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Nota preliminar®

En el presente trabajo figuran numerosos términos en lengua inglesa, que aparecen en
cursiva. Sin lugar a dudas, la riqueza del vocabulario castellano permitiria que todos estos
términos y expresiones fueran traducidos o, en el peor de los casos, sustituidos por vocablos y
frases equivalentes en significado en nuestra lengua. Sin embargo el inglés es el idioma
internacional utilizado por la comunidad cientifica en nuestros dias, y en inglés se acufian y se
publican la practica total de los nuevos avances y descubrimientos que se realizan en las
ciencias biomédicas. Por ello, a la hora de redactar el presente trabajo hemos considerado méas
adecuado utilizar directamente en inglés términos para los que no existe una traduccion directa
en castellano, asi como aquellos que requeririan de expresiones mas o menos largas para
expresar su exacto significado en nuestra lengua. Ello se ha hecho con el Gnico fin de facilitar la
lectura del texto, y siempre con términos cuyo uso en inglés esta totalmente asumido por la
comunidad cientifica. Del mismo modo y por los mismos motivos se ha decidido respetar las

abreviaturas de terminologia cientifica en su forma inglesa original.
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1.1 LOS PARAMIXOVIRUS

Los paramixovirus son un grupo de virus que causan una gran variedad de
enfermedades recurrentes en el hombre (sarampion, virus respiratorio sincitial) y otros animales
(virus de la peste bovina, virus de la enfermedad de Newcastle) ademas de incluir los virus
letales Hendra y Nipah de aparicion mas reciente. Son excelentes modelos para el estudio de la
biologia de virus en general y de los RNA de polaridad negativa (RNA-) en particular.
Constituyen la familia Paramyxoviridae, que se encuentra dentro del orden Mononegavirales
(Lamb y Kolakofsky, 1996). Basandose en criterios morfoldgicos, en la organizacion del
genoma Yy en la actividad biol6gica y la relacion de la secuencia de las proteinas viricas la
familia Paramixoviridae se subdivide en dos subfamilias, Paramixovirinae y Pneumovirinae
Collins y Crowe, 2007 (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Clasificacién de la familia Paramyxoviridae y algunos ejemplos representativos.

Virus Sendai (SeV, murinePIV1))
Virus parainfluenza humano (hPI1V) tipos 1y 3
Virus parainfluenza bovino (bPIV) tipo 3

Género
Respirovirus

Virus parainfluenza 5 o Virus de simios 5 (SV5)

Ru%ﬁ?aevri?us Virus de las paperas (MuV)
Virus parainfluenza humano (hPI1V) tipos 2, 4a y 4b
Subfamilia B Virus del sarampién (MV)

Virus del moquillo canino (CDV)

iri Morbillivirus . -
AT IR Virus de la peste bovina

Fam'“‘f". Gene_ro Virus de la enfermedad de Newcastle (NDV)
Paramyxoviridae Avulavirus
Género Virus Hendra (HeV)

Henipavirus Virus Nipah

Género Virus respiratorio sincitial humano (hRSV)
PReUmovirus Virus respiratorio sincitial bovino (bRSV)
Subfamilia Virus de la neumonia del ratén (PVM)

Pneumovirinae . .
Género Metaneumovirus humano

Metapneumovirus | Metaneumovirus de aves tipos A, By C

Los miembros de la familia Paramyxoviridae son virus recubiertos de membrana con
RNA monocatenario de polaridad negativa. Este RNA se encuentra exclusivamente en una
nucleocéapsida helicoidal, donde esta asociado a otras proteinas como la polimerasa dependiente
de RNA o RNA sintetasa. EI RNA gendmico sirve de molde para la sintesis del RNA mensajero

y del antigenoma, de polaridad positiva, que a su vez sera el molde para nuevas moléculas de
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RNA genémico. La envoltura que rodea la nucleocapsida es una membrana lipoproteica,
formada por una bicapa lipidica que deriva de la membrana plasmatica de la célula
hospedadora. La membrana lipidica contiene al menos dos glicoproteinas con forma de espicula
(con el dominio hacia el exterior), la proteina F o proteina de fusién y las proteinas de union al
receptor HN, G o H (Rott, 1963).

1.2. EL VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL (RSV)

El RSV es el principal representante del género Pneumovirus (Tabla 1.1). Los
Pneumovirus se distinguen del resto de paramixovirus en que:

- Su genoma codifica de 8 a 10 RNA mensajeros en vez de los 6 a 7 tipicos, lo que le

permite poseer proteinas adicionales, NS1, NS2, M2-1y M2-2.

- No siguen la regla del seis y carecen de edicion del RNA.

- Contienen nucleocapsidas mas estrechas.

- Poseen una proteina G de anclaje que se diferencia estructuralmente de la

proteina H (hemaglutinante) o HN (hemaglutinante-neuraminidasa). Esta proteina
carece de actividades sialidasica y hemaglutinante (Kingsbury, 1985;Richman et al.,
1971).

El RSV fue aislado por primera vez en 1956 en un chimpancé sintomatico durante un
brote de una enfermedad parecida al resfriado comin (BLOUNT, Jr. et al., 1956). Poco tiempo
después, el virus fue aislado en nifios con patologias en el tracto respiratorio, y estudios
serolégicos comprobaron que su infeccién era comin (CHANOCK et al., 1957). Actualmente es
la causa mas importante de enfermedades infantiles respiratorias graves (Nair et al., 2010), y
también provoca afecciones severas en ancianos e inmunodeprimidos (Falsey et al., 2005b). Es
un virus muy contagioso que se trasmite por la dispersion de las secreciones respiratorias de
individuos infectados o por contacto de las manos con superficies contaminadas e inoculacion
posterior en la mucosa conjuntiva o nasal (Hall et al., 1981).

Atendiendo al dimorfismo antigénico, el RSV se divide en dos subgrupos, A y B. El
andlisis utilizando anticuerpos monoclonales de todos los subtipos de RSV aislados a lo largo de
30 afios permite su clasificacion dentro de alguno de los dos grupos antigénicos (Anderson et
al., 1985;Hendry et al., 1986;Mufson et al., 1985). La secuenciacion completa del RNA
genémico ha permitido comprobar que existe una divergencia genética entre los dos subgrupos
y que no sélo presentan variaciones puntuales en sitios antigénicos (Johnson et al., 1988).

1.2.1. EPIDEMIOLOGIA Y ASPECTOS CLINICOS
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La infeccion virica se inicia con la replicacion del virus en la capa superficial del
epitelio respiratorio (Neilson et al., 1990;Gardner et al., 1970) también se infectan macrdfagos y
monocitos (Domurat et al., 1985). Después de 1-3 dias el virus llega al tracto respiratorio
inferior, mediante la aspiracion de las secreciones infectadas, aunque también puede
transmitirse célula-célula por fusion. EI RSV cumple una serie de caracteristicas
epidemioldgicas:

A) Es la principal causa de hospitalizacién por afecciones respiratorias en edad

pediatrica.

B) Es capaz de infectar nifios de muy corta edad, incluso neonatos, a pesar de la

presencia de inmunoglobulinas especificas anti RSV del suero materno (Hall et al.,
1979).
C) Lareinfeccion es comln, aunque con afeccion menos severa.

D) Produce grandes epidemias anuales.

El riesgo de padecer variantes severas se incrementa en el caso de nacimientos
prematuros, corta edad, cardiopatias o afecciones pulmonares, inmunodeficiencias o
inmunosupresion y antecedentes alérgicos familiares. Sin embargo, tres cuartas partes de las
hospitalizaciones se producen en nifios que estaban sanos.

La infecciéon por RSV es la principal causa de afeccion respiratoria en edad pediatrica,
provocando que 2,1 millones de nifios requieran de atencion hospitalaria anualmente en Estados
Unidos (Hall et al., 2009). Otro estudio reciente apunta que el RSV produce anualmente entre
66.000 y 199.000 muertos, ocurriendo el 99 % de esas muertes en paises en vias de desarrollo
(Nair, Nokes, Gessner, Dherani, Madhi, Singleton, O'Brien, Roca, Wright, Bruce, Chandran,
Theodoratou, Sutanto, Sedyaningsih, Ngama, Munywoki, Kartasasmita, Simoes, Rudan, Weber,
y Campbell, 2010).

El RSV produce una mortalidad y morbilidad en ancianos similar a la gripe no
pandémica (Falsey et al., 2005a), asi como enfermedades de las vias aéreas superiores en
individuos de todas las edades (Hall et al., 2001;Hashem et al., 2003).

Diferentes estudios muestran que los subgrupos A y B pueden alternar el predominio a
lo largo de los afios (Mufson et al., 1987;Waris, 1991;Peret et al., 1998). Se cree que la
heterogenicidad puede ayudar parcialmente a evadir la respuesta inmune inducida. Sin embargo
muchas reinfecciones son por virus del mismo subgrupo (Mufson, Belshe, Orvell, y Norrby,

1987), lo cual indica que el efecto del dimorfismo debe de ser moderado.

1.2.2. PREVENCION Y TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES POR RSV
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El diagnostico diferencial de la infeccion por RSV debe de estar influido por diferentes
aspectos como son el cuadro clinico y la época del afio. Ademas es comin que varios miembros
de la familia muestren problemas respiratorios a la vez (Mufson, Orvell, Rafnar, y Norrby,
1985;Hall, Kopelman, Douglas, Jr., Geiman, y Meagher, 1979). Este tipo de diagndstico nunca
es definitivo, necesitdndose méas pruebas. El diagndstico de laboratorio suele consistir en la
deteccion de antigenos viricos o &cidos nucleicos por inmunofluorescencia o inmunotincién. Un
diagnostico temprano es importante porque permite establecer las medidas para limitar la
propagacion, especialmente en las zonas de riesgo, a la vez que se incrementa la eficacia de la
terapia antivirica.

El tratamiento de las infecciones severas por RSV del tracto respiratorio inferior
requiere de cuidados paliativos considerables: renovacion mecénica de las secreciones,
colocacion en posturas correctas al individuo, administracion de oxigeno humidificado, y en los
casos mas agudos asistencia respiratoria (Collins y Crowe 2007). El uso de broncodilatadores y
corticosteroides esta extendido, aunque su eficacia no estd completamente demostrada.

