita el PFA, se añaden 500 µL 

de PBS-T por pocillo para permeabilizar las células y se incuban 15 minutos a 

temperatura ambiente y agitación suave. Este proceso se realiza 3 veces. Una vez 

llevadas a cabo las 3 incubaciones con PBS-T, se hacen 3 incubaciones de 5 minutos a 

temperatura ambiente con 500 µL de solución “quenching” en agitación. A continuación, 

se para la reacción añadiendo 500 µL de PBS 1X. El siguiente paso es bloquear durante 

1 hora a temperatura ambiente con 500 µL de la solución de bloqueo en agitación. 

Pasada la hora de bloqueo, se incuban las células “overnight” a 4°C con el anticuerpo 

primario diluido en la solución de bloqueo. 

 

Al día siguiente, se descarta el anticuerpo primario y se lavan las células 3 veces con 

500 µL de PBS-T, 15 minutos a temperatura ambiente y en agitación cada lavado. A 

continuación, se incuban con el anticuerpo secundario diluido en PBS-T durante 1 hora 

a temperatura ambiente, en agitación y oscuridad. Pasado el tiempo de incubación, se 

vuelven a realizar 3 lavados de 15 minutos a temperatura ambiente, en agitación y 

oscuridad con 500 µL de PBS-T. Después, se vuelven a lavar 2 veces durante 10 minutos 

en oscuridad y agitación con 500 µL de PBS 1X. Por último, se sumerge el cristal en agua 

destilada, se deja secar, se coloca el cubre sobre una gota de Fluoroshieldä con DAPI 

que a su vez se dispone sobre un porta y se deja secar en oscuridad. Las muestras se 

mantienen a 4°C hasta su visualización en el microscopio. 

 

Finalmente, se obtuvieron las imágenes con el microscopio Zeiss 200M (Zeiss, Jena, 

Germany) y las imágenes fueron analizadas con el programa MetaMorph (Universal 

Imaging). 

 

A continuación, se muestran en la Tabla 12 las soluciones empleadas en este 

proceso. 
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Tabla 12: Soluciones para microscopía de epifluorescencia. 
Nombre Descripción/Receta Referencia 

Poli-D-lisina 0,01% Solución para unir las células a la superficie 
del cubre. Se diluye en PBS 1X. 

P1024 
Sigma-Aldrich 

Paraformaldehído 
al 4% 

Solución para fijar las células. Se diluye en 
PBS 1X. 

P6148. 
Sigma-Aldrich 

PBS-T Solución para permeabilizar las células y 
realizar lavados celulares.  
Receta: 0,1% Tween 20 en PBS 1X. 

 

Quenching 
solution 

Solución para bloquear grupos aldehído 
libres y disminuir la fluorescencia de fondo. 
Receta: 100 mM glicina en PBS 1X. 

 

Solución de 
Bloqueo 

Solución para bloquear uniones inespecíficas 
de los anticuerpos primarios. 
Receta: 5% FBS en PBS-T. 

 

Fluoroshieldä con 
DAPI  

Medio de montaje para histología, conserva 
la fluorescencia y tiñe el ADN con DAPI. 

F6057 
Sigma-Aldrich 

Soluciones utilizadas en la microscopía de epifluorescencia. En la columna izquierda se indica el 
nombre de la solución, en la columna central se describe su función y/o composición y en la 
columna derecha su referencia. 
 

3.13. Estadística empleada en los diferentes estudios. 

 
En el apartado de resultados se especifica el análisis estadístico llevado a cabo para 

cada experimento.  

 

En el estudio fenotípico de las funciones del complejo de envoltura de VIH-1, su 

expresión en la membrana celular, su capacidad de unión a CD4, fusión, transferencia e 

infectividad viral, se utilizó el análisis estadístico no paramétrico de Kruskal-Wallis, 

prueba de comparaciones múltiples de Dunn. También se utilizó este tipo de análisis 

estadístico para comparar la longitud y glicosilación de las secuencias de aminoácidos 

de las envolturas de los diferentes grupos clínicos, así como en su comparación en base 

a la distancia genética de las secuencias de Env respecto al MRCA.  

 

Por otro lado, para el estudio de las correlaciones entre las diferentes funciones de 

la envoltura entre sí y también con la distancia genética de las Env de los grupos al 

ancestro del subtipo B se utilizó el test no paramétrico Spearman. 
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A su vez, en la segunda parte de la tesis doctoral, centrada en el ZIKV, se compararon 

estadísticamente las diferentes condiciones experimentales utilizando la prueba 

paramétrica t de Student. 
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4. Resultados. 

 
Parte A: Caracterización de la enzima HDAC6 como potencial factor 
regulador de la capacidad infecciosa de los complejos de envoltura viral 
del VIH-1, y su relación con el fenotipo clínico de los pacientes. 
 

4.1. Análisis filogenético de las secuencias de los complejos de 

envoltura viral. 

 
Para el estudio de la importancia del complejo de glicoproteínas de la envoltura 

(Env) del VIH-1 en el control virológico y la patogénesis, se analizaron las características 

fenotípicas de 41 envolturas procedentes de 24 pacientes, que muestran diferentes 

cargas virales (CV) (Tabla 13). Concretamente, se han analizado 10 Env de seis individuos 

LTNP-EC con CV indetectable, sin progresión clínica e infectados a finales de los años 80 

y 90; y 10 clones virales de seis individuos vLTNP con CV<10.000 copias virales/mL e 

infectados en los años 90. 

 

Para comprobar que las características de las Env de los grupos LTNP no se deben 

al tiempo de muestreo, se compararon con 10 Env obtenidas de seis individuos 

infectados también por VIH-1 en el mismo período (años 90), denominadas como 

Antiguas (“Old”), y que se relacionan con una CV alta (CV>105 copias virales/mL) y con 

infecciones crónicas. Y 11 clones virales de seis pacientes infectados crónicamente entre 

2013 y 2014, también mostrando una alta CV (CV>104 copias virales/mL). Las 

características principales de los pacientes se pueden encontrar en la Tabla 13, y la 

estrategia experimental utilizada para estudiar las características funcionales de estas 

Env se expone en la Figura 26. 
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Tabla 13: Características epidemiológicas y clínicas de las Env virales y características de los 
pacientes. 

Clinical 
Group 

Sub-group Env 
codea 

Patient ID 
code 

Viral Loadg 
(at sampling) 

Diagnostic 
time 

Sampling 
time 

Viral 
datingb 

HLA-Bi 

LTNP EC 1 2057906-3 < 50 1993 2004 1989 4901/5701 
  2 3227050 < 50 1988 2004 1991 0702/5201 
  3 3227058-3 < 50 1992 2004 1991 1402/1402 
  6 20044616-3 < 50 1998 2004 1999 1501/5703 
  *    7 10246788 < 50 1992 2005 1993 4402/5701 
  8  < 50 1992 2005 1993 4402/5701 
  9 MDMc 507 1998 1996 1987 4402/3501 
  10 c < 50 1998 2011 1996 4402/3501 
  11 c < 50 1998 2005 1996 4402/3501 
  12 c < 50 1998 2005 1996 4402/3501 
 Viremic 13 4022834 3.710 1994 2004 ND 1401/4403 
  14 9684 2.557 1998 2005 1994 1302/4001 
  15 2988465 2.286 1993 2004 1999 1402/2705 
  16 38 17 5  418 1996 2014 1999 2705/5801 
  17  418 1996 2014 1999 2705/5801 
  18  418 1996 2014 1999 2705/5801 
  19  418 1996 2014 1999 2705/5801 
  21 30 7.597 1989 1998 2000 1501/3501 
  22 64 11.926 1989 1999 1999 4402/4901 
  24  11.926 1989 2002 1999 4402/4901 

Progressor Old 26 V10 d N.D. h 1993 1994 1999 4002/4402 
  27  N.D. h 1993 1994 1999 4002/4402 
  28 V13 N.D. h 1992 1994 1990 0702/1402 
  30 L10  89.000 ---- 1993 1993 1501/4901 
  31  89.000 ---- 1993 1993 1501/4901 
  32 L 11  42.000 1993 1993 2000 1801/5101 
  33  42.000 1993 1993 2000 1801/5101 
  36 I14 d 130.000 1987 1994 2002 0702/3502 
  37 d 130.000 1987 1994 2002 0702/3502 
  38 I18 170.000 1991 1994 1990 1402/4403 
 Moderne 39 ESI 17A 156.300 2013 2013 N.A.f 4201/4402 
  40  156.300 2013 2013  4201/4402 
  42 ESI 39A 137.700 2012 2014 N.A. 1517/3801 
  43  137.700 2012 2014  1517/3801 
  44 ESI 41A 129.700 2012 2014 N.A. 3503/5701 
  45  129.700 2012 2014  3503/5701 
  46 ESI 5A 2 49.107 2004 2007 N.A. 4102/4402 
  49 ESI 42 A 11.510 2011 2014 N.A. 1402/4403 
  50  11.510 2011 2014  1402/4403 
  51 ESI 42 B 41.090 2011 2014 N.A. 0702/1501 
  52  41.090 2011 2014  0702/1501 

aCódigo numérico de las Env VIH-1 utilizado en este estudio y su código de identificación 
bDe acuerdo a (Bello et al., 2004). 
cIndividuo doble infectado (Casado et al., 2007). 
dIndividuos con un corto periodo de terapia antirretroviral (AZT (zidovudine) y DDI (didanosine) 
para el paciente V10 y AZT para el paciente I14). 
eLos pacientes modernos tienen un seguimiento mínimo de 3 años. 
fN.A.: No aplicable. 
gcopias ARN VIH/mL 
hN.D.: No realizado (Not done). Estos pacientes presentan síntomas asociados a SIDA (estadío 
CDC A2 para el paciente V10, y estadío CDC A3 para el paciente V13) con niveles de linfocitos T 
CD4+ de 342 células/mL (paciente V10) y 76 células/mL (paciente V13). 
iSe observa diversidad HLA-B entre todos los individuos. 
*Env aisladas del mismo paciente se indican mediante corchetes. 
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El análisis filogenético de la secuencia viral del gen env no reveló asociaciones entre 

los diferentes grupos ni agrupaciones, excepto aquellas secuencias obtenidas del mismo 

individuo (Figura 28A). Las Env de LTNP-EC y vLTNP se agruparon en ramas cortas, como 

consecuencia del control viral y evolutivo, mientras que en las secuencias de pacientes 

no controladores (Antiguos y Modernos) se observó una distribución en ramas largas, 

debido a la mayor replicación y evolución viral en estos individuos (Figura 28A). La 

estimación de la datación viral de las secuencias de los diferentes grupos (Tabla 13) y la 

distancia al MRCA apoyaron la clasificación clínica de los pacientes de estudio y dieron 

información de la evolución viral individual (Figura 28B, “box-plot”). Las secuencias de 

los LTNP-EC mostraron una datación viral de 1992,2, las de los vLTNP de 1998,2 y las del 

grupo P Antiguos de 1995,6. Así, la datación viral y la distancia al MRCA mostraron la 

evolución viral limitada en los LTNP, particularmente en los EC, en contraste con la 

amplia evolución y el aislamiento más reciente en los individuos P (Antiguos y 

Modernos).  
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Figura 28: Análisis filogenético de las secuencias de las Env que se relaciona con el ancestro 
común más reciente (MRCA). (A) El árbol filogenético y el MRCA de subtipo B se infirieron con 
secuencias de nucleótidos de Env virales completas mediante el uso del método de probabilidad 
máxima y el modelo reversible de tiempo general mediante el software X de MEGA X (S. Kumar 
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FIGURE 2 | Phylogenetic analysis of the viral envelope sequences relate to the most recent common ancestor (MRCA). (A) Phylogenetic tree and subtype B MRCA 
were inferred with complete viral env nucleotide sequences by using the Maximum Likelihood method and General Time Reversible model using MEGA X software X 
(Kumar et al., 2018). The percentage of trees in which the associated taxa clustered together with values over 90% is shown next to the branches. The tree is drawn 
to scale, with branch lengths measured in the number of substitutions per site. The phylogenetic analysis of the studied viral sequence (the env gene for LTNP-ECs 
and vLTNPs, and Old and Modern progressors) did not reveal relationships between the different groups and no clustering except for those sequences obtained 
from the same individual. (B) Box-plot representation of the genetic distances of the viral env sequences to the MRCA of LTNP viruses (EC and Viremic) compared 
with the MRCA-genetic distances of viruses obtained from HIV-1+ progressor individuals (Old and Modern); values of p (Kruskal–Wallis test) for comparison between 
all groups are shown. When indicated, p values are **p<0.05 and ***p<0.001.
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et al., 2018). El porcentaje de árboles en los que los taxones asociados se agruparon con valores 
superiores al 90% se muestra junto a las ramas. El árbol está representado a escala, con las 
longitudes de las ramas medidas en número de sustituciones por sitio. El análisis filogenético de 
las secuencias virales de las Env de estudio no reveló relaciones entre los diferentes grupos ni 
agrupamiento, excepto en aquellas secuencias que provienen del mismo individuo. (B) 
Representación de diagrama de caja de las distancias genéticas de las secuencias Env virales al 
MRCA de virus LTNP (EC y Virémicos) en comparación con las distancias genéticas al MRCA de 
virus P (Antiguos y Modernos). Se muestran los valores de p (prueba de Krustal-Wallis) para la 
comparación entre todos los grupos (**p<0,05 y ***p<0,001). 
 

4.2. Estudio de la relación entre la eficiencia de expresión de los 

complejos de envoltura y la infectividad viral. 

 
El primer paso llevado a cabo en la parte A de la tesis doctoral, fue el análisis de la 

expresión de las Env de los diferentes grupos de estudio. Para ello, como se ha explicado 

en el apartado 3.5.2 de material y métodos, se midieron los niveles de expresión de las 

Env en la superficie celular mediante citometría de flujo (Figura 29). Se puede observar, 

que, aunque el nivel de expresión es un poco mayor en las Env virales que provienen de 

los pacientes P que no controlan la viremia (Antiguos y Modernos), en comparación con 

los pacientes no progresores LTNP (EC y Virémicos), dicho incremento no es 

estadísticamente significativo entre los grupos. Por lo que, la capacidad de expresión no 

contribuye a las diferencias observadas entre los diferentes grupos de pacientes a nivel 

de CV o en la patogénesis que existe entre ellos.  
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Figura 29: Análisis de la expresión de las diferentes Env de pacientes LTNP-EC, vLTNP y P. (A) 
Análisis de la expresión de Env en la superficie de la membrana de las células HEK-293T 
transfectadas con las Env procedentes de cada paciente LTNP-EC (barras grises), vLTNP (barras 
verdes), P Antiguos (“Old”) (barras naranjas) y Modernos (“Modern”) (barras rojas) o los 
controles (ptat Denv, sin anticuerpo secundario, NL4.3 y BaL, barras negras) mediante citometría 
de flujo. Las Env aisladas del mismo paciente están agrupadas con corchetes. (B) Expresión de 
Env en cada grupo de pacientes comparando los valores medios entre cada grupo (Kruskal-
Wallis, prueba de comparaciones múltiples de Dunn). Arriba a la izquierda se muestra el valor 
de p para la comparación entre todos los grupos. No se identificaron diferencias significativas 
(ns). Los valores son la media ±SEM de tres experimentos independientes. 
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virus-e!ector HEK-293T cells expressing the di!erent Envs 
together with the structural HIV-1 Gag polyprotein (p24 "ow 
cytometry analysis in Supplementary Figure S1), and fresh 
primary CD4+ T cells from healthy donors (Figure  1C shows 
study scheme). #e Envs from the LTNPs (EC and Viremic) 

individuals displayed a lower ability to transfer viral particles 
to primary CD4+ T lymphocytes than Envs from Old individuals 
and signi$cantly lower than from Modern participants (p < 0.0022 
between all groups; Figure  5). #ese data suggest that the 
Envs from LTNP-EC viruses had an impaired binding to the 

A

B

FIGURE 3 | Analysis of the expression of the different HIV-1-Env glycoproteins from LTNP-EC, Viremic LTNP, and control progressors patients. Flow cytometry 
analysis of the cell-surface expression level of the assayed HIV-1 Envs in HEK-293T cells from LTNP-EC (gray bars), vLTNP (green bars), Old (orange bars), and 
Modern individuals (red bars) or reference HIV-1 viral strains (ptat, No Ab2, NL4.3, and BaL, black bars). Env protein expression for each patient (A) and Env protein 
expression in each group of patients comparing mean values between each group (Kruskal–Wallis, Dunn’s Multiple Comparisons Test; B) are shown. Envs isolated 
from the same patient are associated with brackets in (A); value of p (Kruskal–Wallis test) for comparison between all groups is shown, top left. No signi!cant (ns) 
differences were identi!ed after multiple comparison analysis. Values are mean ± SEM of three independent experiments (n = 3). When indicated, comparative p 
values between groups are ***p<0.001 and ****p<0.0001.
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4.3. Análisis de la capacidad de fusión de membranas célula-célula y 

transferencia viral de los complejos de envoltura de virus 

aislados de pacientes de distinto perfil clínico. 

 
La interacción del complejo Env con el receptor celular CD4 es clave en el proceso 

de infección. Cuando se produce dicha interacción de una manera correcta y eficiente, 

la transferencia viral a través de contactos sinápticos o de la formación de poros de 

fusión se activan durante los contactos célula a célula o de virus a célula, 

respectivamente (Blanco et al., 2004; Valenzuela-Fernández et al., 2005; Barrero-Villar 

et al., 2009; Casado et al., 2018; Cabrera-Rodríguez et al., 2019). Por lo que se analizaron 

tanto la capacidad de las diferentes envolturas de generar la fusión de la membrana viral 

y celular permitiendo de dicho modo la infección, como, por otro lado, la capacidad de 

las envolturas expresadas en células infectadas de transferir el virus a células no 

infectadas, ambas funciones dependientes de su unión al receptor celular CD4. 

 

4.3.1. Evaluación de la capacidad de las envolturas a unirse a CD4 y 

promover la fusión de membranas. 

 
Para estudiar la capacidad de interacción entre las diferentes Env de estudio y el 

receptor CD4, se midió la capacidad de fusión de membrana de las Env mediante el 

análisis de la activación de LTR mediada por Tat (esquema de la metodología en la Figura 

26) en cocultivos entre células HEK-293T que expresan en su superficie celular las Env y 

las células diana TZM-bl que son permisivas a la infección por VIH-1 (Figura 30). Todas 

las Env estudiadas presentan tropismo CCR5, por lo que el proceso de fusión célula-

célula depende exclusivamente de la eficiencia de las Env a unirse a CD4, siendo este un 

ensayo que permite determinar la eficiencia de unión de las Env con CD4. De los 

resultados obtenidos se observa como las Env de los grupos LTNP-EC y vLTNP obtuvieron 

valores de fusión más bajos en comparación con los P, tanto Antiguos como Modernos. 

Siendo estas diferencias estadísticamente significativas. 
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Figura 30: Análisis de las características fenotípicas de fusión de membranas de las Env de VIH-
1 aisladas de individuos LTNP-EC, vLTNP y P. (A) Análisis de la actividad fusogénica de Env para 
cada paciente de los grupos LTNP-EC (barras grises), vLTNP (barras verdes), P Antiguos (“Old”) 
(barras naranjas), P Modernos (“Modern”) (barras rojas) y de los controles (células TZM-bl solas, 
HEK-293T solas, ptat Denv, NL4.3 y BaL, barras negras). Se muestra la actividad de fusión relativa 
con respecto al control BaL que será el 100%. Las env aisladas del mismo paciente se agrupan 
en corchetes. (B) Se muestra la actividad de fusión relativa de los diferentes grupos de pacientes. 
El análisis estadístico se realizó utilizando Kruskal-Wallis, prueba de comparaciones múltiples de 
Dunn. Arriba a la izquierda se muestra el valor p para la comparación entre todos los grupos. Los 
valores son la media ±SEM de tres experimentos independientes. 
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cell-surface CD4 receptor and that this impairment was 
progressively overcome in the Envs from individuals from the 
other groups with less control of viral replication and higher VL.

!us, the phenotypic characterization of the Envs of viruses 
from subjects with distinct progression rates con"rmed that 
LTNP-ECs and vLTNPs presented viruses with impaired Env 

A

B

FIGURE 4 | Analysis of membranes fusion-phenotypic features of HIV-1 Envs isolated from LTNP-EC, viremic LTNP, and P individuals. Analysis of the ability to induce 
cell-to-cell fusion of HIV-1 Env proteins obtained from LTNP-EC (gray bars), vLTNP (green bars), Old (orange bars), and Modern individuals (red bars) or reference HIV-1 
viral strains (ptat, NL4.3, and BaL, black bars). (A) Env fusogenic activity for each patient in each group is shown. Envs isolated from the same patient are associated 
with brackets. (B) Relative fusion activity of the full Env collection compared to the BaL control established at 100% and grouped in the different groups of patients is 
shown. Values are mean ± SEM of three independent experiments (n = 3). Statistical analysis was performed using Kruskal–Wallis, Dunn’s Multiple Comparisons Test; 
value of p for comparison between all groups is shown, top left. When indicated, comparative p values between groups are ***p<0.001 and ****p<0.0001.
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4.3.2. Evaluación de la capacidad de los complejos de envoltura 

viral a transferir material viral célula-célula. 

 
Una vez se ha analizado la capacidad de fusión de las Env, se ha procedido a estudiar 

su capacidad de transferencia viral de célula a célula dependiente de CD4 (Figura 31). 

Para ello, como se explica en el apartado 3.5.4 de Materiales y Métodos, se realizó un 

cocultivo entre células efectoras HEK-293T que expresan las Env en la superficie de la 

membrana celular y linfocitos T CD4+ primarios, no estimulados y de donantes sanos, y 

se analizó mediante citometría de flujo la expresión de p24 intracelular en los linfocitos 

T CD4+ receptores. En este ensayo se induce la formación de sinapsis virológicas que 

dependen exclusivamente de la interacción entre la Env y el receptor CD4. 

