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RESUMEN






Resumen

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
economico de los paises, constituyéndolos como un problema de salud publica 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 infeccion y la
patologia asociada es fundamental para combatir y/o erradicar estos virus. En este
contexto se ha descrito a los microtubulos (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 replicacién del ZIKV; en ambos casos interviniendo en procesos claves en
la infeccion viral. Por otro lado, la histona desacetilasa 6 (HDAC6) interviene en el
mecanismo de estabilizacion de MT, asi como también actua sobre la via degradativa de
autofagia, lo que convierte a esta proteina celular en un potencial factor de restricciéon
viral. Por ello, el objetivo principal de la presente tesis doctoral es el estudio y la
descripcién de la proteina celular HDAC6 como un posible factor de restriccion viral

sobre virus ARN+.

Anteriormente se ha identificado un grupo de pacientes capaces de controlar por si
solos la infeccion por VIH-1 (“Long Term Non-Progressors”, LTNP) en ausencia de
tratamiento antirretroviral, por lo que su estudio podria ayudar en la busqueda de
nuevas estrategias para la erradicacion del virus. Dicha capacidad se ha asociado tanto
a la inmunologia y genética del paciente como al virus en si. En concreto nuestro
laboratorio, en colaboracién con otros grupos de investigacion, habia identificado
previamente al complejo de envoltura (Env) como una estructura viral clave en el control
de la infeccidn viral de pacientes pertenecientes a un “cluster” fundador/transmisor. En
esta parte de la tesis doctoral se ha propuesto una correlacién entre la capacidad
funcional de los complejos de envoltura viral de virus aislados de individuos infectados
por VIH-1y el perfil clinico del paciente, jugando un papel fundamental su capacidad o
discapacidad de sefializacién en la célula diana a través del receptor celular CD4 para
evitar o facilitar la actuacién del factor de restriccién 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 unién al receptor celular CD4, fusion, infeccidn y transmisién de material
viral de las Env de diferentes grupos de pacientes con distintos perfiles clinicos no
pertenecientes a un “cluster”. Los resultados obtenidos mostraron que las Env
procedentes de este grupo LTNP fueron deficientes en su capacidad de unién a CD4,
fusion, transmisidon e infeccidén; 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 clinico, siendo las Env de los pacientes progresores capaces de
unirse al receptor celular y sefializar a través de CD4, estabilizando la red de MT vy
evitando la restriccion del factor antiviral HDAC6; y por el contrario las Env de los
pacientes LTNP tienen una menor capacidad de unidon y sefalizacion y como

consecuencia una deficiente fusion, transmision de material viral e infeccion.

En relacion con el ZIKV, como se ha comentado al principio, otros grupos de
investigacidon han descrito previamente una reorganizacion del citoesqueleto por parte
del ZIKV con el fin de crear los sitios de replicacidn viral. En esta parte de la tesis doctoral
se ha propuesto a la proteina viral no estructural NS5 como una proteina reguladora del
citoesqueleto y del flujo autofagico, ambas funciones en las que interviene HDACS, y por
ello, también se ha propuesto a HDAC6 como un factor antiviral sobre ZIKV. Para ello se
ha caracterizado la via por la que NS5 promueve la estabilizacién de MT, su efecto sobre
la via autofdgica y la respuesta inmunitaria innata a través de la via del Interferdn (IFN).
De igual modo, también se ha estudiado la capacidad de HDAC6 de degradar la proteina
viral NS5 y el mecanismo por el cual lo lleva a cabo. Asi como la importancia de la
localizacién 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 estabilizacion, reflejandose en
un aumento de la acetilacion de la subunidad a-tubulina. Ademas, se produjo una
“parada” del flujo autofagico al observarse una acumulacién de la proteina celular p62
y a nivel de inmunofluorescencia la formacion de estructuras tipo agresoma. Mediante
la utilizacion de inhibidores quimicos sobre células transfectadas con la proteina viral

NS5, se describid un efecto de dicha proteina viral sobre HDAC6 como la causa de la
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estabilizacién de MT y el defecto en la via degradativa autofagica. A su vez, también se
observo el efecto de HDAC6 sobre NS5 al promover su degradacién via autofagia. En
concreto, al transfectar las células con mutantes de HDACS, se describid la implicaciéon
de los dominios desacetilasas de la enzima celular, y con menor efecto el dominio de
unién a ubiquitina (BUZ), en dicho proceso degradativo. Cabe destacar que se demostré
gue la localizacién subcelular de NS5 es clave en su estabilidad, la acumulacion de NS5
a nivel nuclear mostré un efecto de proteccion sobre la proteina viral. Respecto a la
degradacion promovida por HDAC6 sobre NS5, dicho proceso afectd a la estructura
nuclear caracteristica de NS5 que se ha relacionado con su capacidad de evasidon de la
respuesta inmunitaria por la via del IFN. En este sentido, aparte de demostrar que NS5
afectd a la acetilacidon de a-tubulina, también se demostrd su actuacién sobre otro
sustrato de HDAC6 como es RIG-I (“Retinoic acid-Inducible Gene I”), promoviendo su
acetilacién y con ello inhibiendo la respuesta del IFN. Por lo que NS5 actua sobre HDACS,
regulando el citoesqueleto de MT vy el flujo autofagico, asi como también la respuesta
del IFN, pero a su vez, HDAC6 promueve la degradacidon via autofdgica de NS5,
describiendo asi una relacion bidireccional entre la proteina viral NS5 y la proteina

celular HDACS.

Estos estudios ponen de manifiesto posibles nuevas dianas farmacolégicas contra
el VIH-1, que, aunque actualmente existe tratamiento, no tiene cura definitiva; y el ZIKV,
evitando la enfermedad congénita y neuroldgica caracteristica del virus. Los resultados
de ambas partes de la tesis doctoral respaldan las hipotesis propuestas y muestran a

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

1. Introduccion.

1.1. Virus emergentes y reemergentes.

Las enfermedades antiguamente denominadas como Aowuog (loimos), “plagas” o
“pestilencias” y actualmente como enfermedades infecciosas emergentes, han
generado momentos histéricos clave en la humanidad desde hace siglos, produciendo
millones de muertes y pérdidas socioecondmicas. 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 importacion a Latinoamérica contribuyd al final de las
civilizaciones Inca y Azteca (Taubenberger & Morens, 2006; Morens & Fauci, 2007;
Kennedy et al., 2009; Glatter & Finkelman, 2021). O las epidemias mas recientes como
el Sindrome 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 Sindrome Respiratorio Severo Agudo
(SARS-CoV-2) que tantas pérdidas humanas, socioecondmicas y culturales ha producido
estos Ultimos afios a nivel mundial (Morens & Fauci, 2020; Valenzuela-Fernandez,
Cabrera-Rodriguez, et al., 2022). Actualmente se encuentra el ejemplo del virus de la
viruela del mono (Monkeypox virus (MPXV)), el cual se restringia en areas de Africa
occidental y central y en los ultimos 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 epidemioldgicos 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 habia descrito anteriormente su infeccién en
humanos. Por otro lado, las enfermedades infecciosas reemergentes son enfermedades
gue ya han sido descritas como infecciosas en humanos, pero aumenta su incidencia,

tienen una nueva localizacidn geografica o poseen nuevas resistencias a su tratamiento
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(Fauci & Morens, 2012). Por ultimo, las infecciones deliberadamente emergentes, las
cuales han sido desarrolladas por el ser humano, engloban tanto microorganismos no
modificados (dntrax) como microorganismos modificados genéticamente con el fin de

causar el mayor dafio 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 exposicion 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 poblacidn y por ultimo 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 podrian agrupar en funcién del agente

causal en factores humanos, factores ambientales y ecoldgicos 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 aios se ha producido un
aumento demografico 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 mas dificil obtener unas correctas condiciones y medidas sanitarias (Louten,
2016). Por ejemplo, el almacenamiento de aguas en los nucleos con mayor densidad de
poblacién es un punto clave en este sentido, ya que, entre otras consecuencias, influye
en la poblacion de mosquitos, vectores de diversas enfermedades como la fiebre
hemorragica 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 nimero de mosquitos en las dreas de riesgo ha conllevado a
definir el control de vectores como una estrategia de prevencion de diversos agentes

patégenos como los flavivirus.

Otro cambio que se ha producido en las ultimas décadas es la globalizacion, que ha
proporcionado grandes ventajas a la sociedad tanto econdmicamente como a nivel
sociocultural. Pero también tiene sus desventajas como, por ejemplo, que facilita la

transmisién de enfermedades entre los diferentes paises y continentes a través del
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comercio y los viajes internacionales, como ocurrid con el brote de 2003 por el sindrome
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). Ademas, la globalizacién
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 transmision de virus como el VIH-1 o la Hepatitis. También,
la introduccion de ciertas especies como animal doméstico, la alimentacion de carne de
caza o el comercio de los animales silvestres, como pasé con el SARS-CoV-2 o el brote
en 2015 por el Sindrome 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 ultimo, dentro del factor humano, encontramos la susceptibilidad a ser
infectado por el virus, circunstancia que cobra importancia en personas
inmunodeprimidas, mujeres embarazadas, nifios 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 ecolédgicos que influyen en la emergencia,
y muchos de ellos son producidos por el ser humano. El hombre ha modificado la
ecologia en su propio beneficio para el desarrollo agricola y econdmico, modificando
habitats que anteriormente estaban intactos y facilitando la interaccion con el virus u
hospedadores intermediarios que anteriormente no tenian contacto con el hombre
(Louten, 2016). Algunos ejemplos de ello son la enfermedad de Lyme, producida por la
bacteria Borrelia burgdorferi, el virus Junin (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 climatico, causando cambios en
el clima como la temperatura, la humedad, las precipitaciones y la velocidad del viento
entre otros, que promueven la aparicion de enfermedades emergentes. Como podria

suceder al provocar un aumento en la poblacién 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 poblacion. Para ello puede llevar a cabo
reordenamientos en su material genético, es decir, dos o mas virus que infectan una
célula hospedadora intercambian informacién genética, como sucede con el virus de la
Influenza. También puede adquirir cambios genéticos mediante recombinacion, es
decir, cuando su polimerasa transfiere una secuencia de acidos nucleicos de una cepa
viral a otra, produciendo variabilidad genética, como el virus VIH-1 (Parrish et al., 2008).
Por ultimo, 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 correccién que si tienen las ADN polimerasas dependientes de ADN, lo que
aumenta la posibilidad de introducir 1 error por 10° bases a 1 error por 10° bases; y
como consecuencia los virus ARN son los virus mds comunes en causar una enfermedad
emergente en humanos (Morse, 1995; Parrish et al., 2008; Louten, 2016), como el SARS-
CoV, SARS-CoV-2, MERS, Ebola, 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
mutacion de 2,5x107 sitio/generacion (Shriner et al., 2004; Neher & Leitner, 2010). Este
hecho convierte a los virus ARN como los agentes causales mas 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 Demografico/Urbanizacién 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 infeccion Mycobacterium
tuberculosis
Ambiental Cambios ecoldgicos producidos por el ser humano  Borrelia burgdorferi, JUNV,
y Ecoldgico EJ, virus Nipah
Tiempo y Cambio Climatico FVR, Hantavirus
Viral Reordenamiento Influenza
Recombinacion VIH-1
Mutacion SARS-CoV, SARS-CoV-2,
MERS-CoV, Ebola, DNV,
ZIKV

Existen tres factores que intervienen en la emergencia y reemergencia de las enfermedades
infecciosas: el factor humano, la ecologia 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 afos han influido en la emergencia y reemergencia de diversos patdégenos 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 mas comun en
causar enfermedades emergentes, sobre todo enfermedades zoondticas
(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 caracteristica se
cred el sistema de clasificacion de Baltimore (Baltimore, 1971) en el que se agrupan a
los virus segun la relacidn del genoma virico con su ARN mensajero (ARNm):

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

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

Clase Ill: 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

Ademads de la composicidn de su material genético, los virus ARN también poseen
otras caracteristicas que los diferencian de los virus ADN. A nivel estructural, los virus
ARN tienen genomas mas fragiles y pequefios en comparacién con los virus ADN (~3-41
Kb), y codifican menor nimero de proteinas (Collier et al., 2011; Y. |. Wolf et al., 2018;
Chaitanya, 2019). Asi como a nivel de ciclo viral, en algunos virus ARN el propio genoma
actia 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. Ademas, 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 mayoria 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 transcripciéon 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 mayoria de los virus +ssRNA y algunos -ssRNA
pon enzimas propias del virus como la polimerasa (Rampersad & Tennant, 2018). La
mayoria 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 replicacion y la estabilidad del ARNm (Payne, 2017; J.-H. Chen et al., 2018).

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

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

Los virus +ssRNA (clase 1V) son virus con envoltura, la cual rodea el cuerpo viral en
cuyo interior se encuentra el genoma viral. Dicha envoltura produce la fusiéon con la
membrana celular o la internalizacion a través de endosomas y posterior fusion con la
membrana del endosoma, permitiendo la entrada viral y la exposicion del genoma en el

citoplasma (Rampersad & Tennant, 2018; Bohan & Maury, 2021). El genoma consiste en
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una Unica cadena de ARN con polaridad positiva, que se caracteriza por tener el extremo
5’ unido a un CAP metilado o unido covalentemente a una proteina 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 degradacién 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 Unica poliproteina (en
gran parte de los casos) que sera cortada en sitios especificos por proteasas celulares o
virales, generando las proteinas virales estructurales y no estructurales como la
polimerasa (Collier et al., 2011). Esta polimerasa viral, permite la transcripcién desde el
extremo 3’ del ARN viral, sintetizando una cadena de ARN complementaria que sirve
como molde para la sintesis de nuevo genoma viral. En la sintesis de la nueva cadena,
se genera un dsRNA intermediario que puede ser detectado por el sistema inmunitario,
por lo que la replicacién se produce en factorias de replicacidn asociadas a membranas
para evitar dicho reconocimiento (Rampersad & Tennant, 2018). Todo ello conlleva a la
generacién de miles de copias del genoma viral en pocas horas tras la infeccidn. Estas
proteinas estructurales junto con algunas no estructurales son incorporadas en el
ensamblaje del virién, que una vez formado se liberard 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 especifico. El retrovirus infecta la célula al producirse un
contacto de la envoltura viral con receptores celulares que provoca la fusion de las
membranas celular y viral, liberando la nucleocapside al citoplasma celular. Donde tiene
lugar la retrotranscripcidn o transcripcion 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 1V),

no se utiliza directamente como ARNm. La RT utiliza como cebador un ARN de
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transferencia especifico 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, asi como su actividad ribonucleasa
H (actividad enzimdtica que degrada la hebra de ARN de un hibrido ADN-ARN), permiten
la sintesis 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 transcripcidn y participan junto con la integrasa viral en el proceso de integracién 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 adicion de CAP y colas poli-A en sus extremos, y pueden
empaquetarse como genoma viral o traducirse a proteinas. Dichos productos se
ensamblardn formando los viriones en el citoplasma celular que seran posteriormente

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

Los ciclos virales explicados anteriormente conllevan a tiempos de generacién
excepcionalmente cortos, que, junto con los altos ratios de evolucidn, 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 rapida evolucidn y adaptacion al nuevo
hospedador. Dicha evolucidn se debe a sus altas tasas de mutacidn, medida del nimero
de cambios genéticos (mutaciones puntuales, inserciones o deleciones) que se
acumulan en el tiempo, que les ayuda a superar la presidn selectiva que ejerce el
hospedador a través del sistema inmunitario y de factores de restricciéon (proteinas
celulares que restringen el ciclo viral) o agentes externos como farmacos antivirales. Los
virus poseen un rango de tasa de mutacion muy amplio, siendo los virus ARN de cadena
simple los virus mas mutagénicos y los virus de ADN de doble cadena los de menor grado
(S. Duffy et al., 2008; Sanjuan & Domingo-Calap, 2016; Carrasco-Hernandez et al., 2017)

(Figura 1).
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Figura 1: Comparacion entre las tasas de mutacion viral de las diferentes clases de virus,
ajustadas al tamaiio del genoma. Virus de ARN monocatenario (+ssRNA): fago de ARN Qpf,
poliovirus y virus del mosaico del tabaco; (-ssRNA): virus de la estomatitis vesicular, virus de la
Influenza Ay virus del sarampion; 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): bacteriéfago ¢6; para
virus de doble cadena de ADN (dsDNA): bacteriéfagos A, T2 and T4, y virus del herpes simple tipo
1; y para virus de cadena simple de ADN (ssDNA): bacteriéfagos M13 y pX174.La figura incluye
multiples estimaciones independientes de varios virus. Figura extraida de (S. Duffy et al., 2008).

Esto se debe principalmente a la falta de la capacidad de correccién de las ARN
polimerasas dependientes de ARN y las RT que carecen de actividad exonucleasa, y que
por otra parte si poseen las ADN polimerasas (C. Castro et al., 2005; Carrasco-Hernandez
et al., 2017). Pero estos errores en la replicacién viral tienen un limite, lo que se
denomina tasa de error viral, si se produce un aumento en la tasa de error, el virus no
serd capaz de realizar su ciclo viral de manera correcta llevandolo a la extincién (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 mutacién como el
tamafio del genoma (cuanto mds pequefio, mayor tasa de mutacién), el tiempo de
replicaciéon (cuanto menor tiempo de replicacion, es decir, cuanto mas rapido es el
proceso, mayor serd la tasa de mutacidén). También se ha observado que la oxidacion y

la metilacion de las bases también afecta, asi como la desaminacion de bases

nitrogenadas desapareadas (S. Duffy et al., 2008).
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Otros mecanismos que aportan un aumento en la variabilidad gendmica vy
diversidad viral son los mecanismos de recombinacién y reordenamiento. El proceso de
recombinacién es un proceso en el que se forman nuevas secuencias de ARN en un
segmento gendmico a partir de dos genomas diferentes. Por otro lado, el
reordenamiento ocurre en virus con genomas segmentados, cuando al empaquetar el
genoma dentro del viridn 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 mutacion, la tasa de recombinacion también varia
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 recombinacién entre 1,38x10* y 1,4x107 por sitio y por generacion
(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 comin 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 recombinaciéon en comparacién con

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

Todos estos cambios a nivel genético pueden generar virus mas patogénicos como
observaron con el virus Ebola en el que la mutacién de la glicoproteina (GP-A82V)
incrementd la mortalidad al tener una mayor capacidad de infectar células de primates
(incluidas las células dendriticas humanas) (Diehl et al., 2016); mas transmisibles como
el virus Influenza A que debido a su tasa de mutacién, recombinacién y reordenamiento
gendmico ha adquirido la capacidad a lo largo de los afios de infectar diversos animales
entre los que se incluyen aves y mamiferos, inclusive el ser humano (Joseph et al., 2017;
Shao et al., 2017) o el CHIKV en el que la mutacién en el gen de la envoltura (E1-A226V)

favorecio la transmision del virus al favorecer la infeccion 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.
Ademds, como consecuencia a su alta capacidad de mutacidn, se estan creando
resistencias a ciertos farmacos, dificultando el tratamiento de ciertas enfermedades. Por
ejemplo, se ha observado que con una sola mutacién el virus VIH-1 adquiere un alto
nivel de resistencia a inhibidores no nucleésidos 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 preocupacion en
la salud global y cada vez mas grupos e instituciones invierten en el estudio de esta clase
de virus y en la bisqueda de posibles medidas de tratamiento, cura o erradicacion. Un
campo importante en este sentido son los factores de restriccion, proteinas celulares
gue restringen el ciclo viral, ayudando a controlar o limitar la infeccién de virus

emergentes como el VIH-1y ZIKV.

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

1.3.1. Generalidades del virus VIH.
1.3.1.1. Origeny clasificacion del VIH.

En 1981, se reconocid una nueva enfermedad, el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA). Michael S. Gottlieb publicé cinco casos en tres hospitales diferentes
de Los Angeles, de hombres jévenes homosexuales con neumonia por Pneumocystis
carinii f.sp. hominis (Pneumocystis jirovecii), una infeccién bastante poco usual (CDC,
1981a; Thomas & Limper, 2007). Ademas, también tenian o habian sufrido infeccién de
citomegalovirus y candida 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 mas tarde, Alvin Friedman-Kien describidé 26 casos de sarcoma Kaposi, un tipo
de cancer poco comun, en hombres homosexuales de Nueva York y California (CDC,

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

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

Sin embargo, el VIH se origind mucho antes. En base a la organizacion del genoma
y la relacién filogenética, se diferencian dos tipos de VIH, VIH-1y VIH-2. Ambos tipos son
lentivirus zoondticos 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 debié a la
exposicion 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 originé en Africa Central antes de 1940y el VIH-2 antes de 1960 en Africa
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 Africa Occidental, el VIH-1

es la causa mds comun 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 vy P, los cuales surgieron de eventos de saltos de especie independientes (Mourez et
al., 2013). El grupo M es el primero que se descubrid y el causante de la pandemia global
de VIH, al contrario de los otros subgrupos estd ampliamente distribuido por todo el
planeta causando la mayoria 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 Ay F (A1-A4, F1y F2) y mas 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 Africa Centro Occidental
(Charneau et al., 1994; Gurtler 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 Camerun (F. Simon et al., 1998; Gao et al., 1999; Sharp & Hahn, 2011). Por
ultimo, el grupo P se ha descubierto recientemente en 2009, solamente en 2 personas
también de Camerun (Hahn et al., 2000; Plantier et al., 2009; Sharp & Hahn, 2011; Vallari
et al,, 2011).
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1.3.1.2. Situacién actual de la infeccion 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 aiios se ha mejorado el acceso al diagndstico y al tratamiento de la infeccién
por VIH, asi como también a su prevencién, 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 publica 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.; Organizacién Mundial de la Salud (OMS), 2022).

Aunque cada vez se tiene mas conocimiento sobre la enfermedad y los métodos
para prevenirla, se siguen produciendo miles de infecciones cada afo. Durante el afio
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 Africa (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 nimero de nuevas infecciones en

un 54% (ONUSIDA, n.d.).
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Figura 2: Nimero de personas infectadas con VIH en cada pais en el afio 2021. En el mapa se
muestra el nimero de personas infectadas con VIH en los diferentes paises en 2021. Africa sigue
siendo la zona mas afectada, representando mas de dos tercios de las personas infectadas en
todo el mundo. La imagen pertenece a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, n.d.-
b).

En cuanto al diagndstico, también ha mejorado la situacidn con respecto al inicio de
la epidemia. En 2021 el 85% de las personas infectadas con VIH sabian que vivian 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 afios 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
disminucion del nimero 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 tenian VIH en
2021 (%). En el mapa se muestra la cobertura de ART en los diferentes paises en 2021. En 2021
el 75% de las personas con VIH recibieron terapia antirretroviral (ART). La imagen pertenece a
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, n.d.-a).

Estos dos uUltimos afios han estado marcados por la pandemia de COVID-19, que ha
influido también en otras enfermedades y el VIH no es una excepcién. Debido a la
interrupcion en el servicio sanitario durante la pandemia, en muchos paises se redujeron
drasticamente las pruebas de diagndstico de VIH y las derivaciones para su tratamiento,
planteando asi un posible futuro escenario muy desfavorable en el que se podrian
producir 7,7 millones de muertes relacionadas con el VIH en los préximos 10 afios (OMS,
2022). Por ello, en la 752 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 transmisidn sexual para el periodo 2022-2030 (GHSS) y se aprobd su implementacion
para los proximos 8 afios. Con dichas estrategias quieren poner fin a las epidemias y
promover la cobertura sanitaria universal, la atencién 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 infeccion por VIH-1.

El VIH-1 es un virus que se transmite principalmente por via sexual, aunque también
se puede transmitir a través del uso de drogas intravenosas, por transfusidn sanguinea
y por transmisién 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
destruccion de linfocitos T CD4+ “naive” y de memoria, generando una disfuncion del
sistema inmunitario (Miedema et al., 1990; Douek et al., 2003; Stevenson, 2003;

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

La replicacion del VIH-1 se produce de una manera dindmica 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 pequena
amplificacién del virus en los érganos y tejidos linfoides (principalmente en el tejido
linfoide asociado con el intestino (GALT, “Gut-Associated Lymphoid Tissue”) y en los
ndédulos linfaticos), seguidamente tanto los viriones como los linfocitos T infectados
pasan al torrente sanguineo donde circulan y se transportan a otros érganos o tejidos,
como el tracto gastrointestinal, el bazo o la médula ésea, infectando masivamente
nuevas células (Brenchley et al., 2004; Mehandru et al., 2004; V. Simon et al., 2006;
Moir et al., 2011). Esta infeccion masiva de las células inmunitarias y su alta tasa de
replicacién, 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 infeccidn en ausencia
de terapia antirretroviral (ART, “Antiretroviral Treatment”) e identificando a esta etapa
como la etapa con mayor riesgo de transmisién. Se ha asociado este pico de viremia a
los sintomas similares a la gripe o a la fiebre glandular (Sindrome Agudo de VIH) que
pueden mostrar las personas entre 2-4 semanas después de la infeccidn. 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 reduccién del pico
de la viremia se ha atribuido a la respuesta especifica de los linfocitos T CD8+ (V. Simon

et al., 2006).

Por otro lado, durante la fase aguda también se produce una importante deplecion
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 ningln sintoma, pero la infeccion sigue
progresando hasta alcanzar la fase SIDA sin ART. Esta Ultima fase SIDA se caracteriza por
un alto nivel de carga viral en plasma y un alto nivel de inmunosupresion (<200mm?3 de
células T CD4+) que propicia la infeccién de los individuos con patégenos 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
cancer (Grulich et al., 1999; McArthur et al., 2005; Biggar et al., 2007; Bilgrami & O’keefe,
2014). La progresion hacia la fase SIDA difiere en cada persona, pero normalmente
progresa muy lentamente, tardando aproximadamente 8-10 afios en alcanzarla (A.

Mufioz et al., 1989; Hendriks et al., 1998; J. B. Carter & Saunders, 2007; Naif, 2013).
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Figura 4: Curso natural de la infeccién por VIH-1. En el panel superior se encuentra la dinamica
de la viremia durante el transcurso de la enfermedad: durante la fase aguda aumenta hasta
llegar a su pico maximo en las primeras semanas de la infeccién y a medida que transcurre la
infeccidn disminuye hasta alcanzar un punto de ajuste de la carga viral durante la fase latente o
asintomatica, que finalmente se contrapone en la Ultima fase de la enfermedad (fase SIDA). Los
puntos de referencia de la carga viral varian entre los individuos (lineas rojas continua y
discontinua). La diversidad viral aumenta a lo largo de la enfermedad (segunda linea de circulos
del panel superior), mientras que el riesgo de transmisién es mayor cuando la viremia alcanza
su punto maximo en las primeras semanas (primera linea de circulos del panel superior). En el
panel inferior se observa la dindmica del sistema inmunitario durante la infeccidn: los linfocitos
T CD4+ siguen un modelo inverso a la carga viral, durante la fase aguda disminuyen
drasticamente 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 inmunosupresién (linea verde). Por otro lado, los linfocitos citotoxicos T CD8+
aumentan durante la fase aguda y comienzan a disminuir durante la fase latente (linea
discontinua azul). Por ultimo, los anticuerpos especificos 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 (linea discontinua naranja). Figura extraida de (V. Simon et al., 2006).

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

T CD4+. El balance entre la proliferacion de las células progenitoras y la muerte de la
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progenie define la poblacidon de células T CD4+. Este balance se ve afectado tras la
infeccion por HIV-1, que no sélo acelera la destruccion de la progenie de células T CD4+,
sino que también afecta a la produccién de dichas células (Gorochov et al., 1998; Moses
et al.,, 1998; Hazenberg et al., 2000; McCune, 2001). Se cree que las causas de la
deplecidn constante del reservorio de células T CD4+ son la activacién del sistema
inmunitario y los diferentes mecanismos de deplecidn 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 infeccidon, disminuye la cantidad de células T “naive” 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 relacidon con los mecanismos de
deplecidn, existen evidencias de que la deplecidn de células T se produce tanto de forma
directa como indirecta. Es decir, el VIH-1 produce la disminucién de linfocitos T CD4+
mediante su infeccién 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 via
principal por la que se produce la muerte de las células T CD4+ es la apoptosis, aunque
también se puede producir por muerte celular autofagica programada (autofagia tardia)
y por muerte celular parecido a la necrosis programada (Plymale et al., 1999; Varbanov
et al., 2006; Nardacci et al., 2017; Cabrera-Rodriguez et al., 2021). En todos los casos,
esta pérdida se deberia compensar aumentando la produccién de nuevas células que
reemplazan las destruidas, pero se ha descrito la supresion de la hematopoyesis de los
diferentes tipos celulares del sistema inmunitario y al timo como un érgano diana del
VIH-1. Aparte de en el timo, también se han descrito alteraciones en los érganos
linfoides periféricos y la médula dsea, generando grandes dafios en las células T

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

Ademas, aparte de la deplecién de linfocitos T CD4+, también se produce en
paralelo la deplecidon de linfocitos T CD8+ durante la fase progresiva asintomatica
(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, asi
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 antigenos
(macrofagos y células dendriticas) (Koenig et al., 1986; Patterson & Knight, 1987; Spiegel
etal., 1992; Stevenson, 2003). Al presentar el antigeno a las células T CD4+, estas células
favorecen la transmision 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 infeccién la mayoria de los virus son CCR5 trépicos (R5), pero durante el avance de
la infeccidn, en los ultimos estadios, se produce un cambio de variante mayoritaria a
virus CXCR4 trépicos (X4). Esta ultima variante se ha relacionado con el incremento de
la patogenicidad y la progresién de la enfermedad (Connor et al., 1997; V. Simon et al.,
2006; J. B. Carter & Saunders, 2007; Naif, 2013). Otra caracteristica 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 infeccion, la
poblacién viral es muy homogénea, pero a medida que avanza la infeccion se crean
quasiespecies resistentes a los anticuerpos de neutralizacidon 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 obstaculos para

erradicar el VIH.

Un gran impedimento para conseguir la cura del VIH-1 es la formacion 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 anatémicos donde se
acumulan y persisten formas virales competentes para la replicacidon y con una mayor
estabilidad en las propiedades cinéticas en comparacién a las formas de replicacién

activa del virus, a pesar de encontrarse suprimida la viremia por ART (Blankson et al.,

26 S. Pérez Yanes



Introduccion

2002; Eisele & Siliciano, 2012). Aunque algunas definiciones incluyen provirus que
intervienen en la patogénesis a pesar de no ser replicativamente competentes

(Avettand-Fenoél et al., 2016).

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

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

A nivel molecular encontramos: los reservorios latentes, en los cuales encontramos
el material genético del virus integrado en el ADN celular y transcripcionalmente
silenciado; los reservorios persistentes, en los que el provirus esta integrado y
transcripcionalmente activo siendo capaz de producir viriones; y finalmente, los
reservorios defectivos en replicacién, en los que encontramos el provirus integrado y
transcripcionalmente activo pero no son capaces de replicar debido a mutaciones en el
genoma viral, generando proteinas 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 macrdfagos (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 dendriticas foliculares (Spiegel et al., 1992; Alexaki et al.,
2008; Keele, Tazi, et al., 2008). Asi como células del sistema nervioso central (SNC) como
la microglia (Wallet et al., 2019) y los astrocitos (G.-H. Li et al., 2016; Valdebenito et al.,
2021).

Por ultimo, a nivel anatémico, podemos encontrar diferentes drganos 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 linfaticos (Rothenberger
et al.,, 2015) como GALT (T. Chun et al., 2008) o los nédulos linfaticos (Gunthard et al.,
2001; Perreau et al., 2013; Dave et al.,, 2018) pueden ser infectados por el VIH-1.
También podemos encontrar células que actian como reservorio en pulmones (Cribbs
et al., 2015), higado (Kruize & Kootstra, 2019), rifiones (C. M. Wyatt & Klotman, 2007;
Canaud et al., 2014), médula désea (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
etal., 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 rapidamente durante la fase
aguda de la infeccién, impidiendo la curacién a pesar del tratamiento (Vanhamel et al.,
2019; Taetal., 2022). Aun asi, se ha observado que el inicio temprano de ART disminuye
el tamafo 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”) (combinacion de
tres o mas antirretrovirales), ha supuesto un gran avance en la epidemia del SIDA,
suponiendo un cambio de un desenlace fatal a una enfermedad crénica, reduciendo la

mortalidad y la morbilidad.

Gracias al ART, la replicacién viral disminuye, asi como la proliferacién celular,
permitiendo alcanzar niveles de viremia indetectables en plasma en pocas semanasy 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).

Practicamente todos los tratamientos antirretrovirales aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, “Food and
Drug Administration”) actuan sobre la RT o la proteasa viral. Podemos encontrar
inhibidores andlogos nucledsido y no nucledsido de la RT, inhibiendo asi la replicaciéon
viral. Por otro lado, existen inhibidores de la proteasa viral que impide la maduracién de
los viriones, y como consecuencia se crean particulas virales no infectivas. También se
han aprobado otros tratamientos con otras dianas terapéuticas como la fusidn entre el
virién y la célula, antagonistas del correceptor CCR5, inhibidores de la fijacion y post
fijaciéon 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).

S. Pérez Yanes 29



Introduccion

Tabla 2: Farmacos contra el VIH-1 autorizados por la FDA.

Clase de Medicamento Nombre genérico Afio de autorizacion
Inhibidores de la transcriptasa Zidovudina 1987
inversa analogos de los Zalcitabina 1992
nucleésidos Estavudina 1994
Lamivudina 1995
Abacavir 1998
Didanosina 2000
Fumarato de disoproxilo de tenofovir 2001
Emtricitabina 2003
Inhibidores de la transcriptasa Nevirapina 1996
inversa no analogos de los Delaviridina 1997
nucleésidos 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 Fusidon Enfuvirtida 2003
Antagonistas del correceptor Maraviroc 2007

CCR5
Inhibidor de la transferencia de Raltegravir 2007
cadenas de la integrasa Dolutegravir 2020
Cabotegravir 2021
Inhibidores de la fijacién de la Fostemsavir 2020
envoltura
Inhibidores de la postfijacion de Ibalizumab-uiyk 2018
la envoltura

Potenciadores farmacocinéticos Cobicistat 2014

Antirretrovirales autorizados por la FDA cuya combinacion se utiliza para tratar el VIH-1. En la
columna izquierda encontramos los diferentes grupos en base al mecanismo de accidn, en la
central los nombres genéricos de los medicamentos que pertenecen a cada grupo y en la
derecha el afio en que se autorizé cada antirretroviral.

Las resistencias a los diferentes farmacos son un gran problema en la actualidad.
Debido al alto grado de replicacién del VIH-1, asi como su alta capacidad de mutagénesis
y de recombinacion, 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 farmacos antirretrovirales, definiendo al VIH-1 como un
problema de salud publica. Esto ha conllevado al concepto de combinar diferentes
medicamentos para disminuir la replicacidn viral a un nivel donde se dificulta la creacién
de variantes resistentes al tratamiento. Este concepto que se le denomind 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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disminucion en la mortalidad y morbilidad en paises 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 érganos y tejidos necesarios para la
regeneracion 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
infeccion, generan toxicidad y cambios metabdlicos 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 nucledsido 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). Asi 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 ultimos afos es la Profilaxis
Preexposicion (PrEP). Basado en una combinacién de inhibidores de la transcriptasa
inversa andlogos de los nucledsidos para prevenir la infeccion del VIH-1 que toman
personas con riesgo de infeccién (relaciones sexuales, consumo de drogas inyectables...)

(CDC, 2022a).

En cualquier caso, ninguna de las opciones terapéuticas disponibles conduce a la
erradicacidon del virus y ademas el tratamiento es de por vida, ya que, si se interrumpe,
se vuelven a alcanzar altos niveles de viremia. Esto conlleva a la busqueda de otras
estrategias como podrian 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 proteccién 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 obstaculos. Muchos se han centrado en la capacidad de generar
anticuerpos neutralizantes, pero debido a la alta diversidad y de glicosilacién de la
envoltura ha sido complicado (R. Wyatt & Sodroski, 1998; Pantophlet & Burton, 2006;
V. Simon et al., 2006). Estudios mas recientes se han centrado en la activacién 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 afios no se ha aprobado
ninguna vacuna, se piensa que la clave para conseguirla es que sea capaz de promover
la activacion de ambas respuestas del sistema inmunitario, la respuesta humoral y la

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

1.3.2. Morfologia y estructura del VIH-1.

Las particulas virales del VIH-1 estan formadas por una envoltura lipidica que rodea
una estructura proteica que posee una morfologia cdénica, dentro de la cual
encontramos el material genético compuesto por dos moléculas de ARN de cadena
positiva de un tamano menor a 10 Kb y proteinas 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 proteinas virales. Por un lado,
tenemos las poliproteinas estructurales Gag y Env, que sufren una protedlisis
produciendo diferentes proteinas individuales. Gag dara lugar a las proteinas de la
matriz (MA), de la cdpside (CA), de la nucleocdpside (NC) y p6; mientras Env dard lugar
a la proteina de superficie (gp120) y la proteina transmembrana (gp41). Por otro lado,
encontramos tres proteinas enzimaticas que se generan a partir de la protedlisis de la
poliproteina Pol, la proteasa (PR), la retrotranscriptasa (RT) y la integrasa (IN). El VIH-1
también codifica dos proteinas reguladoras, Tat y Rev y cuatro proteinas accesorias con
diversas funciones en el ciclo viral, Vif, Vpr, Nefy 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 continuacion.

Env (gpl60: gpl120/gp4l): la protedlisis de la Env (gpl60) genera las
glicoproteinas de superficie gp120 y transmembrana gp4l que se unen no
covalentemente formando trimeros. La gp120 es la responsable de la unién al
receptor CD4 celular y al correceptor CCR5 o CXCR4 provocando un cambio
conformacional que permite la insercidn del péptido de fusidn, que se encuentra

en el extremo N-terminal de gp41, en la membrana celular promoviendo la
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fusidén 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 traducciéon del ARNm se generan dos poliproteinas precursoras, Gag
(55 kDa) y Gag-Pol (160 kDa) que sufren una protedlisis generando diversas
proteinas. El precursor Gag esta formado por MA, CA, NC y p6, asi como dos
péptidos espaciadores SP1y SP2. En el extremo N-terminal de Gag encontramos
el dominio MA responsable de dirigir las poliproteinas precursoras Gag y Gag-Pol
hacia la membrana plasmatica y de promover la incorporacion de las
glicoproteinas Env en las particulas virales. En los viriones maduros, en los cuales
se ha producido la protedlisis, MA se encuentra en la superficie interna de la
membrana del viridn. El siguiente dominio que encontramos es CA, cuyo
extremo C-terminal es clave en la dimerizacién de CA y en la oligomerizacién de
Gag durante la fase de ensamblaje del ciclo viral. Ademas, también se ha
observado la implicacién de su extremo N-terminal en la fase de “uncoating”
viral. En los viriones maduros forma el nucleo de las particulas virales. El dominio
NC es el encargado de reclutar el genoma viral en los viriones mediante su union,
asi como también facilita el proceso de ensamblaje viral. En los viriones maduros
NC recubre el material gendmico dentro del nucleo viral. Y, por ultimo,
encontramos el dominio p6 que esta implicado en el proceso de salida viral, ya
gue recluta el complejo de clasificacion endosomal necesario para el transporte
(ESCRT, “Endosomal sorting complexes required for transport”) que cataliza la
fision de la membrana. Ademas, se ha observado que se une a la proteina viral
Vpr por su extremo C-terminal incorporandola a los viriones (Frankel & Young,
1998; Sundquist & Krausslich, 2012; Freed, 2015; Valera et al., 2015; Marrero-
Herndndez et al., 2019).

Pol: a partir de la poliproteina precursora Gag-Pol, en concreto de la parte Pol,
se generan tres proteinas con diferentes capacidades enzimaticas. En el extremo
5’ se encuentra el dominio PR, una aspartil-proteasa encargada de procesar las
poliproteinas precursoras Gag y Gag-Pol en diferentes sitios, liberando las

proteinas finales MA, CA, NCy p6 por parte de Gagy PR, RT e IN por parte de Pol.
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Esto ocasiona el cambio de las particulas virales inmaduras a particulas virales
maduras capaces de infectar. A continuacion, 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 integrara en la
célula. RT estd formada por dos polipéptidos p66 y p51 (resultado del
procesamiento proteolitico de p66), y se cree que forman un dimero estable
entre ellas generando la estructura natural de la RT. Ademads de poseer la funcidn
polimerasa también posee la actividad ARNasa H que degrada la cadena ARN del
hibrido ADN-ARN que se genera durante el proceso de retrotranscripcion. Por
ultimo, encontramos en el extremo 3’ el dominio IN, encargado de la integracion
del ADN viral en el ADN cromosémico celular, preferentemente en genes
transcripcionalmente activos. Este proceso ocurre gracias a sus dos actividades
cataliticas, 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 proteina reguladora que esta implicada en la transactivaciéon de
genes virales y celulares. Promueve la transcripcion del promotor del VIH-1 (LTR)
regulando la actividad de la ARN polimerasa Il y favoreciendo la elongacién de la
cadena gendmica viral (Frankel & Young, 1998; J. B. Carter & Saunders, 2007;
Romani et al., 2010).

Rev: Rev es una proteina reguladora implicada en la exportacion del ARNm que
no ha sufrido “splicing” o que ha sufrido un “splicing” parcial, desde el nucleo
hacia el citoplasma. Como es el caso de los transcritos Env, Gag, Pol, Vif, Vpry
Vpu (Frankel & Young, 1998; R. J. Miller et al., 2000; J. B. Carter & Saunders,
2007).

Vif: Vif es una proteina accesoria clave en la produccién de particulas virales
infecciosas. Evita la incorporacion del factor de restriccion APOBEC3G
(“Apolipoprotein B mRNA Editing enzyme, Catalytic subunit 3G”) (A3G) en los

viriones nacientes, bloqueando su actividad. A3G es una citidina desaminasa
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celular que se incorpora en los viriones provocando dafios en el material
genético viral ya que desamina los residuos de citosina durante la
retrotranscripcion promoviendo asi su degradacién. También se cree que podria
estar implicado en la sintesis de ADN y en el proceso de ensamblaje y/o
maduracién (Frankel & Young, 1998; Goff, 2003; J. B. Carter & Saunders, 2007,
Strebel, 2013; Valera et al., 2015; Marrero-Herndndez et al., 2019).

Vpr: Vpr es una proteina accesoria imprescindible para una eficiente infeccién
viral. Su funcién principal es el transporte del complejo de integracién del
citoplasma hacia el nucleo. También esta implicada en la coactivacion de la
transcripcion viral y celular, en la parada del ciclo celular en la fase G2 y en la
apoptosis de las células T, contribuyendo asi a la patogénesis de la infeccién

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

Nef: Nef es una proteina accesoria que influye en la patogénesis y que se ha
observado que juega un papel en la progresion hacia la fase SIDA. Promueve la
rapida endocitosis del receptor CD4 expresado en la superficie celular y su
degradacion lisosomal. También afecta a la expresién del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | (MHC-I) en mamiferos y denominado HLA en
humanos, induciendo su endocitosis y degradacién, y con ello impidiendo la lisis
celular a través de los linfocitos T citotdxicos (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-Herndndez et al., 2019).