La Ribavirina es un analogo de guanosina que se ha utilizado para tratar las infecciones
por RSV desde 1986. Ensayos iniciales mostraron efecto positivo moderado pero continuo
durante el tratamiento (Anderson et al., 1990;Mills, 1999). Sin embargo no se encontraron
pruebas de que la Ribavirina disminuyera la mortalidad, la duracion de la hospitalizacién o la
necesidad de cuidados intensivos (Anderson, Parker, y Strikas, 1990;Randolph et al., 1996).
Actualmente s6lo se recomienda su uso en pacientes de riesgo, en los que el tratamiento debe
comenzar tan pronto se demuestre la infeccion o ésta sea altamente sospechosa (Anon., 2006).

Mas recientemente se han administrado inmunoglobulinas humanas con una alta
actividad neutralizante del RSV (comercializado con el nombre de Respigam™, Medimmune
Inc). Utilizando este medicamento como medida profilactica, se reduce la frecuencia y el tiempo
de hospitalizacién (Anderson, Parker, y Strikas, 1990;Groothuis et al., 1993); sin embargo no
hay pruebas de que reduzca la mortalidad (Moler, 1999). El Respigam se ha sustituido por
anticuerpos monoclonales frente al RSV (Johnson et al., 1997). Actualmente se utilizan en el
tratamiento profilactico en los grupos de alto riesgo como inmunocomprometidos (Falsey et al.,
2009)

A pesar de que se han realizado numerosos intentos para su desarrollo, no existe una
vacuna eficaz y segura contra el RSV (Crowe, Jr., 2001;Collins et al., 2002). El primer intento
llevado a cabo en los afios 60 consistio en virus inactivado con formalina. La vacuna no inducia
una respuesta inmune protectora y ademas, en los individuos que sufrian una infeccion
posterior, ésta era mas grave. El tratamiento con formalina desnaturalizaba epitopos de las
proteinas F y G, con lo que los anticuerpos formados no eran efectivos (Prince et al., 1986). El
aumento en la severidad de la patologia se cree que era debido a que la vacuna estimulaba los

linfocitos CD4+, en lugar de los CD8+ gue tienen un importante efecto antivirico y regulador de
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la respuesta celular. En caso de una infeccion posterior, se producia una activacion y
proliferacion exagerada de las células CD4+.
Actualmente existen 12 proyectos de nuevas vacunas en fase de experimentacion clinica

(http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=vaccine+rsv, 10-Marzo-2012) estos ensayos clinicos

son en su mayor virus atenuados al deleccionar alguna proteina virica, como por ejemplo M2-2,
0 al expresar proteinas del RSV en otro virus, como por ejemplo en el caso del virus
parainfluenza tipo 3. Tambien existen ensayos con anticuerpos neutralizantes que impiden la

fusién del RSV con las células diana: Motavizumab y Palivizumab (Huang et al., 2010).

1.2.3. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

Proteina N
Proteina M2-1
Fosfoproteina P

Polimerasa L

Proteina M

Proteina G

Proteina F Glicoproteinas

Proteina SH
NS1, NS2 y M2-2: No estructurales

Figura 1.1. Representacion esquematica del RSV.

El RSV se compone de una nuclecdpsida envuelta por una membrana lipidica.
Generalmente es una particula esférica irregular con un diametro entre 150 y 300 nm, aunque
varia en forma y tamafio, pudiendo adoptar una forma filamentosa (Figura 1.2). La membrana es
una bicapa lipidica que deriva de la membrana de la célula hospedadora. Contiene tres
glicoproteinas viricas transmembranales: la proteina G de anclaje, la proteina F de fusion y la

proteina SH (del inglés small hidrofobic) de funcion desconocida) (Figura 1.1). Las
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glicoproteinas se organizan separadamente a modo de espiculas, proyecciones cortas (11 a 20
nm), pero muy cercanas entre si (6 a 10 nm). Los Pneumovirus carecen de neuraminidasa, y la
hemaglutinina sélo ha sido descrita en el virus de la neumonia murina (PVM) (Ling et al.,
1989). Asociada a la membrana por la cara interna se encuentra la proteina M.

Figura 1.2. Micrografia electronica del
RSV en forma filamentosa. Cepa Long
Foto de Erskine Palmer CDC
(http://pathmicro.med.sc.edu/virol/para-rsv-
aden.htm, accedido 15-11-11)

La nucleocépsida es una hélice simétrica de 12 a 15 nm de diametro de hélice y 10 um
de longitud. EI RSV tiene cuatro proteinas de nucleocapsida en la forma de virién; la proteina
N, la fosfoproteina P, el factor antiterminacion de la transcripcion M2-1 y la subunidad L de la
polimerasa.

En el siguiente esquema (Figura 1.3) se representa el mapa genético de una cepa de
RSV.

Trailer

Leader

Solapamiento M2-L
68 nucledtidos

Figura 1.3. Mapa genético a escala de la cepa Long del RSV. En la parte superior se indica
el nombre de cada gen, los trazos negros representan las regiones intergénicas. Los cuadros rojos
representan las secuencias leader y trailer.

A continuacidn se describen algunas de las proteinas del virion:

Proteina M de matriz (25 kDa): Es una proteina no glicosilada, que tiene un dominio
hidrofébico en la mitad C-terminal de la molécula con el que parece que interacciona con la

membrana (Satake et al., 1984). Las proteinas M de los virus del Orden Mononegavirales se
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caracterizan por tener dos funciones: inactivar la transcripcion de la nucleocépsida antes del
empaquetamiento y mediar la asociacion de la nucleocépsida con la envoltura naciente durante
la morfogénesis del virus. La proteina M del RSV se cree que estd implicada en los procesos de
ensamblaje del virion mediante sus interacciones con los componentes del virus y con la
membrana plasmatica de las células infectadas (Ghildyal et al., 2002;Henderson et al., 2002).
Estudios recientes de cristalizacion de esta proteina han revelado que es un mondmero
compacto con sus extremos N y C terminales unidas por un corto conector. La superficie de la
proteina estd cargada de manera positiva, 1o que puede determinar la asociacion con la

membrana plasmatica y la ribonucleoproteina (Money et al., 2009).

Nucleoproteina N (45 kDa): Es la principal proteina de la nucleocépsida. Esta proteina
se une firmemente al RNA gendmico y antigendmico, para formar una nucleocapsida resistente
a las RNAasas. Se localiza junto con las proteinas viricas P, M2-1 y probablemente la L en
cuerpos de inclusidn citoplasmaticos dentro de las células infectadas por el RSV o transfectadas

con plasmidos que expresen las proteinas N y P (Garcia et al., 1993).

Fosfoproteina P (33 kDa): Es una proteina altamente fosforilada en residuos de serina
localizados fundamentalmente en el extremo C-terminal (Sanchez-Seco et al., 1995). El extremo
C-terminal de esta proteina es esencial para la interaccion con la proteina (Garcia-Barreno et al.,
1996;Asenjo et al., 2006). La proteina P es un cofactor esencial de la RNA polimerasa a la que
se le han asignado dos funciones principales: 1) Interaccion de P con moléculas recién
sintetizadas de N para impedir el ensamblaje incorrecto de ésta con moléculas de RNA no
viricas (Curran et al., 1995;Castagne et al., 2004), y 2) Interaccién de P con moléculas N del
complejo RNP, que facilita la apertura de este complejo para que la polimerasa virica pueda
llegar a las bases del RNA (Curran, 1998).

Polimerasa L (250 kDa): Es la RNA polimerasa del virus dependiente de RNA. Esta
asociada a la nucleocépsida y dirige la sintesis de los mRNA viricos, la sintesis del
intermediario replicativo de polaridad positiva y la sintesis del VRNA de la progenie virica. Se
parece mucho en tamafio a la de Paramixovirinae y Rhabdovirus, y ademéas comparte con ellos
seis regiones altamente conservadas, que posiblemente corresponden a dominios funcionales
(Stec et al., 1991).

Proteina M2-1 0 22K (22 kDa): Por consenso en los virus RNA de polaridad negativa,
el término gen se refiere a la secuencia del genoma que codifica un tnico mRNA, incluso si esta
secuencia incluye mas de una fase de lectura abierta (ORF) o puede codificar mas de una

proteina. Entre los genes hay secuencias conservadas que indican a la polimerasa virica el inicio
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(GS) y final (GE) de cada ORF, separadas por una region intergénica no codificante (IS) de
longitud variable en los diferentes paramixovirus.

Esta proteina esta codificada en el primer marco de lectura del gen M2 (Collins et al.,
1990). Es un factor antiterminacion de la transcripcion que es esencial para la viabilidad virica,
ya que favorece la formacion de mRNAs completos (Collins et al., 1996;Collins et al.,
1999;Hardy et al., 1998;Fearns et al., 1999a). En su ausencia s6lo NS1 y NS2 se transcriben
eficientemente, en presencia de la proteina aumenta la cantidad de mRNAs policistrénicos
(Fearns et al., 1999b). Es una proteina homotetramérica que se une a la proteina P y al ARN de
manera competitiva, sugiriendo que la proteina P se une a la proteina M2-1 liberandola junto al
ARN (Tran et al., 2009).

Proteina M2-2 (11 kDa): Esta proteina esta codificada en el segundo marco de lectura
del gen M2. No se incorpora en los viriones y sus niveles en la célula infectada aumentan a
medida que lo hace la infeccion (Ahmadian et al., 1999). Parece que su funcidn es la de actuar
como regulador, determinando el equilibrio entre la replicacion y la transcripcién del RNA
virico (Bermingham et al., 1999). La proteina no es imprescindible en cultivos celulares, lo que
indica que no es un gen esencial, pero los virus con delecién de esta proteina (AM2-2) muestran
un alto grado de atenuacion en ratones de la linea isogénica BALB/c (Bermingham y Collins,
1999) y en chimpancés (Teng et al., 2000).