 

Las Env de los pacientes de los grupos LTNP (EC y Virémicos) mostraron una menor 

capacidad de transferencia viral en comparación con los pacientes P Antiguos y 

significativamente menor a nivel estadístico con los pacientes P Modernos (p<0,0022 

entre todos los grupos). Con estos resultados se podría pensar que las Env de los virus 

del grupo LTNP-EC no son capaces de unirse correctamente al receptor CD4 y que dicho 

impedimento en la infección viral fue superado progresivamente en las Env de los 

grupos que no son capaces de controlar la replicación viral y que como consecuencia 

tienen una mayor carga viral. 
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Figura 31: Análisis de la transferencia viral de célula a célula mediada por el complejo Env del 
VIH-1. (A) Análisis de la transferencia viral de célula a célula mediada por Env para cada paciente 
de los grupos LTNP-EC (barras grises), vLTNP (barras verdes), P Antiguos (“Old”) (barras 
naranjas), P Modernos (“Modern”) (barras rojas) y de los controles (pSG3 Denv, células T CD4+ 
solas, NL4.3 y BaL, barras negras). Las Env procedentes del mismo paciente se agrupan en 
corchetes. (B) Análisis de la capacidad de inducir la transferencia viral de célula a célula de Env 
de los diferentes grupos de pacientes. Arriba a la izquierda se muestra el valor de p que es la 
comparación de las medias entre los diferentes grupos utilizando la prueba no paramétrica 
Kruskal-Wallis, prueba de comparaciones múltiples de Dunn. Los valores son la media ±SEM de 
dos experimentos independientes. 
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A

B

FIGURE 5 | Analysis of HIV-1 Env-mediated cell-to-cell viral transfer. Analysis of the ability to induce cell-to-cell virus transfer of HIV-1 Env proteins obtained from 
LTNP-EC (gray bars), vLTNP (green bars), Old Patients (orange bars), recent patients (Moderns; red bars), or reference HIV-1 viral strains (pSG3, CD4+ cells, NL4.3, 
and BaL, black bars). Analysis of HIV-1 Env-mediated cell-to-cell viral transfer for each patient (A) and in each group where values of p compare medians between 
groups using a nonparametric Kruskal–Wallis Test (Kruskal–Wallis, Dunn’s Multiple Comparisons Test; B) are shown. Envs isolated from the same patient are 
associated with brackets in (A); value of p for comparison between all groups is shown, top left. p values are *p<0.01 and **p<0.05. Values are mean ± SEM of two 
independent experiments (n = 2).

CD4-associated functions and a signi!cant lower fusogenic and 
transfer capacity, in comparison with viruses from the viremic 
groups. "ese lower characteristics (Figures  4, 5) were also 

linked with the low VL detected in these subjects (Table  1). 
Furthermore, we  observed a functional improvement in the 
viral Envs from the LTNP-EC and vLTNP individuals to those 
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Por consiguiente, tanto los resultados del ensayo de fusión como los resultados del 

ensayo de transferencia confirman que las Env pertenecientes a LTNP-EC y vLTNP son 

deficientes en su unión a CD4, y como consecuencia tienen una baja capacidad 

fusogénica y de transferencia viral en comparación con los grupos P. Esta deficiencia se 

relaciona con la baja carga viral detectada en los individuos (Tabla 13). 

 

4.4. Caracterización de los complejos de envoltura viral de virus 

aislados de pacientes de distinto perfil clínico, en su capacidad 

infectiva durante las primeras etapas del ciclo viral. 

 
La correcta o deficiente función de las características fenotípicas de las Env 

estudiadas en los apartados anteriores contribuyen en la eficacia de la infección del 

virus. Por dicho motivo, se estudió la capacidad infectiva de los pseudovirus producidos 

con el mismo cuerpo viral y las diferentes envolturas virales aisladas de pacientes con 

diferente progresión clínica en células TZM-bl. 

 

Una vez analizados los datos, se puede ver que las Env aisladas del grupo LTNP-EC 

mostraron valores de infectividad más bajos, mientras que, en el lado contrario, las Env 

aisladas del grupo de P Modernos obtuvieron títulos más altos. A su vez, las Env aisladas 

del grupo vLTNP produjeron títulos más altos que el grupo LTNP-EC, pero más bajos que 

los P Antiguos (Figura 32). A nivel general, los pseudovirus cuya Env procede de los 

grupos que tienen una alta carga viral y una infección progresiva (Antiguos y Modernos) 

poseen una mayor capacidad infectiva en comparación con los grupos que son capaces 

de controlar la infección (EC y Virémicos). Esto confirma que las propiedades virales 

analizadas (unión a CD4, fusión y transferencia viral) influyen en gran medida en la 

infectividad viral y como consecuencia en la biología del VIH-1 y su patogénesis viral. 
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Figura 32: Análisis de la infectividad viral de las Env VIH-1. (A) Análisis de la infectividad (valor 
TCID50 normalizado por la cantidad de p24 viral con el que se produce la infección) de cada Env 
aislada de los pacientes de los diferentes grupos clínicos LTNP-EC (barras grises), vLTNP (barras 
verdes), P Antiguos (“Old”) (barras naranjas), P Modernos (“Modern”) (barras rojas) y de los 
controles (pSG3Denv, NL4.3 y BaL, barras negras). Las Env aisladas del mismo paciente están 
agrupadas en corchetes. (B) Análisis de la capacidad infectiva de las Env de los diferentes grupos 
de pacientes. Arriba a la izquierda se muestra el valor p para la comparación entre todos los 
grupos. Los valores p comparan las medias entre grupos utilizando la prueba no paramétrica de 
comparaciones múltiples de Kurskal-Wallis, Dunn. Los valores son la media ±SEM de tres 
experimentos independientes. 
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of chronic Modern glycoproteins: these data support that the 
de!cient Env fusion and transfer capacities observed in the 
Envs of viruses from LTNP-EC and vLTNP phenotypes have 
been enhanced in the viruses from individuals with progressive 
infection, particularly in those of the Modern group.

Infectivity of Recombinant Viruses With 
the Analyzed Envelopes
For the exploration of the potential consequences of these 
Env properties in virus biology, we  estimated the infectivity 

of recombinant viruses bearing the Env from the di#erent 
HIV+ phenotypic groups in TZM-bl cells (Figure  1D shows 
study scheme, Figure  6, and Supplementary Figure S1, !ow 
cytometry analysis of p24/Pr55Gag expression). Viral Envs from 
the LTNP-EC group showed the lowest infectivity values, whereas 
the Modern Envs produced the higher titers. $e viruses from 
vLTNPs displayed higher titers than LTNP-ECs but lower than 
those from Old individuals. Recombinant viruses from individuals 
with high VL and progressive infection (Old and Modern) 
have higher infectivity rates than those with viral control (EC 

A

B

FIGURE 6 | Viral infectivity of the viral Envs. Analysis of the infecivity (TCID50 value normalized by viral p24 input) of the different of HIV-1 Env proteins obtained from 
LTNP-EC (gray bars), vLTNP (green bars), Old (orange bars), and Moderns (red bars) patients or reference HIV-1 viral strains (pSG3, NL4.3, and BaL, black bars). 
Analysis of Env infectivity for each patient (A) and in each group where values of p compare medians between groups using a nonparametric Kruskal–Wallis, Dunn’s 
Multiple Comparisons Test (B) are shown. Envs isolated from the same patient are associated with brackets in (A); p value for comparison between all groups is 
shown, top left. When indicated, comparative p value is **p<0.05. Values are mean ± SEM of three independent experiments (n = 3).
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4.5. Análisis de las secuencias de aminoácidos de los complejos de 

envoltura viral de virus aislados de pacientes con distinto perfil 

clínico. 

 

Una vez analizadas las diferentes características fenotípicas de las Env, se han 

estudiado las secuencias de aa de las mismas, ya que algún cambio en ellas podría estar 

relacionado con las características (CV y patología) observadas en los pacientes de los 

distintos fenotipos clínicos estudiados.  

 

Como se ha comentado anteriormente, primero el grupo colaborador del Dr. Cecilio 

López Galíndez y la Dra. Concepción Casado realizó una reconstrucción filogenética a 

partir de las secuencias de nucleótidos de las diferentes env de pacientes junto con otras 

secuencias de nucleótidos obtenidas de individuos españoles con VIH-1. Todas las 

secuencias analizadas proceden de virus VIH-1 subtipo B con fenotipo CCR5. Como se 

puede observar en la Figura 28, no existen relaciones filogenéticas ni agrupamientos 

entre los diferentes grupos analizados, exceptuando las secuencias de Env que proceden 

del mismo individuo. 

 

Tras lo cual, se estudiaron las secuencias de proteínas centrándose en los bucles 

(“loops”) variables y sus posibles sitios de glicosilación ligados al residuo N (PNG) en la 

subunidad gp120 del complejo Env. Analizando los resultados, Figura 33 y Tabla 14, se 

observa una tendencia de los complejos Env a ganar longitud y sitios de glicosilación a 

lo largo de la epidemia, al igual que se ha descrito en algún estudio previo (Sagar et al., 

2006; Curlin et al., 2010; Yuan et al., 2013). Los complejos Env obtenidos de virus de los 

pacientes LTNP (EC y Virémicos) y P Antiguos mostraron longitudes más cortas que los 

del grupo de pacientes P Modernos. El bucle V3 de la subunidad gp120 fue la región más 

conservada y constante tanto en longitud como en glicosilación, mientras que los demás 

bucles mostraron un aumento de longitud, especialmente los bucles V2 y V5 de la 

subunidad gp120. Estadísticamente, se mostraron diferencias significativas entre la 

longitud total del complejo de Env en los vLTNP y los P Modernos, y en la longitud de los 
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bucles V2 (vLTNP respecto a P Modernos) y V5 (LTNP-EC y vLTNP respecto a P Modernos) 

de la subunidad gp120 del complejo de Env viral. 

 

En relación con los sitios PNG, la mayoría de los 24 sitios relevantes descritos 

previamente (Sterjovski et al., 2007; Go et al., 2008; Gnanakaran et al., 2011; S. Wang 

et al., 2020) se encontraban presentes en las glicoproteínas virales de estudio. Sin 

embargo, se observaron diferencias en la extensión de aa de los bucles con una 

adquisición progresiva de más PNG en P Modernos (Tabla 14). El glicano en la posición 

N289 estaba presente en LTNP-EC, vLTNP y P Antiguos, pero no en P Modernos. La 

posición N362, que es N proximal al motivo DPE (“Downstream Promoter Element”) de 

unión a CD4 (posiciones de la secuencia 368-370HXB2), se conservó en LTNP-EC, vLTNP 

y P Antiguos, pero solo estuvo presente en dos Env de P Modernos. También se 

produjeron cambios en la proteína transmembrana gp41 en el glicano N816, el cuál era 

dominante en los LTNP pero no en los P (Antiguos y Modernos). 
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Tabla 14: Características moleculares de Env de VIH-1: longitud de la secuencia y sitios potenciales de 
glicosilación en N (PNG) en los Bucles Variables (Vn) de la subunidad gp120.  

Clinical 
Group 
 

Subgroup Env 
code 

aV1/G V2/G V3/G V4/G V5/G bΣVn/G cMean/G dGp160 eMean 

LTNP EC 1 28/4 43/2 37/2 28/4 12/1 148/13  848  

 2 33/5 41/2 37/2 31/4 12/1 154/14  853  

 3 33/5 41/2 37/2 31/3 12/2 154/14  853  

 6 28/3 41/2 37/2 34/4 12/1 152/12  852  

 7 32/5 47/2 37/2 30/4 11/2 157/15 151.1/14.4 859 851.8 

 8 32/5 47/2 37/2 30/4 11/2 157/15  859  

 9 24/4 43/2 36/2 28/4 12/1 143/14  843  

 10 27/4 42/2 37/2 29/5 14/2 149/16  851  

 11 27/5 42/3 37/2 29/5 13/2 148/17  850  

 12 27/4 42/3 37/2 32/5 12/1 150/14  850  

 Viremic 13 31/5 41/2 37/2 31/4 13/1 153/14  854  

 14 29/4 42/2 37/2 32/5 12/2 152/15  852  

 15 34/5 41/2 37/2 36/5 12/1 160/15  860  

 16 29/5 41/2 37/1 29/5 12/1 148/14  849  

 17 29/5 41/2 37/2 29/5 12/1 148/16 150,3/14.1 849 851.5 

 18 29/4 41/2 37/2 29/5 12/1 148/15  849  

 19 29/4 41/2 37/2 29/5 12/1 148/14  849  

 21 24/3 41/2 37/1 30/5 10/0 142/11  842  

 22 28/4 41/2 37/2 32/5 12/1 150/14  850  

 24 37/7 41/2 36/2 32/5 12/1 158/15  861  

Progressor Old 26 31/4 41/3 37/2 39/7 14/2 160/18  862  

 27 31/5 48/3 37/2 28/5 14/2 158/16  858  

 28 25/5 41/2 36/2 33/5 12/2 145/15  848  

 30 33/4 41/2 37/2 27/4 11/1 150/14  852  

 31 33/5 41/2 37/2 36/5 13/2 158/16  860  

 32 28/5 44/2 36/2 30/5 15/2 151/15 153,8/15.2 853 855.8 

 33 31/4 44/2 36/2 30/5 15/2 156/14  856  

 36 28/4 46/1 37/2 34/5 14/2 157/15  859  

 37 28/4 46/2 37/2 34/5 14/2 157/16  859  

 38 30/4 41/3 37/1 31/4 13/2 150/13  851  

 Moderne 39 31/4 41/2 37/2 29/4 12/2 149/14  849  

 40 31/4 41/2 37 29/4 17/2 154/14  849  

 42 29/4 48/2 37 36/6 17/2 167/13  878  

 43 29/4 48/3 37 30/4 15/2 159/15  872  

 44 28/4 47/3 37 31/4 15/2 158/15 158.1/14.7 859 862.0 

 45 28/4 47/2 37 31/4 15/2 158/14  859  

 46 35/4 46/3 37 33/5 13/2 164/15  865  

*	
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 49 37/6 41/2 37 42/7 13/1 170/18  871  

 50 37/6 41/2 37 42/7 13/1 170/18  871  

 51 31/4 42/2 37 26/3 13/1 149/12  853  

 52 29/4 42/2 37 32/6 12/1 152/15  856  

a Longitud en aminoácidos (aa) y sitios potenciales de glicosilación (PNG) de las regiones variables Env-
gp120 (Vn; desde V1 a V5) expresado como Vn/G ratio.  
bΣVn/G indica la suma de longitudes de aa de Vn y PNG (n; desde 1 a 5). 
cMean/G indica el valor medio de la longitud y PNG de cada grupo de Env. 
dGp160 muestra la longitud total en aa de cada Env incluyendo ambas subunidades gp41 y gp120. 
eMean indica el valor medio de la longitud de gp160 (gp41 y gp120) en aa para cada grupo de Env. 
*Las envolturas aisladas del mismo paciente se representan en corchetes. 
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Figura 33: Análisis de la longitud de los bucles de la subunidad gp120 del complejo Env de virus 
aislados de los diferentes grupos de pacientes. Análisis de la longitud de cada bucle variable V1 
(A), V2 (B), V3 (C), V4 (D), V5 (E) y todos los bucles variables juntos (F). Los resultados se 
agruparon (LTNP-EC: barra gris, vLTNP: barra verde, P Antiguos: barra naranja y P Modernos: 
barra roja) y se compararon mediante una prueba no paramétrica de comparaciones múltiples 
de Krustal-Wallis, Dunn. El valor p para la comparación entre todos los grupos se muestra arriba 
a la izquierda (*p<0,01 y **p<0,05). Las líneas son la media, los percentiles 25 y 75 de las cajas 
y los valores mínimo y máximo de las barras, considerando la longitud del bucle de todas las Env 
de estudio de los diferentes grupos. 
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individuals (EC and Viremic) were compared with those of 
individuals with progressive infection (Old and Modern). 
We  investigated the defects in the association of Envs with the 

CD4, membrane fusion impairment, the cell-to-cell virus transfer, 
and viral infection capacities. Viral Envs from LTNPs showed 
the lower binding capacity to the CD4 receptor and this initial 

A B

C D

E F

FIGURE 7 | Analysis of the length of the loops of the Envs from the different groups. Analysis of the length of each variable loops V1 (A), V2 (B), V3 (C), V4 (D), V5 
(E), and all variable loops together (F). The results were grouped [LTNP-ECs: gray bar, vLTNPs: green bar, Old patients: orange bar, and recent patients (Moderns): 
red bar] and compared using a nonparametric Kruskal–Wallis, Dunn’s Multiple Comparisons Test; p value for comparison between all groups is shown, top left. 
When indicated, comparative p values between groups are *p<0.01 and **p<0.05. Lines are mean, boxes 25th and 75th percentiles, and bars minimal and maximal 
values, considering the characteristics (i.e., loop length) of all Envs analyzed from the different groups.
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4.6. Correlación entre las características virales de los complejos de 

envoltura viral de virus aislados de pacientes de distinto perfil 

clínico. 

 
A continuación, se estudiaron las posibles correlaciones existentes entre los 

diferentes parámetros funcionales analizados: expresión, capacidad de transferencia de 

célula a célula, que está directamente mediada por la unión de Env/CD4, fusogenicidad 

e infectividad (Figura 34A). Se observó una correlación positiva. También se mostró una 

agrupación de clones de Env según las características funcionales; se agruparon de 

forma muy clara las Env de pacientes LTNP-EC y las envolturas de pacientes P Modernos 

en ramas opuestas (Figura 34B). Es decir, las Env que muestran funciones virales 

deficientes, debido a la incorrecta unión al receptor CD4, se correlacionaron con el 

control de la viremia y los fenotipos clínicos no progresores. En el lado contrario, las 

envolturas funcionales se asociaron con la falta de control virémico y los fenotipos 

clínicos progresores. Estas correlaciones estadísticas apoyan una posible asociación 

entre las propiedades virales de las Env, las cuales condicionan directamente la infección 

por VIH-1, y el fenotipo viral, que a su vez se correlaciona con el fenotipo clínico de los 

pacientes VIH+ del estudio. 
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A

B

FIGURE 8 | Correlation of the expression, fusion, transfer viral infectivity and genetic distance and clustering of Env characteristics. (A) Correlation between genetic 
distance to subtype B ancestor of Envs of all different groups and Env expression, relative fusion, HIV Transfer, and Infectivity (Spearman correlation values are 
indicated in the matrix representation). (B) Env from LTNP-ECs (gray), vLTNPs (green), Old patients (orange), and Modern patients (red) were analyzed according to 
the indicated parameters. Two main clusters corresponding to EC and modern progressors were identi!ed with opposite functional characteristics.
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Figura 34: Correlación de la expresión, fusión, transferencia, infectividad y distancia genética 
y agrupación de las características de Env. (A) Correlación entre la distancia genética al ancestro 
del subtipo B de las Env de todos los grupos y las funciones de expresión, fusión relativa, 
transferencia e infectividad (los valores de correlación de Spearman se indican en la 
representación matricial). (B) Las Env de LTNP-EC (gris), vLTNP (verde), P Antiguos (naranja) y P 
Modernos (rojo) se analizaron de acuerdo con los parámetros indicados. Se identificaron dos 
grupos principales correspondientes a EC y P Modernos con características funcionales 
opuestas. 
 

También se manifestó una buena correlación entre la distancia genética al MRCA 

de subtipo B y la funcionalidad de las Env analizadas (Figuras 34A y 34B). En general, las 

secuencias evolutivas más bajas (menor distancia genética al MRCA de subtipo B) tienen 

una menor funcionalidad (LTNP-EC) y las secuencias evolutivas más altas tienen una 

mayor funcionalidad (P Modernos); lo cual coincide con la tendencia en el aumento de 

la longitud de las Env que también sigue el mismo patrón que el crecimiento funcional 

de las diferentes características virales. En resumen, las Env con las características más 

eficientes se encuentran en el grupo P Modernos y también muestran las proteínas 

gp160 de mayor longitud, con más sitios glicosilados y mayor distancia al MRCA de 

subtipo B. 
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Parte B: Caracterización de la proteína no estructural NS5 como regulador 
del citoesqueleto de tubulina y del flujo autofágico, ambas funciones 
antivirales de la enzima HDAC6. 
 

4.7. Estudio de la localización celular de NS5: distribución en 

estructuras nucleares particulares. 