Vpu: al igual que Nef, Vpu afecta al trafico intracelular del receptor CD4, pero en
este caso induce la degradacién de CD4 en el reticulo endoplasmatico (RE),
evitando su expresidon en la membrana celular y favoreciendo el transporte de
Env hacia la membrana celular para su incorporacion en los viriones. También
desregula la expresidn 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 virion maduro infectivo y del genoma del virus VIH-1. Los viriones
maduros infectivos tienen una morfologia cénica, dentro de la cudl encontramos el material
genético compuesto por dos moléculas de ARN de cadena positiva y proteinas virales claves en
su ciclo viral. Dicho material genético esta formado por 9 genes que codificaran 15 proteinas, 6
estructurales (a partir de gag: MA (matriz), CA (capside), NC (nucleocapside) y p6; a partir de
env: gp120y gp41), 3 proteinas enzimaticas a partir de pol (PR (proteasa), RT (retrotranscriptasa)
gue mediante un proceso proteolitico genera p51 e IN (integrasa)), 2 proteinas reguladoras Tat
y Revy 4 proteinas 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 infeccion de la célula por parte del VIH-1 es el
contacto entre la proteina de la envoltura gp120y el receptor celular CD4. Este contacto
permite la exposiciéon del sitio de unién de la envoltura hacia el correceptor celular (CCR5
0 CXCR4) produciendo un cambio conformacional que genera la insercion del péptido
de fusidn del extremo N-terminal de la proteina transmembrana gp41 en la membrana
celular y como consecuencia produciendo la fusién de la membrana viral con la
membrana celular, liberando el “nucleo 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 proteinas de la capside liberando el complejo viral
de nucleoproteina, formado por el material genético ARN y las proteinas asociadas MA,
IN, RT y Vpr, al citoplasma (Frankel & Young, 1998; Engelman & Cherepanov, 2012; Z.

Ambrose & Aiken, 2014). EI ARN es retrotranscrito por la proteina 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
translocacion al nucleo y la integracion del dsDNA al genoma celular, preferentemente
en genes transcripcionalmente activos. Este proceso lo lleva a cabo principalmente la
proteina 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 tardia (Engelman & Cherepanov, 2012; Freed, 2015).

En dicha fase tardia, se transcribe el ADN viral desde su dominio 5’ LTR. Ademas, la
proteina viral Tat favorece la eficiencia en la elongacién aumentando la ratio de
transcripcién (Frankel & Young, 1998; Engelman & Cherepanov, 2012). El ARNm creado,
forma diferentes tipos en funcién de los “splicing” que ha sufrido. Los ARNm pequefios
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 proteina 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 poliproteinas
precursoras Gag, Gag-Pol y Env resultantes se transportan hacia la membrana
plasmatica donde se ensamblan, Gag y Gag-Pol en la parte interna de la membrana
plasmatica y Env en la superficie. Este ensamblaje de los precursores junto con el ARN y
las proteinas virales Nef, Vif y Vpr generan un viridon 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 ultimo paso del ciclo viral es la maduracién del viridn.
Este paso es llevado a cabo por la proteasa viral (PR), que procesa las poliproteinas
precursoras Gag y Gag-Pol generando las proteinas estructurales y enzimaticas virales,
lo que supone un cambio estructural de los viriones y su paso de particulas virales no
infectivas a particulas 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”, retrotranscripcion del material genético viral y su integracion en el genoma
celular preferentemente en genes transcripcionalmente activos; y la etapa tardia en la que se
encuentra la transcripcion y la traduccidn del ARN viral, el ensamblaje de las proteinas virales
en la membrana celular, la salida viral mediante “budding” y la maduracién del viriéon tras el
procesamiento de las poliproteinas Gag y Gag-Pol. Figura creada en BioRender.com

1.3.3.1. Infeccion viral: mecanismo de fusion y entrada del VIH-

1.

El viridn al ensamblarse en la membrana plasmatica celular adquiere proteinas de
superficie celular como moléculas de adhesién que favorecen la unién 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 (gpl60) estd formada por dos
subunidades, gp120y gp41. gp120 es la subunidad que se une al receptor celular CD4 y
posteriormente al correceptor. La subunidad gp120 estd 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 unién 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 union 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 . Tras
dicha interaccidn, se produce un cambio conformacional en la Env que conlleva a la
inserciéon del péptido hidrofébico de fusidon del extremo N-terminal de la subunidad
gp41l en la membrana celular y con ello la fusion de la membrana viral y la membrana
citoplasmatica celular, dando lugar asi a la infeccidn 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
formacién del poro de fusidn y la subsecuente entrada viral, es necesario que se
produzca la correcta sefalizacién a través de la unién de Env con CD4 que conlleva a la
reorganizacion del citoesqueleto celular (Valenzuela-Fernandez et al., 2005; Barrero-
Villar et al., 2009; Garcia-Expdsito et al., 2013; Santos et al., 2014; Valenzuela-
Fernandez, Cabrera-Rodriguez, et al., 2022). Concretamente, promueve la acetilacién de
la subunidad oa-tubulina y la reorganizacién del citoesqueleto de actina induciendo la
formacidn de un pseuddpodo o “capping” en la membrana plasmatica celular donde se
agregan e interaccionan los receptores CD4 y correceptores CCR5/CXCR4, lo cual
produce una eficiente formaciéon del poro de fusidn e infeccién viral (Valenzuela-
Fernadndez et al., 2005; Valenzuela-Ferndndez et al., 2008; Barrero-Villar et al., 2009; Y.
Liu et al., 2009; Garcia-Expdsito et al., 2013; Santos et al., 2014; Casado et al., 2018;
Cabrera-Rodriguez et al., 2019). De hecho, se ha descrito que para que una infeccion por
VIH-1 sea eficiente, se deben formar pseuddpodos en al menos el 20-30% de las células
(Valenzuela-Fernandez et al., 2005; Barrero-Villar et al., 2009; Garcia-Expdsito et al.,

2013; Casado et al., 2018).

1.3.4. Pacientes con diferente progresion de la infeccion por VIH-1.

Existen diferentes grupos de pacientes infectados por VIH-1 segun su perfil clinico.
En concreto, se han definido diferentes grupos de individuos infectados por VIH-1 en

funcidn del control de la infeccidn viral y el tiempo de progresidn 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 mas comun es el grupo de progresores o progresores cronicos (P), en el
gue encontramos los pacientes que en ausencia de ART no son capaces de controlar la
carga viral y progresan a la fase SIDA tras 10 anos aproximadamente desde la
seroconversion (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 infeccién, pero
progresan a la fase SIDA mucho mas rdpido, tras 3 afios desde la seroconversién,
denominados progresores rapidos o “rapid progressors” (RP) (Casado et al., 2010;
Gurdasani et al., 2014; Cabrera-Rodriguez et al., 2019; Valenzuela-Fernandez, Cabrera-
Rodriguez, et al., 2022). Otro perfil clinico, menos comun que los P, es el grupo “Long-
Term Non-Progressors” (LTNP), estos pacientes tienen la capacidad de controlar la
replicacién 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-
Fernandez, Cabrera-Rodriguez, et al., 2022). Este grupo se caracteriza por no haber sido
nunca tratados con ART y controlar la infeccidn con niveles de carga viral indetectables,
de forma asintomatica 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-
Fernandez, Cabrera-Rodriguez, et al., 2022). Aunque nosotros los nombramos asi 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 funcién 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 ultimo, 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 asi, en un extremo el fenotipo RP que sin ART progresan rapidamente a la
fase SIDA, y en el otro extremo el fenotipo LTNP-EC que poseen un control natural de la

infeccion en ausencia de ART, evitando la progresién clinica.

40 S. Pérez Yanes



Introduccion

Esta capacidad de controlar la infeccidn viral por VIH-1 de forma natural, es poco
comun y se ha convertido en un punto clave de investigacién en el dmbito 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
implicacion de ciertos alelos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase | (HLA)
en el control de la infeccién, 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
infeccidn por VIH-1 debido a una delecidn homocigotica del gen CCR5 (R. Liu et al., 1996;
Samson et al.,, 1996; Hutter et al., 2009; Gupta et al., 2019). A nivel de sistema
inmunitario, se ha observado en este grupo de pacientes una fuerte respuesta
inmunitaria especifica contra el VIH-1 (Y. Cao et al., 1995), con una potente respuesta
de los linfocitos T citotdxicos (Hogan & Hammer, 2001; Migueles et al., 2002; Saez-Cirion
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 caracteristicas del virus,
por ejemplo, se descubrid una cohorte de individuos LTNP australianos que tienen
delecionado el gen viral nef y son capaces de controlar la infeccién (Rhodes et al., 2000;
Hogan & Hammer, 2001). Asi como también se ha observado mutaciones de vpr (Rodés
et al., 2004) o la incorrecta funcionalidad de Env (Lassen et al., 2009; Cabrera-Rodriguez
et al., 2019; Pérez-Yanes et al., 2022; Valenzuela-Fernandez, Cabrera-Rodriguez, et al.,

2022), que contribuyen al control viral.

1.4. \Virus ZIKA.

1.4.1. Generalidades del virus ZIKA.

1.4.1.1. Epidemiologia y clasificacion 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 dafos a nivel neuroldgico (Araujo et al., 2016;

L. S. Mufioz et al., 2017).

La primera vez que se aislé el virus Zika fue, en 1947 en el bosque Zika de Uganda,
de un macaco Rhesus (Dick et al., 1952). Un grupo de cientificos ingleses (Dick et al.) que
trabajaban en el “Yellow Fever Research Laboratory” aislaron un macaco Rhesus (Rhesus
766) que tenia fiebre. Dias mas tarde, al no observar mejoria, le extrajeron sueroy se lo
inocularon por via intracerebral a ratones. Diez dias 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 afos después, en 1952, se identificaron las primeras infecciones en humanos
en Uganda, Republica Unida de Tanzania e India (Smithburn et al., 1954; Kindhauser et
al., 2016; WHO, 2016b). Pero fue en 1954 cuando se aisld por primera vez el ZIKV de un
humano, concretamente de una nifia nigeriana de 10 afios que pensaban que habia
enfermado por Fiebre Amarilla (MacNamara, 1954; Vue & Tang, 2021). Durante los afios
50, se detecto serolégicamente el virus en humanos en diferentes paises del continente
africano y asiatico (Sather et al., 1958; Pond, 1963; Kindhauser et al., 2016), y entre 1969
y 1983 el ZIKV se distribuyé hacia Asia Ecuatorial (Garcia et al., 1969; Olson et al., 1981;
Darwish et al., 1983). En ambos casos sin causar brotes en la poblacién y con sintomas
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 infecté el 73% de la
poblacién mayor de 3 afios con los principales sintomas 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 viricas del ZIKV
aisladas en Camboya, Malasia, Nigeria, Senegal, Tailandia y Uganda, se construyé un
arbol filogenético que las relacionaba y dando como resultado la diferenciacion de dos
linajes geograficamente distinto, el africano y el asiatico, dentro de los cudles se incluyen
diversas cepas (Haddow et al., 2012). Ambos linajes emergieron del este de Africa, se
estima que fue en 1920 aproximadamente (con un intervalo de confianza de 1892 a

1947), y en concreto, el linaje asiatico se origind mediante la transmisidn del virus desde
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Africa hacia el Sudeste Asiatico alrededor de 1945 (con un intervalo de confianza de
1920 a 1960), donde se detectd 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 derivé el linaje asiatico (Vue & Tang, 2021).

Entre 2013 y 2014, se produjeron brotes en otras islas del Pacifico, 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 comenz6 a relacionar la infeccién de ZIKV con
sintomas mas severos, con complicaciones autoinmunes y neuroldgicas, asi como con
malformaciones congénitas (loos et al., 2014; Oehler et al., 2014; Cao-Lormeau et al.,
2016; Watrin et al., 2016). Durante el afio 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 reportd
a la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) la asociacién entre la infeccidn por ZIKV con
el sindrome Guillain-Barré (SGB), y con microcefalia. Este hecho, junto con la
coincidencia geografica-temporal del brote mas importante de ZIKV y los juegos
olimpicos de Brasil 2016, asi como el aumento de brotes en diferentes partes del mundo;
llevé a la OMS a declarar el 1 de febrero de 2016 una Emergencia de Salud Publica de
Preocupaciéon Internacional debido a la asociacion entre la infeccion de ZIKV con la
microcefalia y otras enfermedades neuroldgicas (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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GLOBAL SPREAD OF THE ZIKA VIRUS

Figura 8: Mapa historico de la emergencia del virus ZIKA (ZIKV). Mapa en el que se muestra el
afio y la localizacién de eventos de gran importancia relacionados con ZIKV, mostrando su
dispersion a nivel mundial a lo largo de los afios. Figura extraida de (Public Health Landscape,
2016).

1.4.1.2. Situacién actual de la infeccion por ZIKV en el mundo.

En diciembre de 2021, 89 paises tenian evidencias de la transmisién de ZIKV via
mosquito de manera autdctona, tanto en Africa, como América, Sudeste Asiatico y el
Oeste del Pacifico. Por otro lado, 61 paises y territorios poseen el vector de ZIKV, Aedes
aegypti, pero no se han registrado casos de transmisién del virus de manera autdctona
en ellos. Asimismo, se ha descrito en otros paises la presencia de Aedes albopictus,
mosquito que también es capaz de transmitir el ZIKV, suponiendo un riesgo para la
poblacién. La informacion sobre la incidencia de ZIKV en regiones de la OMS como
Africa, Sudeste Asiatico o el Oeste del Pacifico, es limitada ya que algunos paises no han

actualizado sus datos (WHO, 2022a).

Africa es la region donde se originé el ZIKV, siendo una regién clave en la historia
del virus. Se ha observado transmisién autéctona en diferentes paises africanos,
incluyéndose recientemente en esta lista a Kenia, tras su confirmacion a través de
estudios seroldgicos. Aparte de Africa, el sudeste asiatico también ha sido una regién
importante en la evolucién y transmision del ZIKV, y donde se han producido brotes a lo

largo de la historia del virus. Ademads, es una zona con gran riesgo debido a la alta
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densidad de poblacion 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 Asidtico desde
2018. Con respecto al Oeste del Pacifico, solo se han registrado casos esporadicos de
ZIKV desde mitad de 2019. Mientras en el Mediterrdneo Oriental no se ha registrado
transmisién autéctona de ZIKV, aunque se ha detectado a Aedes aegypti en diversos

paises de la regiéon (WHO, 2022a).

América es la region de la OMS con mayor niumero de casos por ZIKV de forma
anual. El pico de brotes por ZIKV se obtuvo en la primera mitad de 2016 y descendié en
la mayoria de los paises 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 registré 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). Ademas, durante el afio 2022 se registraron 2

muertes relacionadas con ZIKV (PAHO, n.d.-b).

Zika Cases

Figura 9: Distribucidn de los casos reportados de Zika durante las semanas epidemioldgicas de
los afios 2021 y 2022 en América. Datos sobre los casos reportados de ZIKV durante los afios
2021 y 2022 incorporados en “Health Information Platform for The Americas (PLISA,
PAHO/WHOQ)” por los ministerios e institutos de salud de los paises y territorios del continente
americano. Figura extraida de (PAHO, n.d.-a).

Barbados fue el pais con mayor incidencia acumulativa en 2022, seguido de Brasil,
Paraguay y Guatemala (PAHO, n.d.-a) (Figura 10). Se ha descrito la transmisién

autoctona de ZIKV en todos los paises del continente americano, excepto Bermuda, San

S. Pérez Yanes 45



Introduccion

Eustaquio y Saba, Chile continental, Uruguay y Canadda. En general, se observa la
persistencia de transmisién de ZIKV en América, pero a bajos niveles y de forma

heterogénea a lo largo de los diferentes paises del continente (WHO), 2022a).
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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 afio 2022 incorporados en “Health
Information Platform for The Americas (PLISA, PAHO/WHQ)” por los ministerios e institutos de
salud de los paises y territorios del continente americano. Figura extraida de (PAHO, n.d.-a).

En Europa no se habian detectado casos autdctonos de transmisidon de ZIKV por
mosquito, sino casos de infecciones por ZIKV en europeos que habian viajado a paises
endémicos del virus. Hasta finales de 2019, cuando se identificé transmisién autdctona
en Francia. En Europa también se ha informado de la presencia en algunos paises del

vector Aedes aegypti (WHO, 2022a).
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Figura 11: Areas con riesgo de ZIKA. Mapa mundial donde se muestra el grado de riesgo de
infeccidn por ZIKV en base a colores. En rojo: pais o territorio con brote de ZIKV actual. En violeta
oscuro: pais o territorio que alguna vez ha notificado casos de ZIKV, tanto en el pasado como en
la actualidad. En violeta claro: dreas con baja probabilidad de infeccién por ZIKV debido a la
altura (mas de 2000 metros). En amarillo: pais o territorio donde se ha establecido el vector,
pero no hay casos de ZIKV reportados. Y por ultimo en verde: pais o territorio donde no se ha
establecido el vector. Datos obtenidos hasta la fecha del 25 de Julio de 2022. Figura extraida de
(CDC, 2022b).

Debido a que la mayoria de los casos de infeccion por ZIKV cursa de forma
asintomatica o con sintomatologia leve, y a la falta de recursos en algunos paises para
la vigilancia de enfermedades de este tipo, resulta complicado la obtencién 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. Ademas, 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 cria de

mosquitos promoviendo la transmisién de esta clase de virus (WHO, 2022a).

También, conviene enfatizar que actualmente no existen vacunas, tratamiento ni

diagnéstico especifico contra el ZIKV (CDC, 2019; WHO, 2022b).

Con relacién al diagnéstico, 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 reaccién cruzada con ZIKV,
mejorando su infeccién y aumentando su patogenia (Dejnirattisai et al., 2016; J. Wen &
Shresta, 2019). Esta reaccién, junto a la superposicién de la distribucién geografica de
ambos virus y la sintomatologia comun, hacen dificil el diagndstico de la infeccién por
ZIKV. De hecho, la Unica prueba capaz de diferenciar la infeccién entre ZIKV y DENV es
la deteccién de ARN en muestras de suero, plasma, orina, saliva y liquido amniético,
mediante RT-PCR (“Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction”) durante la fase
aguda de la infeccion. Ademads, esta prueba requiere de personal e instalaciones
capacitadas dificultando el diagndstico en ciertas areas (Corman et al., 2016; Waggoner

& Pinsky, 2016).

Tampoco existe un tratamiento especifico contra el ZIKV. Debido al tropismo
neuroldgico y placentario del ZIKV, se dificulta en gran medida el hallazgo de un farmaco
capaz de traspasar la barrera hematoencefalica 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 investigacion de andlogos de los nucleésidos y no
nucledsidos 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 fusién 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, si 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, acidos
nucleicos y vectores de adenovirus y virus del sarampidn; estas uUltimas basadas en los
genes de proteinas 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 infeccion por ZIKV, al inducir una potente
produccidn de anticuerpos neutralizantes y una respuesta especifica de células T CD4+
y CD8+ en ratones. Esta respuesta inmunitaria frente a dicho tipo de vacuna ha supuesto
una proteccion en ratones frente a las enfermedades inducidas por ZIKV y la transmisién

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 clinicos por causas de seguridad, sobre todo en mujeres embarazadas (Adam et
al.,, 2021; Adam et al., 2023). Ademas, 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 diagndstico sensibles y especificos contra el ZIKV, lo
gue aparte de dificultar el diagnéstico también afecta al desarrollo de vacunas
(Bernatchez et al., 2020). A su vez, la dificultad de reclutar sujetos para los ensayos y la
disminucion 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 investigacion (Bernatchez et al., 2020; Pattnaik et

al., 2020).

Por todo lo anteriormente expuesto, la gran cantidad de paises con transmisién
autdctona y/o con la presencia del vector, la escasa vigilancia de la enfermedad y la falta
de vacunas, tratamiento y diagndstico especifico, existe un alto riesgo de emergencia 'y

re-emergencia del ZIKV a nivel mundial.

1.4.1.3. Patogénesis y curso natural de la infeccién por ZIKV.

La principal via de transmisidon 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. |. 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
glandula salival y continuda la transmisidn del virus picando a otro primate no humano o

a humanos infectandolos con el virus a través de su saliva. Con ello continuando el ciclo
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de transmisidn selvatico o comenzando el ciclo de transmisidn urbano respectivamente,

como podemos observar en la Figura 12 (Rather, Lone, Bajpai, Paek, et al., 2017).

Ademads, se han descrito otras vias de transmision 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 comun, también se han observado casos
de transmisidn del ZIKV a través de transfusion de sangre (Musso et al., 2014; FDA, 2018)

y sudor (Menezes-Neto et al., 2020).

Mosquito
Aedes (subgenus stegomyia)

Aede(subgenus diceromyia)

Sylvatic Transmission
Cycle

Mosquito
Aedes (subgenus stegomyia)
Aede(subgenus dlceromyla

§/,
n
= uy |
Mosquito
Aedes aegypti
Aedes albopictus
2] Aedes polynesienis " u

¥ Urban Transmission Cycle L Sexua) ransmission
n y n and blood transfusion

Mosquito
Aedes aegypti

Aedes albopictus
Aedes polyneSIems
4 \E

Figura 12: Vias de transmision 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 transmisidn selvatico. 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 transmisidon urbano. Por ultimo, también se ha demostrado la
transmision sexual, vertical y por transfusiones sanguineas de ZIKV. Figura extraida de (Rather,
Lone, Bajpai, Paek, et al., 2017).
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El periodo de incubacion de la infeccién por ZIKV es de entre 3 y 12 dias (loos et al.,
2014). Lo mdas comun, en el 80% de los casos aproximadamente, es que se produzca una
infeccion asintomatica, pero cuando se presenta sintomatologia, esta suele ser leve e
inespecifica (loos et al., 2014; Petersen et al., 2016; Plourde & Bloch, 2016), similar a
infecciones por otros arbovirus: erupcién cutanea (maculopapular y pruriginoso en la
mayoria 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 (loos et al., 2014; Dupont-Rouzeyrol et al., 2015; Musso
et al., 2015; Zammarchi et al., 2015). Desafortunadamente, se ha asociado al ZIKV con
enfermedades mas 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) vy
el sindrome Guillain-Barré (SGB) (Oehler et al., 2014; Cao-Lormeau et al., 2016; Watrin

et al,, 2016).

La microcefalia es un desorden del desarrollo neurolédgico caracterizado por la
reduccion del tamafio del perimetro cefalico (PC) o circunferencia craneal al nacer (2-3
desviaciones estandar por debajo de la media), un crecimiento mas lento que el
promedio en el PC tras el nacimiento y discapacidad intelectual debido a la incapacidad
de proliferacion 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 alimentacién, pérdida auditiva y deterioro de la vision (CDC,
2022c). La causa de la microcefalia puede ser una variacion genética, la exposicién a
agentes teratogénicos o infecciones congénitas (Ashwal et al., 2009; de Araujo et al.,

2016).

S. Pérez Yanes 51



Introduccion

. @

Typical Head Size Typical Head Size
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Figura 13: Relacién de ZIKV con microcefalia en mujeres embarazadas. llustracion de la
microcefalia, enfermedad congénita producida por ZIKV, en nifios recién nacidos. Figura extraida
de (Rather, Lone, Bajpai, & Park, 2017).

Se ha identificado, que este fallo en el desarrollo neuroldgico 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 liquido amniédtico y tejidos de la placenta de
embarazadas infectadas por ZIKV, asi como también en los tejidos cerebrales de los
fetos, se cree que la infeccién se produce a través de las células de la placenta,
rompiendo asi la barrera de proteccidn 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 transmisién del ZIKV también se ha
demostrado in vivo (Cugola et al., 2016; Miner et al., 2016; K.-Y. Wu et al., 2016).
Ademas, se ha descrito a los macrofagos de la placenta (células Hofbauer) y a los
trofoblastos como células diana de ZIKV (Bayer et al., 2016; Quicke et al., 2016). La
infeccion por ZIKV de estos dos tipos celulares de la placenta provoca una respuesta
inflamatoria, asi como también la infeccién de los trofoblastos produce su apoptosis y

un dafo vascular generando una insuficiencia placentaria. Tanto la respuesta
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inflamatoria como la insuficiencia placentaria podrian ser responsables del incorrecto
desarrollo fetal (Bayer et al., 2016; Miner et al., 2016; Quicke et al., 2016; Wen et al.,
2017).

» Syncytiotrophoblast
Hofbauer cell
~—» Cytotrophoblast

Chorionic
villus

T o—>ZIKV

ZIKV infection ®  ZIKV vertical
during pregnancy ® transmission

Figura 14: Transmision 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 transmisidn vertical, infectando los trofoblastos y las células de Hofbauer
de la placenta, permitiendo la infeccién del sistema nervioso del feto. Figura extraida de (Z. Wen
etal., 2017).

De igual modo, también se ha observado que las células progenitoras neurales
(CPN) del tejido cortical son muy susceptibles a la infeccion 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 proliferacién
celular e impidiendo la neurogénesis, y también aumenta la muerte celular,
aumentando la activacién de caspasas y el mecanismo de apoptosis (Cugola et al., 2016;
J.Dangetal., 2016; Tang et al., 2016). En ambas capas (neuronal y CPN) se ha observado
una mayor delgadez por la infeccidén de ZIKV y en los organoides cerebrales un menor
tamaniio 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 microglia, células fundamentales en el
neurodesarrollo (Reemst et al.,, 2016; Retallack et al., 2016), asi 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 mayoria 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 infeccién por ZIKV también genera otras
malformaciones congénitas como atrofia cerebral, calcificaciones en la placa cortical y
subcortical, dafio axonal, nédulos microgliales y gliosis (Driggers et al., 2016; Martines,

Bhatnagar, de Oliveira Ramos, et al., 2016; Mlakar et al., 2016; Wen et al., 2017).

Ademads, como se ha expuesto anteriormente, también es un agente causal del
sindrome Guillain-Barré (SGB). El SGB es un trastorno autoinmune que causa anomalias
a nivel sensorial, disfuncidn autonémica y debilidad, ya que ocasiona un dano a nivel
periférico o de la raiz 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 rapida progresion, ya que alcanza su maxima gravedad en solamente 4 semanas
aproximadamente (R. A. Hughes & Cornblath, 2005; van Doorn et al., 2008; Yuki &
Hartung, 2012), siendo los primeros sintomas: entumecimiento, parestesia, debilidad,
dolor en las extremidades o la combinacion de estos (Yuki & Hartung, 2012). Tras la fase
de progresion, le prosigue una fase de meseta que dura 7 dias de media
aproximadamente (rango de 2 dias a 6 meses) y por ultimo la fase de recuperacion

(Fokke et al., 2014).

El sindrome se desencadena por infecciones previas con patdgenos especificos
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 produccién de anticuerpos que en este caso tienen una reaccién

cruzada con los ganglidsidos de las membranas nerviosas, produciendo un dafio a nivel

54 S. Pérez Yanes



Introduccion

nervioso que conlleva la desmielinizacién, dafio axonal o ambos (Kusunoki et al., 2008;
Sejvar et al., 2011). En base al agente infeccioso y la especificidad de los anticuerpos
antiganglidsidos se define el curso clinico del sindrome y el subtipo de SGB (van der
Meché et al., 2001; van Doorn et al., 2008), que difieren a nivel clinico, electrofisioldgico
e histolégico (T. W. Ho et al., 1995; van der Meché et al., 2001; R. A. Hughes & Cornblath,
2005).

Los dos mas comunes y conocidos son la Polineuropatia Desmielinizante
Inflamatoria Aguda (AIDP, “Acute Inflammatory Demyelinating Polyneuropathy”) y la
Neuropatia Axonal Motora Aguda (AMAN, “Acute Motor Axonal Neuropathy”). AIDP es
una forma sensoriomotora de SGB causada por una demielinizacién que genera déficits
de nervios craneales, disfuncion autondmica 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 polineuropatia axonal no se acompana 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 Neuropatia 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 sindrome de Miller Fisher
(MFS, “Miller-Fisher Syndrome”), un subtipo poco comun que se caracteriza por la
sintomatologia de oftalmoplejia, ataxia y arreflexia (Fisher, 1956; Mori & Kuwabara,

2011).

En un estudio de metaanalisis del fenotipo clinico y electrofisiolégico del SGB
causado por ZIKV, se observé que generalmente se produce el subtipo AIDP, que causa
frecuentemente pardlisis facial y avanza hacia un estado grave de la enfermedad que

suele requerir ingreso en la UCI (Leonhard et al., 2020).

Por ultimo, resaltar que el ZIKV es capaz de infectar otros tipos celulares ademas de
los anteriormente expuestos. En la mayoria de los casos, el individuo se infecta tras la

picadura de un mosquito, por lo que la infeccidn inicial probablemente se producira en
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las células de la piel, afectando a los fibroblastos dérmicos, los queratinocitos
epidérmicos y las células dendriticas inmaduras (Hamel et al., 2015). En relacidn con la
transmisién por via sexual, se ha detectado ARN de ZIKV en el epididimo (érgano donde
maduran y almacenan los espermatozoides), se ha descrito a las células epiteliales del
epididimo y los leucocitos luminales como dianas del ZIKV, asi como también se ha
detectado ARN viral en espermatidas 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 infeccidn, todavia no se sabe con certeza cuadl es
el reservorio celular, aunque se ha detectado ARN viral y antigenos de ZIKV en
espermatozoides. En un estudio en ratones, observaron que las particulas virales se
encontraban sobre todo en el fluido seminal de forma libre y que las células epiteliales
del epididimo podrian 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 infeccidn por ZIKV. llustracién de los diferentes
tejidos y tipos celulares susceptibles a la infeccién por ZIKV. La piel esta 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 testiculos por un dibujo
de su estructura interna donde se resaltan los espermatozoides. Figura extraida de (Gorshkov et
al., 2019).

1.4.2. Morfologia y estructura del ZIKV.

El ZIKV es un virus con simetria 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 region UTR del extremo 5’ (~107 nucleétidos), un UTR 3’ (~428
nucledtidos) que carece de una cola poliA, pero en su lugar tiene CUon al final de una
horquilla de ARN conservada relacionada con la evasion del sistema inmunitario; y
ademas posee un Unico “Open Reading Frame” (Y. Shi & Gao, 2017; B. Wangetal., 2018;

Goertz et al., 2018; H.-H. Lin et al., 2018). Actia como un ARNm a partir del cual se
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traduce una Unica poliproteina que serda procesada por las proteasas viral y del
hospedador, generando tres proteinas estructurales: la cédpside (C), el precursor de
membrana (prM) y la envoltura (E), y siete proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Hamel et al., 2015; Y. Shi & Gao, 2017; Hasan et al., 2018) (Figura
16).

Capside (C): la capside es una de las tres proteinas estructurales del virus. Las
proteinas C se unen al ARN viral para formar la nucleocapside de los viriones, la
cudl sera envuelta por una membrana lipidica que contiene las proteinas virales
prM y E. Ademas, también se ha descrito que actua en el proceso de infeccion
interaccionando con proteinas celulares, modulando el metabolismo celulary 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 proteina prM es la precursora
de la proteina M. Durante la maduracién de las particulas viricas, la proteasa
furina del hospedador corta prM en la proteina M y el péptido Pr. prM protege
la glicoproteina Envoltura (E) de una fusion prematura durante el transporte del
virién inmaduro desde el RE hacia la red del trans-Golgi donde se produce la
maduracién del virién. Tanto la proteina M como E forman parte de la envoltura
o superficie viral que recubre la nucleocapside del virion 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 glicoproteina que se encarga de la unién a los
receptores celulares y la posterior entrada en la célula hospedadora. Asimismo,
la proteina viral E se ha asociado con la patogénesis, el reconocimiento del
sistema inmunitario y la adaptacion 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 proteina NS1 existe en dos tipos de formas oligoméricas, como dimero

unido a la membrana del RE y/o a la membrana citoplasmatica (NS1m), y como

58 S. Pérez Yanes



Introduccion

hexamérica (NS1s), secretada por la célula infectada. Estas formas oligoméricas
NS1m y NS1s presentan funciones diferentes. NS1m actua a nivel de la infeccion
y replicaciéon viral, tiene la capacidad de inducir la remodelacién de las
membranas del RE necesaria para la formacién de los sitios de replicacion.
Mientras NS1s interviene en la evasidn del sistema inmunitario y en la induccion
de la permeabilidad de los tejidos. Se ha descrito a NS1 como una de las
proteinas no estructurales que actta sobre la ruta del interferdn (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 proteina 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 viridn, asi como también tiene un papel en la remodelacion de
las membranas durante el ensamblaje, mostrando un papel fundamental en este
paso del ciclo viral. Asimismo, se ha descrito su papel en la replicacion viral, en
la evasidn del sistema inmunitario y en la patogénesis, degradando proteinas
adherentes de unién y como consecuencia impidiendo la neurogénesis cortical
en mamiferos (J. Y. Leung et al., 2008; K.-J. Yoon et al., 2017; Marquez-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 proteina transmembrana que se encuentra
en el RE. Actua como factor para reclutar a NS3 al RE y para que el dominio
proteasa de NS3 pueda ejecutar su actividad catalitica. Estd compuesto por tres
partes: el extremo N-terminal, una region central hidrofilica y el extremo C-
terminal, siendo la region hidrofilica 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 Unicas proteinas 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 replicacién donde lleva a cabo su funcién. Esta formada por
dos dominios con diferente actividad enzimatica, 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 traduccion del RNA viral, NS2B3 corta la
poliproteina en diferentes sitios de corte que incluyen las regiones de unidn de:
C-prM, NS2A-2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A y NS4B-NS5 en el lado citosdlico del RE.
Por otro lado, durante la replicacién viral, el dominio helicasa de NS3 es el
encargado de separar el dsRNA viral en ssRNA para que actien como cadenas
molde y seguir sintetizando nuevo material genético viral, lo cual ocurre en el
compartimento de replicacion. 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; Majerova et al., 2019; Xing et al., 2020; Knyazhanskaya et al., 2021; Q. Li &
Kang, 2021).

NS4A: NS4A es una proteina asociada a membrana, a la que en diversos flavivirus
se ha involucrado en diferentes procesos como la replicaciéon viral, la
remodelacién de membranas, antagonismo de la respuesta celular del IFN o la
induccion 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 proteina de membrana involucrada en la replicacion viral, la
evasion del sistema inmunitario, la desregulacién de la célula hospedadora y la
remodelacién de la membrana del RE (Mufioz-Jordan 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 proteina no estructural mas larga. Consta de dos dominios con
diferentes actividades enzimaticas, el extremo N-terminal con actividad

metiltransferasa (MTasa) dependiente de S-adenosil metionina (SAM) vy el
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extremo C-terminal con actividad ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp,
“RNA dependent RNA polymerase”). Ademas de tener un papel clave en la

I “"

replicacion viral también es importante en el “capping” y la evasion de la
respuesta inmunitaria mediante la supresion del IFN (H. Dong et al., 2014; Best,

2017; B. Wang et al., 2017; B. Zhao et al., 2017; Upadhyay et al., 2017).
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Figura 16: Estructura del virion maduro infectivo, material genético y poliproteina del ZIKV. El
virion 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 poliproteina que se escinde en
el reticulo endoplasmatico por las proteasas virales y/o de la célula hospedadora, liberando tres
proteinas estructurales (C, prM y E, recuadros rojos) y siete proteinas no estructurales (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5, recuadros amarillos).La regidén 5’ no traducida (UTR) es
susceptible a una doble metilacion especifica (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 traduccidén y también para evitar el reconocimiento y
degradacion celular del ARN viral. Los “loops” UTR en el extremo 3’ son ARN subgendmicos
(sfRNA, recuadro gris derecho) importantes en la evasion de la respuesta inmunitaria. Figura
modificada de (Estévez-Herrera et al., 2021).

1.4.2.1. La proteina no estructural 5 (NS5) del ZIKV.

1.4.2.1.1.  Estructura y funcion.

NS5 es la proteina mas grande (~900 aminoacidos (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). Esta formada por dos dominios, el dominio metiltransferasa (MTasa)
gue 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.

NS5

'
MTasa B . RdRp

Figura 17: Estructura de la proteina 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 localizacion subcelular nuclear. Figura creada en
BioRender.com

Analizando la disposicion estructural de ambos dominios se pueden observar
diferencias entre ellos. El dominio MTasa posee una estructura cldsica de sandwich
o/B/a. En el centro encontramos el sitio activo con la tétrada catalitica K61-D146-K182-
E218 que se conserva entre los diferentes flavivirus. A la izquierda del sitio catalitico se
encuentra el bolsillo de unién a GTP y a la derecha el sitio de unién al cofactor donante
de metilos SAM (B. Zhao et al., 2017; B. Wang et al., 2018). NS5 RdRp esta formado por
tres subdominios de “Thumb”, “Palm” y “Fingers”. El subdominio “Thumb” contiene el
bucle cebador que parece que promueve la iniciacién de la sintesis y su elongacién, el
subdominio “Palm” actia como centro catalitico y el subdominio “Fingers” regula la
actividad RdRp de novo. Los tres subdominios forman en conjunto tres tuneles para el
acceso del ARN molde, la entrada de nucleétidos y la salida del ARN sintetizado. Ademas,
NS5-RdRp contiene dos iones de zinc, cuya funcidn no estd definida, pero se cree que
podria 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 sintesis de nuevo
material genético. La sintesis 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 continuacién, NS3 con su actividad helicasa separa las dos hebras de ARN,
permitiendo actuar otra vez a NS5. NS5-RdRp sintetizara de nuevo otra cadena de ARN,
pero en este caso utilizard -ssRNA como molde generando un nuevo dsRNA que servira
para generar nuevas copias de +ssRNA. Se ha descrito una asimetria en la sintesis de
ARN de los flavivirus, en la que se genera un mayor nimero 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
("MeGpppAzome) en el extremo 5’ para evitar su degradacion por las 5’ exoribonucleasas
y para mejorar el inicio de la traduccion. EIl dominio MTasa de NS5 actua 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 actla como una N-7 guanina metiltransferasa, transfiriendo un grupo
metilo desde el cofactor SAM al ARN con caperuza en la posicidn N7 de la guanina. Para
finalizar, actia como una 2'-O metiltransferasa, transfiriendo un grupo metilo desde
SAM a la ribosa de la posicion 2'-OH del primer nucleétido de ARN (Ray et al., 2006; B.
Wang et al., 2018).

Ademas de tener un papel clave en la replicacidon y “capping” del ARN viral, también

interviene en la evasién del sistema inmunitario.

1.4.2.1.2. Localizacion subcelular de NS5 de ZIKV en

la infeccion.

Aunque NS5 lleva a cabo las actividades de replicacion y “capping” en los
compartimentos de replicacién que se encuentran en el lado citoplasmatico del RE, NS5

de ZIKV se localiza predominantemente en el ndcleo (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 regidon N-terminal del
dominio RdRp se halla una secuencia bipartita de importe nuclear (NLS, “Nuclear
Localization Sequence”), BNLS y o/BNLS, que define su localizacién 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 o en comparacién a la importina 1,
transportando activamente a NS5 hacia el nucleo 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 localizacién celular y la lisina de la posicién 390 (K390), las
argininas de las posiciones 391y 393 (R391 y R393) y la prolina de la posicidon 392 (P392)
residuos claves en dicho importe (Z. Zhao et al., 2021). Asi como también, se ha descrito
en la proteina NS5 de ZIKV un sitio de interaccién con SUMO (SIM, “SUMO-Interacting
Motifs”) que también es necesario en su localizacion nuclear (Conde et al., 2020).
Ademds, se ha observado que el importe de NS5 al nucleo es clave en su estabilidad, ya
gue, si se impide su entrada al nucleo, NS5 se degrada y se inhibe la replicacién viral (Ji

& Luo, 2020).

También se ha relacionado en NS5 de DENV el estado de fosforilacién de los
residuos de serina y treonina con su localizacion celular, NS5 hiperfosforilado se
encuentra en el nucleo, mientras que NS5 hipofosforilado se situa en el citoplasma.
Ademads, en este ultimo estado de fosforilacidn puede interaccionar con NS3 a través de
los dominios C-terminal de NS3 y N-terminal de NS5, en concreto, en la misma regién
con la que NS5 interacciona con la importina 3 y siendo el residuo asparagina de la
posicién 5070 (N570) de NS3 vy la lisina de la posicién 330 (K330) de NS5 claves en la
interaccidon entre ambas proteinas (Kapoor et al., 1995; Johansson et al., 2001; Brooks

et al., 2002; Tay et al., 2016).

A nivel de perfil de distribucién, al contrario que otros flavivirus como DENV en el
gue se encuentra a NS5 con un patrén disperso confinado al compartimento nuclear, el

NS5 de ZIKV se situa 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 resolucidn este nivel de organizacion, como
estructuras prominentes carentes de membrana con forma de anillo donde se
encuentra mayor concentracion de NS5 en los extremos y mucha menor concentracién
en el medio, y que ademds aumentan el tamafio con respecto al tiempo de infeccién.
Asi como también demostraron su colocalizacidn con la importina o en los NB (Ng et al.,
2019; Conde et al., 2020). Todavia no se sabe exactamente qué proteinas celulares
forman parte de los NB ni la funcién 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 modificacién de estos NB relacionados con la formacion de particulas
de ribonucleoproteina involucradas en el “splicing”, la biogénesis de los ribosomas vy el
mantenimiento de los telémeros (Machyna et al., 2013; Coyaud et al., 2018). NS5 reduce
el nivel del factor de “splicing” SC35 y promueve su translocacion del nucleo al
citoplasma, sugiriendo que NS5 podria 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 localizacion de NS5 en estos cuerpos nucleares como un paso clave en la
modulacidon del sistema inmunitario y la respuesta inflamatoria de diferentes células
susceptibles a la infeccidn 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 proteina E del virion maduro de ZIKV reconoce y se une al receptor celular
induciendo la endocitosis mediada por clatrina del virién (Lindenbach & Rice, 2003;
Hackett & Cherry, 2018). La identificacién del receptor celular es un punto
controvertido. Se han descrito diversas proteinas 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 proteina E sufre un cambio
conformacional pasando de tener una estructura de dimero a trimero con disposicion
en forma de horquilla, lo cual expone el bucle de fusidn e induce la fusién de Ila

Ill

membrana viral y la membrana endosomal permitiendo el “uncoating” del virion y la
liberacion 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 poliproteina viral que se encuentra integrada en la membrana del RE 'y
gue serd cortada por las proteasas celulares y viral NS2B3 generando las diferentes
proteinas estructurales y no estructurales. Las proteinas no estructurales remodelan la
membrana del RE para formar los sitios de replicacién viral donde se llevara a cabo la
replicacién del ARN viral gracias también a las proteinas no estructurales que junto a
otras proteinas celulares forman el complejo de replicacidn (Klema et al., 2015; Barrows
et al., 2018; Hu & Sun, 2019; M. Guo et al.,, 2021; Knyazhanskaya et al., 2021). Es
necesaria la localizacién de las proteinas no estructurales en estos complejos de
replicacién para que se lleve a cabo la replicacion del ARN viral. Las proteinas NS2A,
NS2B, NS4A y NS4B son proteinas integrales del RE, NS1 se localiza en el lumen del RE y
NS3 y NS5 al localizarse en el lado citoplasmatico deben ser reclutadas a estos complejos
de replicacién (X. Xie et al., 2013; Klema et al., 2015; Barrows et al., 2018; Xing et al.,
2020).

A continuacion, se lleva a cabo el proceso de ensamblaje en el que la proteina prM
interacciona con la proteina E en el RE, la proteina C y el nuevo ARN sintetizado se
empaquetan en el lumen del RE formando la nucleocapside que se envuelve en una
bicapa lipidica que contiene las proteinas 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 proteina prM que serd
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procesado por la proteasa celular furina formando la proteina M vy 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 heterodimeros (M-E) ocasionando la maduracién de los viriones
(Perera et al., 2008; Yu et al., 2008; Pierson & Diamond, 2012; Shang et al., 2018; Hu &
Sun, 2019). Por ultimo, los viriones maduros son liberados de la célula mediante

exocitosis (Kaufmann & Rossmann, 2011; B. Wang et al., 2018; Hu & Sun, 2019).
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Figura 18: Ciclo viral de ZIKV. El ZIKV infecta y entra en la célula a través de la unién de la
proteina viral E (Envoltura) y el receptor celular induciendo la endocitosis mediada por clatrina.
Como consecuencia del bajo pH del endosoma, se produce la fusidon de la membrana viral y de
la membrana del endosoma, generando el “uncoating” del viridon y liberando el material
genético viral al citoplasma. Tras lo cual, se traduce el ARN viral en los ribosomas celulares
generando una poliproteina que se integra en la membrana del reticulo endoplasmatico que
serd cortada por la proteasa viral NS2B3 y las proteasas celulares en 3 proteinas estructurales y
7 no estructurales. Las proteinas no estructurales remodelan la membrana del reticulo
endoplasmatico para formar el sitio donde se lleva a cabo la replicacién del ARN viral gracias a
la actuacién en conjunto de diferentes proteinas virales. Posteriormente, el nuevo ARN y la
proteina viral C forman la nucleocapside en el lumen del reticulo endoplasmatico, que serd
envuelta en una bicapa lipidica en la que se encuentran las proteinas 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 proteina viral prM y la proteina E sufre un
cambio conformacional, produciendo la maduracion de los viriones. Por ultimo, los viriones
maduros son liberados de la célula mediante exocitosis. Figura creada en Biorender.com.
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1.4.4. Modulacion de la respuesta inmunitaria por el virus ZIKA.