Proteinas no estructurales, NS1y NS2 (13.8 y 14.5 kDa): Se encuentran en pequefias
cantidades en preparaciones de virus purificado, lo que implica que sus funciones resulten
complicadas de determinar. En un sistema de minireplicon complementado con plasmidos para
las proteinas, NS1 ejerce una fuerte inhibicion sobre la transcripcion y replicacion del RNA,
mientras que el efecto de NS2 es mucho mas moderado (Atreya et al., 1998). Ambas proteinas
actlan interfiriendo de diversas maneras los mecanismos de accion del Interferon tipo 1
(Swedan et al., 2009).

1.2.4. GLICOPROTEINAS DEL RSV

Segun se ha sefialado previamente, el RSV posee tres glicoproteinas transmembranales:
SH, Gy F (Figura 1.1).
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1.2.4.1. Proteina SH

Es una proteina integral de membrana con el extremo C-terminal orientado
extracelularmente. El virus parainfluenza tipo 5 (SV5) posee una proteina similar pero no esta
presente en ningun otro mononegavirus mas. La proteina SH puede encontrarse en diferentes
formas en diferentes formas, que se distinguen en el patron de glicosilacion, variando su peso
molecular desde 7.5 hasta 60 kDa. Todas estas formas se asocian en oligdmeros, formando al
menos pentameros (Collins et al., 1993). Las proteinas SH de los paramixovirus inhiben la
sefializacion del interferon TNF-o y la apoptosis de la célula infectada (Fuentes et al.,
2007;Wilson et al., 2006), también se le atribuye la posibilidad de que funcione como canal de
iones y otras pequefias moléculas (Carter et al., 2010). Aunque su delecién no afecta a la
viabilidad del virus en cultivo celular, el mutante ASH esta atenuado en ratones y en chimpancés
(Bukreyev et al., 1997;Whitehead et al., 1999;Karger et al., 2001), pero no aumenta la

atenuacion como candidato para vacunas en nifios seronegativos (Karron et al., 2005).

1.2.4.2. Proteina G

Es la principal proteina de union del virus a la célula hospedadora (Walsh et al.,
1983;Levine et al., 1987). Es una glicoproteina transmembrana de tipo Il altamente glicosilada,
gue no se encuentra relacionada ni estructural ni funcionalmente con las proteinas de unién al
receptor de otros paramixovirus (Wertz et al., 1985;Johnson et al., 1987). Posee una region
hidrofébica cerca del extremo N-terminal, la cual le sirve de péptido sefial y de dominio de
anclaje a la membrana, dejando dos tercios de la molécula orientados externamente (Figura 1.4).
En la region central del ectodominio de la proteina, se localizan cuatro residuos de cisteina,
altamente conservados, que se han propuesto como posible sitio de unién al receptor celular
(Johnson, Spriggs, Olmsted, y Collins, 1987;Garcia et al., 1994). La region central conservada
se cree que juega un importante papel como inmunomodulador (Polack et al., 2005). Se ha
demostrado que el RSV se une a moléculas como los surfactantes Ay D, TLR4 (Kurt-Jones et
al., 2000) o CX3CR1 (Tripp et al., 2001). No se conoce un receptor celular especifico para esta
proteina, aunque diversos trabajos apuntan a que se trataria de glicosaminoglicanos de la
superficie celular (Hallak et al., 2000b;Martinez et al., 2000;Escribano-Romero et al., 2004). La
proteina G también puede secretarse en forma soluble (Gs) no ligada a membrana. Esto es
posible debido a un segundo coddn de lectura que elimina los primeros 48 aminoacidos de la
proteina (Roberts et al., 1994). Esta forma soluble se piensa que tiene como funcién capturar
anticuerpos neutralizantes del RSV y/o modular la respuesta inmune-inflamatoria.

La proteina G esta altamente N y O-glicosilada, especialmente lo segundo. La proteina

pasa de tener un peso molecular de 32 a 90 kDa, aunque hay presentes formas menos
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glicosiladas, con un peso de 45 a 80 kDa. Recientemente se han identificado en modelos in vitro
de epitelio aéreo humano formas de hasta 180 kDa (Kwilas et al., 2009). La N-glicosilacion
consiste en la adicion de restos glucidicos a cuatro residuos de Asn y ocurre a la vez que la
traduccion. La O-glicosilaciéon se produce més tarde, en el aparato de Golgi, en numerosos
residuos de Ser y Thr (Figura 1.4). Esta elevada O-glicosilaciéon, junto con una composicion
aminoacidica determinada, le confiere a la proteina G caracteristicas similares a las de las
mucinas (glicoproteinas que forman una barrera protectora en el tracto respiratorio,
gastrointestinal y reproductivo). La diversidad en el patrén de glicosilacidn entre las diferentes

cepas les aporta diferentes caracteristicas de antigenicidad.
Mlet Asn
R HBD
NH2 — i m " TR CooH

T

Dominio conservado
Aminoéacido N -Glicosilado

Sitios potenciales de Glicosilacion {1 Sérina O -Glicosilada

| Treonina O -Glicosilada

Figura 1.4. Representacion esquematica a escala de la proteina G del RSV. Se indica en
rojo el dominio transmembrana, en naranja una regién conservada en todos los subtipos y en azul un
posible dominio de unién a heparina (HBD). Met marca el segundo AUG en el ORF y Asn donde
comienza la forma soluble de la proteina.

Sorprendentemente, la proteina G no es esencial para la viabilidad del virus, aunque si
aumenta el crecimiento virico. La cepa B1cp-52 contiene deleciones espontaneas de los genes G
y SH (Karron et al., 1997). Esta cepa se replica eficientemente en células Vero, a niveles
intermedios en ratones y a niveles muy bajos en humanos. Como la delecién del gen SH tiene
un efecto moderado en la viabilidad virica, segiin hemos comentado méas arriba (Bukreyev,
Whitehead, Murphy, y Collins, 1997;Whitehead, Bukreyev, Teng, Firestone, St Claire, Elkins,
Collins, y Murphy, 1999), se pensé que el fenotipo de la cepa Blcp-52 podia ser debido a la
delecion de la proteina G. Trabajos posteriores con un virus AG mostraron que no era eficiente
en células Hep-2 (Teng et al., 2001). Ademas, se ha propuesto que existe un mecanismo
accesorio de union virus-célula en el cual estaria implicada la proteina F (Karron, Wright,
Crowe, Jr., Clements-Mann, Thompson, Makhene, Casey, y Murphy, 1997;Techaarpornkul et
al., 2001;Teng, Whitehead, y Collins, 2001), segln discutiremos mas adelante.
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1.2.4.3. Proteina F

Es una glicoproteina de tipo | de 70 kDa que se inserta en la membrana por una region
cercana al extremo C-terminal. Dirige la fusion de la membrana del virus con la de la célula
hospedadora, liberandose la nucleocépsida al citoplasma. En etapas posteriores del ciclo
infectivo, se expresa en la superficie celular permitiendo la fusion de la membrana de la célula
infectada con la de células adyacentes dando lugar a sincitios (Walsh y Hruska, 1983). Los
sincitios ademas de constituir un mecanismo citopatico, también ayudan a la difusién de la
infeccion.

Al igual que la de otros paramixovirus, es sintetizada como un precursor Fq (Gruber et
al., 1983), que es modificado por proteasas celulares de tipo tripsina o furina en la region trans
del compartimento de Golgi (Collins et al., 1991), dando lugar al heterodimero F2-F1 unido
covalentemente por un puente disulfuro. Se han descrito dos sitios de procesamiento proteolitico
en la proteina F, el sitio | y el sitio Il (Figura 1.5). El sitio | lo forman cuatro residuos, tres de
ellos arginina (106-RARR-109) (Gonzalez-Reyes et al., 2001), el sitio Il esta formado por seis
residuos de arginina y lisina (131-KKRKRR-136) (Collins et al., 1984). Ambas secuencias son
reconocidas por proteinas convertasas que incluyen a la furina (Bolt et al., 2000) y a la tripsina.
Estudios con mutantes indican que el doble procesamiento proteolitico es necesario y que éste
tiene lugar de forma secuencial, primero en el sitio | y luego en el 1l (Gonzalez-Reyes, Ruiz-
Arguello, Garcia-Barreno, Calder, Lopez, Albar, Skehel, Wiley, y Melero, 2001). EI corte libera
el péptido de fusion hidrofébico en el extremo N-terminal de la subunidad F1 y esta asociado
con un cambio de la forma de la proteina F (Gonzalez-Reyes, Ruiz-Arguello, Garcia-Barreno,
Calder, Lopez, Albar, Skehel, Wiley, y Melero, 2001;Rawling et al., 2008). La presencia de un
doble sitio de procesamiento proteolitico es Gnica en los paramixovirus, sin embargo ha sido
descrita también en la proteina spike (S) del coronavirus del sindrome respiratorio agudo
(Belouzard et al., 2009). Recientemente el grupo de Peeples (Chaiwatpongsakorn et al., 2011)
ha propuesto que el procesamiento proteolitico no seria el desencadenante del cambio
conformacional de la proteina F a su forma postfusogénica. En dicho trabajo se muestra que la
exposicion a una solucién amortiguadora de baja molaridad produce la exposicion del péptido
de fusion, lo que estaria en consonancia con la activacion de la proteina F a temperaturas

elevadas observado en (Yunus et al., 2010).
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F2 F1

PS PE_HR1 HR2
NH: | . m. COOH

Figura 1.5. Representacién esquematica a escala de la proteina F del RSV. En azul se
representan el péptido sefial (PS), el péptido de fusion (PF) y regién transmembrana (RT). En naranja
estan marcadas las regiones Heptad repeats (HR1 y HR2). El color rojo sefiala los dos sitios de
procesamiento proteolitico.

Existen tres regiones hidrofébicas de la proteina F (Figura 1.5):
- Péptido sefial (PS) (residuos 1-22), localizado en el extremo N-terminal de la subunidad
F2, se elimina en la translocacion al reticulo endoplasmico.
- Péptido de fusion (PF) (residuos 137-155) (Scheid et al., 1977), directamente implicado
en la insercion de la proteina F en la membrana diana.
- Region transmembranal (RT), proxima al extremo C-terminal de la subunidad
F1, sirve de anclaje de la proteina en la membrana virica.