 
La relación existente entre la localización celular de la proteína NS5 del ZIKV y su 

función está cobrando mucho interés actualmente, y, en particular, en relación con su 

localización nuclear. Como se ha comentado en el apartado 1.4.4.3 de introducción, 

durante la infección por ZIKV, NS5 se localiza en el núcleo sin afectar a la replicación 

viral, favoreciendo la evasión de la respuesta inmunitaria. Por lo que, lo primero que se 

llevó a cabo fue la caracterización de la expresión y localización celular de un constructo 

de NS5. Concretamente, para analizar su localización subcelular se transfectaron células 

HEK-293T con el plásmido codificante del ORF de NS5 del ZIKV MP1751 etiquetado con 

Myc en su extremo C-terminal, pNS5-myc. A las 48 horas, mediante análisis bioquímico 

por western blot se observó cómo NS5 se localiza mayoritariamente (~95%) en la 

fracción nuclear frente a la citosólica (Figura 35B y 35C), extraídas del lisado celular 

(Figura 35A). Además, como ya se ha descrito anteriormente, la capacidad de NS5 de 

ZIKV de distribuirse en cuerpos nucleares punteados, se quiso confirmar mediante 

microscopía de epifluorescencia. NS5 se encontró casi completamente restringido en el 

núcleo y como se muestra en la Figura 35D, generalmente se manifiesta 

compartimentalizado en 15-30 formas puntiformes regulares con tamaño variable de 

0,90 ± 0,14 (media ± SD), denominadas como (tipo i) (Figura 35D) a 1,56 ± 0,11 

micrómetros de diámetro (tipo ii); (24,7% y 27,2% respectivamente) (Figura 35D), y, en 

mayor proporción, en estructuras irregulares de un tamaño similar, 1,52 ± 0,41; pero en 

forma de anillo (tipo iii) (48,1%) (Figura 35D), como se refleja con el trazo de “line 

scanning” (Fig. 35E). Asimismo, estas estructuras de tipo iii presentaron una tinción DAPI 

menos intensa en la zona central, lo que sugiere la ausencia de cualquier colocalización 

de ADN (Figura 35E). A pesar de que las células fueron transfectadas al mismo tiempo, 

NS5 apareció selectivamente formando diversos patrones de estructuras en diferentes 

células (Figura 35D) mostrando su naturaleza altamente dinámica e influenciada por 

procesos que son independientes al tiempo desde la transfección, como ha sido descrito 
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previamente en estudios realizados con virus infectivos, y donde se atribuyó esta 

diversidad a su expresión y localización durante  las distintas fases del ciclo viral (Ng et 

al., 2019; Conde et al., 2020), así como pudiendo estar condicionado por la fase del ciclo 

celular. Nuestros datos excluyen esta última opción, ya que la sincronización de las 

células en cultivo que expresaron pNS5-myc no produjo cambios en el patrón de la 

expresión (datos comprobados no mostrados).  
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Figura 35: Localización subcelular de NS5. (A) y (B) Muestran western blot representativos del 
lisado total (A) y del fraccionamiento celular (B) de células HEK-293T que sobreexpresan NS5-
myc (1,5 µg ADNc). La detección de la proteína Histona 3 se emplea como la proteína control de 
la fracción nuclear, y la detección de la proteína α-tubulina como proteína control de la fracción 
citoplasmática y de la carga proteica total empleada. (C) Histograma de la cuantificación de la 
intensidad de las bandas de western blot de los experimentos del panel (B), representando la 
cantidad del constructo pNS5-myc que se encuentra en el citoplasma (barra negra) y en el núcleo 
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(barra gris). Estos datos han sido normalizados por la proteína control de carga α-tubulina de 
cada experimento. Los valores indican la media ± S.E.M. de 2 experimentos independientes. (D) 
Análisis de microscopía de epifluorescencia de células HEK-293T expresando pNS5-myc, 48 
horas postransfección las células fueron fijadas y marcadas con anticuerpo a-myc, seguido de 
un marcaje con anticuerpo secundario de especie A488 a-mouse. Las imágenes fueron 
obtenidas con el microscopio Zeiss 200M (Zeiss, Jena, Germany) y analizadas con el programa 
MetaMorph (Universal Imaging). Se muestra una imagen representativa de 2 experimentos 
independientes. La proteína viral NS5 se encuentra en el núcleo formando 3 tipos de 
estructuras: como formas puntiformes regulares desde uno (tipo i) a diversos (tipo ii) 
micrómetros de diámetro y como formas irregulares que varían en tamaños más largos y con 
forma de anillo (tipo iii). (E) “Line scanning” de las diferentes estructuras formadas por NS5 (tipo 
i-línea negra, tipo ii-línea verde y tipo iii-línea rosa). (F) Análisis de frecuencia de los tipos de 
distribución en que NS5 aparece en los diferentes tipos de estructuras (tipo i-puntos negros, tipo 
ii-puntos verdes y tipo iii-puntos rosas) representadas como la media ± S.E.M de 81 células 
cuantificadas de 8 imágenes pertenecientes a 2 experimentos independientes. La estructura 
tipo iii es la estructura de NS5 que aparece más frecuentemente. (G) Análisis del promedio de la 
intensidad de fluorescencia de los puntos de NS5 en sus diferentes estructuras (tipo i-barra 
negra, tipo ii-barra verde y tipo iii-barra rosa) representadas como la media ± S.E.M de 81 células 
de 2 experimentos independientes. *** significa que p£0,001, ** p£0,01, * p£0,05, y ns no 
significativo (p>0,05). El valor de p es la comparación de las medias entre los dos grupos 
utilizando una prueba paramétrica t de Student. 
 

La disposición de proteínas nucleares en estructuras dinámicas subcelulares, 

pueden atribuirse a múltiples organelas nucleares como los nucléolos, los cuerpos de 

Cajal, los “speckles”, los “histone locus bodies”, los cuerpos de Polycomb, los 

“paraspeckles” o los cuerpos nucleares PML, todos orgánulos subnucleares sin 

membrana (Y. S. Mao et al., 2011).  

 

Los datos más recientes sobre la función de los cuerpos PML revelan que están 

involucrados en la respuesta a muchas formas de estrés, defensa viral y estabilidad del 

genoma mediante el secuestro, modificación y degradación de muchas proteínas 

asociadas. En este sentido, analizamos la hipótesis de distribución de NS5 con los 

componentes mayoritarios de los cuerpos nucleares de PML. 

 

Se observó que NS5 colocaliza con SUMO cuando se encuentra formando las 

estructuras tipo ii y iii, pero no se observó colocalización con PML (Figura 36), lo que 

concuerda con lo descrito en estudios previos (Conde et al., 2020). A su vez, los NB de 

PML exhibieron una aparente estabilidad nuclear en las células control.  
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Figura 36: La proteína viral NS5 distribuye en cuerpos nucleares enriquecidos en la proteína 
SUMO. (A) Análisis de microscopía de epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con 
pNS5-HA (2,5 µg ADNc) para observar la posible localización de NS5 con PML. 48 horas 
postransfección las células fueron fijadas y marcadas con anticuerpo a-HA y a-PML, y tras una 
incubación de 24 horas a 4°C, se marcaron con los anticuerpos secundarios específicos de 
especie A568 a-rabbit y A488 a-mouse, respectivamente. Se muestra una imagen 
representativa de 2 experimentos independientes. (B) Análisis por microscopía de 
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epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (2,5 µg ADNc) para analizar 
la localización de la proteína viral NS5 en estructuras nucleares positivas para la proteína SUMO. 
48 horas postransfección, las células fueron fijadas y marcadas con anticuerpo a-myc y a-SUMO, 
y, tras una incubación de 24 horas a 4°C, se marcaron con los anticuerpos secundarios de especie 
A568 a-mouse y A488 a-rabbit, respectivamente. Las imágenes fueron obtenidas con el 
microscopio Zeiss 200M (Zeiss, Jena, Germany) y analizadas con el programa MetaMorph 
(Universal Imaging). Se muestra una imagen representativa de 2 experimentos 
independientes. NS5 no colocaliza con PML y colocaliza con SUMO en estructuras nucleares 
de tipo ii y iii. 
 

En resumen, los experimentos mostraron que la proteína viral NS5 se acumula 

principalmente en el núcleo, comportándose de forma muy dinámica formando 

estructuras cuyo número y tamaño varía. Lo que sugiere que la acumulación nuclear de 

NS5 podría ser determinante o estar condicionada por las fases del ciclo de vida del ZIKV. 

 

4.8. Estudio de la proteína NS5 del ZIKV como reorganizador y 

estabilizador del citoesqueleto de tubulina. 

 
Existen evidencias de que la infección por ZIKV causa una reorganización drástica 

de los microtúbulos (Cortese et al., 2017) que es crucial tanto en la formación de los 

sitios de replicación viral como en el favorecimiento de los efectos tóxicos que rigen la 

diferenciación neuronal, lo que indirectamente contribuye a la microcefalia (Saade et 

al., 2020). Dado que el reordenamiento del citoesqueleto toma un papel activo durante 

la infección viral (Valenzuela-Fernández et al., 2005; Barrero-Villar et al., 2009; García-

Expósito et al., 2013; Santos et al., 2014), especialmente en el ciclo de los flavivirus (Y. 

Zhang et al., 2019), se buscó identificar los agentes responsables de esta reorganización 

por parte del ZIKV. 

 

Un mecanismo que controla las propiedades y funciones de los microtúbulos es la 

modificación postraduccional de sus subunidades de tubulina. Por tanto, se analizaron 

los niveles de acetilación de la lisina K40 de la subunidad a-tubulina, modificación 

postraduccional relacionada con la estabilidad de los microtúbulos (Nogales et al., 1998; 

Hammond et al., 2008; Choudhary et al., 2009; Wloga & Gaertig, 2010). Mediante el 

análisis bioquímico se pudo ver que NS5 de ZIKV está estrechamente relacionado en la 

modificación de la red de microtúbulos (Figura 37A). El efecto dosis creciente de 
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transfección del plásmido pNS5-myc en células HEK-293T y de expresión de la proteína 

NS5, analizado mediante western blot, mostró una hiperacetilación de MT en la 

subunidad a-tubulina (Figura 37B). Este fenómeno de acumulación de a-tubulina en su 

estado acetilado muestra un comportamiento lineal con una correlación entre la 

expresión viral de NS5 y los niveles de acetilación de a-tubulina de R2=0,84 (p-

value=0,0098). Este efecto dosis-respuesta alcanzó un máximo de ~3 aumentos de 

acetilación de la subunidad a-tubulina, en comparación con las células control, a las 48 

horas desde la transfección celular (Figura 37C). Un experimento de curso temporal 

reveló que dicho aumento ocurre al menos »24 horas después de que se detecte la 

expresión de NS5 (Figura 38A). 

 

Los microtúbulos están sujetos a diferentes modificaciones postraduccionales, en 

concreto, la acetilación de K40 de a-tubulina se rige principalmente por el balance entre 

la incorporación del grupo acetilo por la enzima acetil transferasa aTAT1 y la eliminación 

por las desacetilasas SIRT2 y HDAC6 (Hubbert et al., 2002; North et al., 2003; Shida et 

al., 2010; Skoge et al., 2014; Coombes et al., 2016), ambas reacciones ubicadas en el 

citosol celular. Con el propósito de investigar cómo ZIKV afecta la arquitectura celular, 

particularmente si NS5 posee la capacidad de reorganizar el citoesqueleto, se aplicaron 

diversos moduladores selectivos del citoesqueleto. La inhibición específica de la 

actividad enzimática de HDAC6 mediante el tratamiento con tubacina (se une al dominio 

desacetilasa de HDAC6) durante 24 horas, que induce la acetilación de a-tubulina, pero 

no produce efectos sobre la acetilación de histonas (Haggarty et al., 2003), resultó en 

un aumento doble en la proporción de tubulina acetilada en comparación con la 

condición control (DMSO) (Figura 37C y 37D). El tratamiento con tubacina no comportó 

un incremento de la acumulación de tubulina acetilada por encima del efecto ya 

producido por la expresión de NS5, o viceversa (Figura 37C y 37D), lo que sugiere que la 

intervención sobre actividad de desacetilación de HDAC6 podría ser el eje central de 

acción de NS5 para el desequilibrio en la dinámica de MT, o que ayuda a estabilizar de 

forma transitoria a los MT y que el nivel endógeno de HDAC6 no es suficiente para 

desequilibrar esta acción estabilizadora de NS5, y que la sobreexpresión de HDAC6 

evitaría, como se nuestra más adelante (Figura 39A y 37B). El empleo de A-485, un 
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inhibidor catalítico selectivo de p300/CBP, una acetil transferasa que inhibe HDAC6 

mediante su acetilación (Y. Han et al., 2009), eliminó por completo la linealidad de la 

relación dosis-respuesta de NS5 (Figura 37C y 37D). Es decir, en presencia de A-485 se 

observa una disminución de los niveles de acetilación de los MT en a-tubulina, y de 

forma dependiente de los niveles de expresión de NS5. Esto podría indicar que HDAC6 

desacetilaría correctamente la subunidad a-tubulina de los MT en presencia de A-485 y 

NS5. Asimismo, la inhibición de p300 por A-485 debería comportar una mayor expresión 

de la α-tubulina acetiltransferasa-1 (αTAT-1/MEC-17) (p300 se expresa 

mayoritariamente en el núcleo, salvo en condiciones de estrés) (Mackeh et al., 2014), lo 

que debería resultar en un aumento de la acetilación de los MT. A su vez, la fracción 

citoplasmática del cofactor de transcripción p300 debería favorecer la hiperacetilación 

de MT por acción de αTAT-1/MEC-17, al unirse, a su vez, a los MT hiperacetilados de 

forma αTAT-1/MEC-17 dependiente (Mackeh et al., 2014). Así, lo esperable, tras el 

tratamiento con A-485, sería observar un aumento de la acetilación de los MT, como 

vemos en la condición control (“mock”) de células tratadas con A-485 (Figura 37C), y 

respecto a las células sin tratar (vehículo) (Figura 37C). Esto se podría explicar, como 

hemos anticipado, por estabilización de los niveles de αTAT-1/MEC-17 tras inhibición de 

p300 por A-485.  Sin embargo, tras sobreexpresar NS5, bajo tratamiento con A-485, se 

observa un aumento del efecto de desacetilación de los MT (Figura 37C, A-485). En este 

sentido, no podemos olvidar la función histona acetiltransferasa de p300 y que su 

inhibición por A-485 resultaría en la parada del proceso de división celular, y de la 

activación del proceso autofágico para evitar la muerte celular por apoptosis, tal y como 

se ha descrito en células neuronales y de pulmón (Mackeh et al., 2023). Precisamente, 

la función autofágica asociada a HDAC6 depende de su actividad desacetiladora de 

microtúbulos (Kawaguchi et al., 2003; J.-Y. Lee et al., 2010), y como hemos descrito en 

el grupo frente al VIH-1 (Valera et al., 2015). Por tanto, el efecto de la inhibición de la 

función acetiltransferasa en histonas del p300 nuclear podría favorecer un estado 

celular donde la desacetilación de MT predomine, y donde ni la sobreexpresión de NS5 

ni la acción potencial de αTAT-1/MEC-17 pudiesen estabilizar los MT ni su estado de 

hiperacetilación. De hecho, este efecto del inhibidor A-485 junto a la sobrexpresión de 

NS5 es totalmente contrario al observado en condiciones control, donde NS5 

hiperacetila los MT en su subunidad a-tubulina en ausencia de cualquier tratamiento 
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con inhibidor (Figura 37C, vehículo). Esto podría ser indicativo, en condiciones control 

de sobreexpresión de NS5 (sin inhibidores), de una posible estimulación de la actividad 

acetiladora de MT por αTAT-1/MEC-17 por acción de NS5 sobre esta quinasa, y que los 

niveles de HDAC6 endógeno no podría neutralizar. Pero esta hipótesis debe ser 

demostrada.  

 

Considerando estos resultados y discusión, podríamos sugerir que el equilibrio de 

expresión y función, que se pudiera establecer en un contexto de infección por el virus 

ZIKV (por sobreexpresión de NS5, en este trabajo), entre NS5, p300 (αTAT-1/MEC-17) y 

HDAC6 podría determinar la dinámica del citoesqueleto de tubulina y sus funciones 

celulares por regulación de los niveles de acetilación de la subunidad a-tubulina en los 

MT. Donde el efecto observado de hiperacetilación de MT por NS5 podría ser parte de 

su función proviral, de escape a las defensas intracelulares y/o del efecto citotóxico de 

la proteína NS5.   

 

HDAC6 tiene varios sustratos no histona, además de la subunidad a-tubulina 

acetilada, sobre los que actúa desacetilándolos, tal como la proteína cortactina, RIG-I, 

hsp90 o b-catenina (L. Zhang et al., 2015). Cabe destacar, que RIG-I es importante en la 

regulación de la respuesta inmunitaria frente a la infección por virus ARN (Kell & Gale, 

2015), como es el caso del virus ZIKV, protegiendo frente a la citotoxicidad asociada a la 

infección (Schilling et al., 2020). La modificación postraduccional de RIG-I por acetilación 

evita su oligomerización, modificación que debe ser revertida durante la infección viral 

aguda, para facilitar la activación de señalización de RIG-I inducida por el ARN viral 

reconocido. De hecho, la acetilación de RIG-I es revertida por HDAC6, lo que activa la 

señalización de RIG-I induciendo la inmunidad antiviral innata por activación de la ruta 

de inducción del INF (H. M. Liu et al., 2016). Por otra parte, se ha descrito que la proteína 

NS5 del ZIKV inhibe la vía RIG-I y la activación del promotor del INF-l1 de tipo III, así como 

la producción de INF de tipo I y III (Hertzog et al., 2018; Lundberg et al., 2019). Todo esto 

hace que nos interese esclarecer si la capacidad enzimática de HDAC6 para desacetilar 

su sustrato RIG-I se ve afectada por NS5, lo que podría ser importante en la regulación 

de la respuesta inmunitaria, INF dependiente, frente a la infección por el virus ZIKV. 
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La activación de RIG-I durante la infección viral está regulada por la 

acetilación/desacetilación reversible. Para ello se transfectaron células HEK-293T con los 

plásmidos pNS5-myc y RIG-I-HA y se realizó un ensayo de CoIP con anticuerpo anti-HA 

(arrastrando a través del “tag” HA de la proteína RIG-I). Se evaluó la acetilación de RIG-

I, recuperado por inmunoprecipitación, mediante análisis bioquímico por western blot 

utilizando un anticuerpo anti-acetil-lisina, que permitiría ver si algún residuo de K en la 

proteína RIG-I-HA ha sido acetilado o no. Los resultados obtenidos mostraron que 

mientras RIG-I acetilado fue indetectable en células que no expresaban NS5 (control), la 

transfección de NS5 resultó en una banda de acetil-RIG-I (Figura 44A). Estos hallazgos 

sugieren un papel directo de NS5 en el mantenimiento del estado de acetilación de los 

sustratos de HDAC6, cambiando la estabilidad de los microtúbulos y el estado de 

activación de RIG-I. 
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Figura 37: Incremento del nivel de acetilación en la subunidad a-tubulina de los MT en células 
que expresan NS5. (A) Análisis bioquímico por western blot del nivel de expresión de NS5. Se 
muestra un experimento representativo del lisado total de células HEK-293T que sobreexpresan 
NS5-myc en una dosis creciente (de 0 µg ADNc a 3 µg ADNc). Los niveles de expresión de la 
proteína α-tubulina se consideran como el control de carga total de proteína. (B) Histogramas 
de la cuantificación de la intensidad de las bandas de western blot de los experimentos del panel 
(A), que representan la cantidad de a-tubulina acetilada en base a la concentración de pNS5-
myc transfectado (0 µg, 0,5 µg, 1 µg, 1,5 µg, 2 µg y 3 µg ADNc). Estos datos fueron normalizados 
por la proteína control de carga α-tubulina de cada experimento. Los valores son la media                
± S.E.M. de 6 experimentos independientes. Ns significa no significativo, ** significa p£0,01 y 
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*** p£0,001, el valor de p es la comparación de las medias entre los dos grupos utilizando la 
prueba paramétrica t de Student; ns indica no significativo. pNS5-myc aumenta la concentración 
de a-tubulina acetilada en forma dosis respuesta. (C) Análisis de western blot representativo del 
lisado total de células HEK-293T que sobreexpresan NS5-myc en una dosis creciente (desde 0 µg 
ADNc hasta 3 µg ADNc) tratadas con dos inhibidores diferentes, tubacina (1 µM) y A-485 (3 µM), 
o con el vehículo de los fármacos DMSO como control. Los niveles de expresión de la proteína 
α-tubulina se consideran como el control de carga total de proteína. (D) Gráfico lineal de la 
intensidad de las bandas de western blot de los experimentos del panel (C), representando la 
cantidad de a-tubulina acetilada normalizada por la a-tubulina total de cada experimento. Los 
datos son la media de 3 experimentos independientes. Comparado con el control DMSO (línea 
negra), la adición de tubacina (línea verde) y A-485 (línea rosa) evitó el incremento de acetilación 
de a-tubulina causado por pNS5-myc. (E) Western blot del lisado total (parte inferior, Input) y 
del lisado de coinmunoprecipitación (parte superior, IP) de células HEK-293T que sobreexpresan 
NS5-myc (1,5 µg ADNc) y HA-wt-HDAC6 (1,5 µg ADNc). El coinmunoprecipitado se realizó con el 
anticuerpo a-myc. NS5 interacciona con HDAC6. (F) Análisis de microscopía de epifluorescencia 
de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (1,5 µg ADNc) y wt-HDAC6-dsRed (2,5 µg 
ADNc). 48 horas post transfección las células fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo a-myc, 
y tras una incubación de 24 horas a 4°C se marcaron con el anticuerpo secundario A488 a-
mouse. Las imágenes fueron obtenidas con el microscopio Zeiss 200M (Zeiss, Jena, Germany) y 
analizadas con el programa MetaMorph (Universal Imaging). Se muestra una imagen 
representativa de 2 experimentos independientes. NS5 colocaliza con HDAC6 en estructuras 
citosólicas tipo agresoma. 
 

Como HDAC6 es una desacetilasa citoplasmática única capaz de interactuar con la 

ubiquitina y regular la formación de agresomas y la viabilidad celular en respuesta al 

estrés por proteínas mal plegadas (Kawaguchi et al., 2003), se quiso probar si las células 

transfectadas con el plásmido pNS5-myc, para expresar NS5 que atenúa la actividad 

desacetilasa de HDAC6, no son capaces de eliminar los agregados de proteínas mal 

plegadas. HDAC6 en condiciones naturales interacciona con p62/SQSTM1 

(“sequestosome 1”) uniendo agregados de proteínas ubiquitinadas al autofagosoma con 

el fin de promover su eliminación. En este proceso p62 también es degradado por la 

autofagia mediada por HDAC6 (Bjørkøy et al., 2006; Pankiv et al., 2007; Valera et al., 

2015; Yan et al., 2019). Por ello, se analizó la cantidad de p62, marcador del proceso de 

la autofagia, en dichas células (Figura 38B y 38C). NS5 facilitó la acumulación de p62 en 

comparación con las células control (Figura 39D). De hecho, la capacidad de “turnover” 

de las proteínas poliubiquitinadas se midió utilizando un plásmido que codifica Ub-GFP 

(Figura 42). Tras 48 horas de la transfección, se pudo observar a través de microscopía 

de epifluorescencia la acumulación de proteínas ubiquitinadas en forma de agregados 

en células que expresan NS5 frente al control, lo que muestra un fallo en la degradación 

de estas proteínas mal plegadas en el citoplasma en comparación con las que no 
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expresaron la proteína viral. Es decir, NS5 actúa no solo sobre la capacidad enzimática 

de HDAC6 sino también está involucrada en el manejo correcto de los productos 

ubiquitinados, que vía HDAC6, involucraría presumiblemente a la formación de 

agresomas. 