1.4.4.1. Respuesta inmunitaria innata antiviral: Interferon.

Uno de los pasos clave en la respuesta inmunitaria innata antiviral es la produccién
de IFN y la consecuente activacion de la cascada de sefializacion 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 caracteristicas genéticas, estructurales y
funcionales, y el tipo de receptor que utilizan (S. Li et al., 2018; Lazear et al., 2019): IFN
tipo | que incluye diferentes subtipos IFNa, IFN, IFNg, IFNk e IFN® (Platanias, 2005; A.
J. Lee & Ashkar, 2018), IFN tipo Il con un solo subtipo IFNy (Platanias, 2005; A. J. Lee &
Ashkar, 2018) e IFN tipo Ill también con un solo subtipo IFNA (Wack et al., 2015; Stanifer
et al., 2020). Mientras que el IFN | se produce en la mayoria de las células, el IFN Il se
genera sobre todo en células del sistema inmunitario y el IFN Ill en las células epiteliales
y células dendriticas (Lazear, Nice, et al., 2015; McNab et al., 2015; Wack et al., 2015).
Sin embargo, las diferentes clases de IFN comparten la cascada de sefializacién y sus

componentes.

El mecanismo de produccidn y sefializacion de IFN | comienza con el reconocimiento
de los patrones moleculares asociados al patégeno (PAMP, “Patoghen-Associated
Molecular Patterns”) por parte de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR,
“Pattern-Recognition Receptors”) y su consecuente activacion (Takeuchi & Akira, 2010;
Suthar et al.,, 2013; Serman & Gack, 2019). En el caso concreto de la deteccion 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 | inducible por acido retinoico
(RIG-I) (RLR, “retinoic acid-inducible gene | (RIG-1)-like receptors”), como el propio RIG-I

o la proteina 5 asociada a la diferenciacion del melanoma (MDAS5, “Melanoma
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differentiation-associated protein 5”) que reconocen el ARN viral en el citoplasma
(Sutharetal., 2013;J. Ma et al., 2018; Serman & Gack, 2019), y, por ultimo, la GMP-AMP
sintetasa ciclica (cGAS) que detecta el dsDNA que se deslocaliza durante la infeccién (B.

Sun et al., 2017; Y. Zheng et al., 2018; Serman & Gack, 2019).

Una vez activados los PRRs, RIG-I y MDAS 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
proteina de sefializacién antiviral mitocondrial (MAVS, “Mitochondrial Antiviral
Signaling”) que envia una sefial “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 €, IKKg, son necesarios para la fosforilacidn y activacién de
los factores de transcripcién IRF3, IRF5, IRF7 y NF-xB (Loo & Gale, 2011; L. J. Lee et al.,
2021). Dichos factores de transcripcidn activados se translocan del citoplasma al nicleo

para producir IFN (Estévez-Herrera et al., 2021; L. J. Lee et al., 2021).

Por otro lado, el receptor endosomal TLR3 sefaliza la proteina adaptadora TRIF que
activa los factores de transcripcion IRF3, IRF7 y NF-xB, y el receptor endosomal TLR7
sefializa la proteina adaptadora MyD88 que activa IRF7 y NF-xkB para producir IFN
(Kawasaki & Kawai, 2014; L. J. Lee et al., 2021).

Ademads, los PRR aparte de reconocer el ARN viral, también pueden reconocer el
ADN mitocondrial que puede translocar debido a la infeccién por ZIKV (Ledur et al.,
2020). EI AND mitocondrial es reconocido por cGAS que actuard sobre el estimulador
intermediario asociado al RE de los genes del IFN, STING, que activara TBK1 y IKKe, que
a su vez fosforilaran IRF3/IRF7 activando NF-kB para producir IFN | (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: Produccidn de Interferén (IFN) tras la infeccion por ZIKV. EI ARN viral de ZIKV puede
ser reconocido por los receptores endosomales TLR3 y TLR7 activando los factores de
transcripcion IRF3, IRF7 y NF-kB que intervienen en la produccion de IFN. También puede ser
reconocido en el citoplasma por los receptores celulares RIG-1 y MDAS5, que se activan por el
reconocimiento y se translocan a la mitocondria donde activan la proteina de sefalizacion
antiviral mitocondrial (MAVS), que a su vez activa TBK1. TBK1 y IKKe intervienen en la
fosforilacidn de IRF3, IRF5, IRF7 y NF-kB, los cuales una vez fosforilados, se translocan al nucleo
con el fin de producir IFN. El ZIKV al infectar, puede producir la translocacién de ADN
mitocondrial que serd reconocido por cGAS, que actuard sobre STING, un estimulador
intermediario de los genes del IFN que se encuentra asociado al RE. STING activara TBK1 y IKKe
promoviendo la cascada de produccion de IFN. Figura creada en Biorender.com.

Una vez producido el IFN, el IFNo./( se unira al receptor del IFN de la propia célula
gue lo produce o de células vecinas, actuando de manera autocrina y paracrina (Crosse
et al., 2018; Serman & Gack, 2019). El receptor estd 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 proteinas transductoras de sefiales y
activadoras de la transcripcion STAT1 y STAT2, que al fosforilarse, forman un
heterodimero que se asocia al factor regulatorio del IFN, IRF9, formando el factor de
transcripcién denominado ISGF-3 que se transloca al ndcleo y permite la activacion de
elementos de la respuesta estimulada por IFN (ISRE, “Interferon-sensitive response
element”) e induce la expresién de los genes inducibles por IFN (ISG) que actuan
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 Il (IFNy) utiliza otro receptor de superficie celular que también
esta compuesto por dos subunidades, IFNGR1 e IFNGR2 que estan asociados a JAK1 y
JAK2 respectivamente, en vez de a JAK 1y TYK2 como el receptor de IFN I. Otra diferencia
es que con la activacion del receptor por su unién a IFNy y la subsecuente activacion de
JAK1y 2, se induce la formacion de un homodimero entre STAT1 y STAT1 (en vez de un
heterodimero formado por STAT1 y STAT2), que se transloca desde el citoplasma hacia
el nucleo para unirse a los elementos GAS (“gamma interferon activation sites” o sitios
activados por IFNy) que se encuentran en los promotores de algunos ISG. Este proceso
de homodimerizacidon entre STAT1 y STAT1 y su consecuente sefializacion también
ocurre en la via del IFN | y Ill, pero en este caso es Unico, no se produce el complejo

STAT1-STAT2 como en las otras clases de IFN (Platanias, 2005).

Por ultimo, en el caso del IFN Il (IFNA) aunque utiliza un receptor diferente al IFN |,
la cascada de sefalizacion es igual por lo que inducen respuestas transcripcionales
similares. El receptor del IFNA esta formado por un heterodimero que se compone de
dos cadenas, una cadena de alta afinidad IFN-AR1 y una cadena de baja afinidad IL-10R2
(Wack et al., 2015).
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Figura 20: Via de sefalizacion del Interferdn (IFN) tras la infeccidn por ZIKV. Existen tres tipos
de IFN, IFN | con 5 subtipos, IFN 1l o IFNy e IFN Il o IFNA. EI IFN I y Ill se une al receptor y activa
JAK1 y TYK2, que fosforilan las proteinas activadoras de la transcripcion STAT1 y STAT2 que
forman un complejo con IRF9 denominado ISGF-3, que se transloca al nucleo activando los
elementos de la respuesta estimulada por IFN (ISRE) y la expresion de los genes inducibles por
IFN (ISG). EI IFN 1l se une al receptor y activa JAK1 y JAK2 promoviendo en este caso la formacién
de un homodimero formado por STAT1, que se transloca al nicleo y se une a los elementos GAS
de los promotores de algunos ISG. Esta homodimerizacion de STAT1 también se puede producir
en laviadel IFN Iy lll. Figura creada en Biorender.com.

Pero ZIKV ha desarrollado mecanismos para modificar la formacion y sefializacion
de las diferentes clases de IFN. Por un lado, se ha descrito que ZIKV inhibe la ruta del IFN
Iy Il (A. Kumar et al., 2016; Chaudhary et al., 2017). Cabe destacar, que el IFN Ill, 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 secrecion de IFN Il puede proteger de la infeccidn 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 produccidn y sefalizacion de IFN I
mejora la replicacién de ZIKV en las lineas celulares de placenta y glioblastoma
(Chaudhary et al., 2017), aunque existe otro estudio que demuestra un efecto negativo
del IFN Il sobre ZIKV (Hamel et al., 2015), por lo que el efecto del IFN |l sobre ZIKV puede

ser especifico del tipo celular (Chaudhary et al., 2017).
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1.4.4.2. Modulacidon de la via del Interferén por el virus ZIKA.

ZIKV actia mediante diferentes mecanismos y sobre diferentes pasos tanto a nivel

de produccidn de interferon como de su sefializacion para inhibir su funciéon antiviral.

A nivel de produccién de interferén, 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). Ademas, el ARN viral puede ser procesado por la 5'-3’ exoribonucleasa
(XRN-1) del hospedador generando productos subgenémicos de ARN, concretamente
de laregién UTR del extremo 3’, denominados sfRNA (“Subgenomic Flavivirus RNA"), los
cuales se ha visto que inhiben RIG-I y MDAS (Pijlman et al., 2008; Donald et al., 2016;
Goertz et al., 2018).

Por otro lado, diversas proteinas no estructurales actian sobre diferentes factores
celulares que intervienen en Ila produccién de IFN modificdndolos
postraduccionalmente, compitiendo con interacciones proteicas o sefialdndolos para su
degradacion (Miorin et al., 2017; Thurmond et al., 2018). Por ejemplo, NS1 promueve la
degradacion de cGAS mediante la estabilizacidon de la caspasa 1 (Y. Zheng et al., 2018), y
también inhibe la fosforilacion de TBK1 (Y. Wu et al., 2017). Ademas, se ha descrito una
mutacion de NS1 en el linaje asiatico de ZIKV que facilita su interaccién con TBK1,
disminuyendo su fosforilacidn e inhibiendo asi la produccion de IFN (Xia et al., 2018).
NS2A “down-regulate” RIG-1y MDAS e inhibe IRF3 (Ngueyen et al., 2019). NS2B3 corta
STING impidiendo la activacion de la via cGAS/STING (Q. Ding et al., 2018). NS3 se une a
la proteina 14-3-3 impidiendo la translocacién de RIG-I y MDAS a la mitocondria (Ried|
et al., 2019). NS4A “down-regulate” RIG-1 y MDAS (Ngueyen et al., 2019), se une al
dominio CARD de MAVS impidiendo su unidn a RIG-I y MDAS (J. Ma et al., 2018; Hu et
al., 2019) e interviene en la fosforilacién de IRF3 (A. Kumar et al., 2016; Xia et al., 2018).
Y NS4B interacciona con TBK1 impidiendo su oligomerizacion y fosforilacion (Y. Wu et

al., 2017).

A nivel de sefalizacién, NS2B3 interacciona con JAK1 para su degradacion via

proteasoma (Y. Wu et al., 2017).
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Figura 21: Modulacion de la via del IFN por ZIKV. En esta imagen se muestra las interacciones
de los factores celulares (recuadros verdes) que intervienen en la via del IFN con las proteinas
no estructurales virales (recuadros amarillos) y los sfRNA (sfRNA1 y 2, recuadro naranja). Los
codigos de colores se indican arriba a la izquierda. Figura extraida de (Estévez-Herrera et al.,
2021).

1.4.4.3. Funcion de la proteina NS5 en la modulacion de la via

del IFN.

NS5 es la proteina estructural con mayor importancia en el antagonismo del IFN,
utilizando diferentes mecanismos para inhibir la via de sefializacion JAK-STAT tanto en
funcidén de la especie de Flavivirus como de la cepa de la misma especie (Tripathi et al.,

2017; Thurmond et al., 2018).

A nivel de produccién 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). Ademas, es capaz de unirse a RIG-I a través de su dominio MTasa,
inhibiendo su K-63 poliubiquitinacion e impidiendo asi la fosforilacidn y translocacién de
IRF3 (A. Li et al., 2020). También actla en otros puntos, NS5 es capaz de inhibir la
produccién 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), asi como también interacciona con IKKe
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inhibiendo la fosforilacion de IRF3 (Lundberg et al., 2019) e inhibe la activaciéon de TBK-

1 inhibiendo de nuevo la fosforilacién de IRF3 (S. Lin et al., 2019).

A nivel de sefalizacion de IFN, NS5 es capaz de inhibir la fosforilacién de STAT1
(Hertzog et al., 2018). Pero su papel mas importante es en la degradacion de STAT2; NS5
se une a STAT2 a través de su dominio MTasa y promueve su degradacion via
proteasoma en humanos, pero no en ratones. Este hecho explicaria 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 degradacion de STAT2
puede promover la formacion de homodimeros STAT1-STAT1 y como consecuencia la
activacion de genes estimulados por IFNy, como CXCL10 que se ha relacionado con el
reclutamiento de células T CD8+ hacia el SNC durante la infeccion por WNV con el fin de
disminuir la concentracion 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 dafio

neuronal por apoptosis de neuronas fetales (M. Liu et al., 2011).

Aunque su mayor funcidn en la evasidn 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 hepaticas (Chaudhary et al., 2017; Lum
et al.,, 2017; Lima et al., 2019; M. J. A. Tan et al., 2019; Ng et al., 2019). Una activacién
descontrolada de la respuesta inmunitaria innata puede conllevar a la inflamacion,
autofagia y apoptosis celular, procesos que ayudarian a ZIKV a diseminarse y a generar
los dafios citopaticos caracteristicos 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 relaciéon con la inhibicidn de la respuesta del IFN, se ha descrito que la
localizacién nuclear de NS5 de ZIKV juega un papel importante en la inhibicidon de la
transcripciéon del IFN-I (Ng et al., 2019; Conde et al., 2020; Z. Zhao et al., 2021). NS5 de
ZIKV se localiza mayoritariamente en el nlcleo con un patrén punteado en los diferentes

tipos celulares durante la infeccion, por lo que se cree que la localizacion celular y el
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patrén es independiente del tipo celular, aunque si se diferencia su funcién en relacién

con el tipo celular (Z. Zhao et al., 2021).

Ng et al. observaron el mismo patréon nucleado tanto en la linea celular neuronal
LN-299 como en la linea celular hepatica Huh-7, pero sélo activa la respuesta
transcripcional proinflamatoria en la linea celular neuronal. Asi como también
obtuvieron resultados que sugieren que la localizacidn nuclear podria jugar un papel
parcial en dicha activacién (Ng et al., 2019). Ademads, anteriormente ya se habia descrito
la activacién de la respuesta inflamatoria en células neuronales, placentarias, oculares y
de los drganos 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 funcién del tipo celular infectado (M. J. A. Tan et al., 2019).

Por otro lado, Conde et al. observaron una relacién entre los NB formados por NS5
de ZIKV y la inhibicidn de la transcripcidn de ISG en células endoteliales microvasculares
del cerebro (Conde et al., 2020). Este tipo celular normalmente actla como barrera
entre la sangre y el cerebro, evitando la infeccidn viral de las neuronas (Sweeney et al.,
2019), pero ZIKV es capaz de infectarlas sin causar citopatologia, 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 estan compuestos por proteinas 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 acumulacidn, asi como también estan
involucrados en la restriccidn 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 asi la formacién del complejo STAT2-PML y promoviendo la degradacién
de PML, regulando transcripcionalmente el ciclo celular y la respuesta ISG. Ademas,
identificaron la sumoilacién de la lisina de la posicion 252 (K252) de NS5 como clave en

su unién a STAT2 y la consecuente inhibicion de la formacidn 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 podrian actuar de manera
inversa a su funcidn de barrera de defensa siendo una fuente continua para la infeccién

viral neuronal (Conde et al., 2020).

1.5. Respuesta inmunitaria frente a virus ARN: factores de

restriccion.

El sistema inmunitario de los mamiferos 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 patégenos y es mediada
por las células fagociticas. Mientras que la respuesta inmunitaria adaptativa es una
respuesta mas tardia en la que se produce la eliminacién del patogeno y la formacién

de la memoria inmunolégica (Akira et al., 2006; Madigan et al., 2009).

Como se ha comentado anteriormente, durante la respuesta inmunitaria innata
frente a la infeccidn 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 oligomerizacidon de unidn a nucleétidos (NLR, “nucleotide-

binding oligomerization domain-containing-like receptors”) (Jensen & Thomsen, 2012).

Los TLR, son los PRR mas estudiados. Existen 12 receptores de este tipo en
mamiferos (10 en humanos) y reconocen una amplia variabilidad de PAMP relacionados
tanto con virus como con bacterias, hongos y parasitos. Por ejemplo, TLR1, TLR2 y TLR6
reconocen lipidos, mientras TLR7, TLR8 y TLR9 reconocen acidos nucleicos. En concreto,
TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 y TLR8 han sido asociados al reconocimiento de dsRNA, ssRNA y
glicoproteinas de superficie de virus ARN. Todos ellos se expresan en diversas células
inmunitarias como células dendriticas, macréfagos, algunos tipos de células T y células
B, asi 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 sefalizacion (Kato et al., 2006; Saito et al., 2007). Estdn conformados por tres
receptores: RIG-I, MDAS y LPG2 (“Laboratory of Genetics and Physiology 2”). RIG-1 y
MDAS actian como reguladores positivos, reconociendo el ARN viral a través de sus
dominios helicasas y sefalizando “down-stream” mediante CARD. En el otro lado, se
encuentra LPG2 que no contiene dominio CARD y actua como un regulador negativo
interfiriendo en el reconocimiento viral por parte de RIG-I y MDAS5 (Yoneyama et al.,
2005; Rehwinkel & Gack, 2020). Este tipo de receptores se encuentran a nivel
citoplasmatico reconociendo dsRNA en muchos tipos celulares (Yoneyama et al., 2004;

Jensen & Thomsen, 2012; Rehwinkel & Gack, 2020).

Los NLR son proteinas citosdlicas que regulan la respuesta inflamatoria en
mamiferos ademds de actuar como receptores antivirales. El reconocimiento del
componente viral por parte de los NLR induce su oligomerizacién y posterior cascada de
sefializacion “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 sefializacion “down-stream” llevada a cabo por estos receptores celulares,
conlleva a la transcripcion de genes que codifican citocinas proinflamatorias,
guimiocinas e interferén (IFN), generando asi 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 especifica para el virus ARN (Kell & Gale, 2015).

Las células infectadas también son capaces de actuar a un nivel mas directo a través
de la respuesta inmunitaria intrinseca. La respuesta inmunitaria intrinseca, forma parte
de la respuesta inmunitaria innata que se ha explicado anteriormente. Pero mientras

esta ultima esta mediada por células especializadas como las “natural killers” (NK), los
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macroéfagos y las células dendriticas en las que a través del reconocimiento del virus por
parte de un receptor se genera una cascada de sefializacién que conlleva a la
transcripcién de factores antivirales, y por tanto a una inhibicion de la infeccidn viral de
manera indirecta; la respuesta inmunitaria intrinseca consiste en factores de restriccién
que actuan de forma directa impidiendo la replicacion viral (Duggal & Emerman, 2012;

N. Yan & Chen, 2012).

Los factores de restriccion son proteinas codificadas en la linea germinal, que
detectan la infeccidn viral y actdan inhibiendo la replicacidn del virus (interviniendo en
diferentes partes del ciclo viral) de forma directa e inmediata en ausencia de exposicion
previa al virus (Duggal & Emerman, 2012; N. Yan & Chen, 2012). Se considera un factor
de restriccién a una proteina que cumple los siguientes requisitos: tener actividad
antiviral como su principal funcidn bioldgica, ser inducida por IFN o por la infeccidn viral,
ser antagonizado por una proteina viral y a nivel evolutivo haber sufrido una seleccién

positiva (Duggal & Emerman, 2012).

Existen multiples ejemplos de diferentes factores de restriccién que actuan 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-1y
al infectar el virus una nueva célula provoca dafios letales en el material genético viral
al desaminar los residuos de citosina durante la retrotranscripcion promoviendo su
degradacion (Goff, 2003; H. Zhang et al., 2003; Valera et al., 2015). A su vez, la proteina
viral Vif de VIH-1 se une a A3G promoviendo la poliubiquitinacion y degradacion de la
proteina celular (Mehle et al., 2004; Valera et al., 2015). Ademas, se ha descrito que el
propio factor A3G promueve la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. La actividad
desaminasa induce la via de respuesta celular al dafio del ADN y la expresién de ligandos
de activacién de células NK, mejorando el reconocimiento de células infectadas por VIH-
1 por parte de las NK (Norman et al., 2011). En relacién con la respuesta inmunitaria
adaptativa, A3G ha sido descrito como un inductor de dicha respuesta al activar los

linfocitos T CD8+ citotéxicos especificos del VIH-1 (Casartelli et al., 2010).
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TRIM5ao. (“Tripartite Motif’) es una proteina de la familia E3 ligasas capaz de
restringir diversos retrovirus mediante mecanismos especificos 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 capsides retrovirales y/o
su degradacion por proteasoma y actla sobre la retrotranscripcién y posterior

integracion en el genoma celular (Perron et al., 2007; Kutluay et al., 2013).

SAMHDL1 (“Steril Alpha Motif and Histidine Aspartate domain-containing protein 1”)
es una desoxinucledtido trifosfohidrolasa que hidroliza los cuatro dNTP a
desoxinucledsidos y trifosfato inorganico, reduciendo los dNTP celulares y como
consecuencia alterando la retrotranscripcidn y replicacion del VIH-1 en células mieloides
(Lahouassa et al., 2012; Colomer-Lluch et al., 2018). Asimismo, la proteina auxiliar Vpx
de VIH-2 y SIV induce la degradacién de SAMHD1 via 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 proteina transmembrana inducible por IFN que ancla las particulas
virales en la superficie de las células infectadas, reteniendo los viriones e impidiendo la
salida viral de virus con envoltura como el VIH-1, Ebola, virus Marbug, virus Lassa, virus
Nipah o el virus de la estomatitis vesicular. Estos viriones son posteriormente
internalizados y degradados via endosoma-lisosoma (Miyakawa et al., 2009; Perez-
Caballero et al., 2009; le Tortorec et al., 2011). Adem3s, actia como un sensor de la
infeccion activando la expresion 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 (Galdo et al., 2012; J. F. Arias et al., 2014). Por
otro lado, la proteina auxiliar Vpu del VIH-1 actua sobre la teterina promoviendo su
poliubiquitinacién y degradacidn, reduciendo su concentracién en la superficie celulary
reteniéndola en endosomas para su degradacion lisosomal (van Damme et al., 2008;
Iwabu et al., 2009; Mangeat et al., 2009; Colomer-Lluch et al., 2018). Asi como también
la glicoproteina del virus Ebola antagoniza la teterina por un mecanismo desconocido

(Brinkmann et al., 2016).
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Viperina es un factor de restriccion inducido por IFN que actua 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 proteina viral NS5 impidiendo Ia
continuacion de su ciclo viral (Helbig et al., 2011), mientras que con DENV, ZIKV y el virus
de la encefalitis por garrapatas interacciona con la proteina viral NS3 afectando a la

replicacion del ARN viral (Helbig et al., 2013; Panayiotou et al., 2018).

ZAP (“Zinc finger Antiviral Protein”) es un factor de restriccién principalmente
citosélico que actua sobre diversos virus como el virus de la leucemia murina, VIH-1,
Ebola, Influenza, el virus Sindbis, el virus de la encefalitis equina venezolana o el virus
Marburg (Bick et al., 2003; Miiller 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 degradacién (X. Guo et al.,
2007). Pero, la proteina viral NS1 del virus Influenza antagoniza la actividad de ZAP,

posiblemente evitando su unidn 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 funcion a dinamina (GTPasas) (Haller et al., 2007). En humanos
existen dos proteinas Mx, MxA que se encuentra a nivel citoplasmatico y MxB en la
membrana nuclear (Aebi et al.,, 1989; Melén et al., 1996). Ejercen como factor de
restriccion para una gran variedad de virus ARN como el virus Influenza y miembros de
la familia Bunyaviridae. MxA reconoce la nucleocdpside viral e interfiere en la replicacién
y transripcion viral (Haller et al., 2007). Mientras MxB impide la acumulacién nuclear e

integracién cromosdmica del dsDNA del VIH-1 (Goujon et al., 2013; Z. Liu et al., 2013).
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HDACS6 (Histona Desacetilasa 6) es una histona desactilasa cuya funcién principal es
la desacetilacion de diversos sustratos como la tubulina, la cortactina o la F-actina entre
otros (Valenzuela-Fernandez et al., 2008). Debido a su capacidad de desacetilacién y a
su dominio de unién a ubiquitinas (BUZ), interviene en importantes procesos celulares
relacionados con el citoesqueleto y la via degradativa autofagica (Kawaguchi et al., 2003;
Valenzuela-Fernandez 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 actuacion en la modulacién de los microtubulos (MT), se ha
descrito que HDACG dificulta el trafico de los componentes virales del virus Influenza A
hacia la membrana plasmatica impidiendo la hiperacetilacion de los MT (Husain &
Cheung, 2014). Dicha hiperacetilacién también se ha relacionado favorablemente en la
entrada viral del VIH-1, el complejo de envoltura viral promueve la acetilacidon de los MT
induciendo la fusion de membranas. A su vez, HDACG al igual que sobre el virus Influenza
A, es capaz de inhibir la hiperacetilacidon restringiendo la entrada viral del VIH-1
(Valenzuela-Ferndndez et al., 2005; Cabrera-Rodriguez 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 restriccidon de VIH-1 al promover la degradacién
autofagica de la proteina viral Vif, la cual es antagonista de A3G, y también forma un
complejo con A3G, evitando su interaccién con Vif (Valera et al., 2015). Pero, a su vez,

Nef actua sobre HDAC6 evitando la degradacién de Vif (Marrero-Hernandez et al., 2019).
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Tabla 3: Resumen y ejemplos de los diversos factores de restriccion sobre virus ARN.

A3G VIH-1 Desaminacion de los residuos de  Vif
citosina
TRIM5a VIH-1 Desmontaje prematuro de las Desconocida
capsides retrovirales.
SAMHD1  VIH-1 Reduccion de los dNTP celulares. Vpx
Teterina VIH-1, virus Ebola, Anclaje de las particulas virales Vpu (VIH-1)y
virus Marbug, virus en la superficie celular. glicoproteina
Lassa, virus Nipah y (virus Ebola)
virus de la

estomatitis vesicular

Viperina VIH-1, virus de la Interaccion con las proteinas Desconocida
Hepatitis C, DENV, virales NS5y NS3.
ZIKV y virus de la

encefalitis por
garrapatas

ZAP virus de la leucemia Unidon al ARNm y posterior NS1
murina, VIH-1, virus degradacién. (Influenza)

Sindbis, virus de la
encefalitis  equina
venezolana, virus
Ebola, virus Marburg
y virus Influenza

IFITM VIH-1, virus Influenza Mecanismo desconocido Desconocida
A, WNV y DENV
Mx VIH-1, virus Influenza Interferencia en la replicacién, Desconocida

y miembros de la transcripcidn e integracion viral.
familia Bunyaviridae
HDAC6 VIH-1 y virus Desacetilacion de los Nef
Influenza A microtibulos y degradacién
autofagica de Vif.

Factores de restriccion viral frente a virus ARN. En la columna izquierda encontramos el nombre
de los factores de restriccién viral, a continuacidn, ejemplos de virus sobre los que ejercen la
restriccion, en la tercera columna se describe el mecanismo de actuacién y en la tltima columna
se nombran las proteinas virales antagonistas del factor de restriccion.

1.6. HDACS, 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 acetilacién (desacetilado y acetilado

respectivamente) de las lisinas de gran variedad de proteinas (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,
proteinas estructurales, proteinas del citoesqueleto, chaperonas, factores de
transcripcién, etc (Xu et al., 2007). Por lo que, como consecuencia, se encuentran
involucradas en mecanismos celulares como la disposicién de la cromatina, la expresién
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 mamiferos, que segun su homologia a las HDAC de
levadura se han distribuido en 4 clases. En la clase | se encuentran HDAC1, HDAC2,
HDAC3 y HDACS, las cuales son ortdlogas a la histona Rdpd3 de levadura. Las Histonas
desacetilasas de clase Il estan relacionadas con la Hdal de levadura, esta clase a su vez
se subdivide en 2 grupos en funcién de su homologia de secuencia y la organizacion de
los dominios. La clase lla estd formada por HDAC4, HDAC5, HDAC7 y HDACY, vy la clase
IIlb estd integrada por HDAC6 y HDAC10. A diferencia de las HDAC de clase | y Il que
dependen de zinc, la clase Il son histonas desacetilasas dependientes del cofactor
metabdlico NAD+ y esta formada por sirtuinas. Por ultimo, la clase IV conformada por la
HDAC11 que contiene residuos conservados en el dominio catalitico con las HDAC de
clase | y Il, 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 homologia en 11 organismos entre los que se
encuentran el chimpancé y el mono Rhesus; y ortologia en 369 organismos. Tiene un
tamaiio de 21923 pb, un solo locus gendmico y estd 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), regidn caracterizada por
frecuentes deleciones y adiciones de material cromosémico en diversas enfermedades
neuroldgicas y cancerigenas (Voelter-Mahlknecht & Mahlknecht, 2003). El ARNm se
expresa en 27 tejidos, principalmente en rifiones y testiculos, y codifica una proteina 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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HDACSG se diferencia del resto de HDAC en que contiene dos dominios desacetilasa
(DD1 y DD2) cataliticos 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 unién 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
enzimatica mas débil y es altamente especifica 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
cisteinas, reconoce especificamente cadenas de mono y poliubiquitina no ancladas de
aa, permitiendo su unién y transporte para su acumulacién en agresomas y la activacion
de la autofagia. También posee un dominio repetido que contiene Ser-Glu (Serina-Acido
Glutamico), (SE14), involucrado en la localizacidn intracelular de la proteina y la
interaccidn con la proteina Tau. Asimismo, en su extremo N-terminal tiene una NLS y
una secuencia de exporte nuclear (NES) permitiendo la translocacién del citoplasma al
nucleo 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).

HDAC6

N-terminal=— NLS — NES —— DD1 — DD2 - SE14——  BUZ —C-terminal
Zn Zn

Figura 22: Estructura de la proteina HDAC6. En su extremo N-terminal se encuentran las
secuencias de importe (NLS) y exporte (NES) nuclear, seguidas de los dominios cataliticos de
desacetilacién (DD1 y DD2). A continuacidn, posee un dominio repetido que contiene Ser-Glu
(SE14) que interviene en la localizacidén intracelular. Y, por ultimo, en su extremo C-terminal se
encuentra el dominio de unién a ubiquitina con dedo de zinc (BUZ) que permite la eliminacion
de proteinas ubiquitinadas. Figura creada en Biorender.com.

El dominio catalitico de HDACG6 estd formado por aproximadamente 390 aa. El sitio
activo se dispone en un bolsillo tubular ligeramente curvado con un fondo mas ancho.
La desacetilacién ocurre gracias al sistema “charge-relay” que consta de dos residuos de
histidina adyacentes, dos residuos de aspartico (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 aspartico aproximadamente). El ion Zn?* es imprescindible
en dicho sistema, y se encuentra concretamente en el sitio de unién de zinc en el fondo

del bolsillo (Finnin et al., 1999; Ruijter et al., 2003).

HDACG6 posee tanto la funcion de desacetilar residuos de lisina acetilados, como de
union y transporte de proteinas ubiquitinadas para su degradacién. Por un lado,
centrandose en su capacidad desacetiladora, HDAC6 posee un amplio rango de
sustratos, en el que se pueden encontrar la cortactina, la proteina de uniéon F-actina, las
chaperonas HSP90 (proteina de shock térmico de 90kDa) y Hsc70 (proteina de shock
térmico de 70kDa), entre otros, interviniendo en la estructura y motilidad celular, el
transporte intracelular o la degradacidn proteica (Kovacs et al., 2005; X. Zhang et al.,
2007; Valenzuela-Ferndndez et al., 2008; J.-Y. Lee et al., 2010; L. Zhang et al., 2015; K.
Zhengetal., 2017). HDAC6 también desacetila proteinas de la ruta de IFN-I (RIG-I). Pero,
el sustrato mads conocido y estudiado es la a-tubulina, lo que genera una modificaciéon
en la estabilidad de los MT y el trafico intracelular (Haggarty et al., 2003; Y. Zhang et al.,
2006; K. Zheng et al., 2017). Esta capacidad de modificacion del citoesqueleto establece
un papel de HDAC6 en diversos mecanismos como la infeccién viral, la sinapsis
inmunoldgica o la migracion celular. La implicacion de HDAC6 en la organizacion del
citoesqueleto, asi como sus consecuencias, se explicardn detalladamente en el apartado

1.7.

Por otro lado, como consecuencia de su dominio BUZ de unién a ubiquitina, HDAC6
interviene en la degradacién de proteinas ubiquitinadas actuando en diferentes etapas
del proceso de autofagia. Interacciona con las proteinas ubiquitinadas y las proteinas
motoras dineinas, transportandolas a través de los microtubulos (MT) y promoviendo la
formacién de agresomas, asi como también regulando la fusién del fagosoma con el
lisosoma (procesos que se detallardn 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
funcidén en el citoplasma y nucleo. Existen diversos estudios donde demuestran que la

fosforilacidon aumenta su actividad. Se ha asociado la fosforilacion de las serinas de las
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posiciones 22 (S22) y 1035 (S1035) por la glucégeno sintasa quinasa-3 (GSK3p) y la
sefializacion de la via EGFR-RAS-RAF-MEK-ERK respectivamente, con el aumento de la
actividad de desacetilar la subunidad a-tubulina. También la fosforilacién de HDAC6 por
parte de la quinasa 2 del receptor acoplado a proteina G (GRK2), aurora Ay la isoforma
€ de la proteina quinasa C (PKCC), ejerce el mismo efecto. Mientras que la fosforilacion
de la posicion 458 (S458) por la proteina quinasa CK2 aumenta su actividad en la
formacién y eliminacién 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 modificacion
postraduccional que afecta a sus funciones es la acetilacion. La HAT p300/CBP acetila la
lisina 16 (K16) de HDAC6 inhibiendo su capacidad de desacetilar tubulina y su
translocacion al nucleo impidiendo la unidn de la a-importina a la secuencia NLS (Y. Liu

et al., 2012; K. Zheng et al., 2017).

También se puede modificar su funcidon quimicamente. Para HDAC6 existen pocos
inhibidores selectivos pero muy efectivos y muchos de ellos pertenecen a la clase acido
hidroxamico debido a su alta capacidad de quelar Zn?*, entre ellos podemos encontrar
la tubacina, triazol, ACY-1215, C1A, tubastatina A (TBSA). En diferentes estudios, se ha
observado que todos aumentan la concentracion de a-tubulina acetilada y que podrian
ser un posible tratamiento a diferentes tipos de cancer (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 implicacion de HDAC6 en diversas
enfermedades neurodegenerativas (EN) al tener un papel clave en el estrés oxidativo
neuronal, el transporte mitocondrial y la eliminacion de agregados de proteinas

(SimoGes-Pires et al., 2013).

HDAC6 también tiene como sustratos las proteinas reguladoras de la via redox,
peroxiredoxinas | y Il, cuya forma acetilada incrementa su actividad reductora de H,0, y
su resistencia a la superoxidacion (Parmigiani et al., 2008). Las especies reactivas de
oxigeno causan danos irreversibles a biomoléculas celulares y generan un ambiente de

estrés celular que lleva a la disfuncién neuronal y muerte celular; por lo que se
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relacionan con EN como el Alzheimer, el sindrome Down o la enfermedad de Niemann-
Pick (Krapfenbauer et al., 2003; Bhatt et al., 2021). Pero cuando se inhibe la actividad
desacetiladora de HDACG6 con tubacina o se silencia la expresion del ARNm se reduce
significativamente la muerte celular inducida por H;O; en la linea celular LNCaP

(Parmigiani et al., 2008).

Con relacién a su actividad desacetilasa, también se ha sociado a HDAC6 con EN,
pero en este caso en base a su sustrato mas conocido, la subunidad a-tubulina de los
MT. La acetilacion de a-tubulina juega un papel importante en la dindmica de MT y el
transporte neuronal. El transporte mitocondrial hacia la zona celular donde debe
aportar energia es imprescindible para una correcta funcionalidad neuronal,
observandose 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 inhibiciéon de la actividad desacetilasa de HDAC6 por el tratamiento
de neuronas hipocampales con tubacina, aumentd la cantidad y la velocidad del
transporte mitocondrial. Dicho incremento se relaciond con la acetilacion de a-tubulina
y la asociacion de la mitocondria con la proteina motora kinesina-1 (involucrada en el
transporte anterégrado axonal) (Hollenbeck & Saxton, 2005; S. Chen et al., 2010). Como
consecuencia de la acetilaciéon de o-tubulina, también se favorece la unién de otra
proteina motora, dineina (involucrada en el transporte retrégrado axonal), a los MT,
interviniendo en el transporte mitocondrial, y de otros organulos y vesiculas (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 version patogénica atenua dicho proceso al impedir la interaccidn de proteinas
motoras con los MT, produciendo la muerte neuronal (Gauthier et al., 2004; Dompierre
et al., 2007). Pero, dicha situacion patoldgica se revierte al tratar las neuronas con el
inhibidor de HDAC tricostatina A (TSA). Ademas, se ha observado en muestras estriales
“post mortem” de pacientes con la enfermedad de Huntington una drastica disminucién
en el nivel de a-tubulina acetilada en comparacién con los individuos control (Dompierre

et al., 2007).
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Con relacion a la funcionalidad de HDAC6 en la via degradativa autofagica, es
ampliamente conocido que la formacién de agregados de proteinas celulares mutantes
téxicos 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 acumulacién de proteinas mal plegadas en placas e
inclusiones neuronales (J. P. Taylor et al.,, 2002). En la enfermedad de Parkinson, la
proteina Parkin se encuentra mutada afectando a su funciéon ubiquitina ligasa,
contribuyendo a la disfuncionalidad de la via degradativa proteasoma (UPS, “ubiquitin-
proteasome system”) y a la muerte neuronal dopaminérgica (Shimura et al., 2000; Lim
& Tan, 2007). Ademas, esta EN también se caracteriza por la presencia de los cuerpos
de Lewy (inclusiones citoplasmaticas eosinofilicas) en neuronas, cuyo componente
principal es la proteina a-sinucleina mutada que de igual forma genera la disfuncién del
proteasoma (Tanaka, 2001; L. Chen et al., 2006). También ocurre en el Alzheimer, donde
la proteina Tau se une al proteasoma inhibiendo su actividad (Keck et al., 2003). O en la
enfermedad de Huntington, en la que la proteina huntingtina también afecta
negativamente a la UPS (Bence et al., 2001). Pasando HDAC6 a jugar un papel clave a
través de la regulacién de la via agresoma-autofagia y la eliminacién de agregados de
proteinas como la a-sinucleina (Kawaguchi et al., 2003; Su et al., 2011; Simdes-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 transformacién oncogénica de Ras induce la
expresion de HDACS6, siendo necesario HDAC6 en la transformacién oncogénica y la
formacidn de tumores. Ya que con el silenciamiento de HDAC6 (“knockdown” y shRNA
(“short hairpin RNA”)) existe mayor resistencia a la transformacién oncogénica
dependiente de Ras y a la reduccién 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 adhesién. Ademas,
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caracterizaron la actividad desacetilasa como la responsable del crecimiento de tumores

solidos (Y.-S. Lee et al., 2008).

Asimismo, se ha descrito la expresién de HDAC6 como un factor que favorece el
crecimiento tumoral y la metastasis al tener como sustratos componentes del
citoesqueleto y actuar sobre la migracién celular como se ha expuesto anteriormente.
HDACG6 desacetila los MT acrecentando su dinamica y favoreciendo la motilidad celular,
mientras la tubacina, ejerce el efecto contrario (Haggarty et al., 2003). Martina Bazzaro
et al., observaron que la inhibicién farmacolégica y “knockdown” de HDAC6 impide la

motilidad de lineas celulares de cancer 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 expresidon produce una enzima desubiquitinasa que ante una sefal protumoral
se transloca del citoplasma a la regidn 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 translocacidn de Bcl-3 al nucleo, y
la posterior activacion del promotor ciclina-D1 y aumento de la proliferacién vy
crecimiento tumoral (Massoumi et al., 2006). Se ha visto que la capacidad de CYLD para
controlar el crecimiento y el ciclo de divisién celular en la fase G1/S depende de su
interaccidon con MT estables o polimerizados. Para favorecer dicha interaccién, también
se une a HDACG6 e inhibe su actividad catalitica para evitar el crecimiento tumoral

(Wickstrom et al., 2010).

También existen estudios donde se ha relacionado su actividad autofagica con
diversos tumores. La inhibicion de HDAC6 mediante el tratamiento con SAHA o tubacina,
su silenciamiento con siRNA o “knockdown”, y la consecuente repercusion en la via
agresoma-autofagia, origina un efecto positivo en enfermedades tumorales. Que junto
a la inhibicién de UPS con bortezomib, favorece la apoptosis de células cancerigenas del
cancer de pancreas, de ovario y multiple mieloma. Al inhibir la via UPS y autofagica 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
investigacion de posibles inhibidores de HDAC6 como futuros tratamientos en diversas
enfermedades neurodegenerativas y tumorales. Asi como también en infecciones
virales, interviniendo tanto a nivel de citoesqueleto el cual actla en el transporte viral a

través de la célula, como a nivel de degradacién autofagica.

1.7. Elcitoesqueleto de microtubulos y su relacion con HDACS.

En 2002, Charlotte Hubbert et al., definieron por primera vez a HDAC6 como una
proteina modificadora del citoesqueleto de MT. Demostraron que HDAC6 es capaz de
unirse y desacetilar los MT acetilados modificando su dindmica, interviniendo en

procesos bioldgicos 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 vesiculas y organulos, la
divisién celular, etc. Estd 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 didmetro formadas por
heterodimeros de a y B-tubulina. Normalmente tiene uno de sus extremos unido a un
unico Centro de Organizacién de Microtubulos (MTOC, “Microtubule-Organizing
Center”) denominado centrosoma y actuan en el mantenimiento de la forma y la
motilidad celular, en el movimiento de los cromosomas durante la division celular y en

el transporte de organulos (Madigan et al., 2009).

Las subunidades o y B-tubulina difieren en la secuencia de aa codificadas por
diferentes genes que se encuentran en todas las células eucariotas (Binarova &

Tuszynski, 2019).

Existen 10 genes TUBA (TUBA1A-1C, TUBA4A-4E, TUBA8 y TUBAL3) que codifican la
proteina a-tubulina y 9 genes TUBB (TUBB1, TUBB2A-2B, TUBB3, TUBB4A-4B, TUBBS5,

TUBB6 y TUBBS8), que codifican la proteina B-tubulina. Los isotipos entre las mismas
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subunidades son 99% idénticos, y la mayoria se expresan constitutivamente como a.la
o B5, aunque algunos son especificos de ciertos tipos celulares y tejidos como a8 en

musculos, 1 en plaquetas o 33 en neuronas (Khodiyar et al., 2007; Gasic, 2022).

En relacién con la secuencia, tanto a-tubulina como B-tubulina, contienen una
region de unidn a nucleétidos en el dominio N-terminal, un dominio intermedio de unién
a Taxol y un dominio que se cree que es de unién a proteinas motoras y proteinas
asociadas a MT (MAP, “Microtubule Associated Proteins”) en el extremo C-terminal. A
nivel estructural también son practicamente idénticas, cada monédmero posee un nucleo

de dos laminas B rodeadas por 12 hélices o (Nogales et al., 1998).