El péptido de fusion es una secuencia corta (15-30 aminoacidos), de naturaleza
hidrofébica, conservada dentro de una misma familia del virus pero no entre familias de virus
diferentes, y presente en la subunidad F1 de la proteina de fusién que se ancla a la membrana
virica (Hernandez et al., 1996). Suele estar localizado en el extremo N-terminal, como en la
mayoria de los ortomixovirus y varios retrovirus como el virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV) (White et al., 1983;Blumberg et al., 1985;Gallaher, 1987), aunque también puede
encontrarse en el interior de la proteina de fusion, como en el caso del virus de la estomatitis
vesicular (VSV) (Whitt et al., 1990) y el virus del sarcoma de Rous (Hunter et al., 1983). En el
mecanismo de fusion de membranas inducida por proteinas de los paramixovirus, cuando la
proteina F se activa, el péptido de fusion es expuesto y se inserta en la membrana diana
desencadenando la mezcla de las membranas virica y celular. La participacion directa del
péptido de fusion en la fusion de membranas ha sido demostrada mediante mutagénesis dirigida
en la secuencia de los péptidos de fusion del virus de la gripe (Gething et al., 1986;Stegmann et
al., 1989;Freed et al., 1990;Freed et al., 1992), HIV (Freed, Myers, y Risser, 1990;Freed y
Myers, 1992), virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV) (Bosch et al., 1989) y SV5
(Horvath et al., 1992).
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La subunidad F1 tiene una region central donde se localizan 11 cisteinas muy proximas
entre si. En el extremo C-terminal de esta subunidad se localiza la cola citoplasmatica de 23
aminoacidos.

Regiones Heptadas Repetidas

Otras regiones importantes para la funcion de proteina F son las regiones heptadas
repetidas o heptad repeats (HR) 1 (HR1 residuos 156-201) y 2 (HR2 residuos 488-516) (Zhao et
al., 2000) (Figura 1.5).

Las regiones HR desempefian un papel importante en la actividad bioldgica de la
proteina F de los paramixovirus. En el modelo actual de fusion de membranas de paramixovirus
(se discutira en el Apartado 1.5), se cree que las regiones HR1 y HR2 estan implicadas en los
cambios conformacionales que sufre la proteina F desde una conformacion nativa inactiva a otra
fusogénica, formando el complejo de seis hélices o o six helical bundle (6HB) (Figura 1.6), que
es caracteristico de la estructura postfusogénica. Esto podria ser una de las razones que
explicaria la necesidad de coexpresion de la HN y F homotipicas para que ocurra la fusion de

membranas (ver seccion 1.5).

Figura 1.6. Estructura del complejo HR1-
HR2 de la proteina F del RSV.

Se observa el complejo formado por las seis
hélices de los péptidos HR1 (azul) y HR2
(amarillo). Tomada de Zhao et al., 2000.

1.2.5. GLICOSAMINOGLICANOS

Los glicosaminoglicanos (GAGs) son compuestos formados por cadenas de
polisacaridos no ramificados presentes en las células de la mayoria de los mamiferos. Constan
de maltiples restos de acido glucurénico (GIcA) o de su epimero, acido idurdnico (IdoA),
unidos a N-acetilgalactosamina (GalNAc) o N-acetilglucosamina (GIcNAc), con modificaciones
adicionales como la sulfatacion en diferentes posiciones (Figura 1.7). Se encuentran en la cara

externa de la membrana celular, en vesiculas intracelulares y en la matriz extracelular.
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El RSV se une a las células diana mediante interaccion con los GAGs (Bourgeois et al.,
1998) de la superficie de la célula hospedadora (Krusat et al., 1997;Hallak et al., 2000c;Hallak
et al., 2000a). Hay 7 tipos de GAGs, pero sélo dos parecen tener importancia fisiolégica en la
unién del RSV con las células diana: heparan sulfato (HS) y condriotin sulfato B (CS-B o
dermatén sulfato) (Hallak, Spillmann, Collins, y Peeples, 2000c). La heparina es un GAG
utilizado frecuentemente como anélogo del HS en experimentacion debido a que aquella posee
una mayor afinidad por el RSV. Tiene la misma composicion en glicidos que el HS salvo que
contiene mas IdoA, esta mas sulfatada y menos acetilada (Lindahl, 1990;Lindahl et al., 1989).
Sin embargo no tiene importancia como receptor del virus ya que es una molécula secretada por
los mastocitos y no se encuentra en la superficie de las células. Su utilidad radicaria en su uso
como un posible antivirico ya que puede bloquear la infeccion. La heparina fue el primer GAG
que se comprobd que podia afectar a la replicacion de un virus, concretamente limitando el
crecimiento del virus del herpes simple (NAHMIAS et al., 1964). Posteriormente se vio que el
virus del herpes simple interacciona con el HS de la superficie celular para iniciar la infeccion
(Shieh et al., 1992;Spear et al., 1992;WuDunn et al., 1989). Actualmente se conoce una gran
nimero de virus que interaccionan con GAGs, como el HIV (Mondor et al., 1998), el virus
dengue (Chen et al., 1997) o el virus vaccinia (Hsiao et al., 1999).

La unidad bésica del HS es GIcNAc-GIcA/ldoA, modificada por la sulfatacion de
alguno de los grupos N de GIcNACc o en los oxigenos 2 6 6 de GIcNAc o IdoA (Figura 1.7.A).
La unidad béasica del CS-B es GaINAc-IdoA con algunos de los residuos GalINAc modificados
por 4-O sulfatacion (Figura 1.7 B). Estudios de la afinidad del RSV por los GAGs han
demostrado que la presencia de IdoA, que aporta flexibilidad a la molécula, y el sulfato unido a
la posicion N son importantes para la infeccion por RSV, pero no las sulfataciones en posicion
6-O 6 2-O (Hallak, Spillmann, Collins, y Peeples, 2000c;Hallak, Collins, Knudson, y Peeples,
2000a). En definitiva, la union RSV-GAGSs es una union especifica y no una simple interaccion

entre cargas.
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Como se ha mencionado anteriormente, la proteina G es la principal proteina de anclaje
del RSV a la célula hospedadora (Levine, Klaiber-Franco, y Paradiso, 1987). Se ha descrito una
region conservada de la proteina G, rica en aminoécidos basicos, como un dominio de unién a
Heparina (HBD en Figura 1.4). Un péptido derivado de esta regidn se une a heparina y a las
células diana, blogueando parcialmente la infeccién (Feldman et al., 1999). Ademas, se ha
comprobado que la proteina G se une a heparina inmovilizada (Krusat y Streckert, 1997).

La aparicion del mutante cp-52 (AG-SH, pero capaz de infectar células Vero, descrito
en el Apartado 1.2.4.2) ha sugerido que la union RSV-célula podia producirse exclusivamente
gracias a la proteina F (Karron, Wright, Crowe, Jr., Clements-Mann, Thompson, Makhene,
Casey, y Murphy, 1997). La proteina F del mutante cp-52 parece funcionar como proteina de
anclaje y se ha descubierto que también se une a GAGs (Feldman et al., 2000;Karger, Schmidt,
y Buchholz, 2001). También se han identificado en la proteina F dominios de unién a heparina
(Crim et al., 2007). Péptidos sintéticos disefiados a partir de estos dominios son capaces de
funcionar como inhibidores de la infectividad y de la unién virus-célula. ElI grupo de M.E.
Peeples ha cuantificado que la union del virus a la célula se debe en un 75 % a la interaccién
RSV-GAGs, un 25 % interaccionan con la proteina F y un 50 % con la proteina G
(Techaarpornkul, Barretto, y Peeples, 2001). El 25 % de la actividad de union restante que no es
debida a los GAGs es independiente de la presencia de la proteina G, lo que indica que el
receptor de ésta es exclusivamente un GAG. Posiblemente la unién inicial a los GAGs es
seguida por una segunda union de alta afinidad (Collins y Crowe 2007) que podria representar

este 25 % union independiente.

22



Introduccién

1.3. VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

1.3.1. ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

La enfermedad de Newcastle es un proceso infeccioso causado por el NDV, que afecta a
pollos, pavos y otras aves de corral, causandoles alteraciones en el sistema respiratorio y/o
nervioso. En el caso de las cepas mas virulentas puede alcanzar tasas de mortalidad del 90 %
entre los animales infectados (Chang, 1975). La enfermedad causa graves pérdidas econémicas
al provocar la muerte de aves de corral, o cuando menos, una radical reduccion de la puesta. Las
infecciones en el hombre son el resultado de accidentes de laboratorio, vacunacion o
manipulacién de pollos y sus sintomas son ligeros y se reducen a sintomas gripales o
conjuntivitis (Rott y Klenk, 1988).

Los medios de propagacion descritos son varios: aves enfermas procedentes de regiones
donde dicha enfermedad es endémica, transporte de pollos enfermos a otras regiones,
diseminacion por el aire o por mamiferos que sufren infecciones asintomaticas, incluido el

hombre (Lancaster y Alexander, 1975).

1.3.2. CEPAS O ESTIRPES DEL NDV

Los terminos cepa o estirpe, aplicados al NDV, se utilizan para designar una linea de
virus caracterizada y estable. Se han descrito varias cepas de NDV con marcadas diferencias en
cuanto a su capacidad para producir enfermedad y muerte en pollos. (HANSON et al., 1955) las
agruparon, arbitrariamente, en tres grupos segln su patogenicidad en embriones de pollo:

- Cepas velogénicas: producen la muerte del embrion entre 40 y 60 horas tras la

inyeccion de la dosis letal minima (tiempo medio de muerte en huevos).

- Cepas mesogénicas: tiempo medio de muerte entre 60 y 90 horas.

- Cepas lentogénicas: tardan méas de 90 horas en provocar efectos letales.

Pese a su arbitrariedad esta clasificacion sigue en uso actualmente, por resultar muy atil
para distinguir las cepas.

Hanson (1972), tomando en consideracion los sintomas que produce la enfermedad,
clasificé las cepas del NDV en otros cuatro grupos:

- Formas Doyle o velogénicas-viscerotrépicas: engloban las cepas extremadamente

letales que provocan lesiones hemorragicas en el intestino.
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- Formas Beach o velogénicas-neumotropicas: engloban las cepas extremadamente
letales que provocan trastornos nerviosos y respiratorios, pero sin lesiones intestinales.