 

Figura 38: NS5 estabiliza los niveles de expresión de la proteína p62. (A) Análisis de western 
blot del lisado a diferentes tiempos (24, 32, 48 y 72 horas) de células HEK-293T transfectadas 
con pNS5-myc (1,5 µg ADNc). Los niveles de expresión de la proteína α-tubulina se consideran 
como el control de carga total de proteína. Se observó la expresión de NS5 y su efecto sobre la 
estabilidad de MT y el flujo autofágico aproximadamente tras 48 horas postransfección, la cual 
corresponde con una discreta “down-regulation” de HDAC6 y con un incremento de la 
acetilación de α-tubulina y p62. (B) y (C) Western blot representativo del lisado total de células 
HEK-293T transfectadas con dosis creciente de pNS5-myc (0 µg, 0,5 µg, 1 µg, 1,5 µg, 2 µg y 3 µg) 
(B), o con una única concentración (1,5 µg ADNc) (C). (D) Histograma de la cuantificación de la 
intensidad de las bandas de western blot de los experimentos del panel (C), representando la 
cantidad de p62 que se acumula en las células control (barra negra) y en células que 
sobreexpresan NS5-myc (barra gris). Estos datos han sido normalizados por la proteína control 
de carga α-tubulina de cada experimento. Los valores son la media ± S.E.M. de 10 experimentos 
independientes. **** significa p£0,0001, el valor de p es la comparación de las medias entre los 
dos grupos utilizando la prueba paramétrica t de Student. NS5 promueve la acumulación de la 
proteína celular p62. 
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Estos resultados definen a NS5 como un modificador de las principales funciones de 

HDAC6, indicando un efecto potente sobre la actividad de HDAC6 en las células 

infectadas por ZIKV. 

 

4.9. Estudio de la asociación de HDAC6 con la proteína NS5 del ZIKV. 

 
HDAC6 interacciona con diversas proteínas en el citoplasma. Algunas de estas 

proteínas pueden ser desacetiladas mediante la actividad desacetilasa de HDAC6, y 

otras pueden afectar en las funciones de HDAC6 al modular su actividad catalítica o su 

capacidad de unión a ubiquitinas. Para aclarar si NS5 del ZIKV, a pesar de su ubicación 

nuclear mayoritaria, regula la actividad enzimática de HDAC6 y la vía de agresoma-

autofagia mediante la formación de un complejo, se estudió la posibilidad de que HDAC6 

se una a la ARN polimerasa viral, NS5. Con dicho fin, se realizaron experimentos de CoIP 

en células HEK-293T transfectadas con NS5-myc y HA-wt-HDAC6. HDAC6 

coinmunoprecipitó con NS5-myc (Figura 37E), quizá a través de una interacción directa 

o siendo parte de un complejo de proteínas. A continuación, se examinó la localización 

subcelular de HDAC6 y NS5 mediante microscopía de epifluorescencia. Los plásmidos 

pNS5-myc y wt-HDAC6-dsRed se cotransfectaron en células HEK-293T, y las proteínas 

codificantes asociadas que se expresan se inmunomarcaron utilizando un anticuerpo 

específico del “tag” de NS5 myc como se ha descrito anteriormente en el apartado 3.12 

de “Material y Métodos”. Los estudios de microscopía revelaron que NS5, expresado 

ectópicamente, apenas se distribuía en el núcleo, como se muestra en la Figura 35D. 

HDAC6 afectó en la apariencia de NS5 con una disminución drástica en la intensidad de 

la fluorescencia (20,9 a.u. frente a 42,4 a.u.) (Figuras 39E y 39F), con un cambio en el 

patrón de estructuras nucleares (Figura 39G) y dirigiendo su ubicación hacia depósitos 

citosólicos donde colocalizó con HDAC6. NS5-myc y wt-HDAC6-DsRed sobreexpresados 

codistribuyeron solo en un bajo porcentaje de células (17,85%) formando estructuras 

citosólicas (Figura 37F), que siendo agregados positivos de Ub-GFP (Figura 42), es decir, 

marcadas por la ubiquitinación (seguido por la sobreexpresión de Ub-GFP fluorescente), 

sugieren la acumulación en el agresoma, que no se encontraron en las células control 

sin HDAC6.  
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Estos datos muestran que NS5 del ZIKV ejerce una presión sobre las funciones de 

HDAC6, mostrando un nuevo mecanismo de regulación a través de una interacción. Así, 

NS5 coinmunoprecipitó y codistribuyó con HDAC6. Por otro lado, nuestros datos indican 

que la sobreexpresión de HDAC6 representó una amenaza para NS5, lo que podría 

indicar que es una diana del ciclo de vida del virus. En resumen, se observa una acción 

bidireccional entre el virus (pérdida de función de HDAC6) y célula (cambio en la 

expresión de NS5). Esto sugiere un mecanismo de regulación de la infección por ZIKV 

mediado por HDAC6, y donde NS5 intentaría evitaría la restricción citosólica que ejerce 

HDAC6 sobre NS5. 

 

4.10. Estudio del efecto de HDAC6 sobre la estabilidad de la proteína 

viral NS5. 

 
Ya se ha demostrado anteriormente la capacidad de HDAC6 de promover la 

degradación de proteínas virales (Valera et al., 2015; Marrero-Hernández et al., 2019), 

y observando los resultados anteriores se quiso comprobar si HDAC6 ejerce una presión 

degradativa sobre NS5. Para ello, se transfectaron células HEK-293T con los plásmidos 

pNS5-myc y HA-wt-HDAC6, y se observó cómo con la sobreexpresión de HA-wt-HDAC6 

los niveles de expresión de NS5 se ve afectada (Figura 39A). HDAC6 reduce los niveles 

de expresión de la proteína NS5 a menos de la mitad de los niveles detectados en la 

condición control (Figura 39C), y de una manera dosis dependiente de los niveles de 

expresión de HDAC6 (Figura 39B). Este efecto también se evidenció a nivel de célula 

única, mediante la detección de NS5 y la cuantificación de la media de la intensidad de 

fluorescencia y distribución del inmunomarcaje de la proteína NS5 por microscopía de 

epifluorescencia. La sobreexpresión del constructo wt-HDAC6-dsRed eliminó la 

localización nuclear de NS5 en un 48,2% de las células (Figura 39E), y forzó un cambio 

de patrón estructural que pasó de ser mayoritariamente de tipo iii a tipo i y ii (29,6% y 

22,2%, respectivamente) (Figura 39G). Esto es indicativo de la degradación de la 

proteína NS5 por HDAC6, que se ve potenciada al impedir la entrada al núcleo de NS5 a 

través del tratamiento con ivermectina, inhibidor de la a/b-importina (Wagstaff et al., 

2012), promoviendo así su reconocimiento y degradación por la proteína celular 

citoplasmática HDAC6 (Figura 39H y 39I). Estos datos y mecanismo de acción de HDAC6 
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sobre NS5 se corroboran tras la recuperación de NS5 al silenciar HDAC6 por interferencia 

del ARNm (Figura 39D y 39J). 
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Figura 39: HDAC6 promueve la degradación de NS5. (A) Análisis de western blot representativo 
del lisado de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (1,5 µg ADNc) y HA-wt-HDAC6 (1,5 
µg ADNc). Los niveles de expresión de la proteína α-tubulina se consideran como el control de 
carga total de proteína. (B) Western blot representativo de 2 experimentos independientes del 
efecto dosis creciente de HA-wt-HDAC6 (0 µg, 0,25 µg, 0,5 µg y 1 µg) sobre pNS5-myc (1,5 µg 
ADNc).  Los niveles de expresión de la proteína α-tubulina se consideran como el control de 
carga total de proteína. (C) Histograma de la cuantificación de la intensidad de las bandas de 
western blot del experimento del panel (A), representando la cantidad de NS5-myc que se 
acumula en las células control (barra negra) y en células que sobreexpresan HA-wt-HDAC6 (barra 
gris). Estos datos han sido normalizados por la proteína control de carga α-tubulina de cada 
experimento. Los valores son la media ± S.E.M. de 4 experimentos independientes. ** significa 
p£0,01, el valor de p es la comparación de las medias entre los dos grupos utilizando la prueba 
paramétrica t de Student. HA-wt-HDAC6 promueve la disminución de la concentración de pNS5-
myc a menos de la mitad en comparación con la condición control. (D) Western blot 
representativo de 2 experimentos independientes del silenciamiento de HDAC6 en células HEK-
293T que sobreexpresan NS5-myc (1,5 µg ADNc). El silenciamiento se consiguió mediante la 
aplicación de dos técnicas, con la utilización de oligonucleótidos cortos de interferencia del 
ARNm (siRNA oligos) específicos contra el ARNm de HDAC6 (izquierda) y con la transfección de 
“short hairpin RNA” específico de HDAC6 (derecha) (1,5 µg ADNc). Se utilizó la proteína α-
tubulina como proteína control de la carga proteica total. En la condición control, pNS5-myc se 
encuentra a baja concentración en la célula, mientras que al silenciar HDAC6, pNS5-myc 
aumenta su concentración. (E) Análisis de microscopía de epifluorescencia de células HEK-293T 
transfectadas con pNS5-myc (1,5 µg ADNc) y wt-HDAC6-dsRed (2,5 µg ADNc). 48 horas post 
transfección las células fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo a-myc, y tras una incubación 
de 24 horas a 4°C se marcaron con el anticuerpo secundario A488 a-mouse. Las imágenes fueron 
obtenidas con el microscopio Zeiss 200M (Zeiss, Jena, Germany) y analizadas con el programa 
MetaMorph (Universal Imaging). Se muestra una imagen representativa de 2 experimentos 
independientes.  En gran parte de las células que expresaban wt-HDAC6-dsRed, no se 
observaba la presencia de NS5-myc. (F) Histograma del promedio de la intensidad de 
fluorescencia de NS5-myc en la condición control (barra negra) y bajo la sobreexpresión de 
wt-HDAC6-dsRed (barra gris), representadas como la media ± S.E.M de 54 células cuantificadas 
de 8 imágenes pertenecientes a 2 experimentos independientes. wt-HDAC6-dsRed produce una 
disminución de la intensidad de fluorescencia de NS5-myc (G) Porcentaje del tipo de estructura 
que forma NS5 (tipo i-puntos negros, tipo ii-puntos verdes y tipo iii-puntos rosas) en ausencia 
de wt-HDAC6-dsRed (izquierda) y en presencia de dicho plásmido (derecha) representadas como 
la media ± S.E.M de 54 células de 2 experimentos independientes. * significa p£0,05, el valor de 
p es la comparación de las medias entre los dos grupos utilizando la prueba paramétrica t de 
Student. wt-HDAC6-dsRed produce un cambio en la estructura de NS5-myc. (H) e (I) Western 
blot del lisado total (H) y del fraccionamiento (I) de células HEK-293T transfectadas con pNS5-
myc (1,5 µg ADNc) y tratadas con ivermectina (20 µM) o con su vehículo DMSO como control. 
Se utilizó la proteína α-tubulina como proteína control de la carga proteica total. (J) Western 
blot representativo de 2 experimentos independientes del lisado del silenciamiento de HDAC6 
en células HEK-293T que sobreexpresan NS5-myc (1,5 µg ADNc) y shRNA (1,5 µg ADNc) tratadas 
con ivermectina (20 µM). Los niveles de expresión de la proteína α-tubulina se consideran como 
el control de carga total de proteína. El impedimento de la entrada al núcleo de NS5, inducido 
por el tratamiento con IVM, promueve su degradación, que a su vez se recupera al silenciar 
HDAC6. 
 

En definitiva, los resultados obtenidos mostraron la capacidad de HDAC6 de 

promover la degradación de la proteína viral NS5 y controlar su organización estructural.  
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4.11. Estudio de la vía por la que HDAC6 induce la degradación de NS5 

del ZIKV. 

 
En un estudio reciente, también se mostró una degradación de NS5 al impedir su 

entrada al núcleo con el tratamiento con ivermectina y 4-HPR, inhibidores de la a/b-

importina, caracterizando al citoplasma como un “ambiente negativo” para la proteína 

viral; pero no se identificó el agente causal de dicho proceso (Ji & Luo, 2020). Este efecto 

ha sido comprobado en nuestra investigación, y además hemos descrito a HDAC6 como 

responsable de la degradación de NS5, ya que al silenciar HDAC6 mediante interferencia 

específica del ARNm de HDAC6, se produce una recuperación en la concentración de 

NS5 y en la organización estructural nuclear. 

 

Una vez demostrado el efecto desestabilizador de NS5 inducido por HDAC6, se 

exploró cómo mencanísticamente HDAC6 podría ejercer tal efecto. Para ello, células 

HEK-293T se transfectaron con los plásmidos pNS5-myc y HA-wt-HDAC6, y 48 horas más 

tarde se trataron con inhibidores de diferentes vías de proteólisis celular y sus 

respectivos vehículos como controles. Se utilizaron el MG132 (carbobenzoxy-Leu-Leu-

leucinal) (20µM), un péptido aldehído que bloquea eficazmente la actividad proteolítica 

del complejo 26S del proteasoma (National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), 2023b); la Bafilomicina A1 (100nM), un inhibidor específico y reversible de la H+-

ATPasa vacuolar (V-ATPase) que interfiere en el proceso de acidificación lisosomal (NCBI, 

2023d); E-64d junto a  PepsA (10µg/mL), inhibidores irreversibles de cisteína proteasas 

de amplio espectro y de aspártico proteasas respectivamente (NCBI, 2023a; NCBI, 

2023c); o 3-MA (3-metiladenina) (5mM), un inhibidor de la formación de agresomas en 

la ruta de degradación autofágica de HDAC6 (NCBI, 2023e). Mediante análisis 

bioquímico de la expresión de NS5 por western blot, bajo los tratamientos con MG132, 

Bafilomicina A1 o la combinación de E-64d/PepsA no se observaron cambios respecto a 

los respectivos controles (Figura 40A). Mientras, al tratar las células con el inhibidor 3-

MA se evitó la degradación de NS5 inducida por la sobreexpresión de HDAC6, mostrando 

una recuperación de ~3 aumentos (Figura 40B) en su cantidad normalizada por la carga 

de tubulina. Esta resistencia a la degradación de NS5, tras el bloqueo de la formación de 

agresomas, se pudo observar también a través del análisis por microscopía de 
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epifluorescencia, donde en comparación con la condición control, en la que se encontró 

a NS5 ubicado exclusivamente en el núcleo formando sus estructuras características, se 

puedo evidenciar distribuido en el compartimento citoplasmático bajo el efecto del 

inhibidor de la ruta autofágica 3-MA (Figura 40C).  
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Figura 40: La degradación de NS5 se evita por acción de inhibidores de la proteólisis por la vía 
de la autofagia. (A) Western blot del lisado de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc 
(1,5µg ADNc) y HA-wt-HDAC6 (1,5µg ADNc), sometidas a diversos tratamientos inhibidores de 
las diferentes rutas de degradación, MG132 (20µM), Bafilomicina A1 (100nM), PepsA y E-64d 
(10µg/mL) y 3-MA (5mM) o sus respectivos vehículos DMSO y PBS como control. Los niveles de 
expresión de la proteína α-tubulina se consideran como el control de carga total de proteína. 
(B) Histograma de la cuantificación de la intensidad de las bandas de western blot de los 
experimentos del panel (A), representando la cantidad de NS5-myc que se acumula en las células 
control (barra negra) y las células bajo tratamiento de 3-MA (5mM) (barra gris). Estos datos han 
sido normalizados por la proteína control de carga α-tubulina de cada experimento. Los valores 
son la media ± S.E.M. de 3 experimentos independientes. ** significa p£0,01, el valor de p es la 
comparación de las medias entre los dos grupos utilizando la prueba paramétrica t de Student. 
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El tratamiento de las células con 3-MA genera una acumulación de NS5-myc aproximadamente 
3 mayor en comparación con la condición control. (C) Análisis de microscopía de 
epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (2,5µg ADNc) tratadas con 3-
MA (parte inferior) o PBS como control (parte superior). 48 horas post transfección las células 
fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo a-myc, y tras una incubación de 24 horas a 4°C se 
marcaron con el anticuerpo secundario, específico de especie, A568 a-mouse. Las imágenes 
fueron obtenidas con el microscopio Zeiss 200M (Zeiss, Jena, Germany) y analizadas con el 
programa MetaMorph (Universal Imaging). Se muestra una imagen representativa de 2 
experimentos independientes. Bajo el tratamiento del inhibidor de la ruta autofágica 3-MA, 
NS5-myc mantiene su patrón estructural característico, e incluso se puede encontrar a nivel 
citoplasmático. 
 

A su vez, se transfectaron células HEK-293T con los plásmidos pNS5-myc junto a 

otro codificante de la proteína ubiquitina fusionada a la “Green Fluorescent Protein” 

(GFP), ubiquitina-GFP (Ub-GFP). Este constructo Ub-GFP permite la monitorización y la 

promoción del proceso de ubiquitinación de todas las proteínas que sufren esta 

modificación postraduccional, y potencialmente de la proteína viral NS5, que sufre 

degradación por la enzima proautofágica HDAC6. Considerando, además, como 

evidencia la recuperación de la degradación observada de NS5 por el bloqueo de la 

autofagia con 3-MA, la intervención de la ubiquitinación de NS5 mediante Ub-GFP 

favorece su eliminación. Proceso, una vez más, inhibido por el tratamiento con 3-MA 

(Figura 41A y 41C). Estos datos sugieren que NS5 se podría ubiquitinar y proponen que 

HDAC6 pudiera interaccionar con NS5 promoviendo su proteólisis por la vía autofágica 

a través del dominio de unión a ubiquitina (BUZ), localizado en su extremo C-terminal. 

De hecho, al cotransfectar NS5 en células HEK-293T junto con el plásmido de un mutante 

de HDAC6 con su dominio BUZ delecionado (HA-HDAC6-DBUZ), que lo inhabilita de su 

función promotora de la degradación autofágica de proteínas ubiquitinadas (Valera et 

al., 2015), se observó una recuperación de los niveles de expresión de la proteína NS5 

en comparación con los bajos niveles de expresión observados en células coexpresando 

el constructo HDAC6 funcional (“wild type” (wt)) (Figura 41B y 41C).  
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Figura 41: La degradación de NS5 ocurre por la vía de la autofagia, de forma HDAC6 
dependiente implicando a su dominio BUZ. (A) Análisis de western blot representativo de 2 
experimentos independientes del lisado de células HEK-293T transfectadas con los plásmidos 
pNS5-myc (1,5µg ADNc), Ub-GFP (0,5µg ADNc) y wt-HDAC6-dsRed (2,5µg ADNc), tratadas con el 
inhibidor 3-MA (5mM) o con su vehículo PBS como control. Los niveles de expresión de la 
proteína α-tubulina se consideran como el control de carga total de proteína. (B) Western blot 
representativo de 4 experimentos independientes del lisado de células HEK-293T que 
sobreexpresan los plásmidos pNS5-myc (1,5µg ADNc) y HA-HDAC6-DBUZ (1,5µg ADNc). Los 
niveles de expresión de la proteína α-tubulina se consideran como el control de carga total de 
proteína. (C) Histograma de la cuantificación de la intensidad de las bandas de western blot de 
los experimentos de los paneles (A) y (B), representando la cantidad de NS5-myc que se acumula 
en la condición control (barra negra) y al sobreexpresar wt-HDAC6-dsRed (barra gris oscuro), 
HA-HDAC6-DBUZ (barra gris claro) o Ub-GFP (barra blanca). Estos datos han sido normalizados 
por la proteína control de carga α-tubulina de cada experimento. Los valores son la media               
± S.E.M. * significa p£0,05 y ns no significativo, el valor de p es la comparación de las medias 
entre los dos grupos utilizando la prueba paramétrica t de Student. La cotransfección con Ub-
GFP promueve la degradación de NS5-myc, que, a su vez, es inhibida por el tratamiento 3-MA. 
Además, HA-HDAC6-DBUZ produce una recuperación de la concentración de pNS5-myc en 
comparación con la versión “wild-type”. 
 

Por otro lado, se analizó mediante microscopía de epifluorescencia el efecto de la 

promoción de la degradación autofágica de NS5 por cotransfección con Ub-GFP (Figura 

42). En un 20% de las células NS5 codristribuyó con Ub-GFP en forma de agregados 
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proteicos sugerentes a agregados de partículas insolubles de proteínas mal plegadas no 

proteolizadas que podrían coincidir con los agresomas. No obstante, en la mayoría de 

las células la intensidad del marcaje fluorescente de NS5 disminuyó drásticamente (28%) 

acompañado de un cambio de patrón estructural, en comparación con la condición 

control. En lugar de presentarse mayoritariamente como estructuras de tipo iii, la 

expresión de Ub-GFP forzó un cambio de proporciones a estructuras de tipo i y ii (39% y 

5%, respectivamente), algo muy similar al efecto observado al sobreexpresar HA-wt-

HDAC6. Es más, en este caso, se evidenció en un 28% de las células un nuevo tipo de 

estructura de NS5, excluida del núcleo y en forma de depósitos proteicos alargados 

ocupando gran parte del citoplasma. 
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Figura 42: NS5 colocaliza con Ub-GFP en estructuras citosólicas tipo agresoma. Análisis de 
microscopía de epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (2,5µg ADNc) 
y Ub-GFP (1µg ADNc). 48 horas post transfección las células fueron fijadas y marcadas con el 
anticuerpo a-myc, y tras una incubación de 24 horas a 4°C se marcaron con el anticuerpo 
secundario A568 a-mouse. Las imágenes fueron obtenidas con el microscopio Zeiss 200M (Zeiss, 
Jena, Germany) y analizadas con el programa MetaMorph (Universal Imaging). Se muestra 
una imagen representativa de 2 experimentos independientes. Bajo la condición control 
(parte superior), Ub-GFP se encuentra formando agregados en un 79,6% y disperso en el 
citoplasma en un 20,4%, mientras que, en conjunto con NS5-myc (parte inferior), cambia a 
encontrarse mayoritariamente disperso (88%). Por otro lado, Ub-GFP y NS5-myc 
colocalizaron en un 20% en agregados citoplasmáticos tipo agresoma. La intensidad de la 
fluorescencia de NS5-myc disminuyó en un 28% en presencia de Ub-GFP y cambió su patrón 
característico de organización estructural de tipo iii (condición control, parte superior) a tipo 
i y ii (39% y 5% respectivamente), y se visualizó un nuevo patrón no punteado de expresión 
para NS5 (28%). 
 