Los MT se forman a partir de dichas subunidades de tubulina, dos proteinas
globulares unidas por enlaces no covalentes formando heterodimeros. Los
heterodimeros se unen entre ellos longitudinalmente en la misma direccién para formar
un protofilamento, es decir, la “parte alta” de la molécula de B-tubulina se unira a la a-
tubulina del siguiente heterodimero sucesivamente hasta formar el protofilamento. A
su vez, se uniran perpendicularmente 13 protofilamentos de forma paralela, formando
contactos laterales entre mondmeros del mismo tipo (a-a y B-B) para formar la
estructura cilindrica hueca caracteristica 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. Ademas, los multiples contactos entre las subunidades

le proporcionan a los MT su rigidez caracteristica (Alberts et al., 2008) (Figura 23).
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Figura 23: Estructura, polimerizacién y dinamica de los microttbulos. Los MT estan formados
por 13 protofilamentos de subunidades de tubulina (heterodimero de a-tubulina y B-tubulina)
y se caracterizan por su inestabilidad dinamica. La inestabilidad dindmica es el rapido cambio

entre el estado de crecimiento y disociacion, o lo que es lo mismo, entre polimerizacion y
despolimerizacién. Figura creada en Biorender.com.

Las subunidades de tubulina tienen la capacidad de catalizar la hidrdlisis de
nucledsidos trifosfato, GTP (“Guanosine Triphosphate”). Esta hidrélisis se produce de
forma lenta en las subunidades libres, pero se acelera el proceso cuando se incorporan
en el filamento. La ratio de adicién de subunidades al filamento puede ser mas rapido
gue la ratio de hidrolizacion de GTP, generando un extremo del filamento que contiene
nucledsidos trifosfato. Ademads, la hidrdlisis disminuye la afinidad de unién entre
subunidades “vecinas” favoreciendo la disociacion del extremo del filamento. La
introduccidn o separacidon de subunidades ocurre casi exclusivamente en los extremos

de los microtubulos (Alberts et al., 2008).

La polaridad estructural que tienen los MT influye en las ratios de crecimiento del
filamento. En una estructura asi, la cinética de asociacion y disociacidon es a menudo
mayor en un extremo que en otro. Los MT despolimerizan 100 veces mas rapido en su
extremo que contiene GDP que en el extremo GTP. El extremo mas dinamico se

denomina extremo positivo (+) y el menos dindmico, extremo negativo (-). Estas
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estructuras se caracterizan por tener una gran inestabilidad dindmica, es decir se
caracterizan por poseer cambios rapidos entre el estado de crecimiento y disociaciéon
(Alberts et al., 2008) (Figura 23). Esta inestabilidad dinamica es imprescindible en
diversos procesos celulares como el trafico intracelular, la motilidad o la morfologia
celular, entre otros. Un claro ejemplo es el ciclo celular; durante el ciclo celular en la
interfase los microtubulos se encuentran estables y con gran longitud, pasando a un
estado mucho mas dinamico en la mitosis que da como resultado la separacion de las
cromatidas y la posterior estabilizacidon de los MT en las células hijas. Pero una extrema
estabilizacién o desestabilizacién es perjudicial para la célula. Por ejemplo, agentes
desestabilizadores de MT como los criptoficinas (inhiben la polimerizacién) bloquean la
division celular y generan apoptosis, mientras otros afectan al trafico de vesiculas y
organulos (Fanale et al., 2015). A su vez, el taxol, un estabilizador de MT (evita la
despolimerizacidn) afecta a la migraciéon 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, y-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 nucleacién y ensamblaje de las otras subunidades
(Oakley, 1992; Kollman et al., 2010). La y-tubulina forma una estructura con forma de
anillo denominada yTuRC (“y Tubulin Ring Complex”) en conjunto con otras proteinas
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 estd involucrado en la
regulacién génica y el ciclo celular, asi como en la disminucidon de la dindmica del
extremo positivo de los MT (Bouissou et al., 2009; Oakley et al., 2015; Paluh et al., 2000).
Esta funcidn de y-tubulina resulta extrafia ya que se situa mayoritariamente en el
extremo negativo de los MT, por lo que, para explicarlo, existen dos teorias (Oakley et
al., 2015). Una de ellas propone que yTuRC se podria unir a factores catastroéficos o de
rescate, o a las proteinas motoras que los transportan a través de los MT, afectando a
su transporte hacia el extremo +, ya que se ha observado que mutaciones en y-tubulina
modifican la unién de proteinas motoras y/o factores estabilizadores de MT

(Zimmerman & Chang, 2005; Cuschieri et al., 2006; Oakley et al., 2015). La otra hipétesis
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es que YTuRC actue como un factor de rescate evitando la disociacién de los MT

(Bouissou et al., 2009; Oakley et al., 2015).

También juegan un papel importante las MAP que influyen en la estabilizacion de
MT, como la estamina que impide la polimerizacién o la catanina que promueve la
despolimerizacién; y ademads les permite su unién 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 estabilizacidon de los MT. Estas modificaciones
regulan las propiedades de los MT, modulan la unién a MAP, indican la longevidad de
los MT e intervienen en la morfogénesis celular (MacRae & Langdon, 1989). La mayoria
se producen una vez se da lugar la polimerizacidn, y entre ellas podemos encontrar la
acetilacion, fosforilacidn, poliaminacidn, poliglicilacion, poliglutamilacién y tirosinacion
(Luduefa, 1997; Wloga & Gaertig, 2010). En concreto, se ha asociado a la acetilacion y
la destirosinacion de la subunidad a-tubulina con MT mads estables (Gundersen et al.,

1987; Piperno et al., 1987).

El estado de acetilacion-desacetilacidn del grupo g-amino de la K40 de a-tubulina
localizada en el lumen del MT determina la estabilizacion de las estructuras de los MT y
su dinamica, siendo la tubulina acetilada su forma estable y la tubulina desacetilada su
forma dinamica. La enzima responsable de la adicién del grupo acetilo es la
acetiltransferasa aTAT/Mec-17, mientras las enzimas que ejercen el efecto contrario
(desacetilacion) 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 concentracién de o y B-tubulina. Ademas, se ha comprobado
gue ambos dominios cataliticos (DD1 y DD2) de HDAC6 son necesarios en la
desacetilacion (Hubbert et al., 2002; Y. Zhang et al., 2003; Y. Li et al., 2012; Magiera &
Janke, 2014).

S. Pérez Yanes 95



Introduccion

Como consecuencia de la regulacidn de la estabilidad de los MT por parte de HDACS6,
su participacion es clave en diversos procesos celulares. Por ejemplo, en la morfologia
celular, la adhesion y la migracion de las células (Boyault et al., 2007; Valenzuela-
Fernandez et al., 2008). Asi como también a nivel de sistema inmunitario interviene en
la sinapsis inmunoldgica, en la respuesta citotdxica y en la via autofagica (Pandey et al.,
2007; Valenzuela-Fernandez 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 transcripcién viral (Valenzuela-Fernandez et al., 2008; Y.

Li et al., 2012).

1.8. Papel del citoesqueleto de microtubulos en la infeccidn viral.

Los MT intervienen en multiples 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 mayoria de los virus sin envoltura y algunos con envoltura
entran en la célula a través del mecanismo de endocitosis, mientras la mayoria de los
virus con envoltura entran a través de la fusion 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 polarizacion de la red de MT
interviene en la organizacidn 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 mds que apical (Marozin

et al., 2004; Naghavi & Walsh, 2017).

A su vez, los receptores también influyen en la dindmica de MT. Una vez se produce
la unién del virus con el receptor de superficie de membrana celular, se genera una
sefalizacion que conlleva a la estabilizacién de MT, la cual favorece la entrada viral. Por
ejemplo, la envoltura del VIH-1 se une al receptor CD4 aumentando el nivel de
acetilaciéon de a-tubulina de forma CD4 dependiente y con ello permitiendo la formacion

del poro de fusion y entrada viral (Valenzuela-Fernandez et al., 2005; Casado et al., 2018;
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Cabrera-Rodriguez et al., 2019; Cabrera-Rodriguez et al., 2022; Pérez-Yanes et al., 2022;
Valenzuela-Fernandez, Cabrera-Rodriguez, et al., 2022). O el virus herpes asociado al
sarcoma de Kaposi, que se une al receptor integrina o331 y activa una cascada de
sefializacion generando un cambio en la estabilidad de los MT que le permite su

internalizacion y trafico intracelular (Naranatt et al., 2005).

Una vez entra el virus en la célula, pueden utilizar los MT para transportarse hacia
el nucleo con el fin de llevar a cabo la replicacién. Los adenovirus activan la sefializaciéon
por Racl promoviendo la polimerizacidon de los MT, asimismo, activan la proteina
quinasa A y la proteina quinasa activada por mitégeno p38 con el fin de mejorar el
transporte mediado por dineina hacia el nucleo (Suomalainen et al., 2001; Warren &
Cassimeris, 2007). Otros ejemplos son el HSV-1 que se une a las proteinas especializadas
en el seguimiento del extremo positivo de los MT y se transporta retrégradamente a
través de ellos (Jovasevic et al., 2015), o el VIH-1 cuya capside interacciona con bicaudal
D2 (una proteina adaptadora de dineina) y proteinas MAP como MAP1A y MAP1S, y se
transporta retrogradamente hacia el ndcleo (Fernandez et al., 2015; Malikov et al., 2015;
Carnes et al., 2018). También la proteina matriz del VIH-1 se une a la proteina Kif4 que
se localiza en los extremos de MT estables e induce la estabilizacién de los MT necesaria
para alcanzar el ndcleo (Sabo et al., 2013; Morris et al., 2014). Ademas, se ha visto en

Ill

el VIH-1 que la estabilizaciéon 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 proteinas motoras dineina o quinesina 1, proponiendo una

Ill

posible relacidn entre el transporte y el “uncoating” (Lukic et al., 2014).

Aunque otros virus, sobre todo virus ARN, no llevan a cabo su replicacion en el
nucleo, sino en el citoplasma. Para ello utilizan también la proteina motora dineina para
transportarse retrégradamente por los MT pero en esta ocasiéon hacia la zona
perinuclear; y modifican los MT en dicha zona con el fin de crear los sitios de replicacién
gue los protejan de la deteccidon celular. Con relacidn al transporte, se ha visto que la
proteina p54 del virus de la peste porcina africana, esencial para su replicacion, se une
a dineina y se transporta hacia el MTOC; y ademas el tratamiento con nocodazol inhibe

la produccién viral (Alonso et al.,, 2001). Otros ejemplos de virus que utilizan el
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transporte retrégrado a través de los MT del axdn neuronal para llegar a su lugar de
replicacidn 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 proteina VP1
de norovirus redistribuye los MT acetilados hacia los sitios de replicacién adyacentes al
MTOC (Hyde et al., 2012). Mientras los rotavirus se replican en “viroplasmas” que son
una fusién de estructuras pequefias que se localizan en la regidn perinuclear, estas
fusiones derivan de la interaccion de las proteinas 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 “factorias” o inclusiones perinucleares que pueden
ser filamentosas o globulares, seguln el virus. En el caso de las inclusiones filamentosas,
su formacion depende de la estabilizacion de MT, ya que el tratamiento celular con
nocodazol resulta en el cambio estructural a inclusiones globulares pequenas dispersas
en el citoplasma (Parker et al., 2002). También los flavivirus como el ZIKV forman los
sitios de replicacion reorganizando los MT vy 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 titulos virales (Cortese et al., 2017).

También se ha descrito el papel de los MT en el ensamblaje de los viriones. La
glicoproteina de la envoltura de los alfacoronavirus interacciona con la tubulina y se
localiza en la regidn perinuclear, pero bajo la influencia de nocodazol se encuentra
dispersa en el citoplasma, incorporandose en menor cantidad en los viriones y

dificultando la salida viral (Rudiger 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 capside del virus HSV-1 (Pasdeloup et al., 2013) o su
proteina de la envoltura pSU9 que se une a la quinesina-1 para el transporte
anterogrado hacia la periferia axonal (Diefenbach et al., 2016); ademas se cree que su
proteina VP22 podria estar involucrada en este paso al promover la estabilizacién e
hiperacetilacion 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 anterégrado a
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través de los MT, siendo imprescindible el estado acetilado de estos, ya que el
tratamiento con nocodazol impide el transporte de la capside, dificultando la salida viral
(Coller et al., 2012). Ademas, Steeve Boulant et al., han descrito que la cdpside madura
del virus de la Hepatitis C redistribuye los “lipid droplets” alrededor del nucleo 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
redistribucion (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 capsides
a través de los MT mediante la quinesina-1 y quinesina-2 respectivamente; asi como
también el virus de la peste porcina africana induce la acetilacion de microtubulos 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 proteina BHRF1 del virus de Epstein-Barr induce la hiperacetilacién de los
MT vy la agrupacién de mitocondrias cerca del nucleo formando un “mito-agresoma”
dependiente de MT, todo ello conlleva a la mitofagia y subsecuente inhibicion de la
respuesta inmunitaria a través de MAVS (Glon et al., 2022). Asi como la fosfoproteina
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 nucleo y posterior activacidén 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, podrian
actuar como una diana en la restriccidn viral al igual que ocurre con la via degradativa

autofagica.

1.9. Autofagia e infeccidn viral.

La autofagia es una via de degradacién de componentes citoplasmaticos a través

del lisosoma, tanto de macromoléculas como de orgdnulos. Existen tres tipos de
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autofagia que se diferencian en su mecanismo de accién: macroautofagia,
microautofagia y autofagia mediada por chaperonas (Mizushima, 2011; Reggiori et al.,
2012). En la microautofagia, se produce una invaginacién hacia el interior de la
membrana lisosomal para incorporar pequefas partes del citoplasma (Mizushima et al.,
2008; Z. Yang & Klionsky, 2010; Mizushima, 2011). En cambio, en la autofagia mediada
por chaperonas citoplasmaticas se reconocen selectivamente proteinas solubles mal
plegadas y se transportan directamente al lumen del lisosoma (Massey et al., 2006; Arias
& Cuervo, 2011). En la macroautofagia (que se denominard autofagia a lo largo de la
tesis doctoral), partes del citosol y organulos intactos son envueltos en una membrana
de aislamiento o fagdéforo, que evoluciona a una vesicula de doble membrana
denominada autofagosoma. La membrana externa del autofagosoma se fusiona con el
lisosoma formando el autolisosoma, donde se degradara 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 organulos dafados, agregados de proteinas y proteinas de vida larga,
manteniendo asi el control de los componentes celulares. A su vez, los niveles de
degradacion a través de esta via 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 via de degradacién se encuentran implicadas un gran niumero de proteinas
relacionadas con la autofagia (ATG). Se han descubierto mdas 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 mamifero (mTORC1) regula negativamente el complejo Ulk1-

ATG13-FIP200. Bajo condiciones de inanicién o falta de energia se promueve la autofagia
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mediante la inhibicion de mTORC1, como consecuencia de la activacién de la proteina
guinasa activada por AMP o del complejo Ulk-1-ATG13-FIP200, que puede regular la
autofagia directamente fosforilando Beclinl o indirectamente fosforilando Ambral
provocando la separacién de Beclinl de su inhibidor Bcl2 (Z. Yang & Klionsky, 2010;
Mizushima et al., 2011; A. M. K. Choi et al., 2013). Una vez se producen las sefiales para
gue se dé lugar la autofagia, se inicia la nucleacién de la membrana del autofagosoma
(fagoforo) y el reclutamiento de la maquinaria ATG, donde interviene también Beclinl
(2. Xie & Klionsky, 2007; Z. Yang & Klionsky, 2010; A. M. K. Choi et al., 2013). Tras la
nucleacion, sigue la elongacién de la membrana del autofagosoma. Este paso requiere
de dos sistemas de conjugacion 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 dltimo
paso, se lleva a cabo la maduracién de los autofagosomas que implica la fusion con el
lisosoma, provocando la degradacidon 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 degradacién de proteinas mal plegadas, se ha identificado la via
agresoma-autofagia como un sistema de defensa celular frente a la acumulacién de
proteinas 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 proteinas mal plegadas junto con proteinas y orgdnulos
celulares en buen estado, en cambio, en la autofagia del agresoma se eliminan de forma
selectiva proteinas mal plegadas y agregadas en condiciones de estrés proteotdxico. Se
cree que cuando existe un exceso de proteinas mal plegadas que no son capaces de ser
degradadas por el sistema de plegado chaperona o UPS, se activa la via agresoma-
autofagia (L. Chin et al., 2008; L.-S. Chin et al., 2010). En este mecanismo de degradacion,
las proteinas mal plegadas y agregados de proteinas son reconocidos selectivamente y
transportados a través de los MT por el complejo motor dineina hacia el MTOC donde
se forman los agresomas en la regidén cercana al nucleo (Kopito, 2000; Garcia-Mata et
al., 2002; L.-S. Chin et al., 2010) (Figura 24). La formacién de agresomas aparte de

proteger a las células secuestrando proteinas mal plegadas y agregadas que son téxicas,
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también actian como un mecanismo de concentracidén para su eliminacion a través de
la autofagia (Kopito, 2000; L. Chin et al., 2008; L.-S. Chin et al., 2010).

La formacion del agresoma consta de diversas etapas. Primero se reconocen las
proteinas mal plegadas y agregados que son marcadas postraduccionalmente,
principalmente por ubiquitinacidn. Las proteinas 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 dineina respectivamente, y se
transportan a través de los MT hacia el centrosoma, siendo crucial la dindmica 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; lwata, Christianson, et al., 2005; L. Chin et al., 2008). Se
cree que el agresoma podria concentrar el nimero de agregados para que la
degradacion por autofagia sea mas 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 via, se han identificado algunas
moléculas que juegan un papel importante en el reconocimiento y transporte de las
proteinas al agresoma, como el complejo motor dineina, 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 proteinas mal plegadas y también
se ha caracterizado como una pieza clave en su formacion (Kawaguchi et al., 2003). Esta
distincidn se debe a que actia como una proteina adaptadora que une las proteinas
poliubiquitinadas al complejo motor de dineina, 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

proteinas poliubiquitinadas y a través de un dominio especifico (65 aminoacidos
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adyacentes a DD2) al complejo de dineina. Se ha descrito que aparte del dominio BUZ
también son necesarios los dominios cataliticos DD1 y DD2 en la regulacién de la
formacién del agresoma por parte de HDAC6, aunque todavia no se conozca de forma
precisa el papel que juega la acetilacion de tubulina aqui (Kawaguchi et al., 2003; Kopito,
2003; L. Chin et al., 2008). Lo que si se ha visto, es que HDAC6 es esencial en el transporte
retrégrado de autofagosomas y lisosomas y que la inhibicién de la actividad desacetilasa
de HDAC6 mediante tubacina bloquea el reclutamiento de LC3, confirmando la
importancia de la actividad desacetilasa en la via degradativa. Por lo que se ha
hipotetizado que la acetilacion de tubulina podria estar involucrada en la interaccién o

direccionalidad de las proteinas motoras (lwata, Riley, et al., 2005).

Adicionalmente, aparte de intervenir en la formacién de agresomas, HDAC6
también se encuentra implicado en la maduracién del autofagosoma, es decir, en la
fusion del autofagosoma con el lisosoma. HDACG recluta la maquinaria de remodelacion
de actina dependiente de cortactina hacia los agregados de proteinas ubiquitinadas,
desacetila la cortactina promoviendo la remodelacién de la F actina en una red que
estimula la fusion del autofagosoma con el lisosoma y la posterior degradacién 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: Vias de autofagia y agresoma-autofagia. La via de degradacion autofagica estd
compuesta por diferentes pasos: nucleacion (donde se recluta la maquinaria para iniciar la
formacion de la membrana), elongaciéon (cuando aumenta de tamafio la membrana envolviendo
los componentes citoplasmaticos), maduracién o fusién (se fusionan las membranas del
autofagosomay el lisosoma) y la degradacion (se degrada el contenido del autofagosoma gracias
a las hidrolasas que porta el lisosoma). La via agresoma-autofagia, es una autofagia selectiva de
proteinas mal plegadas o agregados de proteinas como consecuencia de la formacion de
agresomas. Imagen creada en BioRender.

La autofagia aparte de ser un mecanismo regulador de la homeostasis celular
también actua como mecanismo de defensa celular frente a infecciones. Durante la
infeccidn viral, la célula es capaz de degradar particulas virales, componentes virales y/o
factores celulares necesarios para la replicacién viral mediante su degradacion
autofagica, interviniendo asi también en la presentacion de antigenos 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 activacion de la autofagia

puede actuar de manera proviral o antiviral (X. Dong & Levine, 2013).

A nivel antiviral puede actuar por tres vias principales. Primero, mediante la
degradacion de las particulas virales, lo que implica a las hidrolasas lisosomales como se

ha observado en multiples virus. Por ejemplo, se ha descrito que la capside del arbovirus
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Sindbis se une a la proteina celular p62 dirigiendo la proteina viral hacia el autofagosoma
(Orvedahl et al., 2010) o que los picornavirus, cuya infeccién produce dafios 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 proteina no estructural
NS5A interacciona con la proteina del RE, SCOTIN, enviando la proteina viral al
autofagosoma para su degradacion (N. Kim et al., 2016). Segundo, fomentando la
produccidn de interferén lo que activa la respuesta inmunitaria innata. Asi, Lee et al.
sefialaron 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 expresién de genes estimulados por IFN en el cerebro de
Drosophila (dSTING), los cuales actuan 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 presentacion de antigenos. La
infeccion de macréfagos por HSV-1 puede activar la autofagia favoreciendo su
procesamiento y la posterior presentacion de antigenos del MHC-I/HLA (English et al.,
2009). También se ha visto que el antigeno 1 nuclear enddgeno del virus Epstein-Barr se
presenta a células T CD4+ mediante MHC-Il y que la autofagia mejora dicho proceso

(Paludan et al., 2005).

Pero los virus a su vez pueden actuar sobre esta via de degradacién bloqueandola o
cambiando su funcidn antiviral a proviral, utilizandola para llevar a cabo su infeccién y
patogénesis (Orvedahl & Levine, 2009). Existen diversos ejemplos de virus que bloquean
las proteinas ATG, también que inhiben la autofagia “downstream” o incluso que utilizan
la autofagia para llevar a cabo su replicacion. HSV-1 expresa la proteina ICP34.5 que se
une a Beclin 1 inhibiendo la activacién de la autofagia (Orvedahl et al., 2007). También,
tanto la proteina 2 de la matriz del virus Influenza A como la fosfoproteina del virus
Parainfluenza Humano tipo 4 inhiben la fusion 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 replicacion al proteger el material
genético y al permitir la concentracidon de intermediarios esenciales (S. Liang et al.,

2021).
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Los virus de ARN son el tipo viral que mas frecuentemente modifica la autofagia con
el fin de promover su replicacién (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 modificaciéon de dicha via degradativa en
funcidn del tipo celular. Se ha observado una represidn de la autofagia en células T CD4
infectadas productivamente por el virus y, por otro lado, una inducciéon en lineas
celulares de macréfagos y monocitos posiblemente necesaria para una infeccién
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 produccién
de VIH-1 al promover el procesamiento de la proteina viral Gag, y que, para evitar la
degradacion viral, la proteina viral Nef interacciona con la proteina celular Beclin 1
inhibiendo las ultimas etapas degradativas de la via (Kyei et al., 2009). De igual modo,
HDAC6 promueve la degradacion autofagica de las proteinas virales Vif y Pr55Gag
actuando como un factor antiviral (Valera et al., 2015) y Nef actia sobre HDAC6 para
evitar dicha degradacién (Marrero-Hernandez et al., 2019). Por lo que, en resumen, el

VIH-1 regula la autofagia celular en funcidn 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 transmision vertical y patogénesis del virus. La infeccion de fibroblastos por parte
del ZIKV produce la formacién de autofagosomas asociados a una mejora en la
replicacién viral (Hamel et al., 2015), al igual que la infeccién de los trofoblastos que
también induce la actividad autofagica mejorando la infectividad (B. Cao et al., 2017).
Esta induccion de la autofagia por parte del ZIKV se ha relacionado con la enfermedad
congénita asociada al virus. En ratones deficientes del gen Atgl6/1 se limitd la
transmisién vertical del virus al feto y el dafio fetal y de la placenta caracteristicos del
ZIKV, asi como el tratamiento con el inhibidor autofdgico hidroxicloroquina, atenué la

infeccidn 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 induccidn de la autofagia por parte de las proteinas
del ZIKV NS4A y NS4B, al disminuir la fosforilacién 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 via para poder
llevar a cabo su ciclo viral, y en este sentido, los virus ARN como el VIH-1y el ZIKV son la

clase viral mas destacable.

En conclusidn, los virus VIH-1 y ZIKV, ambos virus ssRNA(+), son virus reemergentes
gue suponen un reto a nivel de salud publica mundial. Por lo que su estudio a nivel de
biologia molecular es imprescindible en la busqueda de posibles tratamientos y/o curas
qgue permitan su erradicacién o disminucion de su impacto. Conociendo asi sus ciclos
virales e interacciones con proteinas celulares que podrian ser claves en el control de la
infeccion viral, como podria ser el caso de HDACG6. Por ello, hemos definido las hipotesis

y objetivos que exponemos en el siguiente apartado.
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2. Hipdtesis y Objetivos.

El objetivo de la tesis doctoral es el estudio y la descripcion de la proteina celular
HDAC6 como un posible factor de restriccidn 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 desacetilacion de MT como su capacidad
autofagica. Nuestra hipotesis se centra en el control de la infeccion por parte de HDAC6
sobre virus ARN+, en concreto sobre VIH-1 actuando en la sefnalizacién infectiva del
complejo de envoltura, y sobre la estabilizad de la proteina y las funciones virales y

citotdxicas del factor NS5 del ZIKV.

Hipodtesis 1:

Proponemos que la capacidad funcional de los complejos de envoltura (Env) viral
de virus aislados de individuos VIH-1+ correlaciona con su perfil clinico, y que la
propiedad infectiva de las Env radica en su capacidad a senalizar en la célula diana a

través de CD4, para evitar asi la restriccidon que impone el factor antiviral HDAC6.

Hipodtesis 2:

Proponemos a la proteina no estructural NS5 como regulador del citoesqueleto y
del flujo autofagico, 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 hipdtesis, planteamos los siguientes objetivos

especificos:

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.

1.2.

1.3.

1.4.

Evaluar el nivel de expresién del complejo glicoproteico Env en la
superficie de células productoras de viriones, de virus aislados de los
individuos VIH-1+ de estudio.

Estudiar la afinidad o capacidad de unién a CD4 de los complejos de
Env de virus aislados de distintos grupos de pacientes VIH-1+.

Evaluar los niveles de transferencia viral entre una célula infectada,
expresando los complejos de Env de virus aislados de distintos grupos
clinicos de individuos VIH-1+, y células no infectadas, mediada por la
unién de estos complejos Env al CD4.

Estudiar la infecciosidad de los complejos de Env de virus aislados de
distintos grupos clinicos 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 autofagico, dependiente de HDACS, de las células infectadas.

2.1.

2.2.

Caracterizar la via por la cual NS5 promueve la estabilizacion del
citoesqueleto de tubulina (MT), medida por los niveles de acetilacion
de la subunidad a-tubulina de los MT.

Estudiar el efecto de NS5 sobre la via autofagica celular.

3. Caracterizar a HDAC6 como factor de restriccion 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 MiliQ®).

Tabla 4: Reactivos utilizados en la preparacion de soluciones.

Tween 20

EDTA (acido etildiaminotetraacético)

Trizma Base

Trizma Hydrochloride

Glicina

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
Triptona

Extracto de levadura

Agar bacteriolégico tipo
(ingrediente) CULTIMED
Cloruro de sodio (NaCl)
TritonTM X-100

Desoxicolato sodico
Complete 25X

HEPES

Cloruro de potasio (KCl)
1,4-Dithiothreitol (DTT)

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF)

Nonidet P40 Substitute (NP40)
Glicerol

B-mercaptoetanol

Azul de bromofenol
Dimetilsulféxido (DMSO)

americano

P9416-100mL. Sigma-Aldrich
E5134-100G. Sigma-Aldrich
T6066-1Kg. Sigma-Aldrich
T5941-1Kg. Sigma-Aldrich
G8898-1Kg. Sigma-Aldrich
L3771-500g. Sigma-Aldrich
403682.1210. PanReac Applichem
403687.1210. PanReac Applichem
Ref:402303.1210. PanReac
Applichem

S3014-5KG. Sigma-Aldrich
Ref:9036-19-5. Sigma-Aldrich
Ref:30970. Sigma-Aldrich
11697498001. Roche Diagnostics
H3375-500G. Sigma-Aldrich
MR6004. M&B

43817. Sigma-Aldrich

Ref: 10837091001. Roche

19828. USB Corporation
G5516-1L. Sigma-Aldrich
M-7522. Sigma-Aldrich
115-39-9. Merck
D8418-100ML. Sigma-Aldrich

En la tabla se indican los reactivos utilizados en la produccion 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.

0-2G12 6 ug/mL  ABO002 Polymun Citometria de flujo
Scientific
a-lgGB12 6 ug/mL  Polymun Scientific Citometria de flujo
CD4+ T Cell Isolation 130-096-533  Miltenyi Aislamiento de células
Kit, Biotin-AB-Cocktail Biotec T CD4+
o-CD4 v4 Mouse anti- 1,5/50 340422 Citometria de flujo
Human, FITC, Clone- BD Biosciences
L120
o-HDAC6 1/500 sc-11420. Western Blot
Santa Cruz
Biotechnology
o-HA 1/200 sc-7392 Western Blot
Santa Cruz
Biotechnology
a-HA 1/50 sc-805 Santa  Cruz Inmunofluorescencia
Biotechnology
0-p62 (SQSTM1) 1/200 sc-28359 Western Blot
Santa Cruz
Biotechnology
a-Acetylated a- 1/5000 T7451 Western Blot
Tubulin Sigma-Aldrich
o-o-Tubulin 1/3000 T6074 Western Blot
Sigma-Aldrich
o-Histona 3 1/500 sc-517576 Western Blot
Santa Cruz
Biotechnology
a-Laminina 1 1/500 sc-374015 Western Blot
Santa Cruz
Biotechnology
a-Myc WB: sc-40 Western Blot
1/200 Santa Cruz
IF: Biotechnology
1/50
o-RIG-I 1/200 sc-376845 Western Blot
Santa Cruz
Biotechnology
a-Ac-lysine 1/200 sc-32268 Western Blot
Santa Cruz
Biotechnology
a-PML 1/50 Sc-966 Inmunofluorescencia
Santa Cruz
Biotechnology
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a-SUMO-1 (C9H1)

o-PE-labeled goat
anti-human IgG.

a-HIV-1 core antigen-
RD1, KC57

o-Mouse 1gG (whole
molecule)-
Peroxidase antibody
a-Rabbit IgG (whole
molecule)-
Peroxidase antibody
Alexa Fluor 568 goat
a-Mouse IgG1 (y1)
Alexa Fluor 488 goat
a-Mouse IgG1 (y1)
Alexa Fluor 568 goat
o-Rabbit 1gG (H+L)
Alexa Fluor 488 goat
a-Rabbit 1gG (H+L)
Alexa Fluor 488
donkey a-Mouse IgG
(H+L)

Alexa  Fluor 568
donkey o-Goat IgG
(H+L)

1/50

1/200

1/50

1/2000

1/2000

1/500
1/500
1/500
1/500

1/500

1/500

4940S

Signaling Technology
Jackson
ImmunoResearch

AB_2337530

6604667
Scientific

A4416
Sigma-Aldrich

A6154
Sigma-Aldrich

A21124

Life technologies
A21121

Life technologies
Al11011
Invitrogen
A11008
Invitrogen
A21202

Life technologies

A11057
Invitrogen

Inmunofluorescencia

Citometria de flujo

Citometria de flujo

Western Blot

Western Blot

Inmunofluorescencia
Inmunofluorescencia
Inmunofluorescencia
Inmunofluorescencia

Inmunofluorescencia

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
concentracién final o dilucion, a continuacidn, su referencia y en la columna derecha la técnica

en la que se utiliza.

3.3. Cultivo de las lineas celulares y células primarias.

3.3.1. Lineas celulares y células primarias.

HEK-293T: es una linea celular procedente de células de rifién embrionario humano

gue derivan de la linea celular 293. Las células 293 fueron modificadas insertandoles el

gen del antigeno T del Virus del Simio 40 (SV40), lo cual permite la replicacion episomal

de los plasmidos que contienen el origen de replicacion del SV40, favoreciendo su

amplificacién y expresion. Como consecuencia, es frecuentemente utilizada en
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experimentos de transfeccion. Es una linea celular adherente que se cultiva en medio
Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10% vy

antibioticos penicilina y estreptomicina al 1%, a 37°Cy 5% de CO..

HEK-Lucia™ RIG-I: linea celular que procede de la linea celular HEK-Lucia™ Null, la
cual a su vez deriva de células HEK-293 que expresan de forma estable el gen reportero
de luciferasa Lucia que estd bajo control del promotor ISG54 inducible por interferdn.
Ademds, esta linea celular expresa altos niveles del gen RIG-I. Por todo ello, se utiliza
para realizar ensayos de Interferdn. Es una linea celular adherente que se cultiva en
medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% y antibidticos penicilina y
estreptomicina al 1%, a 37°C y 5% de CO,. Ademas, para la seleccion de las células se

anaden al cultivo Blasticidina, Normocina y Zeocina.

TZM-bl: es una linea celular de carcinoma del epitelio cervical humano, que deriva
de un clon de células Hela, antiguamente denominado JC53-bl. Esta linea celular se
caracteriza por ser muy permisiva en la infeccion por la mayoria de las cepas de VIH y
SIV, ya que tienen un alto grado de expresion del receptor CD4 y los correceptores CCR5
y CXCR4. Ademas, tiene integrados los genes de Luciferasa (gen luc) y f-Galactosidasa
en su genoma bajo el control del promotor LTR del VIH-I, lo que permite medir de forma
precisa la infeccidén. Es una linea celular adherente que se cultiva en medio DMEM

suplementado con suero fetal bovino al 10%, a 37°Cy 5% de COa.

MOLTnws.3 Yy MOLTga: €s una linea celular producida en el laboratorio del Dr. Julia
Blanco, la cual ha sido infectada de manera crdnica con aislados de virus VIH-I CXCR4
trépicos y CCR5 tropicos, denominados VIH-I NL4.3 y VIH-I Bal respectivamente. Es una
linea celular que crece en suspension y se cultiva en medio Roswell Park Memorial

Institute (RPMI) suplementado con suero fetal bovino al 10%, a 37°Cy 5% de CO,.

Células T CD4+ primarias de donantes sanos: son células T CD4+ obtenidas por
seleccidn 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 sanguineas de donantes sanos.
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Las células crecen en suspension y se mantienen en medio RPMI suplementado con

suero fetal bovino al 10%, a 37°Cy 5% de CO..

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 afiadiendo PBS 1X. Al ser una linea celular adherente,
se deben despegar de la superficie del frasco, para ello se retira el PBS y se afiade 2,5
mL de Tripsina o Versene®. Se incuba durante aproximadamente 5 minutos (si se utiliza
Versene®, la incubacién se llevard a cabo a 37°C en el incubador) y una vez se han
despegado del frasco, se anade medio DMEM completo y se mezcla homogeneizando la
concentracion de células en el volumen. Se conserva una parte en el frasco al cual se
vuelve a afiadir medio DMEM completo y se incuba a 37°C y 5% de CO,. El volumen
restante se guarda para la siembra o se desecha si sélo se quiere realizar un pase a las

células. Se pasan cada 2 dias aproximadamente, segun su confluencia.

Células HEK-Lucia™ RIG-I: el procedimiento es igual que en las células HEK-293T y
TZM-bl. La Unica diferencia es que en el cultivo celular se afiade Blasticidina, Normocina
y Zeocina para la seleccidn de las células que expresan de manera estable altos niveles

de RIG-I.

MOLTnwa.3 Y MOLTgaL: para realizar los pases de células, se elimina cierta cantidad
de medio del frasco y se afade el mismo volumen que hemos descartado de medio RPMI
completo y se incuba a 37°C y 5% de CO,. El volumen descartado se guarda para la
siembra o se desecha si sélo queremos pasar las células. Se pasan cada 2 dias

aproximadamente, segun su confluencia.

Para evitar contaminacion por micoplasma, en nuestro laboratorio, se afiade

MycoZap™ Prophylactic al cultivo celular.
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Para realizar el recuento de células se empled la tincidn celular de azul de tripano
(“Trypan Blue”) y se calculd la concentracion celular con la cdmara de Neubauer o con

el NucleoCounter NC-250™, Automated Cell Analyzer.

Tabla 6: Soluciones para el cultivo celular.

DMEM Medio de cultivo para las lineas celulares L0104-500
HEK-293T, TZM-bl y HEK-Lucia™ RIG-I Biowest

RPMI Medio de cultivo para las células MOLTnws3 61870-010
y MOLTgaL y células T CD4+ primarias de Gibco™
donantes sanos.

Suero Bovino Fetal Suero para suplementar el medio de 10270-106

(FBS) cultivo. Se afade a una dilucién 1/10. Gibco™

Penicilina- Antibidticos de amplio espectro. Se afnade L0018-100

Estreptomicina a una dilucién 1/100. Biowest

Blasticidina Antibidtico de seleccion para la linea BLL-42-01
celular HEK-Lucia™ RIG-I. Se afiade a una InvivoGen
dilucién  3/1000 a partir de |Ia
concentracién madre de 10 mg/mL.

Normocina Antibidtico de seleccion para la linea NOL-42-06
celular HEK-Lucia™ RIG-I. Se afiade a una InvivoGen
dilucién  2/1000 a partir de |Ia
concentracién madre de 50 mg/mL.

Zeocina Antibidtico de seleccion para la linea ZEL-42-01

celular HEK-Lucia™ RIG-I. Se afiade a una InvivoGen
dilucion 1/1000 a partir de la
concentracién madre de 100 mg/mL.
PBS 1X Solucidn salina tamponada (pH 7,4). PBS: 10010015
Se puede comprar a una marca comercialo Gibco™
se puede hacer casero.
PBS 10X (1L): NaCl 80 g, KCl 2 g, Na;HPO4
14,4 gy KH2PO4 2,4 g.

Versene® (1X) Solucién para la disociacién celular. 15040-066
Gibco™
Tripsina-EDTA 1X Solucién para la disociacion celular. L0930-100
Biowest
MycoZap™ Para prevenir la contaminacion por VZA-2031 Lonza
Prophylactic micoplasma. Se anfade a una dilucién
1/1000 a partir de la concentraciéon madre
de 500X.
Azul de Tripano Colorante acido azul. T8154
(Trypan Blue) Sigma-Aldrich

Medios y suplementos utilizados en el cultivo celular. En la columna izquierda se indica el
nombre de la solucidn, en la columna central se describe su funciéon y/o composiciéon y en la
columna derecha su referencia.
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3.3.3. Obtencion de células T CD4+ primarias a partir de muestras

sanguineas 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 sanguinea se diluye afadiendo 40 mL de PBS a la bolsa de “buffy-coat”
y se divide la dilucién en 2 falcons de 50 mL que contienen 15 mL de ficol (Ficoll® Paque)
cada uno. Se centrifugan a 1850 rpm durante 30 minutos con aceleracién y
desaceleracion muy lenta para separar las diferentes células sanguineas por gradiente

de densidad. Seguidamente, se recoge la capa blanquecina que corresponde con las

células PBMC Yy se afiaden a otro falcon de 50 mL (Figura 25).

Muestra ) Plasma

sanguinea
~—— PBMCs

Ficol

Ficol ~—— Eritrocitos y

Granulocitos

Q (((((((((

Figura 25: Esquema de separacion de las diferentes células sanguineas mediante gradiente de
densidad. Se afiade la muestra sanguinea a un falcon que contiene ficol y mediante
centrifugacion se separan por gradiente de densidad las células sanguineas (de abajo hacia
arriba encontramos: eritrocitos y granulocitos, la capa de ficol, PBMC y por ultimo 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 numero de células PBMC que se han aislado.
Una vez conocida la concentracién celular, se calcula el nimero de PBMC que se tiene
gue separar para purificar X células T CD4+ que se utilizardn 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 segun la siguiente férmula:
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FD= Factor de dilucion (Millones de PBMC que tenemos que coger por 0,1)
BP= Buffer de purificacién
(40 x FD) pL BP + (10 x FD) pL Biotin-AB-Cocktail

A continuacién, se incuban 5 minutos a 4°C, tras los cuales se anaden las Microbead

(Perfect Count™ Microspheres 100) segun la siguiente férmula:

(30 x FD) pL BP + (20 x FD) pL Microbeads

Se incuban 10 minutos a 4°C. Una vez transcurridos los 10 minutos de incubacion,
se anade el volumen de BP que falta para obtener un volumen final de 500 pL. Y a
continuacion, se utiliza el Robot AutoMACS Pro Separator (Miltenyi Biotech) que

separara mediante seleccidn 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 concentracién final que tenemos. Una vez contadas, se resuspenden
las células para que se encuentren a una concentracion de 2 M/mL con medio RPMI

completo y se incuban a 37°Cy 5% de CO; para realizar el cocultivo al dia 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 cénico se afiaden 50 pL de células T CD4+
aisladas y 1,5 L 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 uL de
formaldehido al 1% (Ref. F1635, Sigma-Aldrich). Ademads, se tienen dos controles, se
marca en un pocillo 50 pL de células PBMC y en otro pocillo se afiaden células T CD4+
sin marcaje de anticuerpo. Para medir el porcentaje de células CD4 positivas y confirmar
gue el aislamiento se ha producido de manera correcta se analizan las células mediante

el citémetro de flujo BD FACSCelesta™ (Becton Dickinson).
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A continuacién, en modo resumen, se muestran las soluciones empleadas en este

proceso (Tabla 7).

Tabla 7: Soluciones y kits para la purificacion de células T CD4+ primarias.

Ficoll® Paque

Perfect Count™

Microspheres 100

Buffer
Purificaciéon (BP)

de

Solucion para crear un gradiente de
densidad y separar los diferentes tipos
celulares.

Sistema basado en microesferas que junto
al cocktail de anticuerpos del kit de
separacion de células T CD4+, permite
realizar el aislamiento de las células T
CD4+.

Buffer en el que se resuspende el cocktail
de anticuerpos y las microesferas del kit de
separacion de células T CD4+.

Receta: PBS+EDTA 50 mL y FBS 250 pL. Se
conserva a 4°C.

GE17-1440-02.
Sigma-Aldrich

CYT-PMC100
Cytognos

PBS: 10010015

Gibco™
EDTA:  E7889.
Sigma-Aldrich

Soluciones y kits utilizados en la purificacion de células T CD4+ primarias. En la columna izquierda
se indica el nombre de la solucién o kit, en la columna central se describe su funcién y/o
composicion y en la columna derecha su referencia.

3.3.4. Transfeccion.

Se han utilizado agentes transfectantes diferentes segln el experimento:

X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent: (Ref. 06365787001, Roche

Diagnostics). Agente transfectante con una alta eficiencia para gran diversidad de lineas

celulares y una baja citotoxicidad celular. Se afiade en un eppendorf medio de cultivo

DMEM incompleto a un volumen de 200 pL por pocillo si se siembra en una placa de 6

pocillos 0 100 uL/pocillo si es una placa de 12 pocillos, y el ADN plasmidico a transfectar.

Se agita la mezcla en un vértex, se afnade el X-tremeGENE a una relacion 3 plL de

XtremeGENE:1 pg de ADN y se incuba 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido

el tiempo de incubacién, se anade a cada pocillo de las placas sembradas el dia anterior

y se incuba a 37°Cy 5% de CO: hasta el siguiente paso del experimento a realizar.