- Formas Beaudette: equivalentes a las mesogénicas. Provocan sintomas respiratorios y

ocasionalmente nerviosos. Los pollos jovenes pueden morir, pero en general la mortalidad es
muy baja.
- Formas Hitchner: engloban todas las cepas lentogénicas. Provocan infecciones suaves

o0 inaparentes. La cepa Clone 30, utilizada en este trabajo, pertenece a este grupo. Se trata de una
linea genética estable obtenida a partir de la cepa La Sota. Fue obtenida y es utilizada por
Intervet Laboratorios (Boxmeer, Holanda) y Laboratorios Intervet (Salamanca, Espafa). Se
utiliza comercialmente para la inmunizacion activa de pollos contra la enfermedad de

Newcastle.

1.3.3. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

El NDV es un paramixovirus tipico que consta de una nucleocépsida helicoidal rodeada
por una envoltura membranosa (Figura 1.8). Las particulas viricas son generalmente esféricas,
con un diametro de 100 a 200 nm, aunque pueden observarse formas de hasta 600 nm de
diametro. (Roberts et al., 1998) demostraron, para el también pleomérfico virus de la gripe, que
la morfologia final del viridn esta determinada por el tipo celular hospedador y especialmente
por la integridad de los filamentos del citoesqueleto. Dado que las proteinas de los
paramixovirus también interaccionan con el citoesqueleto (Sanderson et al., 1995) es posible
que lo anteriormente descrito para la gripe sea también cierto para este grupo.

El virus purificado muestra la siguiente composicién quimica: 67 % de proteinas, 1 %
de RNA, 24 % de lipidos y 7 % de glucidos (Lancaster y Alexander, 1975).
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Figura 1.8. Estructura del NDV. Micrografia electrénica de un virion de la cepa
Clone 30 (Garcia-Sastre, 1990) y esquema derivado de la misma.

1.3.3.1. LA NUCLEOCAPSIDA

La nucleocépsida es una estructura helicoidal de giro levégiro, con un didmetro de 17-
18 nm y un hueco interior de 4-5 nm, aunque pueden existir diferentes estados morfoldgicos
(Egelman et al., 1989), posiblemente en funcion de las diferentes etapas del ciclo virico. Esta
formada por una unica molécula de RNA monocatenario de polaridad negativa que contiene
15186 nucledtidos (Krishnamurthy et al., 1998;de Leeuw et al., 1999). Esta molécula constituye
el genoma virico que en ninguna fase del ciclo replicativo esté aislado, sino que se encuentra en
todo momento acomplejado por proteinas. EI RNA constituye algo méas del 9 % de la
nucleocapsida (ROTT et al., 1963) y su tamafio varia entre 49 Sy 57 S (Lancaster y Alexander,
1975).

e [ m il evil M 0T L

15186 nucleoétidos

“Leader” “Trailer”

Figura 1.9. Organizacion del genoma del NDV. Se muestran a escala los distintos genes del
NDV. Las zonas blancas son los fragmentos de lectura abiertos (ORFs) y las grises las partes de los
transcritos que no se traduciran. También se muestran las secuencias conservadas de final e inicio de
la transcripcién y la posicién de las sefiales de regulacion no transcritasen 5"y 3",
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Las proteinas de la nucleocapsida (Figura 1.9) son las siguientes:

Proteina NP (nucleoprotein 53 kDa): Es la proteina estructural mayoritaria, con 2600
copias por cada molécula de RNA, al que se une en todo momento de forma que cada seis
nucleotidos del genoma interaccionan con una copia de la NP (Egelman, Wu, Amrein, Portner,
y Murti, 1989;Kolakofsky et al., 1998). Participa en el proceso de encapsidacion
interaccionando con la proteina M, y en los de transcripcion y replicacién colaborando con las

proteinas L y P, manteniendo ademas la integridad estructural de la nucleocépsida.

Polimerasa L (large 250 kDa): Es la RNA polimerasa RNA dependiente del virus
(Peeples y Bratt, 1982). Sélo se encuentran entre 30 y 50 copias por nucleocépsida, pues es

necesario un pequefio nimero de ellas para la replicacion del RNA.

Fosfoproteina P (phosphoprotein 53 kDa): Es la segunda proteina mas abundante de la
nucleocépsida, con 250-300 copias por virion. Se encuentra altamente fosforilada, participa
activamente en la replicacion del genoma asociandose con la proteina L y en el proceso de

encapsidacion.

Proteina V: Se origina por el desplazamiento de la fase de lectura de la traduccién de la
proteina P al afiadirse un nucleétido, no presente en el molde. En principio se suponia que
estaba solo implicada en la regulacion de la replicacion virica (Steward et al., 1993).
Actualmente se han descrito funciones como la de antagonista del sistema de interferén de la
célula hospedadora y la de determinante del espectro de posibles hospedadores (Steward,
Vipond, Millar, y Emmerson, 1993), lo que la convierte en esencial para explicar la capacidad
replicativa de las distintas cepas y su virulencia (Mebatsion, 2001).

También se ha descrito la existencia de otra posible proteina, la W, como consecuencia
de la adicién de mas de un nucleétido a la fase de lectura de la proteina P (Steward, Vipond,
Millar, y Emmerson, 1993;Locke et al., 2000).

1.3.3.2. LA MEMBRANA EXTERNA

La envoltura del virus estd formada por una membrana lipoproteica con una estructura
en bicapa derivada de la membrana plasmatica de la célula hospedadora y modificada por la
incorporacién de las proteinas viricas (STENBACK et al., 1963). Las proteinas asociadas a

membrana son tres: dos de ellas, HN y F, atraviesan la bicapa y constituyen las espiculas
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viricas; la tercera, proteina M o proteina de matriz, se dispone por debajo de la membrana
(Figura 1.9).

La composicion lipidica de la membrana de la cepa clone 30 del NDV ha sido estudiada
previamente en nuestro laboratorio (Munoz-Barroso et al., 1997). La razéon molar
colesterol/fosfolipidos es 1.02 y el porcentaje de los diferentes fosfolipidos en la bicapa es: 26.8
% fosfatidiletanolamina, 23 % esfingomielina, 22.7 % fosfatidilcolina, 15.5 % fosfatidilserina y
fosfatidilenositol, 4.2 % lisofosfatidiletanolamina, 3.2 % lisofosfatidilcolina, 2.8 % acido
fosfatidico y 2.1 % fosfatidilglicerol. La razon molar lipido/proteina es 0.2 (Munoz-Barroso,
Cobaleda, Zhadan, Shnyrov, y Villar, 1997).

Las proteinas asociadas a la membrana virica son la proteina de Matriz (M) y las

glicoproteinas F y HN.

Proteina M: Esta proteina de 40 kDa, no glicosilada, es la mas abundante del virus.
Forma un armazdén o matriz periférica que recubre internamente la envoltura, manteniendo la
estructura del virién al interactuar tanto con el resto de las proteinas de membrana como con las
de la nucleocapsida. Parece ser que desempefia un papel fundamental en la asociacion de la
nucleocépsida con regiones de la membrana celular enriquecidas en glicoproteinas HN y F
(Galinski y Weschler, 1991), y que es necesaria y suficiente para que se produzca el proceso de
gemacion (Pantua et al., 2006). Durante el proceso de gemacion la proteina M selecciona los
lipidos que van a formar parte de la membrana virica, siendo necesaria por ejemplo la presencia

de fosfatidil-etanolamina para la funcionalidad de la proteina HN (Mufioz-Barroso et al 1997).

1.3.4. LAS GLICOPROTEINAS DE LA MEMBRANA DEL NDV

La membrana de los paramixovirus tipicos tiene dos glicoproteinas transmembranales,
la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y la proteina de fusion (F) (Figura 1.10). El virus utiliza
las rutas existentes en la célula para la sintesis, transporte y posteriores modificaciones de sus

glicoproteinas.
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Figura 1.10. Orientacion de las proteinas integrales de la envoltura del NDV.

1.3.4.1. Proteina HN

Es una glicoproteina transmembranal de tipo Il, con el extremo C-terminal orientado
extracelularmente (Schuy et al., 1984). El ectodominio est4 formado por un dominio globular
terminal o cabeza soportado por un tallo de gran longitud que sobresale de la membrana
(Crennell et al., 2000). La proteina HN sufre N-glicosilacion post traduccional (Nakamura et al.,
1980), asi como la formacion de puentes disulfuro (Vidal et al., 1989). Se encuentra formando
tetrameros compuestos por dos dimeros, siendo cada monémero de 74 kDa. Ademas, el
fendmeno de oligomerizacion de la HN no es comun en todas las cepas del NDV (Markwell et
al., 1980;Sheehan et al., 1987). Asi, en nuestro laboratorio, pudimos demostrar para la cepa
clone 30, mediante el analisis en gel de poliacrilamida en condiciones no reductoras del virus

intacto, que la HN parece no sufrir fendmenos de oligomerizacion (Sagrera et al., 2001).

Actividades bhioldgicas de la proteina HN

La principal caracteristica de la proteina HN es la de poseer actividades sialidasica y
hemaglutinante, lo que la distingue de la proteina NA de los virus de la gripe A y B, que tiene
Gnicamente actividad sialidasica. Ademas, posee actividad promotora de la fusion.