Estos datos definieron la vía autofágica como la ruta responsable de la degradación 

y cambio de patrón de organización estructural de NS5. 
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4.12. Estudio de la implicación de la actividad desacetilasa de HDAC6 

en la degradación autofágica de NS5. 

 
HDAC6 es una enzima con actividad desacetiladora de sustratos acetilados en 

residuos de K, que se caracteriza y diferencia de otras desacetilasas por poseer dos 

dominios catalíticos desacetilasas (DD1 y DD2) en lugar de uno (Y. Zhang et al., 2006; 

Zou et al., 2006). Asimismo, HDAC6 posee un dominio con dedo de zinc de unión a 

ubiquitina (BUZ) (Pai et al., 2007; Ouyang et al., 2012). Tanto los dominios desacetilasas 

como el dominio BUZ son necesarios en el transporte por parte de HDAC6 de las 

proteínas ubiquitinadas hacia el agresoma y su posterior degradación por la ruta de la 

autofagia (Kopito, 2003). Por tanto, a continuación, nos planteamos estudiar la 

implicación funcional de la actividad desacetilasa de HDAC6 en la degradación de la 

replicasa viral NS5 . 

 

Para esclarecer si la participación de la capacidad desacetiladora de HDAC6 

contribuye a la inestabilidad bajo la presión de la sobreexpresión de HDAC6, se utilizó 

un doble mutante de HDAC6 (HA-dm-HDAC6), cuyos dominios catalíticos DD1 y DD2 han 

sido mutados, anulando por completo su actividad catalítica (Serrador et al., 2004; 

Valera et al., 2015). La sobreexpresión del HA-dm-HDAC6 resultó en un aumento de ~3 

veces en los niveles de expresión de NS5 en comparación con la condición control 

(Figura 43A y 43C). Este incremento se produjo de forma dosis respuesta dependiente 

a la cantidad de HA-dm-HDAC6 transfectado y correspondientemente expresado en las 

células de estudio (Figura 43B). Además, al tratar las células HEK-293T que 

sobreexpresan pNS5-myc con tubacina, un inhibidor específico de la actividad 

deacetilasa de HDAC6 (Haggarty et al., 2003; Lu et al., 2017; Depetter et al., 2019), se 

observó la inhibición de la degradación de NS5, que por el contrario no se observó con 

el tratamiento de A-485, un inhibidor de la acetiltransferasa p300 que, entre otras 

funciones, puede acetilar HDAC6 inhibiendo su actividad (K. Zheng et al., 2017) (Figura 

43D). Por lo que al inhibir la actividad desacetilasa de HDAC6 se favoreció la acumulación 

de NS5 y al potenciar dicha actividad se facilitó la degradación autofágica de NS5.  
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Figura 43: La actividad catalítica desacetilasa de HDAC6 es clave en la degradación autofágica 
de NS5 del ZIKV. (A)  Análisis de western blot representativo del lisado de células HEK-293T 
transfectadas con pNS5-myc (1,5µg ADNc) y el mutante HA-dm-HDAC6 (1,5µg ADNc). Los niveles 
de expresión de la proteína α-tubulina se consideran como el control de carga total de proteína. 
(B) Western blot representativo de 3 experimentos independientes del efecto dosis creciente de 
HA-dm-HDAC6 (0µg, 0,5µg, 1µg, 1,5µg y 2µg) sobre NS5-myc (1,5µg ADNc).  Los niveles de 
expresión de la proteína α-tubulina se consideran como el control de carga total de proteína. (C) 
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Histograma de la cuantificación de la intensidad de las bandas de western blot del experimento 
del panel (A), representando los niveles de proteína NS5-myc que se acumula en las células 
control (barra negra) y en células que sobreexpresan HA-dm-HDAC6 (barra gris). Estos datos han 
sido normalizados por la proteína control de carga α-tubulina de cada experimento. Los valores 
son la media ± S.E.M. de 9 experimentos independientes. *** significa p£0,001, el valor de p es 
la comparación de las medias entre los dos grupos utilizando la prueba paramétrica t de Student. 
El mutante de HDAC6, HA-dm-HDAC6,no degrada NS5, observándose la acumulación de NS5-
myc. (D) Western blot representativo de 2 experimentos independientes del lisado de células 
HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (1,5µg ADNc) tratadas con los inhibidores A-485 (3µM) y 
tubacina (1µM). Los niveles de expresión de la proteína α-tubulina se consideran como el control 
de carga total de proteína. El inhibidor de p300 A-485 favorece la degradación de NS5-myc, 
mientras que la tubacina la inhibe, observándose un aumento en los niveles de expresión deNS5. 
(E) Análisis de microscopía de epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc 
(1,5µg ADNc) y tratadas con tubacina (1µM) (parte inferior) o DMSO (parte superior) como 
control. 48 horas postransfección las células fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo a-myc 
y tras una incubación de 24 horas a 4°C se marcaron con el anticuerpo secundario A-488 a-
mose. Se muestra una imagen representativa de 2 experimentos independientes. Bajo el 
tratamiento con tubacina, NS5 mantiene sus patrones estructurales característicos, e incluso 
se puede encontrar también en el citoplasma. (F) Análisis de microscopía de epifluorescencia 
de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (1,5µg ADNc) y wt-HDAC6-dsRed (2,5µg ADNc) 
y tratadas con tubacina (1µM) (parte inferior) o DMSO (parte superior) como control. 48 horas 
post transfección las células fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo a-myc, y tras una 
incubación de 24 horas a 4°C se marcaron con el anticuerpo secundario A488 a-mouse. Se 
muestra una imagen representativa de 2 experimentos independientes. El tratamiento de las 
células con el inhibidor de la actividad desacetilasa de HDAC6, tubacina, recupera el patrón 
punteado de expresión característico de NS5. Las imágenes fueron obtenidas con el microscopio 
Zeiss 200M (Zeiss, Jena, Germany) y analizadas con el programa MetaMorph (Universal 
Imaging).  
 

Asimismo, y como mencionamos previamente, el HDAC6 carente de su dominio de 

unión a ubiquitina (HA-HDAC6-DBUZ) previno la degradación de NS5 (Figura 41B y 41C).  

Por lo que, tanto los dominios desacetilasas como el dominio de unión a ubiquitina son 

importantes en la degradación de NS5 por parte de HDAC6, jugando un papel clave la 

actividad catalítica desacetilasa. 

 

4.13. Estudio de la implicación funcional de la actividad desacetilasa 

de HDAC6 en la distribución nuclear de NS5. 

 
NS5 se encuentra en condiciones naturales en el núcleo, como se visualiza en 

nuestro modelo celular de estudio. Los resultados indican que al evitar el tráfico de NS5 

a través de las importinas (transporte promovido por sus señales de importación de 

entrada al núcleo), por bloqueo farmacológico, transporte promovido por sus señales 
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de importación de entrada al núcleo, se favoreció su degradación (Figura 39H y 39I). 

Como se ha descrito en los resultados anteriores, al inhibir la actividad desacetilasa de 

HDAC6 inducimos la estabilidad de NS5, por lo que se analizó si tales mutaciones 

favorecían la acumulación de NS5 en el núcleo u otros compartimentos subcelulares 

donde bajo la expresión constitutiva de HDAC6 podría ejercer un papel desestabilizador 

y consecuentemente repercutir en su abundancia. Para ello, mediante microscopía de 

epifluorescencia, se estudiaron células HEK-293T tratadas con tubacina y que 

sobreexpresaban el plásmido pNS5-myc. Como resultado del tratamiento con tubacina, 

NS5 volvió a recuperar su estructura nuclear mayoritaria (tipo iii) e incluso se observó 

también su distribución en el citoplasma, como ocurría con el tratamiento 3-MA, 

inhibidor de la degradación autofágica de la proteína viral NS5 (Figura 43E). Además, 

aunque se sobreexpresó el constructo funcional (wt) de HDAC6, NS5 se siguió 

encontrando en los puntos nucleares característicos en presencia de tubacina, inhibidor 

de la función desacetilasa de HDAC6, clave para la degradación autofágica de NS5 

(Figura 43F). 

 

De modo, que con estos datos, se puede sugerir que la acetilación o la prevención de la 

desacetilación llevada a cabo por HDAC6 específicamente, determinan o no la 

acumulación nuclear y a la estabilidad celular de NS5. 

 

4.14. Estudio del efecto de la proteína viral NS5 en la vía del IFN 

 
Con los datos anteriormente expuestos, se ha comprobado una relación 

bidireccional entre la proteína viral de NS5 del ZIKV y la proteína celular HDAC6. Por un 

lado, HDAC6 promueve la degradación de NS5 y, por otro, NS5 actúa sobre sustratos y/o 

funciones claves de HDAC6, promoviendo la acetilación de MT y estabilizando el factor 

autofágico p62.  

 

HDAC6, aparte de actuar como factor de restricción sobre proteínas virales, 

también tiene como sustratos proteínas celulares como la cortactina, Hsp90, Hsc70 y 

RIG-I, principalmente (Kovacs et al., 2005; X. Zhang et al., 2007; L. Zhang et al., 2015; S. 

J. Choi et al., 2016). Se ha descrito que HDAC6 desacetila RIG-I activando la respuesta 
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del IFN (S. J. Choi et al., 2016). Por el contrario, la infección por ZIKV, inhibe la respuesta 

del IFN, lo que permite que el virus  alcance órganos y tejidos inmunoprivilegiados, 

causando su sintomatología característica (Bayer et al., 2016; A. Kumar et al., 2016). Por 

todo ello, proponemos que NS5 podría promover la acetilación de RIG-I al impedir su 

desacetilación por parte de HDAC6, o, a su vez, que HDAC6 desacetilando a RIG-I, por 

un lado, y desestabilizando a NS5, por otra parte, podría asegurar la respuesta INF 

dependiente frente al virus ZIKV. Para comprobar esta hipótesis, se realizó un ensayo de 

inmunoprecipitación de RIG-I (mediante anticuerpo anti-HA, para arrastrar al constructo 

RIG-I-HA sobreexpresado) en presencia de NS5, en células HEK-293T cotransfectadas 

con los plásmidos pNS5-myc y RIG-I-HA. El análisis bioquímico por western blot, del 

experimento de inmunoprecipitación de RIG-I en un lisado de estas células, indica que 

NS5 promovió la acetilación de RIG-I, sin afectar a su nivel de expresión, respecto de la 

condición control (células que no expresan NS5) (Figura 44A). Asimismo, observamos 

que NS5 coIP con RIG-I, demostrando una interacción entre ambas proteínas (Figura 

44BA).  

 

Por otro lado, se transfectaron con el plásmido pNS5-myc células HEK-Luciaä RIG-

I, que expresan de forma estable el gen reportero de luciferasa Lucia que se encuentra 

bajo control del promotor ISG54 (“IFN-stimulated gene 54,” también denominado “IFN-

induced protein with tetratricopeptide repeats 2, IFIT2”) inducible por IFN. Para 

determinar si NS5 actúa en similitud a la inhibición de la desacetilación de RIG-I por parte 

de HDAC6, se añadieron condiciones en las que las células fueron tratadas con tubacina. 

A su vez, la respuesta del IFN fue inducida en la célula a través de 3p-hpRNA, una 

secuencia de ARN que contiene un extremo 5’ trifosfato sin protección y un fragmento 

de doble cadena que reconoce RIG-I. Los resultados obtenidos mostraron como el 

tratamiento con tubacina disminuyó la producción de la proteína inducida por el IFN, 

ISG54. En el caso de pNS5-myc, se observó una disminución mucho mayor, una 

disminución de aproximadamente la mitad en comparación con la condición control, la 

cual es prácticamente invariable al tratamiento con tubacina (Figura 44B). Estos datos 

son indicativos de que NS5 podría estar actuando sobre la vía del IFN, en diferentes 

pasos de esta, y entre ellos, podría ejercer un efecto mecanísticamente similar al que 

provoca la inhibición de HDAC6 por la acción de tubacina, inhibiendo así la 
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desacetilación de RIG-I y su capacidad de activar el estado antivírico celular IFN 

dependiente.  

 

 
Figura 44: NS5 de ZIKV promueve la acetilación de RIG-I inhibiendo la respuesta del IFN. (A) 
Western blot del lisado total (parte inferior, Input) y de la coinmunoprecipitación (parte 
superior, IP) realizada con el anticuerpo a-HA de células HEK-293T cotransfectadas con pNS5-
myc (1,5µg ADNc) y RIG-I-HA (1,5µg ADNc). Los niveles de expresión de la proteína α-tubulina 
se consideran como el control de carga total de proteína. NS5-myc promueve la acetilación de 
RIG-I-HA. (B) Ensayo Luciferasa representativo de células HEK-Luciaä RIG-I transfectadas con 
pNS5-myc (1,5µg ADNc), cuya vía del interferón ha sido activada mediante 3p-hpRNA o se ha 
mantenido sin activar como control negativo. Tanto en la condición control como de 
sobreexpresión de NS5-myc se han tratado las células con tubacina (1µM) o con su vehículo 
(DMSO). Los valores son la media ± S.E.M. de 6 medidas de cada condición. Ns significa no 
significativo, * significa p£0,05, ** p£0,01 y **** p£0,0001, el valor de p es la comparación de 
las medias entre los dos grupos utilizando la prueba paramétrica t de Student. Se han realizado 
4 experimentos independientes. NS5-myc provoca una disminución de la respuesta del 
interferón mucho mayor en comparación con el tratamiento de tubacina. 
 

En consecuencia, de los resultados obtenidos, NS5 y HDAC6 interactuaron entre 

ellas de forma directa o indirecta mediante la formación de un complejo con otras 

proteínas, con el fin de “restringir” a la proteína contraria. Así, por un lado, HDAC6 

promovió la degradación vía autofágica de la polimerasa viral NS5, gracias a sus 

dominios deacetilasas y en menor medida a su dominio BUZ, y, por otro lado, NS5 actuó 

sobre las principales funciones de HDAC6. NS5 perturbó la formación de agresomas, 

impidiendo la degradación de proteínas mal plegadas, mecanismo relacionado con 
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enfermedades neurológicas. Y también afectó a la desacetilación por parte de HDAC6 

de diferentes sustratos como la a-tubulina acetilada y RIG-I, contribuyendo así en la 

evasión de la respuesta inmunitaria y favoreciendo el ciclo viral. 

 

4.15. Estudio del efecto protector de la proteína viral NS2B3 frente a 

la degradación autofágica de NS5 mediada por HDAC6. 

 
Hasta el momento, en los estudios llevados a cabo, se ha analizado el juego de 

interacciones de NS5 con HDAC6 y otros sustratos, en células que sobreexpresan NS5 

como único factor viral, con tal de decorticar más fácilmente las funciones de NS5. Sin 

embargo, en diferentes estudios con el virus ZIKV, se ha demostrado que las proteínas 

virales como NS5 pueden actuar con otras proteínas virales, para evitar factores de 

restricción o llevar a cabo su función. En concreto, se ha descrito que NS5, a través de 

su dominio N-terminal, interacciona con el dominio C-terminal de la proteasa viral NS3, 

siendo el residuo asparagina de la posición 5070 (N570) de NS3 y la lisina de la posición 

330 (K330) de NS5 claves en la interacción entre ambas proteínas, y así conseguir una 

correcta replicación viral (Kapoor et al., 1995; Tay et al., 2016). Esta asociación podría 

ser importante para asegurar una correcta replicación viral. Además, se ha descrito que 

la región de interacción de NS5 con NS3 es la misma con la que NS5 interacciona con la 

importina b (Johansson et al., 2001). Por lo que, es razonable estipular que NS3, o, mejor 

dicho, su forma activa en el complejo proteasa viral formado entre el cofactor NS2B y la 

proteasa NS3, NS2B3 (Benarroch et al., 2004; H. Lee et al., 2017; Majerová et al., 2019; 

Xing et al., 2020; Knyazhanskaya et al., 2021), podría influir en el tráfico de NS5 al núcleo 

y, por tanto, en su estabilidad por la prevención de la exposición citosólica al HDAC6. 

Para confirmarlo, se realizó un fraccionamiento subcelular de las HEK-293T 

transfectadas con pNS5-myc y NS2B3-HA, con posterior análisis bioquímico por western 

blot, observándose la acumulación en el núcleo de NS5 en presencia de NS2B3 (Figura 

45B) y un aumento de ~2 veces en los niveles de expresión de la proteína viral NS5 

(Figura 45A y 45C).  

 

Como se ha comentado anteriormente, la lisina de la posición 330 de NS5 es clave 

en la interacción de esta polimerasa con el complejo proteasa viral NS2B3 (Tay et al., 
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2016). Esto nos llevó a generar un mutante puntual de NS5 en esta posición, cambiando 

a alanina (NS5K330A), para así estudiar el efecto protector de la proteasa NS2B3 frente 

a la acción por HDAC6. El análisis bioquímico del nivel de expresión de las proteínas 

virales mediante western blot, mostró como la mutación de la lisina de la posición 330, 

por sí sola, protegió a NS5 de la degradación, sin la necesidad de la presencia del 

complejo proteasa viral NS2B3 (Figura 45D). Tal efecto de protección también se puso 

de manifesto en estudios de microscopía de epifluorescencia. La versión mutante de 

NS5 (NS5K330A) formó el patrón estructural nuclear característico de la versión “wild 

type” de NS5, y también se expresó notablemente en el citoplasma, lo que sugiere que 

esta K en la posición 330 de NS5 sería uno de los residuos clave para que HDAC6 regule 

su estabilidad y organización estructural. Por otro lado, aunque el mutante de NS5 no 

se encontró a nivel citoplasmático en presencia de wt-HDAC6-dsRed, sí mantuvo su 

patrón estructural nuclear mayoritario de tipo iii, que se perdía en la versión “wild type” 

en presencia de wt-HDAC6-dsRed y de Ub-GFP (Figura 45E). Poniendo de manifiesto así 

la importancia de dicha lisina en la estabilidad de NS5 y su organización estructural en 

el núcleo. 
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Figura 45: NS2B3 y la lisina 330 de NS5 son claves en el escape de la degradación de NS5. (A) y 
(B) Análisis de western blot del lisado total (A) y del fraccionamiento (B) de células HEK-293T 
que sobreexpresan los plásmidos pNS5-myc (1,5µg ADNc) y NS2B3-HA (1,5µg ADNc). Los niveles 
de expresión de la proteína α-tubulina se consideran como el control de carga total de proteína. 
La sobreexpresión del complejo de proteasa viral NS2B3-HA aumenta los niveles de expresión 
de NS5-myc y promueve su acumulación nuclear. (C) Histograma de la cuantificación de la 
intensidad de las bandas de western blot del experimento del panel (A), representando el nivel 
de expresión de NS5-myc, que se acumula en las células control (barra negra) y en células que 
sobreexpresan NS2B3-HA (barra gris). Estos datos han sido normalizados por la proteína control 
de carga α-tubulina de cada experimento. Los valores son la media ± S.E.M. de 3 experimentos 
independientes. ** significa p£0,01, el valor de p es la comparación de las medias entre los dos 
grupos utilizando la prueba paramétrica t de Student. NS5-myc se acumula en presencia de 
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NS2B3-HA. (D) Western blot del lisado de células HEK-293T cotransfectadas con pNS5-myc 
(1,5µg ADNc), pNS5K330A-myc (1,5µg ADNc) y NS2B3-HA (1,5µg ADNc). Los niveles de 
expresión de la proteína α-tubulina se consideran como el control de carga total de proteína. La 
sobreexpresión de NS5K330A-myc por sí solo aumenta el nivel de expresión de la polimerasa 
viral mutada, respecto de la enzima viral control NS5. (E) Análisis de microscopía de 
epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con pNS5K330A-myc (1,5µg ADNc) y wt-
HDAC6-dsRed (2,5µg ADNc). 48 horas postransfección las células fueron fijadas y marcadas con 
el anticuerpo a-myc, y tras una incubación de 24 horas a 4°C se marcaron con el anticuerpo 
secundario A488 a-mouse. Las imágenes fueron obtenidas con el microscopio Zeiss 200M (Zeiss, 
Jena, Germany) y analizadas con el programa MetaMorph (Universal Imaging). Se muestra 
una imagen representativa de 2 experimentos independientes. El mutante de NS5,     
NS5K330A-myc se encuentra celularmente distribuido con un patrón punteado nuclear, además 
de distribuirse de forma difusa en las células control, mientras que en presencia de wt-HDAC6-
dsRed no encontramos a NS5K330A-myc en el citoplasma, pero si en el núcleo con su patrón 
punteado característico.  
 

Por tanto, el complejo viral NS2B3 se puede considerar un cofactor estabilizador del 

nivel de expresión de NS5, su localización celular y organización estructural nuclear. La 

Lys330 en NS5 mediaría en este equilibro de interacciones y estabilización de NS5 frente 

a la acción degradativa que ejerce HDAC6 sobre NS5. El equilibrio en el nivel de 

expresión de estas tres enzimas se muestra como crítico en la determinación de la 

función proviral de NS5. Cabe destacar, que los resultados obtenidos hasta este punto 

corresponden con análisis preliminares que merecen ser estudiados más en 

profundidad, si bien ya muestran la complejidad de las interacciones que se establecen 

entre las proteínas de estudio, que, sin duda alguna, se acrecienta a nivel célula-virus 

ZIKV en el proceso de infección y la patología asociada. 
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5. Discusión. 

 
5.1. La funcionalidad del complejo viral Env es clave en determinar 

la infectividad del VIH-1. 

 
Existe una amplia diversidad en la progresión clínica en las personas infectadas por 

el VIH-1, en la cual intervienen múltiples factores como factores genéticos, 

inmunológicos y virales. En esta parte de la tesis doctoral, se ha estudiado la 

contribución de las características de la glicoproteína del complejo de Env viral en el 

fenotipo clínico de la infección por VIH-1. Para ello, se caracterizaron las funciones del 

complejo de Env de virus aislados de pacientes VIH-1 mostrando diferentes perfiles 

clínicos. 