FUGENE HD Transfection Reagent: (Ref. E2312, Promega). Agente transfectante con

un gran rendimiento de transfeccién que ejerce el minimo efecto sobre la fisiologia
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celular. Se afade en un eppendorf medio de cultivo DMEM incompleto a un volumen
final de 100 pL por pocillo y el ADN plasmidico a transfectar. Se agita en el vortex y se
afiade el FUGENE HD a una relacion 3 pL de FUGENE HD:1 pg de ADN y se incuba 10
minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacidn, se afiaden los 100
uL a cada pocillo de las placas sembradas el dia anterior y se incuba a 37°Cy 5% de CO..

Las células son procesadas entre las 24 y 72 horas tras la transfeccion.

PEI25K™: (Ref. 23966-1, Polysciences Inc.). Agente transfectante que ofrece una
alta expresion génica en células HEK-293 y muy rentable a nivel econdmico. Se afiade en
dos eppendorf NaCl 150 mM estéril a un volumen de 100 pL por pocillo si se siembra en
una placa de 6 pocillos 0 50 uL/pocillo si se siembra en una placa de 12 pocillos. En uno
de los eppendorf se aflade el ADN plasmidico y en el otro el PEI25k™ en una relacion 3
uL de PEI25k™:1 ug de ADN. Se agitan ambos eppendorf mediante vdrtex y se incuban
5 minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado el tiempo de incubacién, se
incorpora la solucién de PEI25k™ a la solucién del ADN plasmidico, se mezcla mediante
vortex y se vuelve a incubar a temperatura ambiente, pero esta vez durante 30 minutos.
Tras los cuales se incorporan los 100 pL o 200 pl a los pocillos de las placas sembradas
el dia anterior y se incuban a 37°Cy 5% de CO.. Las células son procesadas entre las 24

y 72 horas tras la transfeccion.

Lipofectamina RNAiIMAX: (Ref. 13778-075, Invitrogen). En este caso, es un agente
transfectante especifico para siRNA. Se aiaden en un eppendorf 120 pg de siRNA en 150
uL por pocillo de medio de cultivo DMEM incompleto y, por otro lado, en otro
eppendorf, 9 ulL de Lipofectamina RNAIMAX en 150 pL por pocillo de medio de cultivo
DMEM incompleto. Tras 5 minutos de incubacién se incorporan los 150 L de la solucién
del siRNA a la solucion de lipofectamina. Se incorporan los 250 plL de la mezcla en los
pocillos de las placas sembradas y se incuban a 37°C y 5% de CO,. Las células son

procesadas entre las 24 y 72 horas tras la transfeccion.
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3.4. Biologia molecular.

3.4.1. Constructos (plasmidos) codificantes para cuerpo y proteinas

virales, proteinas celulares y ARN de interferencia.

Env de pacientes con diferente perfil clinico: se obtuvieron 41 envolturas
procedentes de diferentes origenes: HIV HGM BioBank integrado en la Red de
Investigacion de SIDA Espafiola (RIS-RETIC, ISCIII) (muestras
1,2,3,6,7,8,13,14,15,16,17,18,19), el Centro Sanitario Sandoval, Hospital Clinico 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 Fundacion de Investigacién 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 Espafia, de
1993-94, 2004-2005 y 2013-2014, y de pacientes con diferentes perfiles clinicos, 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 segun los procedimientos actuales y congeladas
inmediatamente después de su recepcion. Los genes env se amplificaron en el
laboratorio del Dr. Cecilio Lopez Galindez y la Dra. Concepcion Casado mediante PCR
anidada de ADN proviral, los productos de las cudles se clonaron en el vector de
expresion pcDNA3.1D/V5-His’s Topo (Invitrogen). A continuacion, los plasmidos fueron
transformados en E.coli DH5a. y secuenciados para comprobar la correcta insercién del
gen. Los numeros de identificacion y las caracteristicas de los pacientes se encuentran
en la Tabla 13. Los pacientes del estudio dieron su consentimiento informado para los
estudios de andlisis genético, aprobados por el Comité de Etica e Investigacién del
“Centro Sanitario Sandoval”. Y sus muestras fueron registradas en el Registro Nacional
Espafiol del Biobanco de Investigacion Biomédica con el numero C.0004030. Las
investigaciones clinicas se realizaron de acuerdo con los principios expuestos en la
Declaracién de Helsinki. También los estudios fueron aprobados por el Comité de Etica
de la Investigacién y de Bienestar Animal del Instituto de Salud Carlos Il con CEl PI

05_2010-v3 y CEI P 09-2013.
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envBal: (Ref: 11445 del “NIH-AIDS Research and Reference Reagent Program”).
Plasmido 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 expresion pcDNA3.1D/V5-His’s Topo (Invitrogen).

envNL4.3: plasmido que proviene de un plasmido 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 plasmido 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

expresion pcDNA3.1D/V5-His’s Topo (Invitrogen).

pTat Aenv: plasmido 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
particulas virales con el mismo cuerpo viral pero diferentes envolturas para asi poder
comparar sus caracteristicas. El pldsmido proviene del “NIH AIDS Research and

Reference Reagent Program”.

pSG3 Aenv: (Ref: 11051 del “NIH AIDS Research and Reference Reagent Program”).
Plasmido del cuerpo viral de VIH-1 que carece del gen env completo. Al plasmido pSG3.1
se le ha insertado un coddn de parada tras el aminodcido 142 del gen env. Ademas, el
plasmido contiene el gen luc y como consecuencia las células infectadas produciran

luciferasa permitiéndonos medir la capacidad infectiva de los viriones.

pcDNA™ 3.1 (+)/(-): (Ref: V790-20 y V795-20, Invitrogen). Vector de expresion que
se utiliza en el proceso de clonaje, ya que posee el origen de replicacion del bacteriéfago
F1, el promotor T7 y varios sitios de clonaje. En nuestro caso se utiliza como ADN

compensatorio en la transfeccién y como control negativo de los experimentos.

pPNS5-myc: la secuencia de ADN que codifica para la proteina 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 restriccion BamHI/Xhol y la ligacién ADN T4

en pcDNA™ 3.1(+). Plasmido obtenido por la Dra. Judith Estévez Herrera a través del
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Proyecto Agustin de Betancourt “Zikassays” del Cabildo Insular de Tenerife para la

Universidad de La Laguna y en colaboracidn con la empresa Bioassays en Madrid.

pPNS5-HA: la secuencia de ADN que codifica para la proteina 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 restriccion
BamHI/Xhol y la ligacién ADN T4 en pcDNA™ 3.1(+). Plasmido obtenido por la Dra. Judith
Estévez Herrera a través del Proyecto Agustin de Betancourt “Zikassays” del Cabildo
Insular de Tenerife para la Universidad de La Laguna y en colaboracién con la empresa

Bioassays en Madrid.

pPNS5K330A-myc: el plasmido pNS5-myc se linealizé mediante PCR inversa
utilizando cebadores de 15pb superpuestos entre si en sus extremos 5’ (5'-
CCTGTCAGCGCCCTGGGATGTGGTGACTGG-3' y 5'-
CAGGGCGCTGACAGGAGTCTAACAACCCC-3') y que contienen la sustitucidon deseada AAG
(Lisina) por GCG (Alanina) dentro de las regiones que solapan mediante CloneAmp HiFi
PCR (Ref: 639298, Takara). El producto de PCR se traté con “Cloning Enhancer” para
eliminar el molde circular y se purificd con “Nucleospin Gel” y el kit “PCR Clean-up” (In-
Fusion® HD Cloning Plus, ref:638910, Takara). Finalmente se utilizé “Fusion HD Enzyme”
para el ensamblaje. Plasmido obtenido por la Dra. Judith Estévez Herrera a través del
Proyecto Agustin de Betancourt “Zikassays” del Cabildo Insular de Tenerife para la

Universidad de La Laguna y en colaboracidn con la empresa Bioassays en Madrid.

NS2B3-HA: la secuencia de ADN que codifica para la proteina 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 restriccion BamHI/Xhol y la ligacién ADN T4
en pcDNA™ 3.1(+). También se incluyd 40 aa del dominio C-terminal de NS2B para
mantener la actividad proteasa de NS3. Plasmido obtenido por la Dra. Judith Estévez
Herrera a través del Proyecto Agustin de Betancourt “Zikassays” del Cabildo Insular de
Tenerife para la Universidad de La Laguna y en colaboracion con la empresa Bioassays

en Madrid.
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HA-wt-HDAC6: (Ref. V790-20, Invitrogen). Vector de expresion codificante de la
proteina 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 expresién pCDNA™ 3.1,

HA-dm-HDAC6: vector de expresion codificante de la proteina HDAC6 con ambos
dominios de actividad desacetilasa mutados (cambio de Histidina por Arginina en las
posiciones 216y 611). Se obtuvo a partir de la PCR del plasmido dm-HDAC6-GFP (cedido
por el Dr. Francisco Sdnchez Madrid) que se utiliz6 como molde para su posterior clonaje
en el vector de expresion pcDNA™ 3.1. Ha sido disefiado en nuestro laboratorio

previamente a la realizacion de este trabajo.

HA-HDAC6-ABUZ: vector de expresidon codificante de la proteina 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-HDACG6-dsRed: vector de expresidn codificante de la proteina 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 HDACS6: se utilizaron 3 oligos interferentes con el fin de silenciar la proteina
endogena HDACS. Estos oligos se unen a las regiones del ARN mensajero 193-213, 217-

237y 284-304 (Sigma-Aldrich).

siSCR: (Ref: Mission® siRNA Universal Negative Control #1 (SIC001. Sigma-Aldrich)).

Utilizamos un oligo “scramble” como control negativo del silenciamiento de HDACS6.

shHDACG: (Ref: sc-35544-SH, Santa Cruz Biotechnology). “short hairpin RNA” con
diana especifica disefiado para inhibir la expresién génica de HDAC6 humano (secuencia
“hairpin”:

GATCCGACCTAATCGTGGGACTGCTTCAAGAGAGCAGTCCCACGATTAGGTCTTTTT).
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shscrn EGFP: “short hairpin RNA” que se utilizé como control del silenciamiento de

HDACS6. 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 plasmido 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 expresion codificante de la proteina ubiquitina con “tag” GFP en

su extremo C-terminal. Plasmido cedido por el Dr. Manuel S. Rodriguez.

3p-hpRNA (“5’ triphosphate hairpin RNA”): (Ref: tlrl-hprna, tlrl-hprna-100,
InvivoGen). Secuencia de ARN que contiene un extremo 5’ trifosfato sin protecciéon y un

fragmento de doble cadena que reconoce RIG-I.

3.4.2. Produccidon de plasmidos.

Los plasmidos de las proteinas de estudio fueron transformados en bacterias
competentes. En nuestro laboratorio se utilizan 2 cepas bacterianas diferentes: las
bacterias XL10 y las bacterias One Shot™ StbI3™ Chemically Competent E.coli. Estas
ultimas se usan para transformar plasmidos reactivos para las bacterias como ocurre
con el plasmido pNS5-myc. Para ello se siguieron las instrucciones de los kits. Una vez

transformados, se incuban las placas “overnight” a 37°C.

Al dia siguiente, se realiza un preindculo a partir de una colonia en un tubo de
ensayo que contiene 3 mL de LB y el antibidtico de seleccidn, y se incuba en agitacién 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 antibidtico especifico. Y se vuelve a

incubar en agitacion a 37°C “overnight”.
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El dltimo paso se llevaria a cabo al dia siguiente, cuando se realiza la lisis de las
bacterias y la extraccién plasmidica con los kits de EndoFree Plasmid Maxi Kit, Plasmid

Midi Kit o QlAprep Spin Miniprep Kit siguiendo sus respectivas instrucciones.

Una vez realizada la extraccién plasmidica, se mide la cantidad de plasmido

obtenido con el espectrofotémetro de microvolumen mySPEC (VWR).

También, tras el ultimo periodo de incubacion “overnight”, afiadimos 200 L de la
cepa bacteriana que contiene el material plasmidico a 200 puL de una solucion LB que

contiene un 30% de glicerol, para el mantenimiento de stock plasmidico a -80°C.

A continuacién, en modo resumen, se muestran en la Tabla 8 las soluciones

empleadas en este proceso.
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Tabla 8: Soluciones y kits necesarios en la produccion de plasmidos.

Bacterias XL10-Gold Bacterias para transformar plasmidos.

Ultracompetent
Cells

Bacterias One
Shot™ StbI3™
Chemically

Competent E. coli
LB

LB Agar

Ampicilina

Kanamicina

EndoFree
Maxi Kit
Plasmid Midi Kit

QlAprep
Miniprep Kit

Plasmid

Bacterias para transformar plasmidos.

Medio ampliamente utilizado en el
crecimiento de bacterias.

Receta (1 L): triptona 10 g, extracto de
levadura 5 gy NaCl 10 g. pH 7 y estéril.
Medio de crecimiento bacteriano sélido.
Receta (1 L): triptona 8 g, extracto de
levadura 4g, NaCl 8 gy agar 12 g. pH 7 y
estéril.

Antibidtico  PB-lactamico de  amplio
espectro. Se afiade al LB a una dilucién
1/1000 a partir de una solucién madre de
100 mg/mL.

Antibidtico aminoglucésido de amplio
espectro. Se afiade al LB a una dilucién
1/1000 a partir de una solucién madre de
10 mg/mL.

Kit para la purificacién de plasmidos.

Kit para la purificacidn de plasmidos.

Spin Kit para la purificacion de plasmidos.

200314
Agilent

C7373-03
Invitrogen

A0166-5G
Sigma-Aldrich

K1377-25G
Sigma-Aldrich

12362
Qiagen
12143
Qiagen
27104
Qiagen

Soluciones y kits utilizados en la produccién de plasmidos. En la columna izquierda se indica el
nombre de la solucién o el kit, en la columna central se describe su funcién y/o composicion y
en la columna derecha su referencia.

3.5.

3.5.1.

Ensayos de entrada e infeccidn viral.

Analisis filogenético del complejo de envoltura de VIH-1.

Gracias a la colaboracion con el grupo del Dr. Cecilio Lépez Galindez y la Dra.

Concepcién Casado, se pudieron complementar los andlisis fenotipicos de las diferentes

envolturas de pacientes con su analisis filogenético.
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La historia evolutiva y la secuencia de nucleétidos del ancestro comuin mas reciente
(MRCA, “Most recent common ancestor”) del VIH-1 subtipo B se infirieron utilizando el

método de probabilidad maxima y el modelo reversible de tiempo general.

Los arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente
mediante la aplicacidn de los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancia
por pares estimadas utilizando el modelo de Maxima Verosimilitud Compuesta (MCL,
“Maximum composite likelihood”), y después seleccionando la tipologia con mayor valor
de verosimilitud. Se utilizd una discreta distribucion Gamma para modelar las
diferencias de tasas evolutivas entre los sitios [cinco categorias (+G,
pardmetro=0,4,590]. El modelo de tasa de variacion permitié que algunos sitios fueran
evolutivamente invariables [(+]), 14, 43% sitios]. Este analisis se basé en 142 secuencias
de nucledtidos. Las posiciones de coddn incluidas fueron 12+22+32 + 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 alineacion, ausencia de datos y bases ambiguas
en cualquier posicién (opcidn de eliminacion parcial). Hubo un total de 2454 posiciones
en el conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA X. La
divergencia evolutiva del MRCA del subtipo B se estimé como el numero de
sustituciones de bases por sitio entre cada secuencia de nucledtidos analizada y la

secuencia del MRCA del VIH-1 subtipo B utilizando el modelo MCL.

Las secuencias nucleotidicas fueron depositadas en el GeneBank con los siguientes
codigos: 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. Anadlisis del nivel de expresion del complejo de envoltura del
virus VIH-1 en la superficie de la membrana celular mediante

la técnica de citometria de flujo.

Se siembran células HEK-293T en una placa de 24 pocillos a una concentracion de
200.000 células/mL y un volumen final de 1 mL por pocillo. Al dia siguiente, se
transfectan las células con el agente transfectante X-tremeGENE, con el plasmido del
cuerpo viral pTat Aenv y los plasmidos de las diferentes envolturas de pacientes en una

ratio 0,6:0,3 pg.

Pasadas 24 horas, se lleva a cabo el marcaje de las envolturas de las células HEK-
293T transfectadas y su cuantificacion mediante citometria de flujo, como se puede
observar en la Figura 26. También se realiza el ensayo de fusion célula-célula que se

explicara en el siguiente apartado.

El protocolo de marcaje es el siguiente: se afiaden 100.000 células HEK-293T
transfectadas en cada pocillo de una placa con fondo cénico, se centrifugan a 1500 rpm
durante 5 minutos, se elimina el sobrenadante y se lavan con 200 uL de PBS. Se
centrifugan otra vez 5 minutos a 1500 rpm, se elimina el sobrenadante y se afladen 50
uL de una mezcla de dos anticuerpos diferentes que marcan la Env de VIH-1, IgGB12 y
2G12 a una concentracién de 6 ug/uL cada uno y se incuban 45 minutos a temperatura
ambiente. Tras los 45 minutos de incubacidn, se lavan dos veces con PBS para eliminar
el anticuerpo que no se ha unido a la envoltura y se afiaden 50 pL de una dilucién 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 pL de Formaldehido al 1% (Ref. F1635, Sigma-Aldrich) y se analizan en el

citémetro de flujo BD FACSCelesta™ (Becton Dickinson).
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Figura 26: Esquema del modelo experimental utilizado para el analisis de la expresion de Env,
la fusion célula-célula mediada por Env, la transferencia e infectividad viral. (A) Expresién de
Env: las células HEK-293T se cotransfectan con Envs de referencia y de estudio junto al plasmido
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de expresion de VIH-1 ptat Aenv, lo que permite la expresion de Env en la superficie celular en
un contexto de produccion viral. A continuacion, se analiza la expresién de Env en la superficie
celular mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos especificos anti-Env. (B) Actividad de
fusion mediada por Env: después de 24 h, las células efectoras HEK-293T que producen
particulas de VIH-1 que contienen las Env primarias o de referencia se cultivan junto con células
TZM-bl forzando la formacidn de la sinapsis y la union mediada por CD4 de particulas “budding”
a las células. (C) Transferencia viral mediada por Env: las células HEK-293T que producen
particulas 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 citometria de flujo
utilizando un anticuerpo especifico anti-p24 en las células T CD4+ primarias. (D) Infeccion viral
mediada por Env: las células TZM-bl se infectan con diluciones seriadas de particulas 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 infeccion mediante el
ensayo de luciferasa en células TZM-bl infectadas.

3.5.3. Ensayo de fusion célula-célula mediado por la envoltura del

VIH-1.

Como se ha comentado anteriormente, las etapas iniciales de siembra vy
transfeccidon son comunes al experimento de expresion de la envoltura en la superficie

de la membrana celular (apartado 3.5.2).

Al dia siguiente de la transfeccidn, se realiza un cocultivo de las células HEK-293T
transfectadas con células TZM-bl. Para ello, se despegan las células transfectadas con
100 pL de Versene® y 900uL de medio DMEM completo. Una vez se encuentran las
células resuspendidas, se cuantifican y se afiaden 10.000 células/pocillo en un volumen
final de 50 pL en una placa de luminometria negra (Ref. 165305, Thermo Scientific). Por
otro lado, se despegan las células TZM-bl, se cuantifican y también se afiaden 10.000
células/pocillo en un volumen final de 50 pL a la placa de luminometria donde se habian
incorporado las células HEK-293T. Se incuban 6 horas a 37°C y 5% de CO; y una vez
transcurrido el tiempo de incubacién, se eliminan 150 L de volumen de cada pocillo y
se afiade 50 pL de Britelite™ plus Reporter Gene Assay Sistem 1X (Ref. 6066766, Perkin
Elmer) a cada pocillo de la placa, la cual se deja 2 minutos en agitacién y en oscuridad y
se lee la absorbancia a 450 nm en el EnSight™ 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 fusion respecto a la envoltura

control Bal, que sera el 100% de fusién.

3.5.4. Ensayo de transferencia viral célula-célula: estudio de la

capacidad de union del complejo Env a CDA4.

Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentracién de
350.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al dia siguiente, se
transfectan las células con X-tremeGENE y el plasmido del cuerpo viral pSG3 Aenv y los

plasmidos de las diferentes envolturas de pacientes en una ratio 2,6:1,3 pg.

Tras 24 horas, se realiza un cocultivo entre las células HEK-293T transfectadas y las
células T CD4+ primarias aisladas el dia 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 uL de Versene® y
800 pL de medio DMEM completo. Una vez resuspendidas, se cuantifican y se afiaden
100.000 células/pocillo en 100 pL 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
dia anterior y se afiaden 100.000 células en un volumen final de 100 pL junto a las células

transfectadas y se incuban 24 horas a 37°Cy 5% de CO,.

Al dia siguiente, se marca la proteina de la cdpside p24 intracelular y se mide

mediante citometria de flujo. El protocolo de marcaje es el siguiente:

Se homogeniza el cocultivo, se afladen 100 pL de cada pocillo a una placa de
citometria y se centrifuga 5 minutos a 1500 rpm. Se elimina el sobrenadante, se lavan 2
veces con 200 pL de PBS+EDTA 2 mM, y se resuspende el pellet en 25 uL de Medio A del
FIX & PERM™ 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 incubacidn, se lavan con 200 uL de PBS y se afiaden 25 ulL
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del anticuerpo p24 marcado con PE (KC57 anti HIV core antigen) diluido en medio B del
FIX & PERM™ Cell Permeabilization Kit (Ref. GAS004, Invitrogen Life Technologies) a una
dilucién 1/50. Se incuban 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, se lavan
2 veces con PBS, se resuspenden las células en 200 pL de Formaldehido al 1% (Ref.
F1635, Sigma-Aldrich) y se mide la inmunofluorescencia en el citémetro de flujo BD
FACSCelesta™ (Becton Dickinson). El esquema de este ensayo se puede observar en la

Figura 26.

3.5.5. Analisis de la infectividad viral.

3.5.5.1. Cuantificacion 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 EnSight™

Multimode Plate Reader (PerkinElmer) a 450 nm.

3.5.5.2. Ensayo de infectividad viral.

Para realizar el ensayo de infectividad se partié de pseudovirus producidos en el

ensayo de transferencia viral (apartado 3.5.4), que fueron congelados a -80°C.

Una vez descongelados, se afiaden 100 uL de DMEM completo a todos los pocillos
de una placa de luminometria negra de 96 pocillos (Ref. 165305, Thermo Scientific) y 25
uL del stock viral en la primera columna (cada muestra se afiade por cuadruplicado)
como se detalla en la Figura 27. Y se hacen diluciones seriadas 1/5 de los pseudovirus
pasando 25 pL del primer pocillo al siguiente y asi sucesivamente, exceptuando la ultima

columna en la que solo se afiaden 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 penultima columna. La dltima columna sera nuestro
control negativo donde sélo 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 concentracién de 100.000 células/mL a las que se agregan 25 uL
de DEAE dextrano (Ref. D9885, Sigma-Aldrich) con concentracion final de 18 pug/mL. Se
anaden 100 pL 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 uL/pocillo, y se
incuban a 37°Cy 5% de CO; durante 48 horas. Tras lo cual, se eliminan 150 uL de cada
pocillo y se afiaden 50 pL de Britelite™ plus Reporter Gene Assay Sistem 1X (Ref.
6066766, Perkin ElImer), se agita la placa durante 2 minutos en oscuridad y se lee la

absorbancia a 450 nm en el EnSight™ Multimode Plate Reader (PerkinElmer) (Figura 26).

Por ultimo, se calcula la TICD50 (“Median Tissue Culture Infectious Dose”) con la
plantilla de Montefiori/Calculation of TCID50, y se normaliza por la concentracién 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 transfeccidn, 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 pL de buffer de lisis y se incuban en hielo durante 30 minutos. Una vez
pasado el tiempo de incubacidn, se aplican ultrasonidos a las muestras (excepto en el
ensayo de coinmunoprecipitacion (ColP), ya que rompen las interacciones que se
producen entre proteinas) con el sonicador Labsonic® M (Sartorius) y se centrifugan a
13000 rpm durante 10 minutos. Se cuantifica la concentracion de proteina que tenemos
mediante BCA protein assay kit (método acido bicinconinico) (Ref. 71285-3, Novagen,
Milipore) en el iMark™ Microplate Reader (Bio-Rad). Finalmente, se aflade laemmli
buffer 4X en el mismo volumen que el buffer de lisis y se incuba a 95°C durante 5
minutos para desnaturalizar las proteinas y realizar la técnica de western blot (apartado

3.6.2).

Cabe destacar, que segun 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

composicidn de cada buffer de lisis.
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Tabla 9: Buffers de lisis celular.

Buffer de lisis Buffer para la lisis celular.
Receta (10 mL): Tris-HClI 1 M (pH 7,5) 500uL, NaCl 5 M 300
pL, triton 10% 1 mL, desoxicolato sddico 10% 500 uL y
Complete 25X 400 pL.

Buffer de lisis PMSF Buffer para la lisis celular de ColP a-myc.
Receta (10 mL): Tris-HCI 1 M (pH 7,5) 500 uL, NaCl 5 M 300
pL, tritdn 10% 1 mlL, desoxicolato sédico 10% 500 pL,
Complete 25X 400 pL y PMSF 20 mM 500 pL.

Buffer de lisis ColP Buffer para la lisis ColP a-HA.
Receta: Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), NaCl 300 mM, 1% Tritdn,
EDTA 5 mM, 10% Glicerol, Complete 1X y PMSF 1mM.

Buffer de lisis celular Buffer para producir la lisis celular y la separacion de los
compartimentos citoplasmatico y nuclear.
Receta: HEPES 10 mM 1 mL, KClI 10 mM 200 pL, EDTA 0,1 mM
20 pL, DTT 1 mM 200 pL, PMSF 0,5 mM 250uL y NP40 0,50%

50 pL.
Buffer de extraccion Buffer para producir la lisis nuclear y asi extraer las proteinas
nuclear nucleares de estudio.

Receta: HEPES 10 mM 2 mL, NaCl 400 mM 800 uL, EDTA 1
mM 200 pL, DTT 1 mM 200 pLy PMSF 1 mM 500 pL.
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 funcidon y composicion.

3.6.2. Técnica de western blot.

En nuestro laboratorio, se hacen los geles con el porcentaje de acrilamida en
funcién de las proteinas que queramos analizar, 10% - 12% (Tabla 10). Se afaden los
geles y el tampdn 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 proteinas mediante electroforesis, se transfieren a una
membrana PVDF (0,45 um de poro) activada en metanol, hidratada en agua MiliQ® vy
finalmente embebida en solucion de transferencia. Se realiza una transferencia semi-
hiumeda 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
agitacion y a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizan 3 lavados con TBS-T
durante 5 minutos cada uno a temperatura ambiente y en agitacion. Tras lo cual, se
incuban las membranas con el anticuerpo primario “overnight” a 4°C. Al dia 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 agitacion. Finalmente, se vuelven a realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS-T y se
detectan las proteinas mediante luminiscencia, incubando la membrana 5 minutos con
el sustrato de la peroxidasa Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) y se capturan las

imagenes con el ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad).

Como se quiso estudiar diferentes proteinas, se debia volver a marcar la membrana
con su respectivo marcaje, pero antes se tenia que eliminar el marcaje anterior y para
ello se realizo el proceso de “stripping”. El “stripping” consiste en incubar la membrana
en solucién de “stripping” durante 30 minutos en agitacidon, seguido de 2 lavados en la
solucion NaCl 0,3% durante 10 minutos para equilibrar el pH de la membranay 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 continuacién, 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.

Laemmli Buffer 4X

Persulfato

amonico (APS) 10%
Tetrametilenaiami

na (TEMED)
30%
Acrilamida/Bis

Zona

de

separacion del gel

(Running Buffer)

Zona de
compactacion del
gel (Stacking
Buffer)

SDS-PAGE
Precision Plus
Protein™ Dual

Color Standards
Buffer
Transferencia

de

Buffer para la preparacién 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 MiliQ®
0,75 mL.

Cataliza la reaccion de polimerizacion de la
acrilamida.

Cataliza la reaccion de polimerizacion de la
acrilamida.

Como consecuencia de su polimerizacidon
(poliacrilamida), se crean geles que
utilizamos para la separacién de proteinas.
Parte inferior del gel de electroforesis
(“running buffer”) donde se producira la
separacion de las proteinas segun su peso
molecular.

10% de reticulacién: agua MiliQ® 3,3 mL,
Lower Buffer 4X 2 mL, acrilamida 30% 2,6
mL, TEMED 10 puLy APS 10% 52 uL.

12% de reticulacién: agua MiliQ® 2,8 mL,
Lower Buffer 4X 2 mL, acrilamida 30% 3,2
mL, TEMED 10 pL y APS 10% 64 pL.

Receta Lower Buffer 4X (200 mL): Tris-Base
36,34 gy SDS 10% 8 mL. pH final 8,8.

Parte superior del gel de electroforesis
(“stacking buffer’) donde se afadiran las
muestras en cada pocillo.

Receta: agua MiliQ® 3,1 mL, Upper Buffer
4X 1,25 mL, acrilamida 30% 0,65 mL, TEMED
5 uLy APS 10% 25 plL.

Receta Upper Buffer 4X (200 mL): Tris-Base
12,12 g y SDS 10% 8 mL. pH final 6,8.
Detergente idnico.

Receta (5 L): Tris-Glicina 10X 500 mL y SDS
10% 50 mL.

Receta Tris-Glicina 10X (1 L): Tris-Base 30,25
gy Glicina 144 g.

Referencia de peso molecular. Contiene diez
bandas de proteinas de 10, 15, 20, 25, 37, 50,
75,100, 150 y 250 kD.

Solucion que permite la transferencia de las
proteinas del gel de policrilamida hacia la
membrana de polivinilideno.

Receta (1 L): Tris-Glicina 10X 100 mL,
metanol 200 mLy SDS 10% 10 mL.

A3678.
Sigma-Aldrich
79281
Sigma-Aldrich
1610158
Bio-Rad

161-0374
Bio-Rad
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Immobilon Membranas de polivinilideno (PVDF). Tienen [IPVH00010
transfer un tamafio de poro de 0,45 um. Millipore
membranes
Metanol Alcohol que utilizamos en la transferenciade 141091
proteinas y para activar las membranas PanReac
PVDF Applichem
Leche Solucién de bloqueo.
Receta: Leche en polvo desnatada al 5% en
TBS-T.
TBS-T Tampon de lavado.
Receta (5 L): TBST-10X 500 mL y Tween 20 5
mL.

Receta TBST 10X (1 L): Tris-HCI 63,5 g, Tris-

Base 11,8 gy NaCl 87,66 g. pH final 7,5.
Solucion de Solucidn acida que promueve la separacion
Stripping de los anticuerpos adheridos en Ia

membrana PVDF.

Receta (1 L): glicina 15 g, SDS 1 gy Tween20

10 mL. pH final 2,2.

NaCl 0,3% Solucién para equilibrar el pH de membrana S$3014-5KG
PVDF. Sigma-Aldrich

Clarity Western Sustrato de la Peroxidasa. 1705061

ECL Substrate 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 funcidn y/o composicidn, y en la columna derecha su referencia.

3.7. Empleo de inhibidores quimicos.

3.7.1. Regulacion de la actividad desacetilasa de HDACS6:
Tubacina/A-485.

Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentracién de
300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al dia siguiente, las células
se transfectan con el agente transfectante FUGENE HD con una dosis creciente del
plasmido pNS5-myc (0 pg, 0,5 ug, 1 pg, 1,5 pg, 2 ug y 3 ug). 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 dia siguiente se afiaden los inhibidores A-485 y tubacina en cada condicion, a una
concentracion final de 3 uM y 1 uM respectivamente. Ademas, también se afiade 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 vias de degradacion.

Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentracién de
300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al dia siguiente, se
transfectan las células con el agente transfectante FUGENE HD y los plasmidos NS5-myc

y HA-wt-HDAC6 a 1,5 pg cada uno.

48 horas postransfeccidn, se afaden los inhibidores de las diferentes rutas de
degradacion: MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al) (20 uM) (Ref. C2211-5MG, Sigma-Aldrich) que
bloquea la via proteasoma, 3-Metiladenina (3-MA) (5 mM) (Ref. M9281, Sigma-Aldrich)
gue interviene en la formacion del autofagosoma, Bafilomicina A1 (100 nM) (Ref. SML
1661, Sigma-Aldrich) que actla sobre la ATPasa vacuolar tipoH+ inhibiendo Ia
acidificacion lisosomal y Aloxistatina junto a Pepstatina A (E-64d+PepsA) (10 pg/mL)
(Ref. E8640, Sigma-Aldrich y 77170, Sigma-Aldrich, respectivamente) sobre las
proteasas; y sus respectivos vehiculos DMSO y PBS como control. Se incuban 5 horas a
37°Cy 5% de CO; y se realiza la lisis celular (apartado 3.6.1) para analizar las muestras

mediante western blot (apartado 3.6.2).

3.7.3. Inhibicidn del importe nuclear: lvermectina.

Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentracién de
300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al dia siguiente, se
transfectan las células con el agente transfectante FUGENE HD vy los plasmidos de las

proteinas de estudio.
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48 horas postransfeccidn se afiade el inhibidor de a/p importinas, ivermectina (20
uM) (Ref. 18898, Sigma-Aldrich) y su vehiculo DMSO como control y se incuban 6 horas
a 37°Cy 5% de CO,. Pasado el tiempo de incubacidn, se realiza la lisis celular (apartado

3.6.1) para analizar las muestras mediante western blot (apartado 3.6.2).

3.8. Estudios de coinmunoprecipitacion.

Se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentracién de
300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al dia siguiente, se
transfectan las células con el agente transfectante FUGENE HD vy los plasmidos de las

proteinas de estudio.

Para analizar la interaccién entre NS5 y HDACEG se realizé el siguiente protocolo de

COIP:

Se homogenizan bien las bolas magnéticas, PureProteome™ Protein G Magnetic
Beads, y se afiaden 50 puL en eppendorfs. Se elimina el buffer de almacenamiento de las
bolas magnéticas con el Rack Magnético, Magna GrIP™ Rack (Millipore), se afiaden 500
pL de PBS 1X 0,1% Tween y se mezclan para lavarlas. Se vuelve a eliminar el PBS 1X 0,1%
Tweeny se resuspenden en 100 pL de PBS 1X 0,1% Tween. Se afiaden 7 uL de anticuerpo
o-myc y se incuban 1 hora en agitacidon con el Rotator SB3 (Stuart®) a temperatura
ambiente. Tras el tiempo de incubacidn, se elimina el buffer y se lavan 2 veces con 500
uL de PBS 1X 0,1% Tween. Se elimina el PBS, se aflade 100-500 pg de proteinas del lisado
(con buffer de lisis PMSF) en 150 pL junto a 500 pL de buffer de lisis PMSF y 6,5 pL de

RNasa, y se incuban a 4°C “overnight” agitando en el Rotator SB3 (Stuart®).

Al dia siguiente, se retira el lisado y se lavan las bolas magnéticas dos veces con 500
puL de PBS 1X 0,1% Tween. Se afiade 60 uL de Laemmli Buffer 4X, se calientan las
muestras 5 minutos a 95°C en el termobloque para que se separen las proteinas de las
bolas magnéticas, se recuperan las proteinas utilizando el Rack Magnético (Magna
GrIP™ Rack (Millipore)) y se almacenan a -20°C para su posterior analisis mediante

western blot (apartado 3.6.2).
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Sin embargo, para observar la acetilacion de RIG-I, se separaron las proteinas con el

anticuerpo a-HA mediante el siguiente protocolo de ColP:

Se afiaden 25 pL de Pierce™ Anti-HA Magnetic Beads en eppendorfs y 175 plL de
0,05% TBS-T y se homogeniza. Se retira el sobrenadante con el Rack Magnético, Magna
GrIP™ Rack (Millipore), y se vuelve a lavar con 1 mL de 0,05% TBS-T. Se descarta el
sobrenadante, se incorporan 100ug de muestra del lisado (buffer de lisis ColP) en 100
uL de buffer de lisis ColP y 400 plL de 0,05% TBS-T y se incuban a temperatura ambiente
durante 30 minutos agitando en el Rotator SB3 (Stuart®). Tras el tiempo de incubacion,
se retira el lisado y se lavan dos veces con 300 pL de 0,05% TBS-T. Se retira el
sobrenadante y se realiza un lavado con 300 uL de agua MiliQ® filtrada. Finalmente, se
afiaden 50 pL de Laemmli Buffer 4X, se calientan las muestras 10 minutos a 95°C en el
termobloque para que se separen las proteinas de las bolas magnéticas, se recuperan
las proteinas utilizando el Rack Magnético (Magna GrIP™ Rack (Millipore)) y se
almacenan las muestras a -20°C para su posterior analisis mediante western blot

(apartado 3.6.2).

A continuacidon, 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 coinmunoprecipitacion.

PBS 1X0,1% Tween Solucidn para lavados celulares.
Receta PBS 1X 10%: PBS 1X 9 mLy Tween 20

ImL.

0,05% TBS-T Solucién para lavados celulares.
Receta: Tris-HCI 25 mM, NaCl 0,15 My 0,05%
Tween 20.

TBS-T 5X Solucion para lavados celulares.

Receta: Tris-HCl 125 mM, NaCl 0,75 M y

0,25% Tween 20.
PureProteome™ Bolas magnéticas cuya superficie recubrimos LSKMAGG10
Protein G Magnetic con el Anticuerpo contra la proteina que Millipore
Beads gueremos aislar.
Pierce™ Anti-HA Bolas magnéticas cuya superficie estda 88836

Magnetic Beads recubierta con el anticuerpo HA. Thermo
Scientific
Pierce™ Anti-myc Bolas magnéticas cuya superficie esta 88842
Magnetic Beads recubierta con el anticuerpo myc. Thermo
Scientific
RNase, DNase-free Solucion de una mezcla heterogénea de 11119915001
ribonucleasas. Roche
Diagnostics

Soluciones y kits utilizados en el ensayo de coinmunoprecipitacion. En la columna izquierda se
indica el nombre de la solucién o el kit, en la columna central se describe su funcién y/o
composicion 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 concentracién de
300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al dia siguiente, se
transfectan las células con el agente transfectante FUGENE HD, los plasmidos de la
proteina de estudio y los “short hairpin RNA” shHDAC6 o shscrn EGFP como control. 48
horas postransfeccidn se realiza la lisis celular (apartado 3.6.1) para analizar las muestras

mediante western blot (apartado 3.6.2).

Otro método que se utilizé en lugar de shHDACS6, es siRNA de HDACS, utilizando una
mezcla de 3 oligos interferentes contra diferentes regiones del ARNm de HDACG6. Para
ello se siembran células HEK-293T en una placa de 6 pocillos a una concentracién de
300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al dia siguiente, se

transfectan las células con el agente transfectante PEI25K™ y los plasmidos de la
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proteina de estudio. 24 horas mas 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 concentracién de
300.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al dia siguiente, se
transfectan las células con el agente transfectante FUGENE HD y la combinacion de

pldsmidos a 1,5 ug cada plasmido.

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 rpom durante 5
minutos a 4°C, se resuspende el pellet en 100 pL 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 incubacion, se mezcla en el vortex y se centrifugan a 12000 rfc
y 4°C durante 10 minutos. Una vez realizada la centrifugacién, se separa el sobrenadante
donde se encuentra el extracto citoplasmatico 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 concentracién de proteinas mediante BCA protein assay kit (Ref. 71285-3,
Novagen, Milipore) en el iMark™ Microplate Reader (Bio-Rad) y se afiade Laemmli

Buffer 4X en el mismo volumen que el extracto citoplasmatico.

Por otro lado, se encuentra el pellet correspondiente al extracto nuclear, que se
lava el tres veces con 80 puL de buffer de lisis celular (se centrifuga a 12000 rfc y 4°C
durante 5 minutos). Después del ultimo lavado, se resuspende el pellet en 50 pL de
buffer de extraccidn nuclear y se incuba en hielo durante 30 minutos. Por ultimo, se
someten las muestras a ultrasonidos con el sonicador Labsonic® M (Sartorius) y se
centrifugan a 12000 rfc a 4°C durante 15 minutos. Se cuantifica la concentracion de
proteinas mediante BCA protein assay kit (Ref. 71285-3, Novagen, Milipore) en el
iMark™ Microplate Reader (Bio-Rad) y se afiade Laemmli Buffer 4X en el mismo volumen

gue el extracto nuclear.

148 S. Pérez Yanes



Material y Métodos

Ambos extractos, citoplasmatico y nuclear, se analizan mediante western blot

(apartado 3.6.2).

3.11. Ensayos para cuantificar la activacion de la via del IFN.

Se siembran células HEK-Lucia™ RIG-I en una placa de 6 pocillos a una
concentracién de 400.000 células/mL y un volumen final de 2 mL por pocillo. Al dia
siguiente, se transfectan las células con el agente transfectante FUGENE HD y 1,5 ug del

plasmido pNS5-myc.

Tras 24 horas, se recogen las células transfectadas y se anaden a una placa de 96
pocillos. Se siembran 100.000 células en 180 puL de DMEM completo por pocillo, a las
que se anade tubacina a una concentracioén final de 1 uM. 3 horas mas tarde, se agrega
el inductor de la respuesta del interferén 3p-hpRNA a una concentracion final de 1

ug/mL en un volumen final de 200 pL.

Al dia siguiente, se pasan 20 uL del sobrenadante, en el cual se encuentra la proteina
inducida por el IFN ISG54, a una placa opaca de 96 pocillos. A la cual se afiaden 50 uL de
Quanti-Luc™ Gold (Ref. Rep-glcg2, 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 aflade cada uno
en un pocillo de una placa de 12 pocillos. Se cubren los cristales con poli D lisina al 0,01%
(300 pL aproximadamente) y se incuban 30 minutos a 37°C. Pasado el tiempo de
incubacion, se retira la poli D lisina y se lavan los cubres 2 veces con agua MiliQ® 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 dia siguiente se realiza la transfeccion 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 incubacidn, se retira el medio de los pocillos, se afiaden 500 uL de
paraformaldehido (PFA) al 4% en cada pocillo y se incuban a temperatura ambiente
durante 10 minutos en agitacion suave. Tras lo cual, se quita el PFA, se afiaden 500 pL
de PBS-T por pocillo para permeabilizar las células y se incuban 15 minutos a
temperatura ambiente y agitacién 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 pL de solucidn “quenching” en agitacion. A continuacion,
se para la reaccion afladiendo 500 uL de PBS 1X. El siguiente paso es bloquear durante
1 hora a temperatura ambiente con 500 pL de la soluciéon de bloqueo en agitacidn.
Pasada la hora de bloqueo, se incuban las células “overnight” a 4°C con el anticuerpo

primario diluido en la solucién de bloqueo.

Al dia siguiente, se descarta el anticuerpo primario y se lavan las células 3 veces con
500 plL de PBS-T, 15 minutos a temperatura ambiente y en agitacion cada lavado. A
continuacion, se incuban con el anticuerpo secundario diluido en PBS-T durante 1 hora
a temperatura ambiente, en agitacién y oscuridad. Pasado el tiempo de incubacion, se
vuelven a realizar 3 lavados de 15 minutos a temperatura ambiente, en agitacién y
oscuridad con 500 uL de PBS-T. Después, se vuelven a lavar 2 veces durante 10 minutos
en oscuridad y agitacidon con 500 uL de PBS 1X. Por ultimo, se sumerge el cristal en agua
destilada, se deja secar, se coloca el cubre sobre una gota de Fluoroshield™ con DAPI
gue a su vez se dispone sobre un porta y se deja secar en oscuridad. Las muestras se

mantienen a 4°C hasta su visualizacidn en el microscopio.

Finalmente, se obtuvieron las imagenes con el microscopio Zeiss 200M (Zeiss, Jena,
Germany) y las imagenes fueron analizadas con el programa MetaMorph (Universal

Imaging).

A continuacidn, se muestran en la Tabla 12 las soluciones empleadas en este

proceso.
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Tabla 12: Soluciones para microscopia de epifluorescencia.

Poli-D-lisina 0,01% Solucién para unir las células a la superficie P1024

del cubre. Se diluye en PBS 1X. Sigma-Aldrich
Paraformaldehido Solucién para fijar las células. Se diluye en P6148.
al 4% PBS 1X. Sigma-Aldrich
PBS-T Solucion para permeabilizar las células y

realizar lavados celulares.
Receta: 0,1% Tween 20 en PBS 1X.