La proteina HN de paramixovirus tiene funciones importantes en el ciclo de infeccion

virico: mediante la actividad hemaglutinante facilita la adsorcion del virus a la célula huésped,
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reconociendo receptores especificos que contengan restos de &cidos sidlicos. Las diferentes
proteinas HN se diferencian en su afinidad por diferentes moléculas con &cidos sialicos, lo que
contribuye a su diferente patogenicidad (Villar et al., 2006). La actividad sialidasica es necesaria
para una propagacion eficiente del virus al permitir la disociacion de glicoproteinas que
contengan &cidos sialicos. De esta forma no permanece el virus unido a los receptores de su
membrana plasmatica al salir de la célula infectada, ni a glicoproteinas solubles o de secreciones
mucosas con las que pueda encontrarse antes de llegar a la célula hospedadora (Klenk et al.,
1970). La sialidasa virica también hidroliza los restos de acidos sialicos que se hallan en las
glicoproteinas del propio virus, evitando asi su agregacion, fenémeno que limitaria la capacidad
de propagacion virica (Klenk y Choppin, 1970). Se han identificado dos sitios de
reconocimiento del receptor en la cabeza globular de la proteina HN del NDV. El sitio | posee
actividad sialidasica y hemaglutinante, mientras que el sitio Il, localizado en la interfase de los
dimeros, se expone tras la union de la proteina HN al receptor y carece de actividad sialidasica
(Revisado en (Smith et al., 2009). La tercera actividad de promocion de la fusién es necesaria
para la actividad de la proteina F. Aun no se ha establecido con claridad en qué parte de la
proteina reside, aunque el tallo de la proteina esta implicado en la misma. Se desconoce en qué
consiste exactamente esta actividad, pero la proteina F es incapaz de desencadenar la fusion de
membranas en ausencia de la proteina HN homotipica.

1.3.4.2. Proteina F

La glicoproteina F permite que el material genético del virus penetre en el citoplasma
celular mediante la fusion de las envolturas del virus con la membrana plasmatica celular, segun
se ha establecido para la mayoria de los paramixovirus (Lamb y Kolakofsky, 2001). Ademas, en
células infectadas por paramixovirus, la proteina F esta involucrada en la induccion de la fusion
celular y la formacién de sincitios, ya que se expresa junto con la proteina HN en la membrana

de la célula plasmética infectada

F F1
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- -* -

" . Dominio citoplasmdtico
Sitio de Proteolisis .
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— HR 1 1
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Figura 1.12. Representacion esquematica de la proteina F del NDV.
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La proteina F es una proteina integral de membrana de tipo | (Figura 1.12) que atraviesa
la membrana una sola vez (Figura 1.11). Es sintetizada como un precursor inactivo F, de
aproximadamente 65-70 kDa. Para su activacion, debe sufrir un procesado proteolitico llevado a
cabo por proteasas de la célula hospedadora (Scheid y Choppin, 1977). A las proteasas
responsables de dicha activacion se las conoce como furinas o PACE (Paired basic Aminoacid-
Cleaving Enzime), cuya secuencia especifica de corte es Arg-X-Arg/Lys-Arg, donde X es
cualquier aminoécido. Como resultado de este procesamiento, la proteina F queda compuesta
por dos subunidades, la F1 de 55 kDa, anclada a la membrana por su extremo C-terminal, y la
F2 de 10 a 15 kDa, unida a la anterior por un puente disulfuro (lwata et al., 1994) (Figuras 1.11
y 1.12). La proteasa reconoce la regién comprendida entre los restos 112-116 de la Fy que
constituira el extremo C-terminal de la F2 después del corte.

Como se ha descrito en el apartado correspondiente a la proteina F del RSV (Apartado
1.2.4.3), las proteinas F de Paramixovirus poseen dos regiones heptadas repetidas consistentes
en un patrdn repetido de residuos hidrofobicos.

Ademas del procesamiento proteolitico, la proteina F de los paramixovirus sufre otras
modificaciones como la N-glicosilacion, lo cual es necesario para el plegamiento correcto de la
proteina, asi como para su funcionalidad (McGinnes et al., 2001). Otra modificacion importante
es la formacidon de puentes disulfuro. La gran conservacion de los residuos de cisteina entre las
diferentes proteinas F de los paramixovirus (Morrison y Portner, 1991), sugiere que la
formacion de puentes disulfuro es crucial para el plegamiento y funcionalidad de la molécula.
Mas recientemente se ha publicado que proteinas de la familia de las disulfuro isomerasas
producirian la formacién, escisién e isomerizacién de estos puentes disulfuro, lo que facilitaria
el plegamiento de la proteina F (Jain et al., 2008). Estas isomerasas actan a nivel del reticulo
endoplasmico catalizando la formacidn de puentes disulfuro para el plegamiento de proteinas
(Appenzeller-Herzog et al., 2008) aunque también se encuentra de modo funcional a nivel de la
membrana plasmética (Fenouillet et al., 2001).

Por ultimo, la formacion de oligdbmeros permite a la proteina de fusion adquirir la
estructura adecuada para llevar a cabo su funcién. Los datos cristalograficos muestran una
proteina trimérica con una gran cabeza globular unida a un tallo formado por las tres HR2
superenrrolladas (Yin, Wen, Paterson, Lamb, y Jardetzky, 2006) y Figura 1.14). En el Apartado
1.5 se explicaran los cambios conformacionales que experimentan las proteinas de fusion en
presencia de la membrana plasmatica y de la proteina HN dando lugar a la fusién de

membranas.
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1.4. CICLO DE VIDA DE LOS PARAMIXOVIRUS

En la Figura 1.13 puede verse un resumen de las etapas del ciclo de vida de los
paramixovirus: unién, fusion de membranas, sintesis de nuevos viriones (transcripcion,
traduccion y replicacion), y gemacion. Una vez que el virus ha penetrado al interior de la célula,
todos los procesos tienen lugar dentro del citoplasma. En cultivo celular, un ciclo de crecimiento
tiene una duracién de entre 14 y 30 horas, pudiendo llegar a las 10 horas en las cepas mas
virulentas del NDV (Lamb y Kolakofsky, 2001).

GENOMA RNA(-)

Figura 1.13. Ciclo bioldgico de los Paramixovirus. 1.- Adsorcién; 2.- Entrada en la célula; 3.-
Transcripcion primaria; 4.- Replicacion del genoma; 5.- Ensamblaje y liberacién de los viriones.

1.4.1. Adsorcion y entrada en la célula

El paso inicial de la infeccion de una célula hospedadora consiste en la adsorcion del
virus a la membrana externa de la misma. La unién del NDV y del RSV a la célula tiene lugar
gracias al reconocimiento de receptores especificos en la superficie de la membrana celular.
Estos receptores se caracterizan, en el caso del NDV, por poseer restos de &cidos siélicos

expuestos al exterior, con los que interacciona la molécula HN mediante su actividad
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hemaglutinante. Los &cidos siélicos se encuentran tanto en glicoproteinas como en lipidos
(sialoglicolipidos y gangliosidos). (Suzuki et al., 1985) identificaron gangliésidos como
receptores en las membranas diana para el NDV y virus Sendai (SeV) mientras que (Wu et al.,
1980) y Oku et al., (Oku et al., 1981;0ku et al., 1982a;0ku et al., 1982b) evidenciaron que
también las sialoglicoproteinas son receptores naturales para el SeV. Nuestro grupo de
investigacion ha demostrado en el NDV que gangliésidos y N-glicoproteinas, pero no las O-
glicoproteinas, son importantes en el proceso de interaccion virus-célula (Ferreira et al., 2004).
En el caso de los pneumovirus, se ha demostrado, como ya se ha citado (Apartado 1.2.5), que la
proteina G se une a GAGs que contengan los disacaridos heparan sulfato o condriotin sulfato B
(Feldman, Hendry, y Beeler, 1999). Aungue como también se ha comentado, la proteina F por si
sola puede producir el anclaje a la membrana y la fusién.

También nuestro grupo de investigacion ha demostrado recientemente (Martin et al.,
2012) la importancia del colesterol en los primeros estadios del ciclo del NDV con la célula
diana, asi como la interaccién de la proteina HN con los rafts lipidicos de la membrana
plasmatica de la célula diana.

El segundo paso en la infeccion es la fusion de la envoltura virica con la membrana de
la célula diana. Este proceso estd mediado por la proteina F (Choppin y Compans, 1975) y tiene
lugar a nivel de la membrana plasmatica de la célula hospedadora a pH neutro. Tanto el NDV

como el RSV presentan particularidades en este aspecto que se explicaran mas adelante.

1.4.2. Transcripcion primaria

Como consecuencia de la fusién de membranas, la nucleocépsida virica penetra en el
citoplasma celular y el genoma virico puede empezar a transcribirse, sin que en ningin
momento la proteina NP o N dejen de interaccionar con el RNA formando la nucleocapsida. De
esta manera, el Unico RNA virico que permanece libre son los mRNA que codifican las
proteinas del virus.

La estrategia de replicacion de los virus RNA de polaridad negativa fue descubierta en
el NDV (Kingsbury, 1966; Bratt y Robinson, 1967), y consiste en que el mRNA del virus es
complementario de su RNA gendémico. A diferencia del ciclo replicativo de los ortomixovirus,
el RNA de los paramixovirus se transcribe y se replica en el citoplasma de la célula hospedadora
y no requiere un iniciador exdgeno. La proteina virica L, ayudada por la proteina P, es la RNA-
polimerasa virica dependiente de RNA (Hamaguchi et al., 1983). La polimerasa detiene la
transcripcion y reinicia ésta al final de cada gen virico, debido a las secuencias sefial de inicio y
de finalizacion flanqueando cada gen y que estan presentes en las regiones intergénicas,

produciendo mRNA monocistronico aunque, a veces, se puede formar bicistronico. Estos sufren
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los procesos de capping en el extremo 5 y poliadenilacion en el 3". La abundancia relativa de
cada mRNA desciende del extremo 3" al 5" del genoma RNA, existiendo un gradiente de
transcritos en funcion de las necesidades de proteinas estructurales (Lamb y Parks, 2007).