 

Los diferentes grupos de pacientes se definieron en función de sus características 

clínicas, como el nivel de células T CD4+ circulante en sangre, y las cargas virales 

detectadas en el torrente sanguíneo (Tabla 13). De hecho, numerosos estudios han 

descrito la correlación entre la carga viral de los pacientes y la probabilidad de 

transmisión del virus, la progresión de la enfermedad y la patogenia (J. M. Coffin, 1995; 

Mellors, 1995; Mellors et al., 1996; Quinn et al., 2000; Fideli et al., 2001). De estos 

pacientes, se obtuvieron un número limitado de clones de Env de los diferentes grupos 

debido a que su obtención es muy laboriosa y es difícil de realizar los distintos análisis 

fenotípicos en múltiples muestras. 

 

Aunque el control viral en personas infectadas con VIH-1 se ha relacionado con la 

respuesta inmunitaria del paciente (Deeks & Walker, 2007; Balasubramaniam et al., 

2019), otros investigadores y nuestro propio grupo han establecido una conexión directa 

entre las deficiencias en las funciones del complejo de Env del VIH-1 y el control de la 

viremia a largo plazo en los individuos del grupo LTNP-EC (Lassen et al., 2009; Casado et 

al., 2013; Casado et al., 2018). Las Env aisladas de virus de individuos LTNP-EC muestran 

ineficacia en su unión al receptor CD4 y en sus funciones posteriores de señalización 

viral, como es la remodelación y estabilización del citoesqueleto de tubulina (la cual, a 

su vez, está limitada por la actividad tubulina desacetilasa de la enzima HDAC6), y la 
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consiguiente fusión de las membranas viral y celular que lleva a la entrada de la cápside 

en la célula. Por tanto, la deficiente funcionalidad de estos complejos de Env explica los 

pobres niveles de replicación y transmisión observado en los viriones portadores de 

dicha proteína viral (Valenzuela-Fernández et al., 2005; Barrero-Villar et al., 2009; 

Casado et al., 2018; Cabrera-Rodríguez et al., 2019). Todos estos datos apoyan 

firmemente la importante función de la Env en determinar el fenotipo LTNP-EC y la 

patogénesis viral. 

 

En la presente tesis doctoral, las observaciones sobre la deficiente función viral de 

los complejos de Env de virus de individuos no progresores, controladores de élite 

(LTNP-EC), que se agrupaban en un “cluster” de infección/transmisión estudiado, se 

corroboraron en individuos LTNP-EC que no provienen de un “cluster” de 

transmisión/infección. Asimismo, esta deficiencia funcional se constató en comparación 

con la función viral de complejos de Env aislados de virus de pacientes de diferentes 

grupos de individuos progresores crónicos. Las características de las Env de virus de 

pacientes LTNP (EC y Virémicos) se compararon con las Env de virus de pacientes P 

(Antiguos y Modernos). Se caracterizó la eficiencia o no en la asociación de estos 

complejos de Env con el receptor CD4, del proceso de fusión de las membranas del virus 

con las células diana, la transferencia de material viral de célula a célula y la capacidad 

de infección viral. Las glicoproteínas virales de pacientes del grupo LTNP mostraron una 

capacidad de unión a CD4 más baja, comparada con la de los virus de pacientes P, lo que 

condujo a una baja señalización y con ello a una deficiencia en la fusión de membranas 

y en la capacidad de transferencia viral célula a célula, como también se describió 

anteriormente en complejos de Env de virus de un grupo de pacientes LTNP-EC 

formando parte de un “cluster” viral (Casado et al., 2018).  

 

Las diferencias encontradas en las propiedades de los complejos de Env de virus de 

pacientes LTNP no se debían al origen ancestral de los virus del grupo LTNP, infectados 

a finales de los 80 y 90, ya que las características de los virus de los pacientes P Antiguos 

coinciden a nivel temporal de la infección con los pacientes LTNP, pero en este caso no 

mostraron una limitación en sus características funcionales. Al contrario, los complejos 

de Env de virus de pacientes P (Antiguos y Modernos) presentaron una unión a CD4 
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eficiente y, como consecuencia, una correcta señalización que produce una correcta 

fusión de membranas y transferencia viral. Por lo tanto, existe una clara correlación 

entre el nivel de fusión viral, la capacidad de transferencia viral y la infectividad. Además, 

cabe destacar que las diferencias observadas entre las características de las Env de virus 

de los diferentes grupos no se pueden asociar a su tropismo viral, ya que todas las 

secuencias nucleotídicas de los complejos de Env de virus del estudio mostraron un 

tropismo CCR5. 

 

Por otro lado, la replicación del VIH-1 se encuentra inevitablemente asociada a la 

generación de variabilidad genética, que es la base de la evolución viral y la aparición de 

nuevas variantes. La cuantificación de la evolución viral llevó a proponer la existencia de 

un reloj molecular “lento” en la epidemia española (Casado et al., 2000; Bello et al., 

2004) como ya se había demostrado en otros países (Leitner & Albert, 1999) y permitió 

estimar una potencial datación viral de la secuencia (Casado et al., 2000; Bello et al., 

2004). Esta datación viral también corresponde a la distancia genética al MRCA. 

 

La falta de evolución viral en los virus de los pacientes LTNP se puede observar 

claramente en el árbol filogenético (Figura 28), en la datación viral (Tabla 13) y la 

distancia al MRCA. Estas observaciones y la identificación previa de virus genéticamente 

relacionados en diferentes individuos LTNP-EC (Casado et al., 2018) respaldan que se 

puedan considerar a los virus del grupo LTNP como muy similares a los virus 

“fundadores”/”transmisores”. En este sentido, la incapacidad de los complejos de Env 

de ciertos virus a unirse eficientemente a CD4, señalizar y fusionarse con la membrana 

celular está relacionada con la deficiente transmisión e infección viral, lo que a su vez 

correlaciona con una limitada evolución y diversidad viral. 

 

Recientemente se ha propuesto que la respuesta inmunitaria está relacionada con 

el control de la evolución viral, al eliminar potencialmente los virus funcionales de los 

individuos LTNP-EC. Sin embargo, no hay que olvidar que los virus de estos individuos 

resistirían a dicha eliminación por el sistema inmunitario, gracias a su integración 

cromosómica en la heterocromatina, lo cual les confiere un estado de latencia y 

protección frente al sistema inmunitario (Lian et al., 2021). Los autores de este trabajo 
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argumentaron que estos eventos inmunológicos no difieren entre las personas que 

reciben ART y los individuos LTNP-EC. Además, evidentemente la mala funcionalidad de 

los complejos de Env de virus de los individuos LTNP y la baja variabilidad viral ayudarían 

al sistema inmunitario a controlar la infección. En este sentido, como se muestra en la 

Tabla 13, los pacientes de este estudio presentan heterogeneidad a nivel de los alelos B 

del HLA de clase I. Asimismo, ciertos alelos HLA-B, como HLA-B*27, HLA-B*57 y HLA-

B*14, que se han asociado con un mayor control viral, se observan en los invidivuos 

LTNP-EC, pero no en todos ellos (Almeida et al., 2007; Fellay et al., 2007; International 

HIV Controllers Study et al., 2010). Por lo tanto, la variabilidad HLA-B observada en estos 

individuos LTNP podría indicar que las funciones deficientes de las glicoproteínas de Env 

de los virus de los pacientes podrían ayudar a mantener el control viral en estos 

individuos, más que la huella de control inmunitario HLA-B que no prevalece en estos 

individuos. 

En este contexto, los complejos de Env de virus de individuos LTNP exhibieron 

características no funcionales (Figuras 30-32) en comparación con los individuos de 

infección progresiva, lo que apoya la idea de que las propiedades del complejo de Env 

del virus condicionan directamente la infección por VIH-1. Además, las deficientes 

funciones de la Env viral se correlacionan con el control viral y la baja tasa de progresión 

clínica de los individuos LTNP, mientras que se observa que las Env virales funcionales 

provienen de virus de pacientes VIH+ que carecen de control viral y que muestran 

progresión clínica.  

A pesar del limitado muestreo, debido a la difícil y laboriosa caracterización 

fenotípica de complejos de Env de virus aislados, se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre las características de las Env de virus de pacientes 

LTNP-EC respecto de las de los pacientes P Modernos. Además, si se consideran las 

características de los complejos de Env aislados de virus de todos los grupos clínicos, 

existe una tendencia a ganar funcionalidad, menor en los individuos LTNP (LTNP-EC y 

vLTNP) y mayor en los virus de los grupos P (Antiguos y Modernos). Dicho aumento en 

la funcionalidad también se correlacionó con proteínas más largas y glicosiladas (Tabla 

14). La longitud de aminoácidos y el perfil de los PNG de los complejos de Env viral de 
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los diferentes grupos clínicos mostraron que las Env de estudio tienden a aumentar la 

longitud de los bucles variables de la proteína viral gp120 del complejo de Env (aumenta 

número de amino ácidos), y la glicosilación (aumenta el número de residuos 

potencialmente glicosilables en los bucles de la proteína viral gp120) en el transcurso de 

la epidemia, tal como se ha descrito anteriormente (Sagar et al., 2006; Curlin et al., 

2010). En este estudio de la tesis doctoral se observó que los cambios sufridos se 

acumulan esencialmente en los bucles V1, V2, V4 y V5. Además, previamente se ha 

demostrado en otros trabajos que los bucles V1 y V4 desempeñan un papel importante 

en la unión a CD4 y en la neutralización (Rong et al., 2007; E. Castro et al., 2008; Moore 

et al., 2008; van Gils et al., 2011), así como también en la capacidad de transferencia 

viral de célula a célula (Yuan et al., 2013; Davenport et al., 2016). En relación con los 

cambios específicos detectados en nuestro estudio, la pérdida del PNG de N362 

prevalecía en los virus de pacientes de los grupos EC, Virémicos y P Antiguos, pero no en 

los virus de pacientes del grupo P Modernos, lo que podría asociarse con la ganancia de 

funcionalidad observada en el complejo de la Env. Sin embargo, en un estudio en virus 

australianos, se encontró un efecto contrario de la glicosilación en el residuo N362, que 

favorecía una eficiente capacidad de fusión y transferencia viral (Sterjovski et al., 2007). 

El papel de otros cambios en los PNG detectados en nuestro estudio debe investigarse 

más a fondo. Por otro lado, además de estos cambios importantes, está claro que las 

mutaciones puntuales podrían tener un impacto significativo en las características 

virales y la patogénesis del VIH-1 (J. Coffin & Swanstrom, 2013; Mishra et al., 2019). Por 

lo tanto, la contribución de las mutaciones individuales merece más estudios, pero está 

fuera del alcance de nuestra investigación. Por otro lado, en contraste con los 

significativos cambios observados en los bucles V2 y V5, la longitud y glicosilación del 

bucle V3 se mantuvo estable. Seguramente, al virus le interesa mantener estable la 

región V3, al ser clave su estructura en la infección, determinando el tropismo viral 

(Cocchi et al., 1996; L. Wu et al., 1996; Bieniasz, 1997; Speck et al., 1997; Isaka et al., 

1999) y en la correcta unión a CD4 (Trkola et al., 1996; Valenzuela et al., 1997). 

Se había publicado la deficiente funcionalidad de los complejos de Env de virus de 

individuos pertenecientes de un “cluster” viral de pacientes LTNP-EC (Lassen et al., 2009; 

Casado et al., 2018), Además, en nuestro caso, hemos extendido estos resultados a 
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individuos VIH-1+ que controlan la viremia y que no forman parte de un “cluster” de 

infección/transmisión, asociado a un mismo virus “fundador”. Como ya se ha 

comentado, se identificó una ganancia de funcionalidad en las Env virales, sobre todo, 

del fenotipo clínico P. Asimismo, esta mejora en la funcionalidad se asoció en nuestra 

investigación con aumentos de longitud y de residuos PNG en los bucles variables de la 

proteína viral gp120. Este aumento, se ha descrito de forma similar en otros estudios en 

los que se analiza la susceptibilidad, la sensibilidad a la neutralización, la unión al 

correceptor, el rango de hospedadores y el fenotipo viral (Curlin et al., 2010). Este 

aumento en la longitud de las regiones V1-V2 y en sitios PNG también se ha detectado 

en infecciones crónicas, a partir de muestras de complejos de Env de virus aislados en 

las fases tempranas del curso de la infección in vivo, además de en fases más tardías del 

mismo (Curlin et al., 2010). Asimismo, en un grupo de individuos infectados con virus 

estrechamente relacionados, se observó una mayor densidad de PNG en la región V1-

V5 de gp120 de virus aislados durante la infección crónica en comparación con la 

observada en virus aislados durante la fase temprana de la infección viral (Pollakis et al., 

2015). Además, en los virus del subtipo B del VIH-1, parece que, tras la transmisión viral 

a un nuevo hospedador, se produce una selección de variantes virales con regiones 

variables más cortas y un grado reducido de sitios PNG (Y. Liu et al., 2008). El crecimiento 

en la funcionalidad de las características virales también se correlacionó con la distancia 

genética de las secuencias al ancestro del subtipo B. La variabilidad genética del gen env 

se ha asociado con un aumento de la infectividad y la capacidad de replicación del virus 

(Keele, Giorgi, et al., 2008; Quan et al., 2009; Fischer et al., 2010; Roche et al., 2011; 

Fraser et al., 2014; L. V. P. Dang et al., 2020). Estos cambios podrían facilitar la replicación 

viral, al aumentar las características virales que favorecen el escape de la respuesta 

inmunitaria y el ART (Koot, 1993; Kitrinos et al., 2003; Kitchen et al., 2004; Kitrinos et al., 

2005; Duenas-Decamp et al., 2008; Salazar-Gonzalez et al., 2008; Kassaye et al., 2009; B. 

Shi et al., 2010). 

 

Además, es concebible que la caracterización funcional de los complejos de Env 

deficientes del VIH-1 podría ayudar en el desarrollo de una nueva generación de 

inmunógenos basados en dicha proteína viral. De hecho, las vacunas atenuadas contra 

el VIH o SIV se han postulado como estrategias vacunales terapéuticas (Murphey-Corb, 
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1997; Desrosiers, 1998; Johnson, 1999; Blower et al., 2001; Almond, 1999; Baba et al., 

1999). Sin embargo, se necesita más estudios a nivel antigénico e inmunogénico para 

revelar las potenciales implicaciones de las glicoproteínas de la Env no funcionales en el 

campo de la vacunación. 

 

En resumen, en esta parte de la tesis doctoral se ha descrito que las características 

de los complejos de Env de virus aislados de diferentes grupos de individuos infectados 

por HIV-1 podrían estar asociadas con el control o no de la carga viral, a corto o largo 

plazo, y la tasa de progresión clínica de la infección. Se observó que los complejos de 

Env de virus de individuos LTNP presentan características no funcionales en 

comparación con los aislados de los virus de los grupos P, lo que respalda que las 

propiedades de la Env viral condicionan directamente la infección por VIH-1. Por lo 

tanto, los individuos VIH-1+ LTNP (EC y Virémicos) que muestran un control viral y bajas 

tasas de progresión clínica presentan virus con Env deficientes a nivel funcional, 

mientras que las Env funcionales provienen de virus de pacientes VIH-1+ que carecen de 

control viral y presentan progresión clínica. Por lo tanto, el control viral podría explicar 

una interacción entre la infectividad viral y la respuesta inmunitaria que sería más 

eficiente contra virus que portan Env deficientes, no funcionales, con una baja capacidad 

de fusión e infección y una evolución muy limitada, y que observamos en virus aislados 

de los grupos LTNP, como se ha mostrado recientemente (Lian et al., 2021). Por ello, 

nuestros datos apoyan la hipótesis de que la funcionalidad del complejo de la Env viral 

es una característica clave en el control de la infección, la replicación y la patogénesis 

asociada al VIH-1. Los complejos de Env del VIH-1 no funcionales, deficientes en la unión 

a CD4 y la señalización subsecuente, no promueven la estabilización de los microtúbulos, 

y favorece, por tanto, la desestabilización de los mismos mediada por HDAC6, lo que 

dificulta la fusión e infección viral mediada por estos complejos de Env deficientes. 

Comprender esta pérdida de función de los complejos de Env deficientes podría ayudar 

en el desarrollo de nuevas estrategias para la cura funcional y la erradicación del virus. 
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5.2. Efecto bidireccional funcional entre la proteína NS5 del ZIKV y la 

enzima celular HDAC6. 

 
El ZIKV se diferencia de otros flavivirus en su capacidad de traspasar las barreras de 

defensa del organismo y alcanzar órganos y tejidos inmunoprivilegiados, infectando 

diversas células en las que interacciona con cientos de proteínas celulares causando 

enfermedades neurológicas como la microcefalia y el Síndrome Guillain-Barré (Oehler 

et al., 2014; B. Wolf et al., 2017; Conde et al., 2020). En un estudio de interactómica 

describieron 3.033 interacciones entre las diferentes proteínas virales de ZIKV y 1.224 

polipéptidos humanos, gran parte de los cuales se relacionan con el control de calidad y 

procesamiento de proteínas, el tráfico vesicular, el metabolismo lipídico y el 

procesamiento de ARN (Coyaud et al., 2018). Por otro lado, Cortese et al. describieron 

una gran reorganización de los microtúbulos y filamentos intermedios con el fin de 

formar la estructura “cage-like” alrededor de la factoría de replicación viral del ZIKV, 

utilizando así el citoesqueleto celular en su propio beneficio (Cortese et al., 2017). El 

citoesqueleto es un componente celular activo durante la infección viral, interviniendo 

en diferentes procesos como: el transporte de sustancias necesarias para el virus, como 

soporte en la replicación perinuclear y el córtex celular, conectando el transporte del 

endosoma temprano-tardío y la degradación endosoma tardío-lisosoma o incluso como 

un “escudo” de protección frente al sistema inmunitario (Y. Zhang et al., 2019). De 

hecho, en estudios con flavivirus se ha manifestado la importancia de la interacción de 

las proteínas virales con los componentes del citoesqueleto en la entrada viral, 

transporte celular, ensamblaje intracelular y salida viral (Foo & Chee, 2015; Y. Zhang et 

al., 2019). En esta parte de la tesis doctoral se ha caracterizado a la polimerasa viral NS5 

de ZIKV como un regulador del citoesqueleto y del flujo autofágico a través de su acción 

sobre p62 y/o HDAC6. Y a su vez, a HDAC6 como factor de restricción viral sobre NS5, 

determinando su estabilidad a nivel de proteína y organización estructural en el núcleo, 

describiendo una relación bidireccional entre la proteína viral y celular. 

 

El citoesqueleto de tubulina (MT) interviene en la migración y diferenciación celular, 

jugando un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso (Singh & Tsai, 2010). 

Se han relacionado diversas mutaciones en los genes de tubulina con daños 
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estructurales cerebrales, como las mutaciones de la subunidad de a-tubulina TUBA1A 

con lisencefalia (Keays et al., 2007; Poirier et al., 2007), de la subunidad b-tubulina 

TUBB2B con polimicrogiria asimétrica (Jaglin et al., 2009) y TUBB3 con trastorno de la 

motilidad ocular entre otras enfermedades del sistema nervioso (Poirier et al., 2010; 

Tischfield et al., 2010). Asimismo, se ha descrito que la infección por ZIKV produce un 

aumento en el número de centrosomas y un mal posicionamiento del huso mitótico 

contribuyendo a la generación de la microcefalia (B. Wolf et al., 2017), y también una 

fuerte regulación a la baja de componentes de los microtúbulos y filamentos de actina, 

afectando al correcto funcionamiento del citoesqueleto (Zanini et al., 2018). Por lo que 

los resultados obtenidos en los que se muestra la acumulación de tubulina acetilada por 

parte de NS5 (Figura 37), estabilizando los microtúbulos y afectando negativamente a 

su dinámica, están en concordancia con las observaciones de otros estudios como los 

anteriormente expuestos. Este efecto de NS5 sobe los MT podría ser clave en parte de 

la patología asociada a la infección por ZIKV arriba descrita. 

 

En el SNC, la disrupción del citoesqueleto de actina resulta en un defecto de la 

barrera hematoencefálica, facilitando la infección de virus neurotrópicos como el ZIKV y 

el WNV (Al-Obaidi et al., 2018). Como se ha demostrado en los experimentos llevados a 

cabo, NS5 promueve la acetilación de a-tubulina en los MT, afectando a la naturaleza 

dinámica de los MT necesaria en el correcto funcionamiento del citoesqueleto. NS5 

podría estar favoreciendo de esta forma la infección de células del sistema nervioso al 

modificar el citoesqueleto celular. 

 

Los MT sufren modificaciones postraduccionales que afectan a su función, como es 

el caso de la acetilación reversible de la K40 de la subunidad a-tubulina. El estado de 

acetilación de la subunidad a-tubulina en los MT es el resultado de su interacción con 

diferentes proteínas con funciones opuestas. Por un lado, actúan las acetiltransferasas 

como ATAT1 acetilando la subunidad (Shida et al., 2010; Coombes et al., 2016), y/o el 

cofactor p300 que puede favorecer la hiperacetilación de MT por acción de αTAT-

1/MEC-17, al unirse, a su vez, a los MT hiperacetilados de forma αTAT-1/MEC-17 

dependiente (Mackeh et al., 2014). Y, por otro lado, encontramos a HDAC6 o sirtuina 2 

(SIRT2) que eliminan el grupo acetilo de la subunidad (Hubbert et al., 2002; North et al., 



Discusión 
 

         S. Pérez Yanes 220 

2003; Skoge et al., 2014). La acetilación de K40 se ha asociado a la flexibilidad de los MT, 

una mejor resistencia al estrés mecánico y un aumento en su vida media (Janke & 

Montagnac, 2017; Portran et al., 2017). Por lo que a ZIKV le favorecería la acetilación de 

los microtúbulos para poder utilizar la red de MT en los diferentes procesos que se han 

nombrado anteriormente. 

 

Pero el desequilibrio en una dinámica como la acetilación-desacetilación de los MT 

trae consecuencias a nivel celular. Se han descrito a los niveles anormales de acetilación 

y desacetilación de los microtúbulos como causas de enfermedades neurológicas, 

cardiovasculares y cancerígenas (Boggs et al., 2015; L. Li & Yang, 2015; Cappelletti et al., 

2021; Martínez-Hernández et al., 2022). NS5 podría intervenir en el desarrollo de las 

patologías neurológicas características de ZIKV en este nivel, acrecentando la acetilación 

de tubulina. 