Quenching Solucion para bloquear grupos aldehido

solution libres y disminuir la fluorescencia de fondo.
Receta: 100 mM glicina en PBS 1X.

Solucion de Solucidn para bloguear uniones inespecificas

Bloqueo de los anticuerpos primarios.

Receta: 5% FBS en PBS-T.
Fluoroshield™ con Medio de montaje para histologia, conserva F6057
DAPI la fluorescencia y tifie el ADN con DAPI. Sigma-Aldrich
Soluciones utilizadas en la microscopia de epifluorescencia. En la columna izquierda se indica el
nombre de la solucidn, en la columna central se describe su funcion y/o composicién y en la
columna derecha su referencia.

3.13. Estadistica empleada en los diferentes estudios.

En el apartado de resultados se especifica el analisis estadistico llevado a cabo para

cada experimento.

En el estudio fenotipico de las funciones del complejo de envoltura de VIH-1, su
expresion en la membrana celular, su capacidad de unién a CD4, fusién, transferencia e
infectividad viral, se utilizd el andlisis estadistico no paramétrico de Kruskal-Wallis,
prueba de comparaciones multiples de Dunn. También se utilizd este tipo de andlisis
estadistico para comparar la longitud y glicosilacién de las secuencias de aminoacidos
de las envolturas de los diferentes grupos clinicos, asi como en su comparacidn 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 si y también con la distancia genética de las Env de los grupos al

ancestro del subtipo B se utilizd el test no paramétrico Spearman.
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Asuvez, enlasegunda parte de la tesis doctoral, centrada en el ZIKV, se compararon
estadisticamente las diferentes condiciones experimentales utilizando la prueba

paramétrica t de Student.
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4. Resultados.

4.1. Anadlisis filogenético de las secuencias de los complejos de

envoltura viral.

Para el estudio de la importancia del complejo de glicoproteinas de la envoltura
(Env) del VIH-1 en el control virolégico y la patogénesis, se analizaron las caracteristicas
fenotipicas 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 progresion clinica e infectados a finales de los afios 80
y 90; y 10 clones virales de seis individuos VLTNP con CV<10.000 copias virales/mL e

infectados en los anos 90.

Para comprobar que las caracteristicas 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 periodo (afios 90), denominadas como
Antiguas (“Old”), y que se relacionan con una CV alta (CV>10° copias virales/mL) y con
infecciones crénicas. Y 11 clones virales de seis pacientes infectados crénicamente entre
2013 y 2014, también mostrando una alta CV (CV>10* copias virales/mL). Las
caracteristicas principales de los pacientes se pueden encontrar en la Tabla 13, y la
estrategia experimental utilizada para estudiar las caracteristicas funcionales de estas

Env se expone en la Figura 26.
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Tabla 13: Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de las Env virales y caracteristicas de los

pacientes.
Clinical Sub-group  Env Patient ID
Group code? code
LTNP EC 1 2057906-3
2 3227050
3 3227058-3
6 20044616-3
7 10246788
(5
9 MDM¢
10 ¢
11 €
12 ¢
Viremic 13 4022834
14 9684
15 2988465
16 38175
17
18
19
21 30
[:22 64
24
Progressor  Old [26 Vv10d
27
28 V13
[30 L10
31
I:sz L11
33
[36 114 d
37 d
38 118
Moderne 39 ESI 17A
40
42 ESI 39A
43
44 ESI 41A
45
46 ESI5A 2
[49 ESI42 A
50
51 ESI42 B
52

9Codigo numeérico de las Env VIH-1 utilizado en este estudio y su cédigo de identificacion

bDe acuerdo a (Bello et al., 2004).

Viral Loads
(at sampling)

<50
<50
<50
<50
<50
<50
507
<50
<50
<50
3.710
2.557
2.286
418
418
418
418
7.597
11.926
11.926
N.D.h
N.D.h
N.D.h
89.000
89.000
42.000
42.000
130.000
130.000
170.000
156.300
156.300
137.700
137.700
129.700
129.700
49.107
11.510
11.510
41.090
41.090

‘Individuo doble infectado (Casado et al., 2007).
Individuos con un corto periodo de terapia antirretroviral (AZT (zidovudine) y DDI (didanosine)
para el paciente V10 y AZT para el paciente 114).
€Los pacientes modernos tienen un sequimiento minimo de 3 afios.

N.A.: No aplicable.
9copias ARN VIH/mL

Diagnostic
time

1993
1988
1992
1998
1992
1992
1998
1998
1998
1998
1994
1998
1993
1996
1996
1996
1996
1989
1989
1989
1993
1993
1992

1993
1993
1987
1987
1991
2013
2013
2012
2012
2012
2012
2004
2011
2011
2011
2011

Sampling
time

2004
2004
2004
2004
2005
2005
1996
2011
2005
2005
2004
2005
2004
2014
2014
2014
2014
1998
1999
2002
1994
1994
1994
1993
1993
1993
1993
1994
1994
1994
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2007
2014
2014
2014
2014

Viral
dating®

1989
1991
1991
1999
1993
1993
1987
1996
1996
1996
ND
1994
1999
1999
1999
1999
1999
2000
1999
1999
1999
1999
1990
1993
1993
2000
2000
2002
2002
1990
N.A.f

N.A.
N.A.

N.A.
N.A.

N.A.

HLA-B

4901/5701
0702/5201
1402/1402
1501/5703
4402/5701
4402/5701
4402/3501
4402/3501
4402/3501
4402/3501
1401/4403
1302/4001
1402/2705
2705/5801
2705/5801
2705/5801
2705/5801
1501/3501
4402/4901
4402/4901
4002/4402
4002/4402
0702/1402
1501/4901
1501/4901
1801/5101
1801/5101
0702/3502
0702/3502
1402/4403
4201/4402
4201/4402
1517/3801
1517/3801
3503/5701
3503/5701
4102/4402
1402/4403
1402/4403
0702/1501
0702/1501

hN.D.: No realizado (Not done). Estos pacientes presentan sintomas asociados a SIDA (estadio
CDC A2 para el paciente V10, y estadio CDC A3 para el paciente VV13) 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 analisis filogenético de la secuencia viral del gen env no reveld 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 observé una distribucidon en ramas largas,
debido a la mayor replicaciéon y evoluciéon viral en estos individuos (Figura 28A). La
estimacion de la datacién viral de las secuencias de los diferentes grupos (Tabla 13) y la
distancia al MRCA apoyaron la clasificacion clinica de los pacientes de estudio y dieron
informacién de la evolucién viral individual (Figura 28B, “box-plot”). Las secuencias de
los LTNP-EC mostraron una datacién viral de 1992,2, las de los VLTNP de 1998,2 y las del
grupo P Antiguos de 1995,6. Asi, la datacidn viral y la distancia al MRCA mostraron la
evolucidn viral limitada en los LTNP, particularmente en los EC, en contraste con la
amplia evolucion y el aislamiento mas reciente en los individuos P (Antiguos vy

Modernos).
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Figura 28: Andlisis filogenético de las secuencias de las Env que se relaciona con el ancestro
comun mas reciente (MRCA). (A) El arbol filogenético y el MRCA de subtipo B se infirieron con
secuencias de nucleétidos de Env virales completas mediante el uso del método de probabilidad
maxima y el modelo reversible de tiempo general mediante el software X de MEGA X (S. Kumar
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et al., 2018). El porcentaje de arboles en los que los taxones asociados se agruparon con valores
superiores al 90% se muestra junto a las ramas. El arbol estd representado a escala, con las
longitudes de las ramas medidas en nimero de sustituciones por sitio. El analisis filogenético de
las secuencias virales de las Env de estudio no reveld relaciones entre los diferentes grupos ni
agrupamiento, excepto en aquellas secuencias que provienen del mismo individuo. (B)
Representacién de diagrama de caja de las distancias genéticas de las secuencias Env virales al
MRCA de virus LTNP (EC y Virémicos) en comparacion con las distancias genéticas al MRCA de
virus P (Antiguos y Modernos). Se muestran los valores de p (prueba de Krustal-Wallis) para la
comparacion entre todos los grupos (**p<0,05 y ***p<0,001).

4.2. Estudio de la relacion entre la eficiencia de expresion 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 analisis de la
expresion 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 expresion de las
Env en la superficie celular mediante citometria de flujo (Figura 29). Se puede observar,
gue, aunque el nivel de expresidon es un poco mayor en las Env virales que provienen de
los pacientes P que no controlan la viremia (Antiguos y Modernos), en comparacion con
los pacientes no progresores LTNP (EC y Virémicos), dicho incremento no es
estadisticamente significativo entre los grupos. Por lo que, la capacidad de expresidén 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: Analisis de la expresion de las diferentes Env de pacientes LTNP-EC, vLTNP y P. (A)
Analisis de la expresion 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 Aenv, sin anticuerpo secundario, NL4.3 y Bal, barras negras) mediante citometria
de flujo. Las Env aisladas del mismo paciente estan agrupadas con corchetes. (B) Expresion de
Env en cada grupo de pacientes comparando los valores medios entre cada grupo (Kruskal-
Wallis, prueba de comparaciones multiples de Dunn). Arriba a la izquierda se muestra el valor
de p para la comparaciéon entre todos los grupos. No se identificaron diferencias significativas
(ns). Los valores son la media +SEM de tres experimentos independientes.
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4.3. Analisis de la capacidad de fusion de membranas célula-célulay
transferencia viral de los complejos de envoltura de virus

aislados de pacientes de distinto perfil clinico.

La interaccién del complejo Env con el receptor celular CD4 es clave en el proceso
de infeccién. Cuando se produce dicha interaccién de una manera correcta y eficiente,
la transferencia viral a través de contactos sindpticos o de la formacion de poros de
fusion se activan durante los contactos célula a célula o de virus a célula,
respectivamente (Blanco et al., 2004; Valenzuela-Fernandez et al., 2005; Barrero-Villar
etal., 2009; Casado et al., 2018; Cabrera-Rodriguez et al., 2019). Por lo que se analizaron
tanto la capacidad de las diferentes envolturas de generar la fusién de la membrana viral
y celular permitiendo de dicho modo la infeccidn, 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 unién al receptor celular CDA4.

4.3.1. Evaluacion de la capacidad de las envolturas a unirse a CD4 y

promover la fusion de membranas.

Para estudiar la capacidad de interaccion entre las diferentes Env de estudio y el
receptor CD4, se midid la capacidad de fusion de membrana de las Env mediante el
andlisis de la activacion de LTR mediada por Tat (esquema de la metodologia en la Figura
26) en cocultivos entre células HEK-293T que expresan en su superficie celular las Envy
las células diana TZM-bl que son permisivas a la infeccién por VIH-1 (Figura 30). Todas
las Env estudiadas presentan tropismo CCR5, por lo que el proceso de fusidén célula-
célula depende exclusivamente de la eficiencia de las Env a unirse a CD4, siendo este un
ensayo que permite determinar la eficiencia de unién de las Env con CD4. De los
resultados obtenidos se observa como las Env de los grupos LTNP-ECy vLTNP obtuvieron
valores de fusién mas bajos en comparacién con los P, tanto Antiguos como Modernos.

Siendo estas diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 30: Analisis de las caracteristicas fenotipicas de fusion de membranas de las Env de VIH-
1 aisladas de individuos LTNP-EC, vLTNP y P. (A) Analisis 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 Aenv, NL4.3 y Bal, barras negras). Se muestra la actividad de fusién relativa
con respecto al control Bal que sera el 100%. Las env aisladas del mismo paciente se agrupan
en corchetes. (B) Se muestra la actividad de fusidn relativa de los diferentes grupos de pacientes.
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4.3.2. Evaluacidon de la capacidad de los complejos de envoltura

viral a transferir material viral célula-célula.

Una vez se ha analizado la capacidad de fusién 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 realizé 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 analizd mediante citometria de flujo la expresion de p24 intracelular en los linfocitos
T CD4+ receptores. En este ensayo se induce la formacién de sinapsis viroldgicas que

dependen exclusivamente de la interaccion 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 comparacidon con los pacientes P Antiguos y
significativamente menor a nivel estadistico con los pacientes P Modernos (p<0,0022
entre todos los grupos). Con estos resultados se podria 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 infeccion viral fue superado progresivamente en las Env de los
grupos que no son capaces de controlar la replicacion viral y que como consecuencia

tienen una mayor carga viral.
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Figura 31: Andlisis de la transferencia viral de célula a célula mediada por el complejo Env del
VIH-1. (A) Analisis 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 Aenv, células T CD4+
solas, NL4.3 y Bal, barras negras). Las Env procedentes del mismo paciente se agrupan en
corchetes. (B) Andlisis 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
comparacion de las medias entre los diferentes grupos utilizando la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis, prueba de comparaciones multiples de Dunn. Los valores son la media +SEM de

dos experimentos independientes.
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Por consiguiente, tanto los resultados del ensayo de fusidon como los resultados del
ensayo de transferencia confirman que las Env pertenecientes a LTNP-EC y VLTNP son
deficientes en su unién a CD4, y como consecuencia tienen una baja capacidad
fusogénica y de transferencia viral en comparacién con los grupos P. Esta deficiencia se

relaciona con la baja carga viral detectada en los individuos (Tabla 13).

4.4. Caracterizacion de los complejos de envoltura viral de virus
aislados de pacientes de distinto perfil clinico, en su capacidad

infectiva durante las primeras etapas del ciclo viral.

La correcta o deficiente funcidn de las caracteristicas fenotipicas de las Env
estudiadas en los apartados anteriores contribuyen en la eficacia de la infeccion del
virus. Por dicho motivo, se estudié la capacidad infectiva de los pseudovirus producidos
con el mismo cuerpo viral y las diferentes envolturas virales aisladas de pacientes con

diferente progresion clinica en células TZM-bl.

Una vez analizados los datos, se puede ver que las Env aisladas del grupo LTNP-EC
mostraron valores de infectividad mas bajos, mientras que, en el lado contrario, las Env
aisladas del grupo de P Modernos obtuvieron titulos mas altos. A su vez, las Env aisladas
del grupo vLTNP produjeron titulos mas altos que el grupo LTNP-EC, pero mas 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 infeccidn progresiva (Antiguos y Modernos)
poseen una mayor capacidad infectiva en comparacion con los grupos que son capaces
de controlar la infeccién (EC y Virémicos). Esto confirma que las propiedades virales
analizadas (unién a CD4, fusion y transferencia viral) influyen en gran medida en la

infectividad viral y como consecuencia en la biologia del VIH-1 y su patogénesis viral.
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Figura 32: Andlisis de la infectividad viral de las Env VIH-1. (A) Analisis de la infectividad (valor
TCID50 normalizado por la cantidad de p24 viral con el que se produce la infeccién) de cada Env
aislada de los pacientes de los diferentes grupos clinicos LTNP-EC (barras grises), vLTNP (barras
verdes), P Antiguos (“Old”) (barras naranjas), P Modernos (“Modern”) (barras rojas) y de los
controles (pSG3Aenv, NL4.3 y Bal, barras negras). Las Env aisladas del mismo paciente estan
agrupadas en corchetes. (B) Analisis de la capacidad infectiva de las Env de los diferentes grupos
de pacientes. Arriba a la izquierda se muestra el valor p para la comparacién entre todos los
grupos. Los valores p comparan las medias entre grupos utilizando la prueba no paramétrica de
comparaciones multiples de Kurskal-Wallis, Dunn. Los valores son la media +SEM de tres

experimentos independientes.
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4.5. Anadlisis de las secuencias de aminoacidos de los complejos de
envoltura viral de virus aislados de pacientes con distinto perfil

clinico.

Una vez analizadas las diferentes caracteristicas fenotipicas de las Env, se han
estudiado las secuencias de aa de las mismas, ya que algin cambio en ellas podria estar
relacionado con las caracteristicas (CV y patologia) observadas en los pacientes de los

distintos fenotipos clinicos estudiados.

Como se ha comentado anteriormente, primero el grupo colaborador del Dr. Cecilio
Lépez Galindez y la Dra. Concepcién Casado realizd una reconstruccion filogenética a
partir de las secuencias de nucleétidos de las diferentes env de pacientes junto con otras
secuencias de nucleétidos obtenidas de individuos espafioles 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 proteinas centrdndose en los bucles
(“loops”) variables y sus posibles sitios de glicosilacion 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 glicosilacion a
lo largo de la epidemia, al igual que se ha descrito en algun 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 mas cortas que los
del grupo de pacientes P Modernos. El bucle V3 de la subunidad gp120 fue la regién mas
conservada y constante tanto en longitud como en glicosilacién, mientras que los demas
bucles mostraron un aumento de longitud, especialmente los bucles V2 y V5 de la
subunidad gp120. Estadisticamente, 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-ECy VLTNP respecto a P Modernos)

de la subunidad gp120 del complejo de Env viral.

En relacién con los sitios PNG, la mayoria 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 glicoproteinas virales de estudio. Sin
embargo, se observaron diferencias en la extensidn de aa de los bucles con una
adquisicion progresiva de mas PNG en P Modernos (Tabla 14). El glicano en la posiciéon
N289 estaba presente en LTNP-EC, vVLTNP y P Antiguos, pero no en P Modernos. La
posicion N362, que es N proximal al motivo DPE (“Downstream Promoter Element”) de
unién a CD4 (posiciones de la secuencia 368-370HXB2), se conservé en LTNP-EC, vVLTNP
y P Antiguos, pero solo estuvo presente en dos Env de P Modernos. También se
produjeron cambios en la proteina transmembrana gp41 en el glicano N816, el cual era

dominante en los LTNP pero no en los P (Antiguos y Modernos).
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Tabla 14: Caracteristicas moleculares de Env de VIH-1: longitud de la secuencia y sitios potenciales de
glicosilacidon en N (PNG) en los Bucles Variables (Vn) de la subunidad gp120.

Clinical Subgroup Env 3V1/G V2/G V3/G V4/G V5/G bIVn/G ‘Mean/G 4Gp160 eMean
Group code
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
r7 32/5 47/2 37/2 30/4 11/2 157/15 151.1/14.4 859 851.8
L8 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
L12 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
L_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
L33 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
L_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

? Longitud en aminodcidos (aa) y sitios potenciales de glicosilacion (PNG) de las regiones variables Env-
gp120 (Vn; desde V1 a V5) expresado como Vn/G ratio.

b3Vn/G indica la suma de longitudes de aa de Vn y PNG (n; desde 1 a 5).

‘Mean/G indica el valor medio de la longitud y PNG de cada grupo de Env.

9Gp160 muestra la longitud total en aa de cada Env incluyendo ambas subunidades gp41 y gp120.
€Mean indica el valor medio de la longitud de gp160 (gp41y gp120) en aa para cada grupo de Env.

*Las envolturas aisladas del mismo paciente se representan en corchetes.
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Figura 33: Andlisis de la longitud de los bucles de la subunidad gp120 del complejo Env de virus
aislados de los diferentes grupos de pacientes. Analisis 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 multiples
de Krustal-Wallis, Dunn. El valor p para la comparacion entre todos los grupos se muestra arriba
a la izquierda (*p<0,01 y **p<0,05). Las lineas son la media, los percentiles 25 y 75 de las cajas
y los valores minimo y maximo de las barras, considerando la longitud del bucle de todas las Env
de estudio de los diferentes grupos.
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4.6. Correlacion entre las caracteristicas virales de los complejos de
envoltura viral de virus aislados de pacientes de distinto perfil

clinico.

A continuacién, se estudiaron las posibles correlaciones existentes entre los
diferentes parametros funcionales analizados: expresidn, capacidad de transferencia de
célula a célula, que esta directamente mediada por la unién de Env/CD4, fusogenicidad
e infectividad (Figura 34A). Se observé una correlacién positiva. También se mostré una
agrupacion de clones de Env segun las caracteristicas 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 unidn al receptor CD4, se correlacionaron con el
control de la viremia y los fenotipos clinicos no progresores. En el lado contrario, las
envolturas funcionales se asociaron con la falta de control virémico y los fenotipos
clinicos progresores. Estas correlaciones estadisticas apoyan una posible asociaciéon
entre las propiedades virales de las Env, las cuales condicionan directamente la infeccién
por VIH-1, y el fenotipo viral, que a su vez se correlaciona con el fenotipo clinico de los

pacientes VIH+ del estudio.
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Figura 34: Correlacion de la expresion, fusion, transferencia, infectividad y distancia genética
y agrupacion de las caracteristicas de Env. (A) Correlacion entre la distancia genética al ancestro
del subtipo B de las Env de todos los grupos y las funciones de expresidn, fusidn relativa,
transferencia e infectividad (los valores de correlacion de Spearman se indican en la
representacion matricial). (B) Las Env de LTNP-EC (gris), vVLTNP (verde), P Antiguos (naranja) y P
Modernos (rojo) se analizaron de acuerdo con los parametros indicados. Se identificaron dos
grupos principales correspondientes a EC y P Modernos con caracteristicas funcionales
opuestas.

También se manifestd una buena correlacion entre la distancia genética al MRCA
de subtipo By la funcionalidad de las Env analizadas (Figuras 34A y 34B). En general, las
secuencias evolutivas mas bajas (menor distancia genética al MRCA de subtipo B) tienen
una menor funcionalidad (LTNP-EC) y las secuencias evolutivas mds 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 patrdn que el crecimiento funcional
de las diferentes caracteristicas virales. En resumen, las Env con las caracteristicas mas
eficientes se encuentran en el grupo P Modernos y también muestran las proteinas
gp160 de mayor longitud, con mas sitios glicosilados y mayor distancia al MRCA de

subtipo B.
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4.7. Estudio de la localizacion celular de NS5: distribucion en

estructuras nucleares particulares.

La relacion existente entre la localizacién celular de la proteina NS5 del ZIKV y su
funcidn esta cobrando mucho interés actualmente, y, en particular, en relacién con su
localizacion nuclear. Como se ha comentado en el apartado 1.4.4.3 de introduccién,
durante la infeccidn por ZIKV, NS5 se localiza en el nucleo sin afectar a la replicacidon
viral, favoreciendo la evasidn de la respuesta inmunitaria. Por lo que, lo primero que se
llevé a cabo fue la caracterizacion de la expresién y localizacidn celular de un constructo
de NS5. Concretamente, para analizar su localizacidn subcelular se transfectaron células
HEK-293T con el plasmido codificante del ORF de NS5 del ZIKV MP1751 etiquetado con
Myc en su extremo C-terminal, pNS5-myc. A las 48 horas, mediante analisis bioquimico
por western blot se observd como NS5 se localiza mayoritariamente (~95%) en la
fraccidn nuclear frente a la citosdlica (Figura 35B y 35C), extraidas del lisado celular
(Figura 35A). Ademds, como ya se ha descrito anteriormente, la capacidad de NS5 de
ZIKV de distribuirse en cuerpos nucleares punteados, se quiso confirmar mediante
microscopia de epifluorescencia. NS5 se encontrd casi completamente restringido en el
nucleo y como se muestra en la Figura 35D, generalmente se manifiesta
compartimentalizado en 15-30 formas puntiformes regulares con tamafio variable de
0,90 + 0,14 (media £ SD), denominadas como (tipo i) (Figura 35D) a 1,56 *+ 0,11
micrémetros de diametro (tipo ii); (24,7% y 27,2% respectivamente) (Figura 35D), y, en
mayor proporcidn, en estructuras irregulares de un tamafio 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 tincién DAPI
menos intensa en la zona central, lo que sugiere la ausencia de cualquier colocalizacién
de ADN (Figura 35E). A pesar de que las células fueron transfectadas al mismo tiempo,
NS5 aparecio selectivamente formando diversos patrones de estructuras en diferentes
células (Figura 35D) mostrando su naturaleza altamente dindmica e influenciada por

procesos que son independientes al tiempo desde la transfeccién, como ha sido descrito
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previamente en estudios realizados con virus infectivos, y donde se atribuyd esta
diversidad a su expresién y localizacion durante las distintas fases del ciclo viral (Ng et
al., 2019; Conde et al., 2020), asi como pudiendo estar condicionado por la fase del ciclo
celular. Nuestros datos excluyen esta ultima opcion, ya que la sincronizacion de las
células en cultivo que expresaron pNS5-myc no produjo cambios en el patrén de la

expresion (datos comprobados no mostrados).
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Figura 35: Localizacion 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 pg ADNc). La deteccion de la proteina Histona 3 se emplea como la proteina control de
la fraccion nuclear, y la deteccion de la proteina a-tubulina como proteina control de la fraccion
citoplasmatica y de la carga proteica total empleada. (C) Histograma de la cuantificacién 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 nicleo
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(barra gris). Estos datos han sido normalizados por la proteina control de carga a-tubulina de
cada experimento. Los valores indican la media + S.E.M. de 2 experimentos independientes. (D)
Analisis de microscopia de epifluorescencia de células HEK-293T expresando pNS5-myc, 48
horas postransfeccion las células fueron fijadas y marcadas con anticuerpo a-myc, seguido de
un marcaje con anticuerpo secundario de especie A488 o-mouse. Las imagenes 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 proteina viral NS5 se encuentra en el nucleo formando 3 tipos de
estructuras: como formas puntiformes regulares desde uno (tipo i) a diversos (tipo ii)
micrdmetros de didmetro y como formas irregulares que varian en tamafios mas largos y con
forma de anillo (tipoiiii). (E) “Line scanning” de las diferentes estructuras formadas por NS5 (tipo
i-linea negra, tipo ii-linea verde vy tipo iii-linea rosa). (F) Analisis de frecuencia de los tipos de
distribucidn en que NS5 aparece en los diferentes tipos de estructuras (tipo i-puntos negros, tipo
ii-puntos verdes vy tipo iii-puntos rosas) representadas como la media + S.E.M de 81 células
cuantificadas de 8 imagenes pertenecientes a 2 experimentos independientes. La estructura
tipoiii es la estructura de NS5 que aparece mas frecuentemente. (G) Analisis 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 comparacién de las medias entre los dos grupos
utilizando una prueba paramétrica t de Student.

La disposicién de proteinas nucleares en estructuras dinamicas subcelulares,
pueden atribuirse a multiples 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 organulos subnucleares sin

membrana (Y. S. Mao et al., 2011).

Los datos mas recientes sobre la funcion de los cuerpos PML revelan que estan
involucrados en la respuesta a muchas formas de estrés, defensa viral y estabilidad del
genoma mediante el secuestro, modificacion y degradacién de muchas proteinas
asociadas. En este sentido, analizamos la hipdtesis de distribucion de NS5 con los

componentes mayoritarios de los cuerpos nucleares de PML.

Se observé que NS5 colocaliza con SUMO cuando se encuentra formando las
estructuras tipo ii y iii, pero no se observé colocalizacion 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.

178 S. Pérez Yanes



Resultados

DAPI

Control

NS5-HA DAPI Merge

NS5

Control

NS5-myc

wn
(2]
=z

Figura 36: La proteina viral NS5 distribuye en cuerpos nucleares enriquecidos en la proteina
SUMO. (A) Analisis de microscopia de epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con
pNS5-HA (2,5 pug ADNc) para observar la posible localizacion de NS5 con PML. 48 horas
postransfeccién las células fueron fijadas y marcadas con anticuerpo a-HA y a-PML, y tras una
incubacién de 24 horas a 4°C, se marcaron con los anticuerpos secundarios especificos de
especie A568 a-rabbit y A488 o-mouse, respectivamente. Se muestra una imagen
representativa de 2 experimentos independientes. (B) Andlisis por microscopia de
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epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (2,5 ug ADNc) para analizar
la localizacidon de la proteina viral NS5 en estructuras nucleares positivas para la proteina SUMO.
48 horas postransfeccion, las células fueron fijadas y marcadas con anticuerpo a-mycy a-SUMO,
y, tras unaincubacién de 24 horas a 4°C, se marcaron con los anticuerpos secundarios de especie
A568 a-mouse y A488 a-rabbit, respectivamente. Las imagenes 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 tipoii y iii.

En resumen, los experimentos mostraron que la proteina viral NS5 se acumula
principalmente en el nucleo, comportandose de forma muy dindmica formando
estructuras cuyo numero y tamafio varia. Lo que sugiere que la acumulacion nuclear de

NS5 podria ser determinante o estar condicionada por las fases del ciclo de vida del ZIKV.

4.8. Estudio de la proteina NS5 del ZIKV como reorganizador y

estabilizador del citoesqueleto de tubulina.

Existen evidencias de que la infeccidon por ZIKV causa una reorganizacion drastica
de los microtubulos (Cortese et al., 2017) que es crucial tanto en la formacion de los
sitios de replicacion viral como en el favorecimiento de los efectos toxicos que rigen la
diferenciacion neuronal, lo que indirectamente contribuye a la microcefalia (Saade et
al., 2020). Dado que el reordenamiento del citoesqueleto toma un papel activo durante
la infeccidn viral (Valenzuela-Ferndndez et al., 2005; Barrero-Villar et al., 2009; Garcia-
Exposito et al., 2013; Santos et al., 2014), especialmente en el ciclo de los flavivirus (Y.
Zhang et al., 2019), se buscé identificar los agentes responsables de esta reorganizacién

por parte del ZIKV.

Un mecanismo que controla las propiedades y funciones de los microtubulos es la
modificacion postraduccional de sus subunidades de tubulina. Por tanto, se analizaron
los niveles de acetilacion de la lisina K40 de la subunidad a-tubulina, modificacion
postraduccional relacionada con la estabilidad de los microtubulos (Nogales et al., 1998;
Hammond et al., 2008; Choudhary et al., 2009; Wloga & Gaertig, 2010). Mediante el
analisis bioquimico se pudo ver que NS5 de ZIKV esta estrechamente relacionado en la

modificacion de la red de microtubulos (Figura 37A). El efecto dosis creciente de
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transfeccion del plasmido pNS5-myc en células HEK-293T y de expresidn de la proteina
NS5, analizado mediante western blot, mostré una hiperacetilacion de MT en la
subunidad a-tubulina (Figura 37B). Este fendmeno de acumulacién de a-tubulina en su
estado acetilado muestra un comportamiento lineal con una correlaciéon entre la
expresion viral de NS5 y los niveles de acetilacion de a-tubulina de R*=0,84 (p-
value=0,0098). Este efecto dosis-respuesta alcanzé un maximo de ~3 aumentos de
acetilacién de la subunidad a-tubulina, en comparacién con las células control, a las 48
horas desde la transfeccion celular (Figura 37C). Un experimento de curso temporal
reveld que dicho aumento ocurre al menos ~24 horas después de que se detecte la

expresion de NS5 (Figura 38A).

Los microtubulos estan sujetos a diferentes modificaciones postraduccionales, en
concreto, la acetilacién de K40 de a-tubulina se rige principalmente por el balance entre
la incorporacidén del grupo acetilo por la enzima acetil transferasa aTAT1 y la eliminacién
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 propdsito de investigar como ZIKV afecta la arquitectura celular,
particularmente si NS5 posee la capacidad de reorganizar el citoesqueleto, se aplicaron
diversos moduladores selectivos del citoesqueleto. La inhibicion especifica de la
actividad enzimatica de HDAC6 mediante el tratamiento con tubacina (se une al dominio
desacetilasa de HDAC6) durante 24 horas, que induce la acetilacion de a-tubulina, pero
no produce efectos sobre la acetilacion de histonas (Haggarty et al., 2003), resulté en
un aumento doble en la proporcidon de tubulina acetilada en comparacién con la
condicién control (DMSO) (Figura 37Cy 37D). El tratamiento con tubacina no comporté
un incremento de la acumulacidon de tubulina acetilada por encima del efecto ya
producido por la expresidon de NS5, o viceversa (Figura 37Cy 37D), lo que sugiere que la
intervencion sobre actividad de desacetilacion de HDAC6 podria ser el eje central de
accion de NS5 para el desequilibrio en la dindmica de MT, o que ayuda a estabilizar de
forma transitoria a los MT y que el nivel endégeno de HDAC6 no es suficiente para
desequilibrar esta accion estabilizadora de NS5, y que la sobreexpresion de HDAC6

evitaria, como se nuestra mas adelante (Figura 39A y 37B). El empleo de A-485, un
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inhibidor catalitico selectivo de p300/CBP, una acetil transferasa que inhibe HDAC6
mediante su acetilacién (Y. Han et al., 2009), elimind por completo la linealidad de la
relacidon dosis-respuesta de NS5 (Figura 37C y 37D). Es decir, en presencia de A-485 se
observa una disminucion de los niveles de acetilacién de los MT en a-tubulina, y de
forma dependiente de los niveles de expresidn de NS5. Esto podria indicar que HDAC6
desacetilaria correctamente la subunidad a-tubulina de los MT en presencia de A-485y
NS5. Asimismo, la inhibicién de p300 por A-485 deberia comportar una mayor expresiéon
de la a-tubulina acetiltransferasa-1 (aTAT-1/MEC-17) (p300 se expresa
mayoritariamente en el nucleo, salvo en condiciones de estrés) (Mackeh et al., 2014), lo
gue deberia resultar en un aumento de la acetilacién de los MT. A su vez, la fraccién
citoplasmatica del cofactor de transcripcidon p300 deberia favorecer la hiperacetilaciéon
de MT por accién de aTAT-1/MEC-17, al unirse, a su vez, a los MT hiperacetilados de
forma aTAT-1/MEC-17 dependiente (Mackeh et al., 2014). Asi, lo esperable, tras el
tratamiento con A-485, seria observar un aumento de la acetilaciéon de los MT, como
vemos en la condicidn control (“mock”) de células tratadas con A-485 (Figura 37C), y
respecto a las células sin tratar (vehiculo) (Figura 37C). Esto se podria explicar, como
hemos anticipado, por estabilizacion de los niveles de aTAT-1/MEC-17 tras inhibicion de
p300 por A-485. Sin embargo, tras sobreexpresar NS5, bajo tratamiento con A-485, se
observa un aumento del efecto de desacetilacién de los MT (Figura 37C, A-485). En este
sentido, no podemos olvidar la funcidon histona acetiltransferasa de p300 y que su
inhibicién por A-485 resultaria en la parada del proceso de divisién celular, y de la
activacion del proceso autofagico para evitar la muerte celular por apoptosis, tal y como
se ha descrito en células neuronales y de pulmén (Mackeh et al., 2023). Precisamente,
la funcidén autofagica asociada a HDAC6 depende de su actividad desacetiladora de
microtubulos (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 inhibicién de la
funcidn acetiltransferasa en histonas del p300 nuclear podria favorecer un estado
celular donde la desacetilacién de MT predomine, y donde ni la sobreexpresidon de NS5
ni la accién potencial de aTAT-1/MEC-17 pudiesen estabilizar los MT ni su estado de
hiperacetilacion. De hecho, este efecto del inhibidor A-485 junto a la sobrexpresién 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, vehiculo). Esto podria ser indicativo, en condiciones control
de sobreexpresion de NS5 (sin inhibidores), de una posible estimulacion de la actividad
acetiladora de MT por aTAT-1/MEC-17 por accion de NS5 sobre esta quinasa, y que los
niveles de HDAC6 enddgeno no podria neutralizar. Pero esta hipdtesis debe ser

demostrada.

Considerando estos resultados y discusién, podriamos sugerir que el equilibrio de
expresion y funcion, que se pudiera establecer en un contexto de infeccidn por el virus
ZIKV (por sobreexpresidén de NS5, en este trabajo), entre NS5, p300 (aTAT-1/MEC-17) y
HDACG6 podria determinar la dinamica del citoesqueleto de tubulina y sus funciones
celulares por regulacién de los niveles de acetilacidn de la subunidad a-tubulina en los
MT. Donde el efecto observado de hiperacetilacion de MT por NS5 podria ser parte de
su funcidn proviral, de escape a las defensas intracelulares y/o del efecto citotéxico de

la proteina NS5.

HDACG6 tiene varios sustratos no histona, ademdas de la subunidad a-tubulina
acetilada, sobre los que actla desacetildndolos, tal como la proteina cortactina, RIG-I,
hsp90 o B-catenina (L. Zhang et al., 2015). Cabe destacar, que RIG-I es importante en la
regulacién de la respuesta inmunitaria frente a la infeccion por virus ARN (Kell & Gale,
2015), como es el caso del virus ZIKV, protegiendo frente a la citotoxicidad asociada a la
infeccion (Schilling et al., 2020). La modificacidén postraduccional de RIG-I por acetilacién
evita su oligomerizacién, modificacion que debe ser revertida durante la infeccién viral
aguda, para facilitar la activacion de sefalizacion de RIG-I inducida por el ARN viral
reconocido. De hecho, la acetilacion de RIG-I es revertida por HDACS6, lo que activa la
sefializacion de RIG-I induciendo la inmunidad antiviral innata por activacién de la ruta
de induccién del INF (H. M. Liu et al., 2016). Por otra parte, se ha descrito que la proteina
NS5 del ZIKV inhibe la via RIG-1 y la activacidn del promotor del INF-I1 de tipo IIl, asi como
la produccion de INF de tipo |y Il (Hertzog et al., 2018; Lundberg et al., 2019). Todo esto
hace que nos interese esclarecer si la capacidad enzimatica de HDAC6 para desacetilar
su sustrato RIG-I se ve afectada por NS5, lo que podria ser importante en la regulacion

de la respuesta inmunitaria, INF dependiente, frente a la infeccidn por el virus ZIKV.
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La activacion de RIG-I durante la infeccién viral estd regulada por la
acetilacién/desacetilacion reversible. Para ello se transfectaron células HEK-293T con los
plasmidos pNS5-myc y RIG-I-HA y se realizé un ensayo de ColP con anticuerpo anti-HA
(arrastrando a través del “tag” HA de la proteina RIG-1). Se evalud la acetilacién de RIG-
|, recuperado por inmunoprecipitacidon, mediante andlisis bioquimico por western blot
utilizando un anticuerpo anti-acetil-lisina, que permitiria ver si algun residuo de K en la
proteina RIG-I-HA ha sido acetilado o no. Los resultados obtenidos mostraron que
mientras RIG-| acetilado fue indetectable en células que no expresaban NS5 (control), la
transfeccion de NS5 resulté en una banda de acetil-RIG-I (Figura 44A). Estos hallazgos
sugieren un papel directo de NS5 en el mantenimiento del estado de acetilacién de los
sustratos de HDAC6, cambiando la estabilidad de los microtiubulos y el estado de

activaciéon de RIG-I.
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Figura 37: Incremento del nivel de acetilacién en la subunidad a-tubulina de los MT en células
que expresan NS5. (A) Anadlisis bioquimico por western blot del nivel de expresién de NS5. Se
muestra un experimento representativo del lisado total de células HEK-293T que sobreexpresan
NS5-myc en una dosis creciente (de 0 ug ADNc a 3 pg ADNc). Los niveles de expresion de la
proteina a-tubulina se consideran como el control de carga total de proteina. (B) Histogramas
de la cuantificacidn 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 concentracion de pNS5-
myc transfectado (0 pg, 0,5 ug, 1 pug, 1,5 ug, 2 ugy 3 ug ADNc). Estos datos fueron normalizados
por la proteina control de carga a-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 comparacién de las medias entre los dos grupos utilizando la
prueba paramétrica t de Student; ns indica no significativo. pNS5-myc aumenta la concentracion
de a-tubulina acetilada en forma dosis respuesta. (C) Analisis de western blot representativo del
lisado total de células HEK-293T que sobreexpresan NS5-myc en una dosis creciente (desde 0 pg
ADNCc hasta 3 pug ADNc) tratadas con dos inhibidores diferentes, tubacina (1 uM) y A-485 (3 uM),
o con el vehiculo de los farmacos DMSO como control. Los niveles de expresidn de la proteina
a-tubulina se consideran como el control de carga total de proteina. (D) Grafico 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 (linea
negra), la adicion de tubacina (linea verde) y A-485 (linea rosa) evité el incremento de acetilacion
de a-tubulina causado por pNS5-myc. (E) Western blot del lisado total (parte inferior, Input) y
del lisado de coinmunoprecipitacidn (parte superior, IP) de células HEK-293T que sobreexpresan
NS5-myc (1,5 pg ADNc) y HA-wt-HDACG6 (1,5 ug ADNCc). El coinmunoprecipitado se realizé con el
anticuerpo a-myc. NS5 interacciona con HDACS. (F) Andlisis de microscopia de epifluorescencia
de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (1,5 ug ADNc) y wt-HDAC6-dsRed (2,5 pg
ADNCc). 48 horas post transfeccion las células fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo a-myc,
y tras una incubacién de 24 horas a 4°C se marcaron con el anticuerpo secundario A488 a-
mouse. Las imagenes 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
citosdlicas tipo agresoma.

Como HDACS6 es una desacetilasa citoplasmatica Unica capaz de interactuar con la
ubiquitina y regular la formacion de agresomas vy la viabilidad celular en respuesta al
estrés por proteinas mal plegadas (Kawaguchi et al., 2003), se quiso probar si las células
transfectadas con el plasmido pNS5-myc, para expresar NS5 que atenua la actividad
desacetilasa de HDAC6, no son capaces de eliminar los agregados de proteinas mal
plegadas. HDAC6 en condiciones naturales interacciona con p62/SQSTM1
(“sequestosome 1”) uniendo agregados de proteinas ubiquitinadas al autofagosoma con
el fin de promover su eliminacién. En este proceso p62 también es degradado por la
autofagia mediada por HDAC6 (Bjgrkgy et al., 2006; Pankiv et al., 2007; Valera et al.,
2015; Yan et al., 2019). Por ello, se analizd la cantidad de p62, marcador del proceso de
la autofagia, en dichas células (Figura 38B y 38C). NS5 facilitd la acumulacion de p62 en
comparacion con las células control (Figura 39D). De hecho, la capacidad de “turnover”
de las proteinas poliubiquitinadas se midié utilizando un plasmido que codifica Ub-GFP
(Figura 42). Tras 48 horas de la transfeccién, se pudo observar a través de microscopia
de epifluorescencia la acumulacidn de proteinas ubiquitinadas en forma de agregados
en células que expresan NS5 frente al control, lo que muestra un fallo en la degradacién

de estas proteinas mal plegadas en el citoplasma en comparacion con las que no
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expresaron la proteina viral. Es decir, NS5 actua no solo sobre la capacidad enzimatica
de HDACG6 sino también estd involucrada en el manejo correcto de los productos
ubiquitinados, que via HDACS6, involucraria presumiblemente a la formacién de

agresomas.
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Figura 38: NS5 estabiliza los niveles de expresion de la proteina p62. (A) Andlisis de western
blot del lisado a diferentes tiempos (24, 32, 48 y 72 horas) de células HEK-293T transfectadas
con pNS5-myc (1,5 ug ADNc). Los niveles de expresion de la proteina a-tubulina se consideran
como el control de carga total de proteina. Se observé la expresién de NS5 y su efecto sobre la
estabilidad de MT y el flujo autofagico aproximadamente tras 48 horas postransfeccién, la cual
corresponde con una discreta “down-regulation” de HDAC6 y con un incremento de la
acetilacién de a-tubulinay p62. (B) y (C) Western blot representativo del lisado total de células
HEK-293T transfectadas con dosis creciente de pNS5-myc (0 pg, 0,5 ug, 1 ug, 1,5 ug, 2 ugy 3 ug)
(B), o con una Unica concentracion (1,5 ug ADNc) (C). (D) Histograma de la cuantificacion 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 proteina control
de carga a-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 comparacién de las medias entre los
dos grupos utilizando la prueba paramétrica t de Student. NS5 promueve la acumulacién de la
proteina celular p62.
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Estos resultados definen a NS5 como un modificador de las principales funciones de
HDACS6, indicando un efecto potente sobre la actividad de HDAC6 en las células

infectadas por ZIKV.