El caso del RSV, es un poco mas complejo y por eso entraremos un poco mas en detalle
en la transcripcion de su genoma. EI genoma del RSV se transcribe en 10 mRNA subgendémicos
(Collins et al., 1983;Satake y Venkatesan, 1984;Huang et al., 1983;Collins, Huang, y Wertz,
1984), cada uno de ellos con un marco abierto de lectura (ORF) a excepcidn del mMRNA del gen
M2, que tiene dos ORFs y da lugar a dos proteinas, M2-1 y M2-2, segiin hemos comentado
previamente ésta Memoria. Cada gen comienza con una secuencia denominada gene-start (GS),
gue estd muy conservada en todos los genes, excepto en el gen L (Kuo et al., 1997), cuya
funcidn es controlar el inicio de la transcripcion y la adicion del cap. En el caso de los dos
Gltimos genes, M2 y L, hay un solapamiento de 68 nucleétidos (Collins et al., 1987), por lo que
la secuencia GS del gen L se localiza dentro del gen M2. Por este motivo, esta secuencia
solapante se transcribe dos veces. Todos los genes acaban con una secuencia denominada gene-
end (GE), que dirige la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacién del mRNA (Kuo,
Fearns, y Collins, 1997;Kuo et al., 1996;Collins et al., 1986). Como el resto de
mononegavirus, el RSV también presenta un gradiente transcripcional, de manera que los genes
mas proximos al extremo 3" se transcriben con mas frecuencia que los genes mas alejados
(Collins y Wertz, 1983). Pero el RSV presenta un segundo nivel de regulacion transcripcional.
Las secuencias GE presentan una elevada diversidad, en los genes NS1 y NS2 son menos
eficientes para la terminacion y produccién de mRNA monocistronicos (Kuo, Fearns, y Collins,
1997). Ademas, la proteina M2-1 parece que reduce el gradiente de transcripcion, lo que

aumenta la expresion de los genes mas alejados del extremo 3" (Fearns y Collins, 1999b).

1.4.3. Replicacion del genoma

Se ha propuesto un modelo sencillo y directo para explicar el cambio entre transcripcion
de mRNA vy replicacion del genoma virico que tiene lugar durante la infeccién por
paramixovirus; un modelo dependiente de los niveles de expresion de las distintas proteinas del
virus (Lamb y Parks, 2007). Asi, mientras haya poca cantidad de NP el genoma se sigue
transcribiendo, pero cuando en funcion de la transcripcion aquella ha alcanzado ciertos niveles,
comienza a asociarse con las cadenas RNA(+) nacientes, evitando que la polimerasa reconozca
las secuencias de regulacién o edicion y conduciéndola a producir una copia completa (full
length) del genoma: éste es el antigenoma RNA(+), totalmente recubierto por NP, sin cap ni
poli-A y que por el mismo mecanismo es replicado para formar nuevas copias del genoma

RNAC(-) original. De esta manera se originan las nucleocapsidas que se encontraran en los
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viriones maduros: las ribonucleoproteinas con RNA, NP y el complejo polimerasa que mientras
lleva a cabo su funcién sobre las anteriores es incorporada a las particulas en gemacion.
(Kolakofsky et al., 1991).

La transcripcion y replicacion en paramixovirus y otros mononegavirus se encuentran
reguladas por factores celulares: Gnicamente suplementando con extractos celulares los
experimentos de sintesis de RNA in vitro pueden alcanzarse resultados optimos (Sun et al.,
2008). Entre las proteinas que interaccionan con el complejo de la polimerasa en diferentes
paramixovirus, se han descrito componentes del citoesqueleto (tubulina en el virus del
sarampion (MeV), actina y profilina en RSV), que probablemente proporcionan el soporte fisico
necesario. El nivel de fosforilacidn de P es un elemento regulador clave, y al alterarlo se alterna
entre transcripcion y replicacion en el RSV (Lu et al., 2002). Se ha descrito que la enzima
celular implicada en la fosforilacion y activacion de P es la serin-treonin kinasa Akt, y que la
multifuncional proteina V regularia este proceso inhibiendo Akt, modulando la accion de la
polimerasa por retroalimentacién y permitiendo un ptimo de expresién de transcritos viables
((Sun, Yoon, Yin, Prussia, Yang, Min, Plemper, y Snyder, 2008), con el SV5).

1.4.4. Ensamblaje y liberacion de los viriones

Mientras se produce la replicaciéon del genoma y se van formando las nucleocépsidas,
las glicoproteinas viricas de la envoltura se sintetizan siguiendo la via reticulo endoplasmico-
Golgi hasta incorporarse a la membrana plasmatica, donde quedan insertadas. Durante este
proceso de transporte, tanto F, como HN (NDV) y G (RSV), sufren modificaciones
postraduccionales como glicosilacion, acilacion, activacion proteolitica y formacion de puentes
disulfuro (Morrison et al., 1987;Yoshida et al., 1989;Collins y Mottet, 1991).

La proteina M una vez sintetizada se une a la nucleocapsida, rodeandola. Ese armazén
de proteina M se rodea a su vez de una porcion de membrana celular, provocando la salida de la
progenie virica de la célula (Schmitt et al., 2004). La fraccion de membrana adquirida por los
viriones lleva las glicoproteinas que formaran las espiculas del virus. En el NDV, el lugar de
interaccion entre M y HN que desencadena todo este proceso es la membrana plasmética
(Garcia-Sastre et al., 1989). La proteina M es imprescindible y capaz por si sola de producir la

gemacion (Pantua, McGinnes, Peeples, y Morrison, 2006;Shnyrova et al., 2007).
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1.5. FUSION DE MEMBRANAS

Los virus con envoltura tienen una bicapa lipidica que deriva de la membrana de la
célula hospedadora. Esta membrana protege el material genético hasta que es liberado en el
citoplasma. Para ello se tiene que producir la fusion entre la membrana virica y la de la célula
hospedadora o la de algin compartimento endocitico, en el caso de virus que hayan sido
adsorbidos por endocitosis (Earp et al., 2003;Smith et al., 2004). La fusion de las membranas
comienza con el acercamiento de ambas membranas, seguido por la fusion de las dos hemicapas
mas proximales, estado de hemifusidn. La tercera etapa consiste es la fusion completa, en la que
se mezclan las dos bicapas abriéndose un poro. La fusion de membranas es un paso crucial en la
infeccion virica y esta mediado por proteinas transmembranales de la superficie del virus. Se ha
demostrado que en este proceso las proteinas viricas cambian de una conformacion preactiva
original a otra postactiva final a través de otras conformaciones intermedias, probablemente mas
inestables. Este cambio es esencial para que se produzca la fusion de membranas (Lamb,
1993;Hernandez, Hoffman, Wolfsberg, y White, 1996;Weissenhorn et al., 1999). La mayor
parte de las proteinas de fusion son sintetizadas como precursores que requieren la activacion
por proteasas celulares que preparan a la molécula para los cambios conformacionales
necesarios para la fusion. Dichos cambios de conformacion son inducidos por la unién a un
receptor o por la exposicion a pH cido (Cosset et al., 2011).

El fenémeno de adsorcion virica, en el cual el virus se une a moléculas de la superficie
celular, marca drasticamente el rango de hospedadores, pero no siempre son estos receptores
inicales los que mediardn la fusién. Es necesario distinguir entre moléculas como los
proteoglicanos o integrinas, que actian concentrando a los virus y aumentando la infeccion, de
los auténticos receptores que inducen cambios conformacionales (Revisado en (Cosset y
Lavillette, 2011).

El proceso de fusién en los virus en los que tiene lugar directamente con la membrana
plasmatica, es activado presumiblemente por la interaccién del virus con su receptor a pH
neutro. La fusion de los virus que utilizan rutas endociticas es activada generalmente por la
exposicion de las membranas a pH ligeramente &cido o por proteasas celulares (Apartado 1.6).
Las vesiculas de endocitosis fusionan con lisosomas donde encuentran estas condiciones
adecuadas para la induccion del cambio conformacional que necesitan las proteinas de fusion.
Ejemplos de virus que fusionan a pH &cido son el virus de la gripe (Skehel et al., 2000), el VSV
0 el virus del bosque de Semliki (SFV) (Harrison, 2008;Kielian et al., 2006). Se ha descrito un
tercer mecanismo en los retrovirus virus ovino Jaagsiekte (JSRV) y virus del sarcoma y de la
leucosis aviar (ASLS) y, en el cual el virus en primer lugar se une a su receptor iniciandose unos
cambios conformacionales que le hacen sensible a la posterior exposicion a pH acido (Mothes et

al., 2000;Bertrand et al., 2008). Como se ha comentado anteriormente, en los paramixovirus se
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ha postulado que la fusion ocurre a pH neutro en la superficie celular. Sin embargo, por primera
vez para un paramixovirus, nuestro grupo ha demostrado que el NDV utiliza la via endocitica
como mecanismo alternativo de entrada en la célula, asi como que el pH es activador de la
fusion virica (San Roman et al., 1999;Cantin et al., 2007).

El modelo de fusidn requiere de un estado intermedio de hemifusion en el cual se
conectan las partes externas de ambas bicapas lipidicas, mientras las internas permanecen
intactas. Esta estructura transitoria puede dar lugar tanto a la disociacion como a la formacién
del poro de fusion (Chernomordik et al., 2008). El intermediario de hemifusion ha sido
demostrado en diferentes virus como el HIV (Owens et al., 1994;Munoz-Barroso et al., 1998) o
el virus de la Leucemia Murina de Moloney (Mo-MLV) (Taylor et al., 1999).

Estructuralmente, las proteinas de fusion de virus con membrana se clasifican en dos
tipos, clase 1, cuyo prototipo es la proteina HA del virus de la gripe, y clase Il, cuyo prototipo es
la glicoproteina E del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBE) (Kielian y Rey,
2006). La proteina F de paramixovirus pertenece a la clase I. Las caracteristicas generales de las

clases | y Il se resumen en la siguiente tabla.
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Tabla 1.2. Tabla comparativa entre la clase | y clase Il de las proteinas viricas de
fusion de membranas.

Clase | Clase 11

Paso de proteina de fusién

Cambios o Paso de dimero
) trimérica metaestable a )
conformacionales durante i . metaestable a proteina
» proteina de fusion trimérica .
la fusion de fusion trimérica
estable

Estructura secundaria
predominante durante la Hélice a Hoja

fusion

Horquilla formada por el .
B ) o Estructura trimérica formada
Estructura post-fusion complejo de seis hélices a.

or hojas en
(Six helical bundle) por hojas en B

Maduracion hasta el Procesamiento proteolitico de  Procesamiento proteolitico de

estado de prefusion la proteina de fusion la proteina acompafiante

Bucle interno en el borde
Localizacion del péptido ) ) )
Péptido N-terminal envuelto  de la proteina cubierto por la
de fusion en la estructura . .
por el trimero zona de interaccion del
metaestable i
dimero

Mas recientemente se ha descrito una tercera clase de proteinas de fusion que combina
elementos estructurales de hélices o, como en la clase I, y hojas 3, como en la clase 1l (Poyne
€T aA., 2006;Poyne €t an., 2007).