 

En un estudio sobre la ciliopatía y la neurogénesis prematura en la infección por 

ZIKV, se describió a la oligomerización de NS5 como la causa de dichos procesos, 

apuntando la multimerización de NS5 como una diana terapéutica para prevenir las 

malformaciones relacionadas con el síndrome congénito de ZIKV. En este estudio, 

también se describió a NS5 colocalizando en las células subependimarias y ependimarias 

con el eje de cilios marcados por a-tubulina acetilada, siendo los cilios de las células 

infectadas por ZIKV más cortos que en las células control y los residuos Y25, K28 y K29 

de NS5 claves en su localización en los cilios (Saade et al., 2020). Una posible hipótesis 

es que NS5 podría interaccionar con la a-tubulina de los MT en su estado acetilado, 

impidiendo su desacetilación por parte de HDAC6, y, con ello, promoviendo la 

modificación postraduccional de acetilación de la subunidad a-tubulina en los MT. Cabe 

destacar que en la investigación llevada a cabo, se describe un efecto en el estado de 

NS5 sobre la acetilación de RIG-I (Figura 44), otro sustrato de la histona desacetilasa, 

por lo que, de forma directa o indirecta, sugiere que NS5 repercute sobre la actividad 

desacetilasa de HDAC6 en sus sustratos. 

 

Los resultados obtenidos mediante el tratamiento celular con el inhibidor selectivo 

de la actividad desacetilasa de HDAC6, tubacina, y con el inhibidor selectivo de la HAT 



Discusión 
 

S. Pérez Yanes 221 

p300/CBP, A-485, indican que NS5 de ZIKV promueve la acetilación de a-tubulina 

actuando sobre la función desacetilasa de HDAC6 o dificultando su acción de alguna 

forma (Figura 37), alterando así al estado de acetilación de otros sustratos de HDAC6 

como RIG-I. En este estudio no se ha descrito el mecanismo por el cuál NS5 afecta a la 

actividad desacetilasa de HDAC6, pero si se ha observado una interacción directa o 

indirecta (Figura 37) entre estas dos proteínas que podría producir la disfuncionalidad 

de HDAC6. Sin embargo, considerando estos resultados, podríamos sugerir que el 

equilibrio de expresión y función que se pudiera establecer entre NS5, p300 (αTAT-

1/MEC-17) y HDAC6 (en un contexto de infección por el virus ZIKV), podría determinar 

la dinámica del citoesqueleto de tubulina y sus funciones celulares por regulación de los 

niveles de acetilación de la subunidad a-tubulina en los MT. Donde el efecto observado 

de hiperacetilación de MT por NS5 podría ser parte de su función proviral, de escape a 

las defensas intracelulares y/o del efecto citotóxico de la proteína NS5.  Asimismo, el 

equilibrio entre NS5, HDAC6 y RIG-I determinaría el nivel de acetilación de RIG-I y, por 

tanto, la eficacia de la respuesta inmunitaria innata que se establezca frente a la 

infección por ZIKV, mediante la activación de la producción de INF supeditada, a su vez, 

a la actividad desacetiladora de HDAC6 sobre RIG-I acetilado. 

 

Por otro lado, NS5 aparte de afectar a la actividad desacetilasa de HDAC6 también 

actúa sobre su capacidad autofágica. NS5 promueve la acumulación de la proteína p62 

en la célula, proteína “control” de la autofagia (Figura 38). Cuando se lleva a cabo la 

degradación de proteínas vía autofagia, p62 se degrada durante el proceso, mientras 

que cuando se bloquea dicha vía, p62 se acumula (Bjørkøy et al., 2006; Pankiv et al., 

2007). Además, aparte de dicha observación mediante bioquímica básica, también a 

nivel de microscopía de epifluorescencia se han visualizado estructuras tipo agresoma 

en presencia de la proteína viral NS5 (Figura 37 y 42). Lo que da lugar a caracterizar a 

NS5 como un regulador de la actividad desacetilasa y autofágica de HDAC6. 

 

La acumulación de proteínas mal plegadas que no son capaces de degradarse vía 

proteasoma, en condiciones naturales pasan a ser degradadas vía autofagia, proceso en 

el que interviene HDAC6 (Rideout et al., 2004; Iwata, Riley, et al., 2005). Cuando se 

bloquea la vía autofágica en células del sistema nervioso como las neuronas o las células 
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gliales, se forman agregados proteicos incapaces de degradarse y dicha acumulación es 

tóxica para la célula, definiéndolo como una causa de diversas EN (Trojanowski & Lee, 

2006; L. Chin et al., 2008). Tanto en las enfermedades de Alzheimer, Parkinson como 

Huntington se ha descrito la acumulación de proteínas mutantes (Waelter et al., 2001; 

J. P. Taylor et al., 2002; Rubinsztein, 2006). De hecho, estudios con ratones demostraron 

que la inhibición de la autofagia en las neuronas del SNC produce la muerte neuronal y 

se relaciona con la patogénesis de EN (Komatsu et al., 2006), incluso en ausencia de 

proteínas mutantes (Hara et al., 2006). Los propios agregados proteicos pueden generar 

una desregulación e incluso la muerte celular (Bence et al., 2001). Lo que propone a 

HDAC6 como una diana terapéutica en dichas enfermedades favoreciendo la 

degradación autofágica (Pandey et al., 2007; Simões-Pires et al., 2013).  

 

A su vez, HDAC6 ejerce una fuerza degradativa sobre NS5 de ZIKV. Dicha 

degradación se produce de manera dosis dependiente de la concentración de HDAC6 y 

se impide al silenciar el ARNm de HDAC6 (Figura 39). Este efecto degradativo se ha 

observado tanto a nivel de bioquímica como de inmunofluorescencia, donde en un 

48,2% de las células donde se ve expresado HDAC6 no se observa NS5. Sería interesante 

comprobar una disminución en la replicación viral de ZIKV al sobreexpresar HDAC6, 

debido a su efecto degradativo sobre la polimerasa viral NS5. 

 

La localización de NS5 es importante a nivel de su degradación (Ji & Luo, 2020). 

HDAC6 es una proteína celular citoplasmática y NS5 en condiciones naturales se 

acumula en el núcleo. Por lo que al forzar su localización citoplasmática y así potenciar 

su interacción con HDAC6 tratando las células con ivermectina, un inhibidor de la a/b-

importina (Wagstaff et al., 2012), se favorece la degradación de la polimerasa viral. Al 

mismo tiempo, se vuelve a recuperar al silenciar el ARNm de HDAC6 con shHDAC6 y 

siRNA de HDAC6 (Figura 39). Describiendo así el mecanismo responsable de la baja 

expresión citosólica de NS5, hasta ahora desconocido, y definiendo a HDAC6 como 

factor responsable de su degradación. Es decir, NS5 pivotaría entre el núcleo y el 

citoplasma. En el citoplasma la expresión de la proteína sería baja, debido a la acción 

degradativa de HDAC6, quedando la proteína NS5 localizada de forma predominante en 

el núcleo. Lógicamente, la sobreexpresión de HDAC6 funcional afecta también a la 
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distribución nuclear de NS5, ya que, bajo estas condiciones, a NS5 le es más difícil 

escapar a la acción degradativa autofágica de HDAC6, que ocurre a nivel citoplasmático, 

y translocar al núcleo. El silenciamiento del ARNm de HDAC6, la inhibición de su función 

desacetilasa y el empleo de constructos de HDAC6 inhabilitados en sus funciones 

principales desacetilasa (dm-HDAC6) y de unión a Ub (HDAC6-DBUZ) protegen a NS5 de 

su degradación autofágica por HDAC6, pudiendo ver su localización en el citoplasma y 

principalmente en el núcleo, donde se agrega en estructuras propias de NB. 

 

A nivel de transporte nuclear de NS5 de flavivirus se ha descrito detalladamente la 

importancia de las secuencias NLS en dicho proceso. Pero, por otro lado, también se han 

propuesto las modificaciones postraduccionales como factor en la localización 

subcelular de proteínas celulares para que lleven a cabo su función (Bauer et al., 2015; 

M. J. A. Tan et al., 2019). En concreto, la acetilación de proteínas, aparte de relacionarse 

con su actividad, estabilidad e interacción con otras proteínas, también puede intervenir 

en su localización subcelular (Sadoul et al., 2011). Diversas proteínas en función de su 

estado de acetilación se encuentran en el citoplasma o en el núcleo. Por ejemplo, el 

estado acetilado de la polimerasa poly(A) inhibe su unión con el complejo de importina 

a/b localizando a la proteína en el citoplasma (Shimazu et al., 2007). Al igual que el 

supresor tumoral p53, que se acetila en múltiples lisinas promoviendo su localización 

citoplasmática (Kawaguchi et al., 2006). Sin embargo, en otras proteínas la acetilación 

implica su localización nuclear, como es el caso del regulador transcripcional CtBP2 (L.-

J. Zhao et al., 2006), o el transactivador de clase II que al acetilarse y acumularse en el 

núcleo se mejora la regulación de expresión génica del MHC-II (Spilianakis et al., 2000). 

La localización de la proteína en estos compartimentos subcelulares puede deberse 

directamente a la propia acetilación de la proteína o indirectamente por la interacción 

con otra proteína que define su localización subcelular (L. Chen et al., 2001; Thevenet et 

al., 2004; Kawaguchi et al., 2006; Shimazu et al., 2007; Dietschy et al., 2009).  

 

NS5 contiene una secuencia NLS rica en argininas y lisinas (M. J. A. Tan et al., 2019). 

Estas últimas pueden sufrir diversas modificaciones postraduccionales como la 

acetilación. Se ha demostrado a través de ensayos de mutagénesis que dicha secuencia 

es clave en el transporte nuclear de la proteína viral (Ji & Luo, 2020), pero una cuestión 
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interesante es si la acetilación de las lisinas de la secuencia NLS influye en el proceso de 

translocación al núcleo y como consecuencia en su estabilidad proteica. En el estudio en 

el que relacionan la multimerización de NS5 con la ciliopatía que produce la infección 

por ZIKV que se comentó anteriormente, también relacionan dicha multimerización, en 

la que los residuos Y25, K28 y K29 son claves, con el transporte de la polimerasa viral del 

núcleo al cuerpo basal (Saade et al., 2020). Por lo que una pregunta que se podría 

realizar es si estas lisinas son claves en la entrada y estabilización nuclear de NS5 y si 

influye su estado de acetilación. 

 

El siguiente paso fue definir la vía de degradación de NS5. Se aplicaron inhibidores 

de diferentes rutas de degradación proteica celulares. El MG132, inhibidor de la vía 

proteaosómica (NCBI, 2023b); la Bafilomicina A1, inhibidor de la acidificación lisosomal 

(específicamente de la bomba de protones lisosomal ATPasa) (NCBI, 2023d); E-64d, 

inhibidor de la cistein proteasa (NCBI, 2023a), junto con pepstatina A, inhibidor de la 

aspartil proteasa (NCBI, 2023c); y por último 3-MA, inhibidor de la formación de 

agresomas en la ruta de la autofagia (NCBI, 2023e). Solamente se consiguió una 

recuperación de la concentración de la proteína NS5 con el tratamiento 3-MA, lo que 

sugiere que NS5 se degrada vía autofágica (Figura 40). Además, los experimentos de 

inmunofluorescencia revelaron la formación de estructuras tipo agresoma en regiones 

cercanas al núcleo que colocalizan con Ub y HDAC6 (Figura 37 y 42), y una recuperación 

del patrón nuclear de tipo iii característico de NS5, e incluso su localización a nivel 

citoplasmático bajo el tratamiento 3-MA (Figura 40).  

 

En condiciones de estrés celular debido a la incapacidad de degradar proteínas por 

la vía proteasoma o chaperona, se degradan por la vía agresoma-autofagia (L.-S. Chin et 

al., 2010). Las proteínas ubiquitinadas son transportadas a través de los MT hacia el 

MTOC en la región citoplasmática cercana al núcleo a través del complejo motor dineína 

(Kopito, 2000; L.-S. Chin et al., 2010). En este proceso interviene HDAC6, gracias a su 

dominio BUZ que une las proteínas ubiquitinadas y actúa como enlace con la proteína 

motora dineína (Kawaguchi et al., 2003; Kopito, 2003), permitiendo el transporte de las 

proteínas hacia el agresoma a través de los MT, por lo que tanto la actividad de unión a 

ubiquitina como la actividad desacetilasa de HDAC6 son necesarias en la formación del 
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agresoma (Kawaguchi et al., 2003; G. Li et al., 2011). La modificación postraduccional de 

acetilación, aparte de intervenir en la dinámica de citoesqueleto, también interviene en 

otros procesos como la endocitosis, la señalización, la formación de agresoma o la 

autofagia, entre otros (Caron et al., 2005; Matthias et al., 2008; X.-J. Yang & Seto, 2008ª; 

X.-J. Yang & Seto, 2008b). Este agresoma será incorporado en el interior del 

autofagosoma que, a su vez, se fusionará con el lisosoma, creando un autofagolisosoma 

donde se degradarán las proteínas gracias a las hidrolasas lisosomales (Mizushima et al., 

2008; Z. Yang & Klionsky, 2010; Mizushima, 2011). De igual manera, HDAC6 vuelve a 

jugar un papel importante en la vía autofágica. HDAC6 moviliza la maquinaria de 

remodelación de actina dependiente de cortactina hacia los agregados proteicos y 

desacetila la cortactina produciendo la remodelación de la F actina en una especie de 

red que permite la fusión entre el autofagosoma y el lisosoma (J.-Y. Lee et al., 2010; R. 

Wang et al., 2019). La inmunofluorescencia respalda las observaciones de los patrones 

de expresión proteica medidos por western blot en los que se observa el gran poder 

degradativo que ejerce HDAC6 sobre NS5, concordando con la implicación de HDAC6 en 

la ruta degradativa autofágica. Por otro lado, NS5 estabiliza sustratos de HDAC6, o 

factores clave para la estabilización de los MT y la regulación del flujo autofágico, como 

son la a-tubulina acetilada en MT y el factor proautofágico p62, respectivamente. En 

estas condiciones de sobreexpresión de NS5, el nivel de expresión de HDAC6 endógeno 

no es suficiente o la enzima no podría desestabilizar los MT acetilados por NS5 ni 

promover la eliminación de p62 por autofagia. NS5, por tanto, podría estar dificultando 

dichas funciones de HDAC6, con el fin de evitar su propia degradación, creando una vía 

de escape que le permita su estabilización nuclear, con el fin de regular negativamente 

la respuesta INF dependiente, y perturbando el citoesqueleto de tubulina que podría 

favorecer la replicación viral; pudiendo, ambos procesos, ser eventos importantes para 

la patología asociada a la infección por ZIKV. 

 

Mediante la cotransfección de pNS5-myc con dos mutantes de HDAC6 que afectan 

a sus dos módulos funcionales principales, asociados con la actividad autofágica de 

HDAC6, se investigó qué dominio o dominios son clave en HDAC6 para promover la 

degradación de NS5. Se empleó un mutante de ambos dominios catalíticos desacetilasas 

(HA-dm-HDAC6) y un mutante del dominio BUZ (HA-HDAC6-DBUZ). Con ambos 
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mutantes se observó una recuperación de los niveles de expresión de la proteína NS5 

en comparación con los niveles bajos de expresión detectados en células coexpresando 

el constructo funcional de HDAC6 (HA-wt-HDAC6). Por una parte, con el mutante del 

dominio BUZ se recupera más de la mitad del nivel de expresión de la proteína de NS5 

respecto del detectado en la condición control (Figura 41C), pero se sigue produciendo 

una cierta degradación de NS5. Esto es indicativo de la importancia de la función 

desacetilasa de HDAC6 para su función autofágica, que el mutante HDAC6-DBUZ aún 

conserva y muestra aún cierta actividad degradativa sobre NS5. Un proceso similar ha 

sido descrito por nuestro equipo en la acción degradativa autofágica de HDAC6 sobre el 

factor viral Vif del VIH-1 (Valera et al., 2015). Así, los datos obtenidos con el doble 

mutante de la actividad desacetilasa de HDAC6 muestran que no se promueve la 

degradación de NS5, así como el aumento en los niveles de expresión de NS5, 

prácticamente al triple de los niveles observados para NS5 en la condición control 

(Figura 43C). Lo que señala al domino BUZ como importante para la degradación de  NS5 

por autofagia, y, sobre todo, a los dominios desacetilasa de HDAC6 como dominios 

claves en la desestabilización y degradación del NS5 del ZIKV. Resultado que se confirma 

al realizar un tratamiento con tubacina, un inhibidor de la actividad desacetilasa de 

HDAC6 (Haggarty et al., 2003), a células que expresan NS5-myc. En estas condiciones 

experimentales, se recupera el patrón nuclear punteado de tipo iii característico e 

incluso se observa un nuevo patrón difuso de distribución de NS5 en el citoplasma 

(Figura 43E). Por lo que los resultados obtenidos muestran que NS5 promueve un 

entorno celular de “acetilación”, que, en gran medida, favorece su estabilización. 

 

Este contexto puede ser propio del virus ZIKV, ya que estudios sobre la infección del 

virus JEV, otro flavivirus importante, rindieron datos, en principio, contrarios. En este 

trabajo, se muestra que la tubacina inhibe la expresión y la síntesis de la cadena ARN 

antisentido de NS5 en células infectadas por JEV. Parece ser que al tratar las células con 

tubacina, HSP90, sustrato de HDAC6, se encuentra en un estado hiperacetilado que 

interviene en el proceso, evitando la interacción entre HSP90 y la proteína viral NS5 del 

JEV, lo que estabiliza a NS5. Por el contario, la novobiocina, un inhibidor de la función 

chaperona de HSP90, disminuyó el nivel de expresión de la proteína NS5, afectando 

negativamente a la replicación viral del JEV (C.-Y. Lu et al., 2017).  
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A lo largo de este apartado de discusión se han identificado diversas lisinas claves 

en la localización subcelular de NS5 y patologías asociadas. A su vez, se conoce que en 

las proteínas, dicho residuo aminoacídico sufre diversas modificaciones 

postraduccionales, como son la acetilación y la ubiquitinación, y que estas 

modificaciones influyen en la estabilidad de las proteínas (Caron et al., 2005). Caron et 

al. observaron una estabilización de 12 proteínas reguladoras celulares tras la 

acetilación de lisinas específicas, y en 7 de ellas las lisinas que acetilaron se podían 

ubiquitinar, sugiriendo una competición entre la acetilación y la ubiquitinación. Aunque 

en otras proteínas estudiadas su estabilización gracias a la acetilación de lisinas no se 

debía a su competencia directa con la ubiquitinación (Caron et al., 2005). NS5 podría 

superar la acción antiviral de los niveles endógenos de la enzima HDAC6, estabilizando 

sus sustratos o alterando las funciones asociadas a HDAC6 (acetilación de MT y 

estabilización de p62), que podría evitar su reclutamiento en el agresoma y su posterior 

degradación autofágica. Pero ¿NS5 podría también, estar impidiendo la desacetilación 

de sus lisinas y con ello evitando su marcaje con ubiquitinas y su consiguiente 

degradación? 

 

HDAC6, aparte de intervenir en diversos procesos celulares como la regulación del 

citoesqueleto, la migración celular, el tráfico intracelular o la respuesta celular frente a 

estrés (Hubbert et al., 2002; Valenzuela-Fernández et al., 2008; M. Li et al., 2016), 

también actúa a nivel de defensa inmunitaria, ya que entre los diversos sustratos que 

posee HDAC6, se encuentra RIG-I. RIG-I es activado gracias a su desacetilación mediante 

HDAC6, promoviendo la respuesta del IFN (S. J. Choi et al., 2016). De hecho, al virus ZIKV 

le interesa justo que ocurra lo contario, es decir inhibir la respuesta del IFN con el fin de 

llevar a cabo su ciclo viral e infectar células que se encuentran en órganos 

inmunoprivilegiados, como son el cerebro o la placenta (Bayer et al., 2016; A. Kumar et 

al., 2016). En este estudio se ha demostrado que NS5 influye en el estado de acetilación 

de los sustratos de HDAC6, como es el caso de RIG-I. Mediante western blot se ha visto 

que la expresión de NS5 promueve la acetilación de RIG-I, lo que dificulta su activación 

y la consecuente respuesta del IFN (Figura 44A). A través de un ensayo de luciferasa, 

donde se mide la expresión de la proteína inducida por el IFN, ISG54, se observó la 

disminución de la expresión de la proteína ISG54, al sobreexpresar NS5. Esto es 
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indicativo del efecto anti-INF de NS5 actuando sobre esta ruta RIG-I/ISG54 dependiente. 

La inhibición de la actividad desacetilasa de HDAC6 con tubacina disminuyó también los 

niveles de expresión del factor ISG54, aunque en menor medida que le efecto causado 

por NS5 (Figura 44B). Esto se explica, porque, de por sí, los niveles de la proteína ISG54 

son ya muy bajos sólo al sobreexpresar NS5. Por lo que NS5 inhibe la respuesta del IFN 

mediante diferentes mecanismos entre los que se podría encontrar un mecanismo 

equivalente a la tubacina, actuando sobre la actividad desacetilasa de HDAC6. Podría 

producirse por interacción con RIG-I evitando la acción de HDAC6 o impidiendo de forma 

indirecta la acción de HDAC6 sobre RG-I.  Este nuevo mecanismo de regulación negativa 

de la respuesta inmunitaria innata, afectando a la vía de producción del INF a través de 

RIG-I/ISG54, se sumaría a las acciones de escape inmunitario ya descritas para NS5 como 

promover la degradación vía proteasoma de STAT2 (Grant et al., 2016; A. Kumar et al., 

2016)  e inhibe la fosforilación de STAT1 (Hertzog et al., 2018), componentes de la vía 

del IFN. 