4.9. Estudio de la asociacion de HDACG6 con la proteina NS5 del ZIKV.

HDACG6 interacciona con diversas proteinas en el citoplasma. Algunas de estas
proteinas pueden ser desacetiladas mediante la actividad desacetilasa de HDACS6, vy
otras pueden afectar en las funciones de HDAC6 al modular su actividad catalitica o su
capacidad de unién a ubiquitinas. Para aclarar si NS5 del ZIKV, a pesar de su ubicacién
nuclear mayoritaria, regula la actividad enzimatica de HDAC6 y la via de agresoma-
autofagia mediante la formacidn de un complejo, se estudié la posibilidad de que HDAC6
se una a la ARN polimerasa viral, NS5. Con dicho fin, se realizaron experimentos de ColP
en células HEK-293T transfectadas con NS5-myc y HA-wt-HDAC6. HDAC6
coinmunoprecipitd con NS5-myc (Figura 37E), quiza a través de una interaccion directa
o siendo parte de un complejo de proteinas. A continuacidn, se examiné la localizacién
subcelular de HDAC6 y NS5 mediante microscopia de epifluorescencia. Los plasmidos
pNS5-myc y wt-HDAC6-dsRed se cotransfectaron en células HEK-293T, y las proteinas
codificantes asociadas que se expresan se inmunomarcaron utilizando un anticuerpo
especifico del “tag” de NS5 myc como se ha descrito anteriormente en el apartado 3.12
de “Material y Métodos”. Los estudios de microscopia revelaron que NS5, expresado
ectdpicamente, apenas se distribuia en el nucleo, como se muestra en la Figura 35D.
HDACS6 afectd en la apariencia de NS5 con una disminucion drastica 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
patron de estructuras nucleares (Figura 39G) y dirigiendo su ubicacion hacia depdsitos
citosolicos donde colocalizé con HDAC6. NS5-myc y wt-HDAC6-DsRed sobreexpresados
codistribuyeron solo en un bajo porcentaje de células (17,85%) formando estructuras
citosdlicas (Figura 37F), que siendo agregados positivos de Ub-GFP (Figura 42), es decir,
marcadas por la ubiquitinacion (seguido por la sobreexpresion de Ub-GFP fluorescente),
sugieren la acumulacién en el agresoma, que no se encontraron en las células control

sin HDACSG.
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Estos datos muestran que NS5 del ZIKV ejerce una presidn sobre las funciones de
HDAC6, mostrando un nuevo mecanismo de regulacién a través de una interaccion. Asi,
NS5 coinmunoprecipitd y codistribuyd con HDAC6. Por otro lado, nuestros datos indican
que la sobreexpresién de HDAC6 representd una amenaza para NS5, lo que podria
indicar que es una diana del ciclo de vida del virus. En resumen, se observa una accién
bidireccional entre el virus (pérdida de funcién de HDAC6) y célula (cambio en la
expresion de NS5). Esto sugiere un mecanismo de regulacién de la infeccidon por ZIKV
mediado por HDACG6, y donde NS5 intentaria evitaria la restriccidn citosélica que ejerce

HDACG6 sobre NS5.

4.10. Estudio del efecto de HDACG6 sobre la estabilidad de la proteina
viral NS5.

Ya se ha demostrado anteriormente la capacidad de HDAC6 de promover la
degradacion de proteinas virales (Valera et al., 2015; Marrero-Hernandez et al., 2019),
y observando los resultados anteriores se quiso comprobar si HDAC6 ejerce una presion
degradativa sobre NS5. Para ello, se transfectaron células HEK-293T con los plasmidos
pNS5-myc y HA-wt-HDACS6, y se observd como con la sobreexpresion de HA-wt-HDAC6
los niveles de expresién de NS5 se ve afectada (Figura 39A). HDAC6 reduce los niveles
de expresién de la proteina NS5 a menos de la mitad de los niveles detectados en la
condicién control (Figura 39C), y de una manera dosis dependiente de los niveles de
expresion de HDAC6 (Figura 39B). Este efecto también se evidencié a nivel de célula
Unica, mediante la deteccion de NS5 y la cuantificacidn de la media de la intensidad de
fluorescencia y distribucion del inmunomarcaje de la proteina NS5 por microscopia de
epifluorescencia. La sobreexpresion del constructo wt-HDAC6-dsRed elimind la
localizacién nuclear de NS5 en un 48,2% de las células (Figura 39E), y forzé un cambio
de patrdn estructural que pasé de ser mayoritariamente de tipo iii a tipo iy ii (29,6% vy
22,2%, respectivamente) (Figura 39G). Esto es indicativo de la degradacion de la
proteina NS5 por HDACS6, que se ve potenciada al impedir la entrada al nicleo de NS5 a
través del tratamiento con ivermectina, inhibidor de la a/B-importina (Wagstaff et al.,
2012), promoviendo asi su reconocimiento y degradacién por la proteina celular

citoplasmatica HDAC6 (Figura 39H y 391). Estos datos y mecanismo de accion de HDAC6
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sobre NS5 se corroboran tras la recuperacion de NS5 al silenciar HDACG6 por interferencia

del ARNm (Figura 39D y 39)).
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Figura 39: HDAC6 promueve la degradacion de NS5. (A) Analisis de western blot representativo
del lisado de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (1,5 ug ADNc) y HA-wt-HDAC6 (1,5
pug ADNCc). Los niveles de expresion de la proteina a-tubulina se consideran como el control de
carga total de proteina. (B) Western blot representativo de 2 experimentos independientes del
efecto dosis creciente de HA-wt-HDAC6 (0 pg, 0,25 ug, 0,5 pug y 1 pg) sobre pNS5-myc (1,5 pg
ADNCc). Los niveles de expresidn de la proteina a-tubulina se consideran como el control de
carga total de proteina. (C) Histograma de la cuantificacidon 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-HDACG6 (barra
gris). Estos datos han sido normalizados por la proteina control de carga a-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 comparacion de las medias entre los dos grupos utilizando la prueba
paramétrica t de Student. HA-wt-HDAC6 promueve la disminucién de la concentracién de pNS5-
myc a menos de la mitad en comparacion con la condicion control. (D) Western blot
representativo de 2 experimentos independientes del silenciamiento de HDAC6 en células HEK-
293T que sobreexpresan NS5-myc (1,5 ug ADNc). El silenciamiento se consiguié mediante la
aplicacion de dos técnicas, con la utilizacién de oligonucledtidos cortos de interferencia del
ARNmM (siRNA oligos) especificos contra el ARNm de HDACG (izquierda) y con la transfeccion de
“short hairpin RNA” especifico de HDAC6 (derecha) (1,5 ug ADNCc). Se utilizé la proteina a-
tubulina como proteina control de la carga proteica total. En la condicidén control, pNS5-myc se
encuentra a baja concentracion en la célula, mientras que al silenciar HDAC6, pNS5-myc
aumenta su concentracion. (E) Analisis de microscopia de epifluorescencia de células HEK-293T
transfectadas con pNS5-myc (1,5 pg ADNc) y wt-HDAC6-dsRed (2,5 pg ADNCc). 48 horas post
transfeccion las células fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo a-myc, y tras una incubacién
de 24 horas a 4°C se marcaron con el anticuerpo secundario A488 a.-mouse. Las imagenes 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 condicidn control (barra negra) y bajo la sobreexpresion de
wt-HDAC6-dsRed (barra gris), representadas como la media £+ S.E.M de 54 células cuantificadas
de 8 imagenes pertenecientes a 2 experimentos independientes. wt-HDAC6-dsRed produce una
disminucién de la intensidad de fluorescencia de NS5-myc (G) Porcentaje del tipo de estructura
qgue forma NS5 (tipo i-puntos negros, tipo ii-puntos verdes y tipo iii-puntos rosas) en ausencia
de wt-HDACG6-dsRed (izquierda) y en presencia de dicho plasmido (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 comparacion 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 (1) Western
blot del lisado total (H) y del fraccionamiento (I) de células HEK-293T transfectadas con pNS5-
myc (1,5 ug ADNc) y tratadas con ivermectina (20 uM) o con su vehiculo DMSO como control.
Se utilizd la proteina a-tubulina como proteina 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 pg ADNc) y shRNA (1,5 ug ADNc) tratadas
con ivermectina (20 uM). Los niveles de expresion de la proteina a-tubulina se consideran como
el control de carga total de proteina. El impedimento de la entrada al ntcleo de NS5, inducido
por el tratamiento con IVM, promueve su degradacion, que a su vez se recupera al silenciar
HDACS6.

En definitiva, los resultados obtenidos mostraron la capacidad de HDAC6 de

promover la degradacién de la proteina viral NS5 y controlar su organizacion estructural.
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4.11. Estudio de lavia por la que HDAC6 induce la degradacion de NS5
del ZIKV.

En un estudio reciente, también se mostrd una degradacion de NS5 al impedir su
entrada al nucleo con el tratamiento con ivermectina y 4-HPR, inhibidores de la o/f-
importina, caracterizando al citoplasma como un “ambiente negativo” para la proteina
viral; pero no se identificé el agente causal de dicho proceso (Ji & Luo, 2020). Este efecto
ha sido comprobado en nuestra investigacion, y ademas hemos descrito a HDAC6 como
responsable de la degradacion de NS5, ya que al silenciar HDAC6 mediante interferencia
especifica del ARNm de HDACS6, se produce una recuperacién en la concentracion de

NS5 y en la organizacién estructural nuclear.

Una vez demostrado el efecto desestabilizador de NS5 inducido por HDACS, se
exploré cdémo mencanisticamente HDAC6 podria ejercer tal efecto. Para ello, células
HEK-293T se transfectaron con los plasmidos pNS5-myc y HA-wt-HDACS6, y 48 horas mas
tarde se trataron con inhibidores de diferentes vias de protedlisis celular y sus
respectivos vehiculos como controles. Se utilizaron el MG132 (carbobenzoxy-Leu-Leu-
leucinal) (20uM), un péptido aldehido que bloquea eficazmente la actividad proteolitica
del complejo 26S del proteasoma (National Center for Biotechnology Information
(NCBI), 2023b); la Bafilomicina A1 (100nM), un inhibidor especifico y reversible de la H+-
ATPasa vacuolar (V-ATPase) que interfiere en el proceso de acidificacion lisosomal (NCBI,
2023d); E-64d junto a PepsA (10ug/mL), inhibidores irreversibles de cisteina proteasas
de amplio espectro y de aspartico proteasas respectivamente (NCBI, 2023a; NCBI,
2023c); o 3-MA (3-metiladenina) (5mM), un inhibidor de la formacidn de agresomas en
la ruta de degradacidon autofdgica de HDAC6 (NCBI, 2023e). Mediante andlisis
bioquimico de la expresién de NS5 por western blot, bajo los tratamientos con MG132,
Bafilomicina Al o la combinacion 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 evito la degradacién de NS5 inducida por la sobreexpresion de HDAC6, mostrando
una recuperacién de ~3 aumentos (Figura 40B) en su cantidad normalizada por la carga
de tubulina. Esta resistencia a la degradacién de NS5, tras el bloqueo de la formacién de

agresomas, se pudo observar también a través del analisis por microscopia de
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epifluorescencia, donde en comparacion con la condicién control, en la que se encontrd
a NS5 ubicado exclusivamente en el nlcleo formando sus estructuras caracteristicas, se
puedo evidenciar distribuido en el compartimento citoplasmatico bajo el efecto del

inhibidor de la ruta autofagica 3-MA (Figura 40C).
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Figura 40: La degradacion de NS5 se evita por accidn de inhibidores de la protedlisis por la via
de la autofagia. (A) Western blot del lisado de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc
(1,5ug ADNCc) y HA-wt-HDAC6 (1,5ug ADNCc), sometidas a diversos tratamientos inhibidores de
las diferentes rutas de degradacion, MG132 (20uM), Bafilomicina A1 (100nM), PepsA y E-64d
(10pg/mL) y 3-MA (5mM) o sus respectivos vehiculos DMSO y PBS como control. Los niveles de
expresion de la proteina a-tubulina se consideran como el control de carga total de proteina.
(B) Histograma de la cuantificacién 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 proteina control de carga a-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
comparacion 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 acumulacion de NS5-myc aproximadamente
3 mayor en comparacion con la condicidn control. (C) Andlisis de microscopia de
epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (2,5ug ADNCc) tratadas con 3-
MA (parte inferior) o PBS como control (parte superior). 48 horas post transfeccion las células
fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo a-myc, y tras una incubacién de 24 horas a 4°C se
marcaron con el anticuerpo secundario, especifico de especie, A568 a-mouse. Las imagenes
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 autofagica 3-MA,
NS5-myc mantiene su patrdon estructural caracteristico, e incluso se puede encontrar a nivel
citoplasmatico.

A su vez, se transfectaron células HEK-293T con los plasmidos pNS5-myc junto a
otro codificante de la proteina ubiquitina fusionada a la “Green Fluorescent Protein”
(GFP), ubiquitina-GFP (Ub-GFP). Este constructo Ub-GFP permite la monitorizacion y la
promocién del proceso de ubiquitinacion de todas las proteinas que sufren esta
modificacion postraduccional, y potencialmente de la proteina viral NS5, que sufre
degradacion por la enzima proautofagica HDAC6. Considerando, ademds, como
evidencia la recuperacion de la degradacidon observada de NS5 por el bloqueo de la
autofagia con 3-MA, la intervencion de la ubiquitinacion de NS5 mediante Ub-GFP
favorece su eliminacion. Proceso, una vez mas, inhibido por el tratamiento con 3-MA
(Figura 41A y 41C). Estos datos sugieren que NS5 se podria ubiquitinar y proponen que
HDACG6 pudiera interaccionar con NS5 promoviendo su protedlisis por la via autofagica
a través del dominio de unién a ubiquitina (BUZ), localizado en su extremo C-terminal.
De hecho, al cotransfectar NS5 en células HEK-293T junto con el plasmido de un mutante
de HDAC6 con su dominio BUZ delecionado (HA-HDAC6-ABUZ), que lo inhabilita de su
funcién promotora de la degradacién autofagica de proteinas ubiquitinadas (Valera et
al., 2015), se observd una recuperacion de los niveles de expresidn de la proteina NS5
en comparacion con los bajos niveles de expresidn observados en células coexpresando

el constructo HDAC6 funcional (“wild type” (wt)) (Figura 41B y 41C).
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Figura 41: La degradacion de NS5 ocurre por la via de la autofagia, de forma HDAC6
dependiente implicando a su dominio BUZ. (A) Analisis de western blot representativo de 2
experimentos independientes del lisado de células HEK-293T transfectadas con los plasmidos
pNS5-myc (1,5ug ADNc), Ub-GFP (0,5ug ADNc) y wt-HDAC6-dsRed (2,5ug ADNCc), tratadas con el
inhibidor 3-MA (5mM) o con su vehiculo PBS como control. Los niveles de expresion de la
proteina a-tubulina se consideran como el control de carga total de proteina. (B) Western blot
representativo de 4 experimentos independientes del lisado de células HEK-293T que
sobreexpresan los plasmidos pNS5-myc (1,5ug ADNc) y HA-HDAC6-ABUZ (1,5ug ADNc). Los
niveles de expresién de la proteina a-tubulina se consideran como el control de carga total de
proteina. (C) Histograma de la cuantificacién 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 condicién control (barra negra) y al sobreexpresar wt-HDAC6-dsRed (barra gris oscuro),
HA-HDAC6-ABUZ (barra gris claro) o Ub-GFP (barra blanca). Estos datos han sido normalizados
por la proteina control de carga a-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 comparacién de las medias
entre los dos grupos utilizando la prueba paramétrica t de Student. La cotransfeccion con Ub-
GFP promueve la degradacion de NS5-myc, que, a su vez, es inhibida por el tratamiento 3-MA.
Ademas, HA-HDAC6-ABUZ produce una recuperacion de la concentracion de pNS5-myc en
comparacion con la versién “wild-type”.

Por otro lado, se analizd6 mediante microscopia de epifluorescencia el efecto de la
promocién de la degradacion autofagica de NS5 por cotransfecciéon con Ub-GFP (Figura

42). En un 20% de las células NS5 codristribuyé con Ub-GFP en forma de agregados
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proteicos sugerentes a agregados de particulas insolubles de proteinas mal plegadas no
proteolizadas que podrian coincidir con los agresomas. No obstante, en la mayoria de
las células la intensidad del marcaje fluorescente de NS5 disminuyd drasticamente (28%)
acompafado de un cambio de patrén estructural, en comparaciéon con la condicién
control. En lugar de presentarse mayoritariamente como estructuras de tipo iii, la
expresion de Ub-GFP forzé un cambio de proporciones a estructuras de tipoiyii (39%y
5%, respectivamente), algo muy similar al efecto observado al sobreexpresar HA-wt-
HDACS6. Es mas, en este caso, se evidencié en un 28% de las células un nuevo tipo de
estructura de NS5, excluida del nucleo y en forma de depdsitos proteicos alargados

ocupando gran parte del citoplasma.
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Figura 42: NS5 colocaliza con Ub-GFP en estructuras citosolicas tipo agresoma. Analisis de
microscopia de epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (2,5ug ADNc)
y Ub-GFP (1pg ADNCc). 48 horas post transfeccion las células fueron fijadas y marcadas con el
anticuerpo a-myc, y tras una incubacion de 24 horas a 4°C se marcaron con el anticuerpo
secundario A568 a-mouse. Las imagenes 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 condicién 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 citoplasmaticos tipo agresoma. La intensidad de la
fluorescencia de NS5-myc disminuyd en un 28% en presencia de Ub-GFP y cambid su patron
caracteristico de organizacion estructural de tipo iii (condicion control, parte superior) a tipo
iyii(39% y 5% respectivamente), y se visualizé un nuevo patrén no punteado de expresion
para NS5 (28%).

Estos datos definieron la via autofagica como la ruta responsable de la degradacion

y cambio de patrdn de organizacion estructural de NS5.
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4.12. Estudio de la implicacion de la actividad desacetilasa de HDAC6

en la degradacion autofagica 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 cataliticos 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 unién 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
proteinas ubiquitinadas hacia el agresoma y su posterior degradacién por la ruta de la
autofagia (Kopito, 2003). Por tanto, a continuacidn, nos planteamos estudiar la
implicacion funcional de la actividad desacetilasa de HDAC6 en la degradacion de la

replicasa viral NS5 .

Para esclarecer si la participacion de la capacidad desacetiladora de HDAC6
contribuye a la inestabilidad bajo la presidén de la sobreexpresién de HDACS, se utilizd
un doble mutante de HDAC6 (HA-dm-HDAC6), cuyos dominios cataliticos DD1y DD2 han
sido mutados, anulando por completo su actividad catalitica (Serrador et al., 2004;
Valera et al., 2015). La sobreexpresion del HA-dm-HDACG6 resulté en un aumento de ~3
veces en los niveles de expresion de NS5 en comparacion con la condicidon 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). Ademds, al tratar las células HEK-293T que
sobreexpresan pNS5-myc con tubacina, un inhibidor especifico de la actividad
deacetilasa de HDAC6 (Haggarty et al., 2003; Lu et al., 2017; Depetter et al., 2019), se
observé la inhibicidn de la degradacién de NS5, que por el contrario no se observé 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). Porlo que al inhibir la actividad desacetilasa de HDAC6 se favorecio la acumulacién

de NS5y al potenciar dicha actividad se facilitd la degradacidn autofagica de NS5.

S. Pérez Yanes 199



Resultados

B

g + - + NSsmyc « dm-HA-HDAC6
N &
(KDa) -+ * HAdmHDAC6  (KDa) <
;
150 . B |(a-HDCAB) 150 WA | (o-HDACE)
100— - - (a-myc) 100 = — —— - |(a-myC)
50 I l(a-Ac-TubuIin) 50 ww | (a-Ac-Tubulin)
0= W e (a-Tubulin)
50— ww: @S WS @ |(0-Tubulin)
o35 PRy Veh  A-485 Tubacin
£s (KDa) -+ -+ -+ Nssmyc
c
£ 6
é ? 150— ~ = - " |(a-HDACS)
8
2 @ 100 = — o - (G-myc)
g 2
3 —_— wew w |(a-Ac-Tubulin
z$ 50 ( )
50 =] = — —_— (G-TUDuIin)

Tubacin Control

Control

Tubacin

DsRed-wt-HDACG6

DAPI

Merge

Figura 43: La actividad catalitica desacetilasa de HDAC6 es clave en la degradacion autofagica
de NS5 del ZIKV. (A) Andlisis de western blot representativo del lisado de células HEK-293T
transfectadas con pNS5-myc (1,5ug ADNc) y el mutante HA-dm-HDACS6 (1,5ug ADNCc). Los niveles
de expresion de la proteina a-tubulina se consideran como el control de carga total de proteina.
(B) Western blot representativo de 3 experimentos independientes del efecto dosis creciente de
HA-dm-HDAC6 (Oug, 0,5ug, 1ug, 1,5ug vy 2ug) sobre NS5-myc (1,5ug ADNCc).
expresion de la proteina a-tubulina se consideran como el control de carga total de proteina. (C)

Los niveles de
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Histograma de la cuantificacion de la intensidad de las bandas de western blot del experimento
del panel (A), representando los niveles de proteina NS5-myc que se acumula en las células
control (barra negra) y en células que sobreexpresan HA-dm-HDACG6 (barra gris). Estos datos han
sido normalizados por la proteina control de carga a-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 comparacién de las medias entre los dos grupos utilizando la prueba paramétrica t de Student.
El mutante de HDAC6, HA-dm-HDAC6,no degrada NS5, observandose la acumulacion de NS5-
myc. (D) Western blot representativo de 2 experimentos independientes del lisado de células
HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (1,5ug ADNc) tratadas con los inhibidores A-485 (3uM) y
tubacina (1uM). Los niveles de expresidn de la proteina a-tubulina se consideran como el control
de carga total de proteina. El inhibidor de p300 A-485 favorece la degradacién de NS5-myc,
mientras que la tubacina la inhibe, observandose un aumento en los niveles de expresion deNS5.
(E) Analisis de microscopia de epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc
(1,5ug ADNCc) y tratadas con tubacina (1uM) (parte inferior) o DMSO (parte superior) como
control. 48 horas postransfeccién las células fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo a-myc
y tras una incubacion 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 caracteristicos, e incluso
se puede encontrar también en el citoplasma. (F) Andlisis de microscopia de epifluorescencia
de células HEK-293T transfectadas con pNS5-myc (1,5ug ADNc) y wt-HDAC6-dsRed (2,5ug ADNc)
y tratadas con tubacina (1uM) (parte inferior) o DMSO (parte superior) como control. 48 horas
post transfeccién las células fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo a-myc, y tras una
incubacién 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 HDACS6, tubacina, recupera el patron
punteado de expresidn caracteristico de NS5. Las imagenes 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
unién a ubiquitina (HA-HDAC6-ABUZ) previno la degradacion de NS5 (Figura 41B y 41C).
Por lo que, tanto los dominios desacetilasas como el dominio de unién a ubiquitina son
importantes en la degradacion de NS5 por parte de HDACS, jugando un papel clave la

actividad catalitica desacetilasa.

4.13. Estudio de la implicacion funcional de la actividad desacetilasa

de HDACS6 en la distribucion nuclear de NS5.

NS5 se encuentra en condiciones naturales en el nidcleo, como se visualiza en
nuestro modelo celular de estudio. Los resultados indican que al evitar el trafico de NS5
a través de las importinas (transporte promovido por sus sefiales de importacion de

entrada al nucleo), por bloqueo farmacolégico, transporte promovido por sus sefiales
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de importacién de entrada al nucleo, se favorecié su degradacion (Figura 39H y 391).
Como se ha descrito en los resultados anteriores, al inhibir la actividad desacetilasa de
HDAC6 inducimos la estabilidad de NS5, por lo que se analizé si tales mutaciones
favorecian la acumulacién de NS5 en el nucleo u otros compartimentos subcelulares
donde bajo la expresion constitutiva de HDAC6 podria ejercer un papel desestabilizador
y consecuentemente repercutir en su abundancia. Para ello, mediante microscopia de
epifluorescencia, se estudiaron células HEK-293T tratadas con tubacina y que
sobreexpresaban el plasmido pNS5-myc. Como resultado del tratamiento con tubacina,
NS5 volvié a recuperar su estructura nuclear mayoritaria (tipo iii) e incluso se observé
también su distribucién en el citoplasma, como ocurria con el tratamiento 3-MA,
inhibidor de la degradacién autofagica de la proteina viral NS5 (Figura 43E). Ademas,
aunque se sobreexpresd el constructo funcional (wt) de HDAC6, NS5 se siguio
encontrando en los puntos nucleares caracteristicos en presencia de tubacina, inhibidor
de la funcion desacetilasa de HDACG6, clave para la degradacion autofagica de NS5

(Figura 43F).

De modo, que con estos datos, se puede sugerir que la acetilacién o la prevencién de la
desacetilacion llevada a cabo por HDAC6 especificamente, determinan o no la

acumulacién nuclear y a la estabilidad celular de NS5.

4.14. Estudio del efecto de la proteina viral NS5 en la via del IFN

Con los datos anteriormente expuestos, se ha comprobado una relacién
bidireccional entre la proteina viral de NS5 del ZIKV y la proteina celular HDAC6. Por un
lado, HDAC6 promueve la degradacién de NS5y, por otro, NS5 actia sobre sustratos y/o
funciones claves de HDACG6, promoviendo la acetilacion de MT y estabilizando el factor

autofagico p62.

HDAC6, aparte de actuar como factor de restricciéon sobre proteinas virales,
también tiene como sustratos proteinas 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 infeccién por ZIKV, inhibe la respuesta
del IFN, lo que permite que el virus alcance d6rganos y tejidos inmunoprivilegiados,
causando su sintomatologia caracteristica (Bayer et al., 2016; A. Kumar et al., 2016). Por
todo ello, proponemos que NS5 podria promover la acetilacion de RIG-I al impedir su
desacetilacion por parte de HDACS, o, a su vez, que HDAC6 desacetilando a RIG-I, por
un lado, y desestabilizando a NS5, por otra parte, podria asegurar la respuesta INF
dependiente frente al virus ZIKV. Para comprobar esta hipotesis, se realizé un ensayo de
inmunoprecipitacion 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 plasmidos pNS5-myc y RIG-I-HA. El andlisis bioquimico por western blot, del
experimento de inmunoprecipitaciéon de RIG-I en un lisado de estas células, indica que
NS5 promovid la acetilacidon de RIG-I, sin afectar a su nivel de expresién, respecto de la
condicién control (células que no expresan NS5) (Figura 44A). Asimismo, observamos
que NS5 colP con RIG-I, demostrando una interacciéon entre ambas proteinas (Figura

44BA).

Por otro lado, se transfectaron con el plasmido pNS5-myc células HEK-Lucia™ 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 “/FN-
induced protein with tetratricopeptide repeats 2, IFIT2”) inducible por IFN. Para
determinar si NS5 actla en similitud a la inhibicién de la desacetilacidon de RIG-I por parte
de HDACS, se anadieron 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 proteccién y un fragmento
de doble cadena que reconoce RIG-I. Los resultados obtenidos mostraron como el
tratamiento con tubacina disminuyd la produccién de la proteina inducida por el IFN,
ISG54. En el caso de pNS5-myc, se observd una disminucion mucho mayor, una
disminucion de aproximadamente la mitad en comparacion con la condicién control, la
cual es practicamente invariable al tratamiento con tubacina (Figura 44B). Estos datos
son indicativos de que NS5 podria estar actuando sobre la via del IFN, en diferentes
pasos de esta, y entre ellos, podria ejercer un efecto mecanisticamente similar al que

provoca la inhibicion de HDAC6 por la accion de tubacina, inhibiendo asi la
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desacetilacion de RIG-I y su capacidad de activar el estado antivirico celular IFN

dependiente.
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Figura 44: NS5 de ZIKV promueve la acetilacion de RIG-I inhibiendo la respuesta del IFN. (A)
Western blot del lisado total (parte inferior, Input) y de la coinmunoprecipitacidon (parte
superior, IP) realizada con el anticuerpo a-HA de células HEK-293T cotransfectadas con pNS5-
myc (1,5ug ADNc) y RIG-I-HA (1,5ug ADNc). Los niveles de expresion de la proteina a-tubulina
se consideran como el control de carga total de proteina. NS5-myc promueve la acetilaciéon de
RIG-I-HA. (B) Ensayo Luciferasa representativo de células HEK-Lucia™ RIG-| transfectadas con
pNS5-myc (1,5ug ADNCc), cuya via del interferdn ha sido activada mediante 3p-hpRNA o se ha
mantenido sin activar como control negativo. Tanto en la condicién control como de
sobreexpresion de NS5-myc se han tratado las células con tubacina (1uM) o con su vehiculo
(DMSOQ). Los valores son la media + S.E.M. de 6 medidas de cada condicion. Ns significa no
significativo, * significa p<0,05, ** p<0,01 y **** p<0,0001, el valor de p es la comparacién de
las medias entre los dos grupos utilizando la prueba paramétrica t de Student. Se han realizado
4 experimentos independientes. NS5-myc provoca una disminucién de la respuesta del
interferén mucho mayor en comparacion con el tratamiento de tubacina.

En consecuencia, de los resultados obtenidos, NS5 y HDAC6 interactuaron entre
ellas de forma directa o indirecta mediante la formacién de un complejo con otras
proteinas, con el fin de “restringir” a la proteina contraria. Asi, por un lado, HDAC6
promovio la degradacion via autofagica de la polimerasa viral NS5, gracias a sus
dominios deacetilasas y en menor medida a su dominio BUZ, y, por otro lado, NS5 actud
sobre las principales funciones de HDAC6. NS5 perturbd la formacion de agresomas,

impidiendo la degradacién de proteinas mal plegadas, mecanismo relacionado con
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enfermedades neuroldgicas. Y también afectd a la desacetilacidon por parte de HDAC6
de diferentes sustratos como la a-tubulina acetilada y RIG-I, contribuyendo asi en la

evasion de la respuesta inmunitaria y favoreciendo el ciclo viral.

4.15. Estudio del efecto protector de la proteina viral NS2B3 frente a

la degradacion autofagica de NS5 mediada por HDAC6.

Hasta el momento, en los estudios llevados a cabo, se ha analizado el juego de
interacciones de NS5 con HDACG6 y otros sustratos, en células que sobreexpresan NS5
como Unico factor viral, con tal de decorticar mas facilmente las funciones de NS5. Sin
embargo, en diferentes estudios con el virus ZIKV, se ha demostrado que las proteinas
virales como NS5 pueden actuar con otras proteinas virales, para evitar factores de
restriccion o llevar a cabo su funcién. 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 posicion 5070 (N570) de NS3 vy la lisina de la posiciéon
330 (K330) de NS5 claves en la interaccion entre ambas proteinas, y asi conseguir una
correcta replicacién viral (Kapoor et al., 1995; Tay et al., 2016). Esta asociacidon podria
ser importante para asegurar una correcta replicacién viral. Ademads, se ha descrito que
la regidn de interaccion de NS5 con NS3 es la misma con la que NS5 interacciona con la
importina 3 (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; Majerova et al., 2019;
Xing et al., 2020; Knyazhanskaya et al., 2021), podria influir en el trafico de NS5 al ndcleo
y, por tanto, en su estabilidad por la prevencién de la exposicion citosdlica al HDACS.
Para confirmarlo, se realizdé un fraccionamiento subcelular de las HEK-293T
transfectadas con pNS5-myc y NS2B3-HA, con posterior analisis bioquimico por western
blot, observandose la acumulaciéon en el nucleo de NS5 en presencia de NS2B3 (Figura
45B) y un aumento de ~2 veces en los niveles de expresion de la proteina viral NS5

(Figura 45A y 45C).

Como se ha comentado anteriormente, la lisina de la posicidn 330 de NS5 es clave

en la interaccién de esta polimerasa con el complejo proteasa viral NS2B3 (Tay et al.,
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2016). Esto nos llevd a generar un mutante puntual de NS5 en esta posicién, cambiando
a alanina (NS5K330A), para asi estudiar el efecto protector de la proteasa NS2B3 frente
a la accién por HDACSG. El andlisis bioquimico del nivel de expresidon de las proteinas
virales mediante western blot, mostré como la mutacién de la lisina de la posicién 330,
por si sola, protegid a NS5 de la degradacién, sin la necesidad de la presencia del
complejo proteasa viral NS2B3 (Figura 45D). Tal efecto de proteccién también se puso
de manifesto en estudios de microscopia de epifluorescencia. La version mutante de
NS5 (NS5K330A) formo el patrén estructural nuclear caracteristico de la version “wild
type” de NS5, y también se expresd notablemente en el citoplasma, lo que sugiere que
esta K en la posicidn 330 de NS5 seria uno de los residuos clave para que HDACG6 regule
su estabilidad y organizacién estructural. Por otro lado, aunque el mutante de NS5 no
se encontré a nivel citoplasmatico en presencia de wt-HDAC6-dsRed, si mantuvo su
patrén estructural nuclear mayoritario de tipo iii, que se perdia en la version “wild type”
en presencia de wt-HDAC6-dsRed y de Ub-GFP (Figura 45E). Poniendo de manifiesto asi
la importancia de dicha lisina en la estabilidad de NS5 y su organizacion estructural en

el nucleo.
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Figura 45: NS2B3 y la lisina 330 de NS5 son claves en el escape de la degradacion de NS5. (A) y
(B) Analisis de western blot del lisado total (A) y del fraccionamiento (B) de células HEK-293T
gue sobreexpresan los plasmidos pNS5-myc (1,5ug ADNc) y NS2B3-HA (1,5ug ADNCc). Los niveles
de expresion de la proteina a-tubulina se consideran como el control de carga total de proteina.
La sobreexpresion del complejo de proteasa viral NS2B3-HA aumenta los niveles de expresion
de NS5-myc y promueve su acumulacidn nuclear. (C) Histograma de la cuantificacion de la
intensidad de las bandas de western blot del experimento del panel (A), representando el nivel
de expresion 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 proteina control
de carga a-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 comparacion 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
(1,5nug ADNCc), pNS5K330A-myc (1,5ug ADNc) y NS2B3-HA (1,5ug ADNc). Los niveles de
expresion de la proteina a-tubulina se consideran como el control de carga total de proteina. La
sobreexpresion de NS5K330A-myc por si solo aumenta el nivel de expresién de la polimerasa
viral mutada, respecto de la enzima viral control NS5. (E) Analisis de microscopia de
epifluorescencia de células HEK-293T transfectadas con pNS5K330A-myc (1,5ug ADNc) y wt-
HDAC6-dsRed (2,5ug ADNCc). 48 horas postransfeccion las células fueron fijadas y marcadas con
el anticuerpo a-myc, y tras una incubacién de 24 horas a 4°C se marcaron con el anticuerpo
secundario A488 a-mouse. Las imagenes 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 patréon punteado nuclear, ademas
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 ndcleo con su patron
punteado caracteristico.

Por tanto, el complejo viral NS2B3 se puede considerar un cofactor estabilizador del
nivel de expresidon de NS5, su localizacidn celular y organizacidn estructural nuclear. La
Lys330 en NS5 mediaria en este equilibro de interacciones y estabilizacidon de NS5 frente
a la accién degradativa que ejerce HDAC6 sobre NS5. El equilibrio en el nivel de
expresion de estas tres enzimas se muestra como critico en la determinacién de la
funcidn proviral de NS5. Cabe destacar, que los resultados obtenidos hasta este punto
corresponden con analisis preliminares que merecen ser estudiados mas en
profundidad, si bien ya muestran la complejidad de las interacciones que se establecen
entre las proteinas de estudio, que, sin duda alguna, se acrecienta a nivel célula-virus

ZIKV en el proceso de infeccion y la patologia asociada.
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5. Discusion.

5.1. La funcionalidad del complejo viral Env es clave en determinar

la infectividad del VIH-1.

Existe una amplia diversidad en la progresidn clinica en las personas infectadas por
el VIH-1, en la cual intervienen multiples factores como factores genéticos,
inmunoldgicos y virales. En esta parte de la tesis doctoral, se ha estudiado la
contribucién de las caracteristicas de la glicoproteina del complejo de Env viral en el
fenotipo clinico de la infeccién por VIH-1. Para ello, se caracterizaron las funciones del
complejo de Env de virus aislados de pacientes VIH-1 mostrando diferentes perfiles

clinicos.

Los diferentes grupos de pacientes se definieron en funcién de sus caracteristicas
clinicas, como el nivel de células T CD4+ circulante en sangre, y las cargas virales
detectadas en el torrente sanguineo (Tabla 13). De hecho, numerosos estudios han
descrito la correlacién entre la carga viral de los pacientes y la probabilidad de
transmisiodn del virus, la progresidn 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 nimero limitado de clones de Env de los diferentes grupos
debido a que su obtencion es muy laboriosa y es dificil de realizar los distintos analisis

fenotipicos en multiples 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 conexion 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 unidn al receptor CD4 y en sus funciones posteriores de sefializacidon
viral, como es la remodelacién y estabilizacién del citoesqueleto de tubulina (la cual, a

su vez, estd limitada por la actividad tubulina desacetilasa de la enzima HDACS6), y la
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consiguiente fusion de las membranas viral y celular que lleva a la entrada de la capside
en la célula. Por tanto, la deficiente funcionalidad de estos complejos de Env explica los
pobres niveles de replicacion y transmisién observado en los viriones portadores de
dicha proteina viral (Valenzuela-Fernandez et al., 2005; Barrero-Villar et al., 2009;
Casado et al., 2018; Cabrera-Rodriguez et al., 2019). Todos estos datos apoyan
firmemente la importante funcién de la Env en determinar el fenotipo LTNP-EC vy la

patogénesis viral.

En la presente tesis doctoral, las observaciones sobre la deficiente funcion viral de
los complejos de Env de virus de individuos no progresores, controladores de élite
(LTNP-EC), que se agrupaban en un “cluster” de infeccién/transmision estudiado, se
corroboraron en individuos LTNP-EC que no provienen de un “cluster” de
transmisidn/infeccidon. Asimismo, esta deficiencia funcional se constaté en comparacién
con la funcion viral de complejos de Env aislados de virus de pacientes de diferentes
grupos de individuos progresores crénicos. Las caracteristicas 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 caracterizé la eficiencia o no en la asociacién de estos
complejos de Env con el receptor CD4, del proceso de fusidon de las membranas del virus
con las células diana, la transferencia de material viral de célula a célula y la capacidad
de infeccion viral. Las glicoproteinas virales de pacientes del grupo LTNP mostraron una
capacidad de unién a CD4 mas baja, comparada con la de los virus de pacientes P, lo que
condujo a una baja sefializacion y con ello a una deficiencia en la fusion de membranas
y en la capacidad de transferencia viral célula a célula, como también se describid
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 debian al origen ancestral de los virus del grupo LTNP, infectados
a finales de los 80 y 90, ya que las caracteristicas de los virus de los pacientes P Antiguos
coinciden a nivel temporal de la infeccion con los pacientes LTNP, pero en este caso no
mostraron una limitacidén en sus caracteristicas funcionales. Al contrario, los complejos

de Env de virus de pacientes P (Antiguos y Modernos) presentaron una unién a CD4
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eficiente y, como consecuencia, una correcta sefializacién que produce una correcta
fusiéon de membranas y transferencia viral. Por lo tanto, existe una clara correlacion
entre el nivel de fusion viral, la capacidad de transferencia viral y la infectividad. Ademas,
cabe destacar que las diferencias observadas entre las caracteristicas de las Env de virus
de los diferentes grupos no se pueden asociar a su tropismo viral, ya que todas las
secuencias nucleotidicas de los complejos de Env de virus del estudio mostraron un

tropismo CCRS5.

Por otro lado, la replicacion del VIH-1 se encuentra inevitablemente asociada a la
generacion de variabilidad genética, que es la base de la evolucién viral y la aparicion de
nuevas variantes. La cuantificacién de la evolucidn viral llevé a proponer la existencia de
un reloj molecular “lento” en la epidemia espafiola (Casado et al., 2000; Bello et al.,
2004) como ya se habia demostrado en otros paises (Leitner & Albert, 1999) y permitio
estimar una potencial datacidn viral de la secuencia (Casado et al., 2000; Bello et al.,

2004). Esta datacion viral también corresponde a la distancia genética al MRCA.

La falta de evolucidn viral en los virus de los pacientes LTNP se puede observar
claramente en el arbol filogenético (Figura 28), en la datacion viral (Tabla 13) y la
distancia al MRCA. Estas observaciones y la identificacion 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, sefalizar y fusionarse con la membrana
celular esta relacionada con la deficiente transmision e infeccion viral, lo que a su vez

correlaciona con una limitada evolucion y diversidad viral.

Recientemente se ha propuesto que la respuesta inmunitaria esta relacionada con
el control de la evolucion viral, al eliminar potencialmente los virus funcionales de los
individuos LTNP-EC. Sin embargo, no hay que olvidar que los virus de estos individuos
resistirian a dicha eliminacidon por el sistema inmunitario, gracias a su integracién
cromosdmica en la heterocromatina, lo cual les confiere un estado de latencia y

proteccion frente al sistema inmunitario (Lian et al., 2021). Los autores de este trabajo
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argumentaron que estos eventos inmunoldgicos no difieren entre las personas que
reciben ART y los individuos LTNP-EC. Ademas, evidentemente la mala funcionalidad de
los complejos de Env de virus de los individuos LTNP y la baja variabilidad viral ayudarian
al sistema inmunitario a controlar la infeccidén. 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 podria indicar que las funciones deficientes de las glicoproteinas de Env
de los virus de los pacientes podrian ayudar a mantener el control viral en estos
individuos, mds 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
caracteristicas no funcionales (Figuras 30-32) en comparacion con los individuos de
infeccion progresiva, lo que apoya la idea de que las propiedades del complejo de Env
del virus condicionan directamente la infeccidon por VIH-1. Ademas, las deficientes
funciones de la Env viral se correlacionan con el control viral y la baja tasa de progresion
clinica 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

progresion clinica.

A pesar del limitado muestreo, debido a la dificil y laboriosa caracterizacion
fenotipica de complejos de Env de virus aislados, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las caracteristicas de las Env de virus de pacientes
LTNP-EC respecto de las de los pacientes P Modernos. Ademas, si se consideran las
caracteristicas de los complejos de Env aislados de virus de todos los grupos clinicos,
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 correlacioné con proteinas mas largas y glicosiladas (Tabla

14). La longitud de aminodcidos y el perfil de los PNG de los complejos de Env viral de
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los diferentes grupos clinicos mostraron que las Env de estudio tienden a aumentar la
longitud de los bucles variables de la proteina viral gp120 del complejo de Env (aumenta
nimero de amino 4cidos), y la glicosilacion (aumenta el nimero de residuos
potencialmente glicosilables en los bucles de la proteina 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 observé que los cambios sufridos se
acumulan esencialmente en los bucles V1, V2, V4 y V5. Ademas, previamente se ha
demostrado en otros trabajos que los bucles V1 'y V4 desempefian un papel importante
en la unién a CD4 y en la neutralizacion (Rong et al., 2007; E. Castro et al., 2008; Moore
et al., 2008; van Gils et al., 2011), asi como también en la capacidad de transferencia
viral de célula a célula (Yuan et al., 2013; Davenport et al., 2016). En relacién con los
cambios especificos detectados en nuestro estudio, la pérdida del PNG de N362
prevalecia 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 podria asociarse con la ganancia de
funcionalidad observada en el complejo de la Env. Sin embargo, en un estudio en virus
australianos, se encontré un efecto contrario de la glicosilacion en el residuo N362, que
favorecia una eficiente capacidad de fusion y transferencia viral (Sterjovski et al., 2007).
El papel de otros cambios en los PNG detectados en nuestro estudio debe investigarse
mas a fondo. Por otro lado, ademas de estos cambios importantes, estd claro que las
mutaciones puntuales podrian tener un impacto significativo en las caracteristicas
virales y la patogénesis del VIH-1 (J. Coffin & Swanstrom, 2013; Mishra et al., 2019). Por
lo tanto, la contribucion de las mutaciones individuales merece mas estudios, pero esta
fuera del alcance de nuestra investigaciéon. Por otro lado, en contraste con los
significativos cambios observados en los bucles V2 y V5, la longitud y glicosilacién del
bucle V3 se mantuvo estable. Seguramente, al virus le interesa mantener estable la
region V3, al ser clave su estructura en la infeccién, 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 unién a CD4 (Trkola et al., 1996; Valenzuela et al., 1997).