 

En relación con la actividad de NS5 sobre la vía del IFN, se cree que las estructuras 

punteadas nucleares (tipo ii y iii) donde encontramos a NS5 intervienen en la 

modulación de la respuesta inmunitaria de manera diferente en función del tipo celular 

infectado (M. J. A. Tan et al., 2019). Conde et al. demostraron una relación entre los NB 

donde se encuentra NS5 del ZIKV y la inhibición de ISG en células endoteliales 

microvasculares del cerebro (hBMEC, “brain microvascular endothelial cells”) (Conde et 

al., 2020), células “barrera” entre el torrente sanguíneo y el tejido cerebral (Goasdoué 

et al., 2017; Sweeney et al., 2019). ZIKV infecta este tipo celular sin causar daños 

citopáticos, actuando como reservorio viral y permitiendo la diseminación hacia 

compartimentos neuronales (Mladinich et al., 2017; Conde et al., 2020). En estas células, 

de forma natural, se encuentran SUMO NB que intervienen en la respuesta inmunitaria 

innata y están compuestos por proteínas con abundantes sumoilaciones, SUMO-1, PML 

y STAT2 (Zhong et al., 2000; Shen et al., 2006; Conde et al., 2020). Los PML se unen a 

STAT2 favoreciendo su acumulación y mejorando la respuesta ISG (Scherer & 

Stamminger, 2016; Conde et al., 2020). Se ha descrito que NS5 se sumoila en los residuos 

de lisina, colocalizando en estos NB con SUMO-1 y STAT2, evitando la formación del 

complejo STAT2-PML, promoviendo la degradación de PML y regulando negativamente 
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la respuesta ISG. Además, se definió a la lisina de la posición 252 como una lisina clave 

en dicho proceso, ya que su mutante K252R no es capaz de degradar los PML, reducir la 

expresión de STAT2 y con ello inhibir la inducción de ISG (Conde et al., 2020). Este 

proceso proceso también lo hemos estudiado y descrito en el presente trabajo de tesis 

doctoral. Así, en estudios de microscopía de epifluorescencia se observa una 

colocalización de NS5 con proteínas SUMO-1, cuando se encuentra formando las 

estructuras de tipo ii y iii, mientras que NS5 no colocaliza con PML (Figura 36). Estos 

datos apuntan a que NS5 participaría en esta otra vía de inhibición de la respuesta del 

IFN, lo que podría explicar la disminución que se observó en la expresión de la proteína 

ISG54 al sobreexpresar NS5-myc, y sin olvidar el impedimento que ejerce en la 

desacetilación de RIG-I por HDAC6, anteriormente analizado. 

 

ZIKV y DENV son dos flavivirus muy similares en términos de biología molecular y 

epidemiología, pero con diferente sintomatología y diferentes mecanismos celulares 

(Olagnier et al., 2016). DENV suele cursar de manera asintomática o con sintomatología 

general como fiebre, dolor de cabeza, sarpullido y artralgia entre otros síntomas, al igual 

que ZIKV. Pero varían en las complicaciones de la enfermedad, mientras que ZIKV causa 

daños a nivel neurológico, DENV causa fiebre hemorrágica y el síndrome de shock del 

dengue acompañado con hipotensión, trombocitopenia y aumento de la permeabilidad 

vascular, causando un shock a nivel sistémico (Tuiskunen Bäck & Lundkvist, 2013; 

Khetarpal & Khanna, 2016; Nanaware et al., 2021; Roy & Bhattacharjee, 2021). El ZIKV 

es capaz de diseminarse entre hBMEC, durante 1 a 9 días postinfección, sin tener 

restricción paracrina por acción del IFN. En cambio, la diseminación de DENV hacia 

células endoteliales de la vena umbilical humana es bloqueada por el IFN-b secretado 

por las células infectadas por DENV (Mladinich et al., 2017), por lo que la regulación del 

sistema inmunitario por parte de ambos virus es diferente, definiendo o estableciendo 

un tropismo celular y una sintomatología diferente.  

 

Al contrario de lo que ocurre con la proteína del ZIKV, NS5 del DENV se localiza en 

el núcleo con un patrón uniformemente disperso en el nucleoplasma, en vez de 

punteado como hemos comprobado en este trabajo (Figura 35D). Conde et al., mutaron 

la lisina K546 (K546R) de NS5 del DENV y consiguieron cambiar su patrón estructural 
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nuclear a discretos patrones punteados en células hBMEC, donde colocalizaba con 

SUMO-1, similar al patrón que presenta NS5 del ZIKV. Lo que conllevó a que el NS5 de 

DENV se comportara como el de ZIKV, inhibiendo la respuesta del interferón (Conde et 

al., 2020). Este estudio muestra la importancia de la localización de NS5 de flavivirus en 

los NB en la regulación de la respuesta inmunitaria y sintomatología asociada. 

 

El estudio llevado a cabo durante la presente tesis doctoral, demuestra como la 

sobreexpresión de HDAC6 modifica el patrón estructural de NS5 que pasa de ser 

mayoritariamente de tipo iii a tipo i y ii, o incluso a no detectarse la proteína viral en la 

célula debido a su degradación (Figura 39). Este hecho, lleva a proponer a HDAC6 como 

un factor de restricción viral, al degradar a la proteína no estructural NS5 evitando su 

función en el ciclo viral, y en este caso, también podría impedir la colocalización de NS5 

con estos SUMO NB, neutralizando el efecto inhibidor de la respuesta inmunitaria por 

parte de NS5. Esto nos permite especular sobre una potencial función protectora de 

HDAC6, dependiente del nivel de expresión de la enzima y de sus funciones biológicas, 

al evitar el efecto de NS5 sobre la respuesta inmunitaria, esto podría conllevar a una 

modificación en la patología asociada al ZIKV como la microcefalia, al evitar el paso del 

virus a través de la barrera transplacentaria y hematoencefálica. 

 

Cabe destacar que la investigación llevada a cabo se ha realizado estudiando 

únicamente la proteína viral NS5, por lo que se debería escalar a virus completo para 

observar si influyen otras proteínas virales en esta dinámica entre NS5 y HDAC6 que se 

ha descrito. De hecho, en datos preliminares obtenidos, se ha visto que la incorporación 

del complejo proteasa viral NS2B3 a la ecuación desequilibra la balanza hacia NS5. 

NS2B3 estabiliza los niveles de expresión de NS5, fomentando su entrada al núcleo y 

posiblemente dificultando así la actividad degradativa de HDAC6 (Figuras 45). En un 

estudio de interactómica sobre ZIKV, observaron que las células que expresaban NS2B3 

mostraban lisosomas de menor tamaño, sugiriendo que la proteasa viral podría afectar 

a la funcionalidad de los lisosomas (Coyaud et al., 2018), lo que favorecería la no 

degradación de las proteínas virales de ZIKV como NS5.  

 



Discusión 
 

S. Pérez Yanes 231 

Con anterioridad se ha descrito que el residuo K330 de NS5 es una lisina clave en la 

interacción entre NS5 y NS2B3 (Tay et al., 2016), por lo que su modificación podría variar 

el efecto de NS2B3 sobre NS5. Sorprendentemente, la propia mutación de K330 de NS5 

de ZIKV le ofrece protección a la proteína viral. Incluso recuperando su patrón punteado 

nuclear que se perdía en presencia de HDAC6 con NS5 “wild type” (Figuras 45). Una 

posible causa sería el equilibrio en modificaciones postraduccionales de NS5. Dicha lisina 

se podría ubiquitinar, marcando a NS5 para degradar. Ampliando esta idea, NS5 podría 

verse favorecida en un ambiente acetilado, ya que, si NS5 actuara como sustrato de 

HDAC6, y HDAC6 desacetilara NS5, podrían quedar lisinas libres a favor de ubiquitinas o 

sumo. Esta hipótesis concuerda con los resultados obtenidos que muestran una mayor 

acción de los dominios desacetilasas de HDAC6 sobre NS5 en comparación con el 

dominio BUZ.  

 

En resumen, NS5 y HDAC6 e impide el desarrollo de sus actividades catalíticas y 

degradativas posiblemente con el fin de evitar el efecto degradativo que ejerce HDAC6 

sobre NS5. A su vez, HDAC6 promueve la degradación de la polimerasa viral a través de 

la vía autofágica dificultando la evasión de la respuesta inmunitaria por parte de NS5 y 

probablemente también la replicación viral. Además, datos preliminares sugieren un 

papel clave de las lisinas de NS5 en esta actuación bidireccional entre la proteína celular 

y la proteína viral. Lo cual muestra la complejidad de la relación entre la célula y el virus, 

que evolucionan para contrarrestar los efectos opuestos que ejercen el uno sobre el 

otro.   

 

5.3. HDAC6 como factor de restricción viral sobre virus de ARN: VIH-

1 y ZIKV. 

 
Gracias a su gran diversidad y capacidad de rápida adaptación, los virus de ARN 

como el VIH-1 y el ZIKV, tienen un papel clave en la emergencia y reemergencia viral, 

suponiendo así un riesgo en la salud pública mundial (Woolhouse & Gowtage-Sequeria, 

2005; K. E. Jones et al., 2008; Carrasco-Hernandez et al., 2017). Por lo que el estudio de 

esta clase de virus es importante para conocer su mecanismo de acción y buscar 

herramientas que permitan tratar la infección viral y/o su erradicación. 
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La globalización, los cambios socioeconómicos y socioculturales y el cambio 

climático ha favorecido la interacción del ser humano con nuevos patógenos (A. J. 

McMichael, 2004; B. A. Jones et al., 2013; Allen et al., 2017). Pero también hay que tener 

en cuenta el factor viral, que es capaz de evolucionar y adaptarse a un nuevo 

hospedador y a presiones externas como tratamientos o vacunas, siendo clave las 

variaciones genéticas que permiten el salto de especie y el escape del sistema 

inmunitario (Woolhouse et al., 2005; Holmes, 2006). Como consecuencia, los virus ARN 

son los principales agentes causales de las emergencias y reemergencias virales, ya que 

poseen una polimerasa que no tiene capacidad de corrección y tienen una alta tasa de 

replicación, lo que en su conjunto favorece la incorporación de mutaciones en su 

genoma que le permiten evolucionar en un corto plazo de tiempo (Holland et al., 1982; 

Domingo et al., 1985; Steinhauer & Holland, 1987; Domingo & Holland, 1997; Domingo, 

2000). De igual forma también interviene en dicha evolución su capacidad de 

recombinación (Lai, 1992; Jung et al., 2002; Shriner et al., 2004; Dixit & Perelson, 2005; 

W. Li et al., 2006).  

 

La emergencia de estos virus ha supuesto un gran problema sanitario a nivel 

mundial, causando un gran impacto en la sociedad como ha ocurrido actualmente con 

la pandemia de SARS-CoV-2. O también con la epidemia del VIH-1, virus que ha afectado 

gravemente a la sociedad, sobre todo al colectivo homosexual durante el principio de la 

epidemia, y que actualmente sigue siendo un factor discriminatorio para las personas 

VIH+ (O’Hare et al., 1996; Piot et al., 2001; Ruel & Campbell, 2006; Kontomanolis et al., 

2017; CDC, 2021). Así como también el ZIKV, cuya mayor exposición a nivel mundial se 

produjo durante los juegos olímpicos del 2016 en Río de Janeiro (M. C. Castro, 2016; 

WHO, 2016c). Por ello, aparte de investigar posibles fármacos y vacunas contra el virus, 

también es necesario investigar la biología del virus y su “comportamiento” durante las 

diferentes etapas de su ciclo viral, ya que podemos encontrar posibles factores de 

restricción viral que pueden ayudar al control de la infección. Como, por ejemplo, en 

este caso HDAC6. 
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HDAC6 es una histona desacetilasa que a diferencia de la mayoría de las histonas 

desacetilasas, se encuentra mayoritariamente en el citoplasma (Verdel et al., 2000; Y. 

Liu et al., 2012). En el citoplasma ejerce dos funciones imprescindibles en la viabilidad 

celular como son la dinámica de MT y la autofagia (Kawaguchi et al., 2003; Valenzuela-

Fernández et al., 2008; J.-Y. Lee et al., 2010; K. Zheng et al., 2017). A nivel de dinámica 

de MT HDAC6, interviene en su estabilidad desacetilando la K40 de la subunidad a-

tubulina y desestabilizando así los MT, es decir, promueve su dinámica (Hubbert et al., 

2002; Matsuyama, 2002; Y. Zhang et al., 2003). Dicha dinámica es imprescindible en gran 

número de procesos celulares como la división mitótica, la reorganización de los 

orgánulos celulares, la adhesión y migración celular, entre otras, pero también 

interviene en el ciclo viral de diversos virus (Howard & Hyman, 2003; Destaing et al., 

2005; Tran et al., 2007; Gudimchuk & McIntosh, 2021). Se ha descrito que HDAC6 inhibe 

la fase de salida viral del virus Influenza A a través de su actividad desacetilasa, Matloob 

Husain y Chen-Yi Cheung observaron que HDAC6 impide la hiperacetilación de los MT 

necesaria para el tráfico de los componentes virales hacia la membrana plasmática 

(Husain & Cheung, 2014). En este sentido, nuestro laboratorio también ha descrito a 

HDAC6 como factor de restricción sobre el VIH-1. En un estudio, observaron que HDAC6 

forma un complejo con A3G a través de su dominio BUZ (Valera et al., 2015), una 

desoxicitidina desaminasa antirretroviral que se incorpora en los viriones de VIH-1 e 

hipermuta el ADN viral durante su retrotranscripción promoviendo su degradación 

(Lecossier et al., 2003; Mangeat et al., 2003; Soros et al., 2007) y que también interviene 

negativamente en la replicación viral a través de diferentes mecanismos (Esnault et al., 

2005; Mbisa et al., 2007; Soros et al., 2007; X. Wang et al., 2012). Este complejo HDAC6-

A3G compite con la proteína viral Vif (Valera et al., 2015), que degrada la proteína celular 

A3G para evitar su incorporación a los viriones nacientes y su actividad de restricción 

viral y favorecer así el ciclo viral (Lecossier et al., 2003; Mangeat et al., 2003). En el 

mismo estudio, observaron que HDAC6 es capaz de unirse directamente a Vif a través 

de su dominio BUZ y de promover su degradación por autofagia, y con ello controlar la 

concentración de Vif incorporado en los viriones nacientes y su habilidad infecciosa 

(Valera et al., 2015). Por otro lado, también describieron en otro estudio a HDAC6 como 

factor de restricción viral de VIH-1 pero en este caso actuando a nivel de entrada viral. 

Observaron al infectar las células con el virus VIH-1, que el complejo de Env viral 
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promueve la acetilación de tubulina y que dicha hiperacetilación se ve inhibida con la 

sobreexpresión de HDAC6. HDAC6 a través de su actividad catalítica desacetilasa inhibe 

la hiperacetilación de la a-tubulina en MT producida por el complejo de Env viral, 

impidiendo la correcta fusión de membranas e infección viral (Valenzuela-Fernández et 

al., 2005; Cabrera-Rodríguez et al., 2019). Así como también se ha descrito que una 

infección eficiente por VIH-1 se consigue cuando la señalización es tan fuerte que genera 

una reorganización del citoesqueleto de actina y la formación de “capping” en al menos 

20-30% de las células, proceso en el que también interviene HDAC6 (Valenzuela-

Fernández et al., 2005; Barrero-Villar et al., 2009; García-Expósito et al., 2013; Santos et 

al., 2014).  

 

En relación con esta capacidad del complejo de Env viral de unirse al receptor y 

correceptor celular y su consecuente señalización, fusión de membranas e infección, se 

ha descrito que los complejos de Env de virus de pacientes LTNP-EC pertenecientes a un 

“cluster” no son capaces de inducir dicha señalización, generando viriones poco 

infectivos (Casado et al., 2018; Valenzuela-Fernández, Cabrera-Rodríguez, et al., 2022). 

En nuestro caso, hemos extendido esta conclusión a complejos de Env virales que no 

pertenecen a un “cluster”, los resultados de las Env de nuestro estudio muestran que 

los complejos de Env de virus pertenecientes a pacientes LTNP (EC y Virémicos) no se 

unen eficientemente a CD4, impidiendo la correcta señalización y con ello la eficiente 

fusión de membranas e infección (Figuras 30-32). Sería interesante comprobar si al 

inhibir HDAC6 y favorecer la estabilización de MT necesaria durante la señalización, 

estos complejos de Env virales de los grupos LTNP ineficientes en su funcionalidad 

mejoran su capacidad infectiva temprana; y por el lado contrario, al potenciar la 

actividad de HDAC6 y promover la desestabilización de los MT, en las Env virales de los 

grupos P (Antiguos y Modernos) se disminuye su infectividad. Ya que, en un estudio 

reciente de nuestro grupo de investigación, se demostró que al actuar sobre la enzima 

celular HDAC6, se mejora la capacidad infectiva viral del complejo de Env de virus de 

pacientes controladores de la infección pertenecientes a un “cluster” viral. En concreto, 

se observó que la proteína de unión a ARN nuclear (TDP-43; “Transactive response DNA 

binding protein 43 kDa”) incrementa la cantidad de ARNm y proteína de HDAC6 en la 

célula, dificultando de dicho modo la infección de VIH-1 al favorecer la desacetilación de 
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a-tubulina e impedir la formación del poro de fusión. Asimismo, los complejos de Env 

de virus pertenecientes a los grupos rápidos progresores y virémicos no progresores, 

que mostraron una correcta funcionalidad y posterior infección, al sobreexpresar TDP-

43 disminuyeron su capacidad infectiva. Mientras que al silenciar específicamente el 

ARNm de TDP-43 se favoreció la infección de los virus que portaban las Env virales de 

pacientes LTNP-EC (Cabrera-Rodríguez et al., 2022).  

 

HDAC6 ejerce además una función de restricción viral sobre ZIKV al promover la 

degradación de NS5 (Figura 39). En este sentido, HDAC6 podría estar actuando en dos 

niveles del ciclo viral. Por un lado, podría actuar a nivel replicativo al disminuir los niveles 

de la polimerasa viral (B. Zhao et al., 2017), y, por otro lado, también podría actuar a 

nivel de evasión de la respuesta inmunitaria, impidiendo la localización de NS5 en los 

SUMO NB, necesaria para evitar la respuesta antiviral del IFN (Ng et al., 2019; Conde et 

al., 2020). Además, NS5 también actúa sobre HDAC6 estabilizando a sus sustratos, e 

impidiendo que los niveles endógenos de HDAC6 ejerzcan sus principales funciones 

desacetilasa y autofágica sobre MT y p62, respectivamente (Figuras 37 y 38), lo que 

demuestra la existencia de un equilibrio dinámico entre la proteína viral NS5 y la 

proteína celular HDAC6, condicionado por sus niveles de expresión y funciones. A su vez, 

también se han obtenido resultados preliminares que muestran como la proteasa NS2B3 

ayuda en la estabilidad de NS5, contrarrestando en cierta medida la actividad anti-NS5 

de HDAC6 (Figura 45). Por lo que, en un contexto de infección por ZIKV y/o en presencia 

de otras proteínas virales, puede ser que la dinámica entre NS5 y HDAC6 tienda más 

hacia un lado u otro, como se ha visto al añadir en la ecuación el complejo proteasa 

NS2B3 del ZIKV.  

 

Nuestro trabajo pone de manifiesto la importancia de HDAC6 como factor de 

restricción antiviral. Afectando en diferentes fases del ciclo viral, como en este caso, en 

la regulación de la capacidad de fusión y entrada viral del complejo Env de VIH-1 y en la 

degradación de la polimerasa viral NS5 de ZIKV impidiendo su acción en la evasión de la 

respuesta inmunitaria y su efecto citotóxico sobre los MT y la proteína autofágica p62. 

Además, es un ejemplo de la importancia de la colaboración y la divulgación de 

conocimientos entre diferentes campos de la ciencia, ya que por ejemplo en nuestro 
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caso encontramos un factor de restricción celular que puede afectar a dos virus ARN+ 

diferentes, un retrovirus y un flavivirus, influyendo en ambos casos en su ciclo viral 

gracias a su actividad desacetilasa y proautofágica.  

 

En resumen, nuestros datos apoyan la hipótesis de que HDAC6 es un factor antiviral 

de virus ARN+, capaz de controlar la infección y citotoxicidad asociada a VIH-1 y Zika.
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6. Conclusiones. 
 

VIH-1: 
 

1. El complejo de Envoltura de virus VIH-1 aislados de individuos VIH-1+ LTNP-EC, 

que de forma natural controlan la infección viral, son deficientes en su capacidad 

de unión a CD4, fusión, transmisión de material viral e infectividad. Y, por otro 

lado, las Envolturas funcionales se encuentran en virus de pacientes Progresores. 

2. La funcionalidad del complejo Envoltura correlaciona con la evolución y 

diversidad viral respecto al MRCA. 

3. Existe una tendencia de los complejos de Envoltura del VIH-1 a ganar longitud y 

sitios de glicosilación, en los bucles de su subunidad gp120, a lo largo de la 

epidemia, correlacionándose con ganancia de función viral. 

4. Por tanto, existe una correlación directa entre la eficacia funcional del complejo 

de Envoltura de virus VIH-1 aislados de pacientes y el perfil clínico de estos. 

ZIKV: 
 

5. La polimerasa NS5 del ZIKV actúa como reorganizador y estabilizador del 

citoesqueleto de tubulina, así como también del flujo autofágico celular, 

estabilizando el factor p62, dificultando la acción del HDAC6 endógeno. 

6. HDAC6 promueve la degradación vía agresoma-autofagia de NS5, siendo 

importante, en dicho proceso, su actividad desacetilasa y el dominio BUZ. 

7. El complejo proteasa viral NS2B3 protege a NS5 de su degradación autofágica 

mediada por HDAC6, asegurando su localización nuclear. 

8. El residuo de lisina 330 de la proteína NS5 del ZIKV es clave en la estabilización 

de la proteína viral, y el equilibrio funcional NS5-NS2B3 / NS5-HDAC6. 

9. El equilibrio que se establece, a nivel de expresión proteica y funcional sobre  

RIG-I, entre la proteína viral NS5 y la proteína celular HDAC6 condiciona la 

activación de la vía del IFN, mecanismo indispensable en la evasión de la 

respuesta inmunitaria por parte del ZIKV. 

 

En resumen, estos datos demuestran la capacidad de HDAC6 de dificultar o impedir la 

infección de virus ARN+ como el VIH-1 y ZIKV, actuando en diferentes etapas del proceso 

infectivo como un factor de restricción antiviral.
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