Se habia 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), Ademas, 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
infeccién/transmision, asociado a un mismo virus “fundador”. Como ya se ha
comentado, se identificé una ganancia de funcionalidad en las Env virales, sobre todo,
del fenotipo clinico P. Asimismo, esta mejora en la funcionalidad se asocié en nuestra
investigacidon con aumentos de longitud y de residuos PNG en los bucles variables de la
proteina viral gp120. Este aumento, se ha descrito de forma similar en otros estudios en
los que se analiza la susceptibilidad, la sensibilidad a la neutralizacién, la unién 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 crdnicas, a partir de muestras de complejos de Env de virus aislados en
las fases tempranas del curso de la infeccidn in vivo, ademas de en fases mas tardias del
mismo (Curlin et al., 2010). Asimismo, en un grupo de individuos infectados con virus
estrechamente relacionados, se observé una mayor densidad de PNG en la regién V1-
V5 de gpl20 de virus aislados durante la infeccidn crénica en comparacion con la
observada en virus aislados durante la fase temprana de la infeccidn viral (Pollakis et al.,
2015). Ademas, en los virus del subtipo B del VIH-1, parece que, tras la transmisién viral
a un nuevo hospedador, se produce una seleccidon de variantes virales con regiones
variables mas cortas y un grado reducido de sitios PNG (Y. Liu et al., 2008). El crecimiento
en la funcionalidad de las caracteristicas virales también se correlaciond 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 replicacion del virus
(Keele, Giorgi, et al., 2008; Quan et al., 2009; Fischer et al., 2010; Roche et al., 2011;
Fraseretal., 2014; L. V. P. Dang et al., 2020). Estos cambios podrian facilitar la replicacién
viral, al aumentar las caracteristicas 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).

Ademas, es concebible que la caracterizacion funcional de los complejos de Env
deficientes del VIH-1 podria ayudar en el desarrollo de una nueva generaciéon de
inmundgenos basados en dicha proteina 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 mas estudios a nivel antigénico e inmunogénico para
revelar las potenciales implicaciones de las glicoproteinas de la Env no funcionales en el

campo de la vacunacién.

En resumen, en esta parte de la tesis doctoral se ha descrito que las caracteristicas
de los complejos de Env de virus aislados de diferentes grupos de individuos infectados
por HIV-1 podrian estar asociadas con el control o no de la carga viral, a corto o largo
plazo, y la tasa de progresion clinica de la infeccidon. Se observé que los complejos de
Env de virus de individuos LTNP presentan caracteristicas no funcionales en
comparacion con los aislados de los virus de los grupos P, lo que respalda que las
propiedades de la Env viral condicionan directamente la infeccién por VIH-1. Por lo
tanto, los individuos VIH-1+ LTNP (EC y Virémicos) que muestran un control viral y bajas
tasas de progresion clinica 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 progresion clinica. Por lo tanto, el control viral podria explicar
una interaccién entre la infectividad viral y la respuesta inmunitaria que seria mas
eficiente contra virus que portan Env deficientes, no funcionales, con una baja capacidad
de fusidn e infeccion y una evolucidon 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 hipétesis de que la funcionalidad del complejo de la Env viral
es una caracteristica clave en el control de la infeccidn, la replicacién y la patogénesis
asociada al VIH-1. Los complejos de Env del VIH-1 no funcionales, deficientes en la unién
a CD4y la sefializacion subsecuente, no promueven la estabilizacion de los microtubulos,
y favorece, por tanto, la desestabilizacién de los mismos mediada por HDACS6, lo que
dificulta la fusién e infeccién viral mediada por estos complejos de Env deficientes.
Comprender esta pérdida de funcién de los complejos de Env deficientes podria ayudar

en el desarrollo de nuevas estrategias para la cura funcional y la erradicacion del virus.
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5.2. Efecto bidireccional funcional entre la proteina NS5 del ZIKV y la

enzima celular HDACS6.

El ZIKV se diferencia de otros flavivirus en su capacidad de traspasar las barreras de
defensa del organismo y alcanzar drganos y tejidos inmunoprivilegiados, infectando
diversas células en las que interacciona con cientos de proteinas celulares causando
enfermedades neurolégicas como la microcefalia y el Sindrome Guillain-Barré (Oehler
et al., 2014; B. Wolf et al., 2017; Conde et al., 2020). En un estudio de interactomica
describieron 3.033 interacciones entre las diferentes proteinas virales de ZIKV y 1.224
polipéptidos humanos, gran parte de los cuales se relacionan con el control de calidad y
procesamiento de proteinas, el trafico vesicular, el metabolismo lipidico y el
procesamiento de ARN (Coyaud et al., 2018). Por otro lado, Cortese et al. describieron
una gran reorganizacién de los microtibulos y filamentos intermedios con el fin de
formar la estructura “cage-like” alrededor de la factoria de replicacidn viral del ZIKV,
utilizando asi el citoesqueleto celular en su propio beneficio (Cortese et al., 2017). El
citoesqueleto es un componente celular activo durante la infeccién viral, interviniendo
en diferentes procesos como: el transporte de sustancias necesarias para el virus, como
soporte en la replicacién perinuclear y el cértex celular, conectando el transporte del
endosoma temprano-tardio y la degradacion endosoma tardio-lisosoma o incluso como
un “escudo” de proteccién frente al sistema inmunitario (Y. Zhang et al., 2019). De
hecho, en estudios con flavivirus se ha manifestado la importancia de la interaccién de
las proteinas 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 autofagico a través de su accién
sobre p62 y/o HDACS6. Y a su vez, a HDAC6 como factor de restriccidn viral sobre NS5,
determinando su estabilidad a nivel de proteina y organizacién estructural en el nucleo,

describiendo una relacion bidireccional entre la proteina viral y celular.

El citoesqueleto de tubulina (MT) interviene en la migracién y diferenciacién 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 dafios
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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 infeccién por ZIKV produce un
aumento en el nimero de centrosomas y un mal posicionamiento del huso mitdtico
contribuyendo a la generacién de la microcefalia (B. Wolf et al., 2017), y también una
fuerte regulacién a la baja de componentes de los microtubulos 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 acumulacion de tubulina acetilada por
parte de NS5 (Figura 37), estabilizando los microtubulos y afectando negativamente a
su dinamica, estan en concordancia con las observaciones de otros estudios como los
anteriormente expuestos. Este efecto de NS5 sobe los MT podria ser clave en parte de

la patologia asociada a la infeccidn por ZIKV arriba descrita.

En el SNC, la disrupcidn del citoesqueleto de actina resulta en un defecto de Ila
barrera hematoencefilica, facilitando la infeccidn de virus neurotrépicos como el ZIKV y
el WNV (Al-Obaidi et al., 2018). Como se ha demostrado en los experimentos llevados a
cabo, NS5 promueve la acetilacion de a-tubulina en los MT, afectando a la naturaleza
dindmica de los MT necesaria en el correcto funcionamiento del citoesqueleto. NS5
podria estar favoreciendo de esta forma la infeccion de células del sistema nervioso al

modificar el citoesqueleto celular.

Los MT sufren modificaciones postraduccionales que afectan a su funcién, como es
el caso de la acetilacion reversible de la K40 de la subunidad a-tubulina. El estado de
acetilacion de la subunidad a-tubulina en los MT es el resultado de su interaccién con
diferentes proteinas con funciones opuestas. Por un lado, actian las acetiltransferasas
como ATAT1 acetilando la subunidad (Shida et al., 2010; Coombes et al., 2016), y/o el
cofactor p300 que puede favorecer la hiperacetilacion de MT por accién de aTAT-
1/MEC-17, al unirse, a su vez, a los MT hiperacetilados de forma aTAT-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.,
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2003; Skoge et al., 2014). La acetilacion de K40 se ha asociado a la flexibilidad de los MT,
una mejor resistencia al estrés mecanico y un aumento en su vida media (Janke &
Montagnac, 2017; Portran et al., 2017). Por lo que a ZIKV le favoreceria la acetilacién de
los microtubulos para poder utilizar la red de MT en los diferentes procesos que se han

nombrado anteriormente.

Pero el desequilibrio en una dindmica como la acetilacion-desacetilacidon de los MT
trae consecuencias a nivel celular. Se han descrito a los niveles anormales de acetilacion
y desacetilacion de los microtubulos como causas de enfermedades neuroldgicas,
cardiovasculares y cancerigenas (Boggs et al., 2015; L. Li & Yang, 2015; Cappelletti et al.,
2021; Martinez-Hernandez et al., 2022). NS5 podria intervenir en el desarrollo de las
patologias neuroldgicas caracteristicas de ZIKV en este nivel, acrecentando la acetilacién

de tubulina.

En un estudio sobre la ciliopatia y la neurogénesis prematura en la infeccidon por
ZIKV, se describid a la oligomerizacion de NS5 como la causa de dichos procesos,
apuntando la multimerizacién de NS5 como una diana terapéutica para prevenir las
malformaciones relacionadas con el sindrome congénito de ZIKV. En este estudio,
también se describid 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 mads cortos que en las células control y los residuos Y25, K28 y K29
de NS5 claves en su localizacidn en los cilios (Saade et al., 2020). Una posible hipdtesis
es que NS5 podria interaccionar con la a-tubulina de los MT en su estado acetilado,
impidiendo su desacetilacién por parte de HDAC6, y, con ello, promoviendo la
modificacion postraduccional de acetilacion de la subunidad a-tubulina en los MT. Cabe
destacar que en la investigacién llevada a cabo, se describe un efecto en el estado de
NS5 sobre la acetilacion 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 HDACS6, tubacina, y con el inhibidor selectivo de la HAT
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p300/CBP, A-485, indican que NS5 de ZIKV promueve la acetilacion de a-tubulina
actuando sobre la funcién desacetilasa de HDACG6 o dificultando su accién de alguna
forma (Figura 37), alterando asi al estado de acetilacién de otros sustratos de HDAC6
como RIG-I. En este estudio no se ha descrito el mecanismo por el cual NS5 afecta a la
actividad desacetilasa de HDAC6, pero si se ha observado una interaccién directa o
indirecta (Figura 37) entre estas dos proteinas que podria producir la disfuncionalidad
de HDAC6. Sin embargo, considerando estos resultados, podriamos sugerir que el
equilibrio de expresion y funcion que se pudiera establecer entre NS5, p300 (aTAT-
1/MEC-17) y HDACS6 (en un contexto de infeccidn por el virus ZIKV), podria determinar
la dindmica del citoesqueleto de tubulina y sus funciones celulares por regulacion de los
niveles de acetilacion de la subunidad a-tubulina en los MT. Donde el efecto observado
de hiperacetilacién de MT por NS5 podria ser parte de su funcidn proviral, de escape a
las defensas intracelulares y/o del efecto citotdxico de la proteina NS5. Asimismo, el
equilibrio entre NS5, HDAC6 y RIG-I determinaria el nivel de acetilacién de RIG-I y, por
tanto, la eficacia de la respuesta inmunitaria innata que se establezca frente a la
infeccion por ZIKV, mediante la activacién de la produccién de INF supeditada, a su vez,

a la actividad desacetiladora de HDAC6 sobre RIG-| acetilado.

Por otro lado, NS5 aparte de afectar a la actividad desacetilasa de HDAC6 también
actla sobre su capacidad autofdgica. NS5 promueve la acumulacién de la proteina p62

III

en la célula, proteina “control” de la autofagia (Figura 38). Cuando se lleva a cabo la
degradacion de proteinas via autofagia, p62 se degrada durante el proceso, mientras
gue cuando se bloquea dicha via, p62 se acumula (Bjérkgy et al., 2006; Pankiv et al.,
2007). Ademas, aparte de dicha observacion mediante bioquimica bdsica, también a
nivel de microscopia de epifluorescencia se han visualizado estructuras tipo agresoma

en presencia de la proteina viral NS5 (Figura 37 y 42). Lo que da lugar a caracterizar a

NS5 como un regulador de la actividad desacetilasa y autofagica de HDACS6.

La acumulacidn de proteinas mal plegadas que no son capaces de degradarse via
proteasoma, en condiciones naturales pasan a ser degradadas via autofagia, proceso en
el que interviene HDAC6 (Rideout et al., 2004; Iwata, Riley, et al., 2005). Cuando se

bloquea la via autofagica 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 acumulacién es
téxica 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 acumulacion de proteinas mutantes (Waelter et al., 2001;
J. P. Taylor et al., 2002; Rubinsztein, 2006). De hecho, estudios con ratones demostraron
gue la inhibicion 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
proteinas mutantes (Hara et al., 2006). Los propios agregados proteicos pueden generar
una desregulacion e incluso la muerte celular (Bence et al., 2001). Lo que propone a
HDAC6 como una diana terapéutica en dichas enfermedades favoreciendo Ila

degradacion autofdgica (Pandey et al., 2007; Simdes-Pires et al., 2013).

A su vez, HDAC6 ejerce una fuerza degradativa sobre NS5 de ZIKV. Dicha
degradacion se produce de manera dosis dependiente de la concentracion de HDAC6 y
se impide al silenciar el ARNm de HDAC6 (Figura 39). Este efecto degradativo se ha
observado tanto a nivel de bioquimica como de inmunofluorescencia, donde en un
48,2% de las células donde se ve expresado HDAC6 no se observa NS5. Seria interesante
comprobar una disminucién en la replicacién viral de ZIKV al sobreexpresar HDACS,

debido a su efecto degradativo sobre la polimerasa viral NS5.

La localizacidon de NS5 es importante a nivel de su degradacion (Ji & Luo, 2020).
HDAC6 es una proteina celular citoplasmatica y NS5 en condiciones naturales se
acumula en el nucleo. Por lo que al forzar su localizacidn citoplasmatica y asi potenciar
su interaccion con HDACG tratando las células con ivermectina, un inhibidor de la o/f-
importina (Wagstaff et al., 2012), se favorece la degradacion 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 asi el mecanismo responsable de la baja
expresion citosdlica de NS5, hasta ahora desconocido, y definiendo a HDAC6 como
factor responsable de su degradacidn. Es decir, NS5 pivotaria entre el nucleo vy el
citoplasma. En el citoplasma la expresion de la proteina seria baja, debido a la accién
degradativa de HDACS6, quedando la proteina NS5 localizada de forma predominante en

el nucleo. Légicamente, la sobreexpresion de HDAC6 funcional afecta también a la
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distribucién nuclear de NS5, ya que, bajo estas condiciones, a NS5 le es mas dificil
escapar a la accion degradativa autofagica de HDACS6, que ocurre a nivel citoplasmatico,
y translocar al ndcleo. El silenciamiento del ARNm de HDACS, la inhibicién de su funcion
desacetilasa y el empleo de constructos de HDAC6 inhabilitados en sus funciones
principales desacetilasa (dm-HDAC6) y de unién a Ub (HDAC6-DBUZ) protegen a NS5 de
su degradacidon autofagica por HDACS6, pudiendo ver su localizacidon en el citoplasma y

principalmente en el nicleo, 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 localizacién
subcelular de proteinas celulares para que lleven a cabo su funcién (Bauer et al., 2015;
M. J. A. Tan et al., 2019). En concreto, la acetilacién de proteinas, aparte de relacionarse
con su actividad, estabilidad e interaccidn con otras proteinas, también puede intervenir
en su localizacidn subcelular (Sadoul et al., 2011). Diversas proteinas en funcién de su
estado de acetilacion se encuentran en el citoplasma o en el nucleo. Por ejemplo, el
estado acetilado de la polimerasa poly(A) inhibe su unién con el complejo de importina
o/ localizando a la proteina en el citoplasma (Shimazu et al., 2007). Al igual que el
supresor tumoral p53, que se acetila en multiples lisinas promoviendo su localizacién
citoplasmatica (Kawaguchi et al., 2006). Sin embargo, en otras proteinas la acetilacién
implica su localizacion nuclear, como es el caso del regulador transcripcional CtBP2 (L.-
J. Zhao et al., 2006), o el transactivador de clase Il que al acetilarse y acumularse en el
nucleo se mejora la regulacién de expresion génica del MHC-II (Spilianakis et al., 2000).
La localizacion de la proteina en estos compartimentos subcelulares puede deberse
directamente a la propia acetilacidon de la proteina o indirectamente por la interaccién
con otra proteina que define su localizacion 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 ultimas pueden sufrir diversas modificaciones postraduccionales como la
acetilacién. Se ha demostrado a través de ensayos de mutagénesis que dicha secuencia

es clave en el transporte nuclear de la proteina viral (Ji & Luo, 2020), pero una cuestiéon
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interesante es si la acetilacidn de las lisinas de la secuencia NLS influye en el proceso de
translocacion al nucleo y como consecuencia en su estabilidad proteica. En el estudio en
el que relacionan la multimerizacion de NS5 con la ciliopatia que produce la infeccion
por ZIKV que se comentd anteriormente, también relacionan dicha multimerizacién, en
la que los residuos Y25, K28 y K29 son claves, con el transporte de la polimerasa viral del
nucleo al cuerpo basal (Saade et al., 2020). Por lo que una pregunta que se podria
realizar es si estas lisinas son claves en la entrada y estabilizacidn nuclear de NS5 vy si

influye su estado de acetilacion.

El siguiente paso fue definir la via de degradacidon de NS5. Se aplicaron inhibidores
de diferentes rutas de degradacién proteica celulares. El MG132, inhibidor de la via
proteaosdémica (NCBI, 2023b); la Bafilomicina A1, inhibidor de la acidificacion lisosomal
(especificamente 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 ultimo 3-MA, inhibidor de la formacién de
agresomas en la ruta de la autofagia (NCBI, 2023e). Solamente se consiguid una
recuperacién de la concentracién de la proteina NS5 con el tratamiento 3-MA, lo que
sugiere que NS5 se degrada via autofagica (Figura 40). Ademas, los experimentos de
inmunofluorescencia revelaron la formacién de estructuras tipo agresoma en regiones
cercanas al nucleo que colocalizan con Ub y HDACG6 (Figura 37 y 42), y una recuperacion
del patrén nuclear de tipo iii caracteristico de NS5, e incluso su localizacién a nivel

citoplasmatico bajo el tratamiento 3-MA (Figura 40).

En condiciones de estrés celular debido a la incapacidad de degradar proteinas por
la via proteasoma o chaperona, se degradan por la via agresoma-autofagia (L.-S. Chin et
al., 2010). Las proteinas ubiquitinadas son transportadas a través de los MT hacia el
MTOC en la regidn citoplasmatica cercana al nucleo a través del complejo motor dineina
(Kopito, 2000; L.-S. Chin et al., 2010). En este proceso interviene HDAC6, gracias a su
dominio BUZ que une las proteinas ubiquitinadas y actia como enlace con la proteina
motora dineina (Kawaguchi et al., 2003; Kopito, 2003), permitiendo el transporte de las
proteinas hacia el agresoma a través de los MT, por lo que tanto la actividad de unién a

ubiquitina como la actividad desacetilasa de HDAC6 son necesarias en la formacion del
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agresoma (Kawaguchi et al., 2003; G. Liet al., 2011). La modificacién postraduccional de
acetilacién, aparte de intervenir en la dindmica de citoesqueleto, también interviene en
otros procesos como la endocitosis, la sefializacién, la formacidon de agresoma o la
autofagia, entre otros (Caron et al., 2005; Matthias et al., 2008; X.-J. Yang & Seto, 20082;
X.-J. Yang & Seto, 2008b). Este agresoma sera incorporado en el interior del
autofagosoma que, a su vez, se fusionara con el lisosoma, creando un autofagolisosoma
donde se degradaran las proteinas 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 via autofagica. HDAC6 moviliza la maquinaria de
remodelacién de actina dependiente de cortactina hacia los agregados proteicos y
desacetila la cortactina produciendo la remodelacién de la F actina en una especie de
red que permite la fusidén entre el autofagosoma vy el lisosoma (J.-Y. Lee et al., 2010; R.
Wang et al., 2019). La inmunofluorescencia respalda las observaciones de los patrones
de expresién proteica medidos por western blot en los que se observa el gran poder
degradativo que ejerce HDAC6 sobre NS5, concordando con la implicacion de HDAC6 en
la ruta degradativa autofagica. Por otro lado, NS5 estabiliza sustratos de HDAC6, o
factores clave para la estabilizacion de los MT vy la regulacion del flujo autofagico, como
son la a-tubulina acetilada en MT y el factor proautofagico p62, respectivamente. En
estas condiciones de sobreexpresion de NS5, el nivel de expresion de HDAC6 enddgeno
no es suficiente o la enzima no podria desestabilizar los MT acetilados por NS5 ni
promover la eliminacién de p62 por autofagia. NS5, por tanto, podria estar dificultando
dichas funciones de HDACS, con el fin de evitar su propia degradacidn, creando una via
de escape que le permita su estabilizacion nuclear, con el fin de regular negativamente
la respuesta INF dependiente, y perturbando el citoesqueleto de tubulina que podria
favorecer la replicacion viral; pudiendo, ambos procesos, ser eventos importantes para

la patologia asociada a la infeccidn por ZIKV.

Mediante la cotransfeccion de pNS5-myc con dos mutantes de HDAC6 que afectan
a sus dos médulos funcionales principales, asociados con la actividad autofagica de
HDACS6, se investigd qué dominio o dominios son clave en HDAC6 para promover la
degradacion de NS5. Se empled un mutante de ambos dominios cataliticos desacetilasas

(HA-dm-HDAC6) y un mutante del dominio BUZ (HA-HDAC6-ABUZ). Con ambos
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mutantes se observd una recuperacién de los niveles de expresion de la proteina NS5
en comparacion con los niveles bajos de expresion detectados en células coexpresando
el constructo funcional de HDAC6 (HA-wt-HDAC6). Por una parte, con el mutante del
dominio BUZ se recupera mas de la mitad del nivel de expresidn de la proteina de NS5
respecto del detectado en la condicion control (Figura 41C), pero se sigue produciendo
una cierta degradacion de NS5. Esto es indicativo de la importancia de la funcién
desacetilasa de HDAC6 para su funcidén autofagica, que el mutante HDAC6-ABUZ aun
conserva y muestra aun cierta actividad degradativa sobre NS5. Un proceso similar ha
sido descrito por nuestro equipo en la accién degradativa autofagica de HDACG6 sobre el
factor viral Vif del VIH-1 (Valera et al., 2015). Asi, los datos obtenidos con el doble
mutante de la actividad desacetilasa de HDAC6 muestran que no se promueve la
degradacion de NS5, asi como el aumento en los niveles de expresién de NS5,
practicamente al triple de los niveles observados para NS5 en la condicion control
(Figura 43C). Lo que sefala al domino BUZ como importante para la degradaciéon de NS5
por autofagia, y, sobre todo, a los dominios desacetilasa de HDAC6 como dominios
claves en la desestabilizacién y degradacién 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 patrén nuclear punteado de tipo iii caracteristico e
incluso se observa un nuevo patrén difuso de distribucién de NS5 en el citoplasma
(Figura 43E). Por lo que los resultados obtenidos muestran que NS5 promueve un

entorno celular de “acetilacidon”, que, en gran medida, favorece su estabilizacion.

Este contexto puede ser propio del virus ZIKV, ya que estudios sobre la infeccion del
virus JEV, otro flavivirus importante, rindieron datos, en principio, contrarios. En este
trabajo, se muestra que la tubacina inhibe la expresidn y la sintesis 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 interaccion entre HSP90 y la proteina viral NS5 del
JEV, lo que estabiliza a NS5. Por el contario, la novobiocina, un inhibidor de la funcién
chaperona de HSP90, disminuyd el nivel de expresion de la proteina NS5, afectando

negativamente a la replicacién viral del JEV (C.-Y. Lu et al., 2017).
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A lo largo de este apartado de discusién se han identificado diversas lisinas claves
en la localizacién subcelular de NS5 y patologias asociadas. A su vez, se conoce que en
las proteinas, dicho residuo aminoacidico sufre diversas modificaciones
postraduccionales, como son la acetilacién y la ubiquitinaciéon, y que estas
modificaciones influyen en la estabilidad de las proteinas (Caron et al., 2005). Caron et
al. observaron una estabilizacion de 12 proteinas reguladoras celulares tras la
acetilacién de lisinas especificas, y en 7 de ellas las lisinas que acetilaron se podian
ubiquitinar, sugiriendo una competicidn entre la acetilacion y la ubiquitinacidon. Aunque
en otras proteinas estudiadas su estabilizacidn gracias a la acetilacion de lisinas no se
debia a su competencia directa con la ubiquitinacidn (Caron et al., 2005). NS5 podria
superar la accion antiviral de los niveles enddgenos de la enzima HDACS, estabilizando
sus sustratos o alterando las funciones asociadas a HDAC6 (acetilacion de MT y
estabilizacién de p62), que podria evitar su reclutamiento en el agresoma y su posterior
degradacion autofagica. Pero (NS5 podria también, estar impidiendo la desacetilacidon
de sus lisinas y con ello evitando su marcaje con ubiquitinas y su consiguiente

degradacion?

HDACS, aparte de intervenir en diversos procesos celulares como la regulacién del
citoesqueleto, la migracion celular, el trafico intracelular o la respuesta celular frente a
estrés (Hubbert et al.,, 2002; Valenzuela-Fernandez et al.,, 2008; M. Li et al., 2016),
también actua a nivel de defensa inmunitaria, ya que entre los diversos sustratos que
posee HDACS, se encuentra RIG-I. RIG-| es activado gracias a su desacetilacién mediante
HDACS6, 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 drganos
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 acetilacidon
de los sustratos de HDAC6, como es el caso de RIG-I. Mediante western blot se ha visto
gue la expresion de NS5 promueve la acetilacién de RIG-I, lo que dificulta su activaciéon
y la consecuente respuesta del IFN (Figura 44A). A través de un ensayo de luciferasa,
donde se mide la expresion de la proteina inducida por el IFN, ISG54, se observé la

disminucion de la expresion de la proteina 1SG54, al sobreexpresar NS5. Esto es
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indicativo del efecto anti-INF de NS5 actuando sobre esta ruta RIG-1/ISG54 dependiente.
La inhibicidn de la actividad desacetilasa de HDAC6 con tubacina disminuyd también los
niveles de expresién del factor ISG54, aunque en menor medida que le efecto causado
por NS5 (Figura 44B). Esto se explica, porque, de por si, los niveles de la proteina ISG54
son ya muy bajos sélo al sobreexpresar NS5. Por lo que NS5 inhibe la respuesta del IFN
mediante diferentes mecanismos entre los que se podria encontrar un mecanismo
equivalente a la tubacina, actuando sobre la actividad desacetilasa de HDAC6. Podria
producirse por interaccidén con RIG-I evitando la accién de HDAC6 o impidiendo de forma
indirecta la accion de HDAC6 sobre RG-I. Este nuevo mecanismo de regulacién negativa
de la respuesta inmunitaria innata, afectando a la via de produccidn del INF a través de
RIG-1/1SG54, se sumaria a las acciones de escape inmunitario ya descritas para NS5 como
promover la degradacién via proteasoma de STAT2 (Grant et al., 2016; A. Kumar et al.,
2016) e inhibe la fosforilacion de STAT1 (Hertzog et al., 2018), componentes de la via
del IFN.

En relacién con la actividad de NS5 sobre la via del IFN, se cree que las estructuras
punteadas nucleares (tipo ii y iii) donde encontramos a NS5 intervienen en la
modulacion de la respuesta inmunitaria de manera diferente en funcidn del tipo celular
infectado (M. J. A. Tan et al., 2019). Conde et al. demostraron una relacidn entre los NB
donde se encuentra NS5 del ZIKV y la inhibicion de ISG en células endoteliales
microvasculares del cerebro (hnBMEC, “brain microvascular endothelial cells”) (Conde et
al., 2020), células “barrera” entre el torrente sanguineo y el tejido cerebral (Goasdoué
et al.,, 2017; Sweeney et al., 2019). ZIKV infecta este tipo celular sin causar danos
citopaticos, actuando como reservorio viral y permitiendo la diseminacion 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 estan compuestos por proteinas 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 acumulacién 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 formacion del

complejo STAT2-PML, promoviendo la degradacién de PML y regulando negativamente
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la respuesta ISG. Ademas, se definid a la lisina de la posicidon 252 como una lisina clave
en dicho proceso, ya que su mutante K252R no es capaz de degradar los PML, reducir la
expresion de STAT2 y con ello inhibir la induccién de ISG (Conde et al., 2020). Este
proceso proceso también lo hemos estudiado y descrito en el presente trabajo de tesis
doctoral. Asi, en estudios de microscopia de epifluorescencia se observa una
colocalizacién de NS5 con proteinas 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 participaria en esta otra via de inhibicidon de la respuesta del
IFN, lo que podria explicar la disminucion que se observé en la expresidn de la proteina
ISG54 al sobreexpresar NS5-myc, y sin olvidar el impedimento que ejerce en la

desacetilacion de RIG-I por HDAC6, anteriormente analizado.

ZIKV y DENV son dos flavivirus muy similares en términos de biologia molecular y
epidemiologia, pero con diferente sintomatologia y diferentes mecanismos celulares
(Olagnier et al., 2016). DENV suele cursar de manera asintomatica o con sintomatologia
general como fiebre, dolor de cabeza, sarpullido y artralgia entre otros sintomas, al igual
gue ZIKV. Pero varian en las complicaciones de la enfermedad, mientras que ZIKV causa
dafios a nivel neuroldgico, DENV causa fiebre hemorragica y el sindrome de shock del
dengue acompanado con hipotensién, trombocitopenia y aumento de la permeabilidad
vascular, causando un shock a nivel sistémico (Tuiskunen Back & Lundkvist, 2013;
Khetarpal & Khanna, 2016; Nanaware et al., 2021; Roy & Bhattacharjee, 2021). El ZIKV
es capaz de diseminarse entre hBMEC, durante 1 a 9 dias postinfeccién, sin tener
restriccion paracrina por accién del IFN. En cambio, la diseminacién de DENV hacia
células endoteliales de la vena umbilical humana es bloqueada por el IFN-3 secretado
por las células infectadas por DENV (Mladinich et al., 2017), por lo que la regulacién del
sistema inmunitario por parte de ambos virus es diferente, definiendo o estableciendo

un tropismo celular y una sintomatologia diferente.

Al contrario de lo que ocurre con la proteina del ZIKV, NS5 del DENV se localiza en
el nucleo con un patron 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 patréon estructural
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nuclear a discretos patrones punteados en células hBMEC, donde colocalizaba con
SUMO-1, similar al patrén que presenta NS5 del ZIKV. Lo que conllevé a que el NS5 de
DENV se comportara como el de ZIKV, inhibiendo la respuesta del interferén (Conde et
al., 2020). Este estudio muestra la importancia de la localizacién de NS5 de flavivirus en

los NB en la regulacion de la respuesta inmunitaria y sintomatologia asociada.

El estudio llevado a cabo durante la presente tesis doctoral, demuestra como la
sobreexpresiéon de HDAC6 modifica el patrén estructural de NS5 que pasa de ser
mayoritariamente de tipo iii a tipo i y ii, o incluso a no detectarse la proteina viral en la
célula debido a su degradacién (Figura 39). Este hecho, lleva a proponer a HDAC6 como
un factor de restriccion viral, al degradar a la proteina no estructural NS5 evitando su
funcidn en el ciclo viral, y en este caso, también podria impedir la colocalizaciéon 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 funcién protectora de
HDACS6, dependiente del nivel de expresidn de la enzima y de sus funciones bioldgicas,
al evitar el efecto de NS5 sobre la respuesta inmunitaria, esto podria conllevar a una
modificacion en la patologia asociada al ZIKV como la microcefalia, al evitar el paso del

virus a través de la barrera transplacentaria y hematoencefalica.

Cabe destacar que la investigacion llevada a cabo se ha realizado estudiando
unicamente la proteina viral NS5, por lo que se deberia escalar a virus completo para
observar si influyen otras proteinas virales en esta dinamica entre NS5 y HDAC6 que se
ha descrito. De hecho, en datos preliminares obtenidos, se ha visto que la incorporacién
del complejo proteasa viral NS2B3 a la ecuacién desequilibra la balanza hacia NS5.
NS2B3 estabiliza los niveles de expresién de NS5, fomentando su entrada al ndcleo y
posiblemente dificultando asi la actividad degradativa de HDAC6 (Figuras 45). En un
estudio de interactdmica sobre ZIKV, observaron que las células que expresaban NS2B3
mostraban lisosomas de menor tamafio, sugiriendo que la proteasa viral podria afectar
a la funcionalidad de los lisosomas (Coyaud et al., 2018), lo que favoreceria la no

degradacion de las proteinas virales de ZIKV como NS5.
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Con anterioridad se ha descrito que el residuo K330 de NS5 es una lisina clave en la
interaccidon entre NS5y NS2B3 (Tay et al., 2016), por lo que su modificacién podria variar
el efecto de NS2B3 sobre NS5. Sorprendentemente, la propia mutacién de K330 de NS5
de ZIKV le ofrece proteccion a la proteina viral. Incluso recuperando su patrén punteado
nuclear que se perdia en presencia de HDAC6 con NS5 “wild type” (Figuras 45). Una
posible causa seria el equilibrio en modificaciones postraduccionales de NS5. Dicha lisina
se podria ubiquitinar, marcando a NS5 para degradar. Ampliando esta idea, NS5 podria
verse favorecida en un ambiente acetilado, ya que, si NS5 actuara como sustrato de
HDACS6, y HDAC6 desacetilara NS5, podrian quedar lisinas libres a favor de ubiquitinas o
sumo. Esta hipdtesis concuerda con los resultados obtenidos que muestran una mayor
accién de los dominios desacetilasas de HDAC6 sobre NS5 en comparacién con el

dominio BUZ.

En resumen, NS5 y HDAC6 e impide el desarrollo de sus actividades cataliticas y
degradativas posiblemente con el fin de evitar el efecto degradativo que ejerce HDAC6
sobre NS5. A su vez, HDAC6 promueve la degradacion de la polimerasa viral a través de
la via autofagica dificultando la evasién de la respuesta inmunitaria por parte de NS5y
probablemente también la replicacion viral. Ademas, datos preliminares sugieren un
papel clave de las lisinas de NS5 en esta actuacién bidireccional entre la proteina celular
y la proteina viral. Lo cual muestra la complejidad de la relacidn entre la célula y el virus,
gue evolucionan para contrarrestar los efectos opuestos que ejercen el uno sobre el

otro.

5.3. HDACG6 como factor de restriccion viral sobre virus de ARN: VIH-

1y ZIKV.

Gracias a su gran diversidad y capacidad de rapida adaptacién, los virus de ARN
como el VIH-1 y el ZIKV, tienen un papel clave en la emergencia y reemergencia viral,
suponiendo asi un riesgo en la salud publica 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 accidn y buscar

herramientas que permitan tratar la infeccidn viral y/o su erradicacion.
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La globalizacién, los cambios socioecondmicos y socioculturales y el cambio
climdtico ha favorecido la interaccién del ser humano con nuevos patdgenos (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 correccidn y tienen una alta tasa de
replicacién, lo que en su conjunto favorece la incorporacion 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 evolucidn su capacidad de
recombinacién (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). Asi como también el ZIKV, cuya mayor exposicién a nivel mundial se
produjo durante los juegos olimpicos del 2016 en Rio de Janeiro (M. C. Castro, 2016;
WHO, 2016c). Por ello, aparte de investigar posibles farmacos y vacunas contra el virus,
también es necesario investigar la biologia del virus y su “comportamiento” durante las
diferentes etapas de su ciclo viral, ya que podemos encontrar posibles factores de
restriccion viral que pueden ayudar al control de la infecciéon. Como, por ejemplo, en

este caso HDACSG.
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HDACS6 es una histona desacetilasa que a diferencia de la mayoria 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 dinamica de MT y la autofagia (Kawaguchi et al., 2003; Valenzuela-
Fernandez et al., 2008; J.-Y. Lee et al., 2010; K. Zheng et al., 2017). A nivel de dindmica
de MT HDACS, interviene en su estabilidad desacetilando la K40 de la subunidad a-
tubulina y desestabilizando asi los MT, es decir, promueve su dindmica (Hubbert et al.,
2002; Matsuyama, 2002; Y. Zhang et al., 2003). Dicha dinamica es imprescindible en gran
nimero de procesos celulares como la divisidn mitdtica, la reorganizacidon de los
organulos celulares, la adhesidn y migracién 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 & Mclntosh, 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 hiperacetilacion de los MT
necesaria para el trafico de los componentes virales hacia la membrana plasmatica
(Husain & Cheung, 2014). En este sentido, nuestro laboratorio también ha descrito a
HDACG6 como factor de restriccién 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 retrotranscripcién promoviendo su degradacién
(Lecossier et al., 2003; Mangeat et al., 2003; Soros et al., 2007) y que también interviene
negativamente en la replicacién 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 proteina viral Vif (Valera et al., 2015), que degrada la proteina celular
A3G para evitar su incorporacion a los viriones nacientes y su actividad de restriccion
viral y favorecer asi 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 degradacién por autofagia, y con ello controlar la
concentracion 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 restriccion 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

S. Pérez Yanes 233



Discusion

promueve la acetilacidn de tubulina y que dicha hiperacetilacién se ve inhibida con la
sobreexpresiéon de HDAC6. HDAC6 a través de su actividad catalitica desacetilasa inhibe
la hiperacetilacién de la a-tubulina en MT producida por el complejo de Env viral,
impidiendo la correcta fusion de membranas e infeccion viral (Valenzuela-Fernandez et
al., 2005; Cabrera-Rodriguez et al., 2019). Asi como también se ha descrito que una
infeccion eficiente por VIH-1 se consigue cuando la sefializacion es tan fuerte que genera
una reorganizacién del citoesqueleto de actina y la formacién de “capping” en al menos
20-30% de las células, proceso en el que también interviene HDAC6 (Valenzuela-
Fernandez et al., 2005; Barrero-Villar et al., 2009; Garcia-Expdsito et al., 2013; Santos et

al., 2014).

En relacién con esta capacidad del complejo de Env viral de unirse al receptor y
correceptor celular y su consecuente sefializacion, fusion de membranas e infeccidn, se
ha descrito que los complejos de Env de virus de pacientes LTNP-EC pertenecientes a un
“cluster” no son capaces de inducir dicha sefializacién, generando viriones poco
infectivos (Casado et al., 2018; Valenzuela-Fernandez, Cabrera-Rodriguez, et al., 2022).
En nuestro caso, hemos extendido esta conclusién 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 senalizacidn y con ello la eficiente
fusion de membranas e infeccion (Figuras 30-32). Seria interesante comprobar si al
inhibir HDAC6 y favorecer la estabilizacion de MT necesaria durante la sefalizacidn,
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 desestabilizacion 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 investigacion, se demostrd que al actuar sobre la enzima
celular HDACS, se mejora la capacidad infectiva viral del complejo de Env de virus de
pacientes controladores de la infeccidn pertenecientes a un “cluster” viral. En concreto,
se observé que la proteina de unién a ARN nuclear (TDP-43; “Transactive response DNA
binding protein 43 kDa”) incrementa la cantidad de ARNm y proteina de HDAC6 en la

célula, dificultando de dicho modo la infeccidon de VIH-1 al favorecer la desacetilacion de
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a-tubulina e impedir la formacion del poro de fusién. Asimismo, los complejos de Env
de virus pertenecientes a los grupos rapidos progresores y virémicos no progresores,
gue mostraron una correcta funcionalidad y posterior infeccién, al sobreexpresar TDP-
43 disminuyeron su capacidad infectiva. Mientras que al silenciar especificamente el
ARNm de TDP-43 se favorecié la infeccidn de los virus que portaban las Env virales de

pacientes LTNP-EC (Cabrera-Rodriguez et al., 2022).

HDACG6 ejerce ademads una funcidn de restriccion viral sobre ZIKV al promover la
degradacion de NS5 (Figura 39). En este sentido, HDAC6 podria estar actuando en dos
niveles del ciclo viral. Por un lado, podria actuar a nivel replicativo al disminuir los niveles
de la polimerasa viral (B. Zhao et al., 2017), y, por otro lado, también podria actuar a
nivel de evasidn de la respuesta inmunitaria, impidiendo la localizacidon de NS5 en los
SUMO NB, necesaria para evitar la respuesta antiviral del IFN (Ng et al., 2019; Conde et
al., 2020). Adem3ds, NS5 también actuia sobre HDAC6 estabilizando a sus sustratos, e
impidiendo que los niveles endégenos de HDAC6 ejerzcan sus principales funciones
desacetilasa y autofagica sobre MT y p62, respectivamente (Figuras 37 y 38), lo que
demuestra la existencia de un equilibrio dindmico entre la proteina viral NS5 vy la
proteina celular HDAC6, condicionado por sus niveles de expresién 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 HDACG (Figura 45). Por lo que, en un contexto de infeccion por ZIKV y/o en presencia
de otras proteinas virales, puede ser que la dindmica entre NS5 y HDAC6 tienda mas
hacia un lado u otro, como se ha visto al afiadir en la ecuacion el complejo proteasa

NS2B3 del ZIKV.

Nuestro trabajo pone de manifiesto la importancia de HDAC6 como factor de
restricciéon antiviral. Afectando en diferentes fases del ciclo viral, como en este caso, en
la regulacién de la capacidad de fusidn y entrada viral del complejo Env de VIH-1y en la
degradacion de la polimerasa viral NS5 de ZIKV impidiendo su accién en la evasién de la
respuesta inmunitaria y su efecto citotdxico sobre los MT y la proteina autofagica p62.
Ademads, es un ejemplo de la importancia de la colaboracién y la divulgacién de

conocimientos entre diferentes campos de la ciencia, ya que por ejemplo en nuestro

S. Pérez Yanes 235



Discusion

caso encontramos un factor de restriccidon 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 proautofagica.

En resumen, nuestros datos apoyan la hipétesis de que HDAC6 es un factor antiviral

de virus ARN+, capaz de controlar la infeccidon y citotoxicidad asociada a VIH-1 y Zika.
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6. Conclusiones.

VIH-1:

1.

ZIKV:

El complejo de Envoltura de virus VIH-1 aislados de individuos VIH-1+ LTNP-EC,
que de forma natural controlan la infeccidn viral, son deficientes en su capacidad
de unién a CD4, fusion, transmisién de material viral e infectividad. Y, por otro
lado, las Envolturas funcionales se encuentran en virus de pacientes Progresores.
La funcionalidad del complejo Envoltura correlaciona con la evolucién y
diversidad viral respecto al MRCA.

Existe una tendencia de los complejos de Envoltura del VIH-1 a ganar longitud y
sitios de glicosilacion, en los bucles de su subunidad gp120, a lo largo de la
epidemia, correlacionandose con ganancia de funcion viral.

Por tanto, existe una correlacidn directa entre la eficacia funcional del complejo

de Envoltura de virus VIH-1 aislados de pacientes y el perfil clinico de estos.

La polimerasa NS5 del ZIKV actia como reorganizador y estabilizador del
citoesqueleto de tubulina, asi como también del flujo autofagico celular,
estabilizando el factor p62, dificultando la accion del HDAC6 enddgeno.

HDAC6 promueve la degradacion via agresoma-autofagia de NS5, siendo
importante, en dicho proceso, su actividad desacetilasa y el dominio BUZ.

El complejo proteasa viral NS2B3 protege a NS5 de su degradacion autofagica
mediada por HDAC6, asegurando su localizacién nuclear.

El residuo de lisina 330 de la proteina NS5 del ZIKV es clave en la estabilizacion
de la proteina viral, y el equilibrio funcional NS5-NS2B3 / NS5-HDAC6.

El equilibrio que se establece, a nivel de expresidn proteica y funcional sobre
RIG-I, entre la proteina viral NS5 y la proteina celular HDAC6 condiciona la
activacion de la via del IFN, mecanismo indispensable en la evasién de la

respuesta inmunitaria por parte del ZIKV.

En resumen, estos datos demuestran la capacidad de HDAC6 de dificultar o impedir la

infeccion de virus ARN+ como el VIH-1y ZIKV, actuando en diferentes etapas del proceso

infectivo como un factor de restriccion antiviral.
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