Como se ha mencionado anteriormente en esta memoria (Apartado 1.2.4.3), las regiones
HR estan involucradas en los cambios conformacionales que experimentan las proteinas de
fusion para llevar a cabo el proceso de fusion de membranas. Estudios en los que se emplearon
péptidos sintéticos derivados de las HR indican que estas regiones estan expuestas antes de que
se alcance la estructura postfusogénica (Russell et al., 2001;Russell et al., 2003). Estos datos
unidos a la obtencion de las estructuras cristalinas pre y postfusogénicas (Yin, Wen, Paterson,
Lamb, y Jardetzky, 2006) dio lugar a una nueva hipdtesis del modelo de fusién de membranas,
que supone cambios conformacionales desde una formacion prefusogénica metaestable, hasta la

formacion de una conformacion mas estable, la conformacion postfusogénica:
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e Forma prefusogénica (Figura 1.14.1). Las hélices HR2 se encuentran interactuando, las
HR1 estadn separadas (desensambladas) y el péptido de fusion estd escondido en la
cabeza globular de la proteina.

o Estadio de tallo abierto (open stalk) (Figura 1.14.2). En un primer lugar, las hélices HR2
se separan y se rompen las interacciones en la base de la cabeza.

e Estadio de prehorquilla (prehairpin) (Figura 1.14.3). El plegamiento de la proteina
produce la estructura superhelicoidal de las HR1 traslocandose el péptido de fusion para
su insercion en la membrana plasmatica.

e Repliegue del conector HR2 (Figura 1.14.4). Las hélices HR2 se reubican y se asocian
con los surcos hidrofobicos expuestos por las HR1 antiparalelamente, formando el
trimero coiled coil.

e Forma postfusogénica — estadio six helical bundle (6HB) (Figura 1.14.5). Es la forma
mas estable de la proteina, pone en contacto la membrana diana unida al péptido de
fusion y la virica unida al dominio transmembrana. Se ha constituido el poro de fusion,
una estructura tipo canal formado por los dominios transmembrana, al juntarse dos

hemiporos (Chernomordik y Kozlov, 2008;Chernomordik et al., 2005).

Este modelo sin embargo, no es enteramente aplicable al RSV, ya que hay virus
mutantes que presentan la delecion del gen de la proteina G (la implicada en el reconocimiento
del receptor celular) y son capaces de replicar en determinadas lineas celulares y pueden inducir
la formacién de sincitios (Olmsted et al., 1986;Bukreyev, Whitehead, Murphy, y Collins,
1997;Karger, Schmidt, y Buchholz, 2001;Techaarpornkul, Barretto, y Peeples, 2001). Ademas,
en células transfectadas, la expresion de la proteina F es suficiente para inducir la formacién de
sincitios. Esto mismo ocurre con la proteina F del metaneumovirus humano (HMPV) que
induce la formacion de sincitios en células transfectadas en ausencia de la proteina G (de Graaf
et al., 2009;Schowalter et al., 2009;Schowalter et al., 2006). Por todo esto se ha propuesto un
mecanismo de activacion de la proteina F distinto al del resto de paramixovirus. Se piensa que
la aproximacion entre el virus y la célula completaria el doble procesamiento proteolitico de
todos los mondémeros de la proteina F del RSV originando un cambio conformacional que
expondria el péptido de fusion para su insercion en la membrana diana y por consiguiente, la
activacion de la proteina F (Olmsted, Elango, Prince, Murphy, Johnson, Moss, Chanock, y
Collins, 1986;Teng et al., 1998).
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Membrana celular Membrana celular Membrana celular
PREFUSION TALLO ABIERTO

Membrana virica

REPLIEGUE

CONECTOR HRB POSFUSION

Figura 1.14.- Modelo de la fusion de membranas mediada por la proteina F. (Yin et al.,
2006).- Mecanismo propuesto a raiz de la descripcion de las estructuras atémicas de la proteina F de
SV5 y hPIV3. Sélo se muestra la parte extracelular del trimero. Recientemente se ha publicado que
los dominios transmembrana de las tres subunidades permanecen como una triple hélice
superenrrollada durante todo el proceso (Bissonnette et al., 2009).

1.6. LA ENDOCITOSIS

Aunqgue algunos virus envueltos tienen la capacidad de penetrar en la célula diana
fusionando directamente con la membrana plasmatica, los virus de la mayoria de las familias
viricas utilizan la endocitosis como principal medio de entrada en la célula. No es un hecho
sorprendente, si consideramos los multiples beneficios que aporta. En primer lugar, las
particulas viricas son dirigidas solo hacia aquellas células que poseen un transporte de
membranas activo, y no, por ejemplo, hacia otras como eritrocitos, donde acabaria en punto
muerto. En segundo lugar, una particula virica puede unirse a una molécula de la superficie
celular y ser guiada por procesos endociticos para ser transportada no solo al interior, sino
también para atravesar los filamentos corticales de actina y otras barreras citoplasmaticas de la
zona perinuclear. De esta forma, el virus evita tener que difundir por el citoplasma él solo. En

tercer lugar, la penetracién desde los organulos citoplasmaticos disminuye el riesgo de
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inmunodeteccidn, ya que no queda ninguna proteina virica expuesta en la membrana plasmatica.
Por ultimo, en los organulos endociticos, condiciones locales como un bajo pH o la presencia de
proteasas proporcionan el mecanismo de activacion necesario para ciertos virus, como ya se ha
comentado en relacidon con la actividad de la proteina F (Revisado en (Mercer et al., 2010).
La interaccion del virus con receptores de la superficie celular conduce a la activacion
de variados mecanismos endociticos. Si bien algunos virus interaccionan directamente con
receptores con funciones endociticas, en muchas ocasiones se unen previamente a factores de
anclaje presentes en la membrana plasmética que ayudan a los virus a concentrarse en la
superficie celular para posteriormente unirse a sus receptores. El factor de anclaje mas comun
son los glicosaminoglicanos, especialmente el Heparan sulfato (posible receptor del RSV como
hemos comentado previamente) (Klimstra et al., 1998;Byrnes et al., 1998), y los &cidos sialicos,
en el caso concreto del NDV (Villar y Barroso, 2006). La especificidad de estas uniones sera la
gue determinaré la especificidad y naturaleza de la infeccién, asi como los posibles mecanismos
endociticos y ruta intracelular a seguir por el virus (Cotmore et al., 2007) (Fuchs y Blass 2008).
La red endosémica se compone de una coleccién heterogénea de organulos que lleva a
cabo modificaciones en el tiempo:
- Reciclaje de receptores de membrana y otras proteinas de membrana, asi como de
ciertos lipidos en los endosomas tempranos (Mukherjee et al., 1999).

- Bajada de pH provocada por la ATPasa vacuolar y los canales de cloro (Jentsch,
2008).

- Formacion de las vesiculas intralumenales y como consecuencia de los endosomas
tardios (Gillooly et al., 2000;Piper et al., 2007).

- Modificacidn de las proteinas de sefializacion; Rab5 y Rab4 a Rab7 y Rab9, y de los
factores reguladores PI(3,4)P, PI(4,5)P2(Odorizzi et al., 1998;Gillooly, Morrow,
Lindsay, Gould, Bryant, Gaullier, Parton, y Stenmark, 2000).

- Cambios en la interaccion con el citoesqueleto que permiten la migracion de los

endosomas hasta las areas perinucleares y la fusion con los lisosomas.

1.6.1. Diferentes rutas de Endocitosis

Los virus frecuentemente se valen de los mecanismos endociticos que las células
emplean para la captacion de fluidos, solutos y pequefias moléculas. Los mecanismos mejor
estudiados son la endocitosis mediada por clatrina, macropinocitosis y la endocitosis
caveola/raft dependiente, aunque también se han descrito numerosos mecanismos clatrina,

caveola/raft independientes (Figura 1.15). EI complicado sistema endocitico queda resumido en

40



Introduccién

la Tabla 1.3, donde se incluyen numerosos factores celulares implicados, y ejemplos de virus

gue usan algunas de estas rutas.

D
B
Macropinocytosis Phagocytosis
A C
Novel
CME Caveolin/lipid raft pathways L2 GEEC Flotillin Arfé
& 80 0 O0)) &8 0O
VsV Vaccinia SV40 SV40 LCMV Mimivirus Rota?
SFV HSV-1 mPy Influenza A
Dengue Adeno 3 HPV-16
Rhino
Adeno 2/5
Influenza A

== Plasma membrane TT Clathrin @ Dynamin @ Caveolin % Flotillin

Figura 1.15 Principales rutas de endocitosis utilizadas por los virus (Mercer et al., 2010).

- Ruta mediada por clatrina. Figura 1.15.A.
- Ruta mediada por caveolas. Figura 1.15.C.

- Macropinocitosis. Figura 1.15.B.

- Rutas no dependientes de clatrina, no dependientes de caveolas. Figuras 1.15.D

1.6.1.1 Ruta mediada por Clatrina

Estudios de microscopia electrénica han mostrado que ciertos virus como el virus de la
estomatitis vesicular (VSV) y adenovirus 2 y 5, se acumulan en gruesas regiones de membrana,
gue sabemos que son vesiculas rodeadas de clatrina (Dales et al., 1973;Dahlberg, 1974). El
primer virus que se demostré que seguia esta ruta de entrada en las células fue el Virus del
bosque de Semliki (SFV) (Helenius et al., 1980), y actualmente los pasos de entrada mediante
esta ruta estan bien caracterizados. Muchos tipos diferentes de virus tanto con membrana como
sin ella, entre los que se incluyen el virus de la gripe y el VSV respectivamente, utilizan una ruta
mediada por clatrina con penetracion bien en endosomas tempranos y tardios, o bien
directamente en endosomas tardios. Los virus han servido frecuentemente como herramientas
para el estudio en este tipo de ruta, siendo ésta la mejor caracterizada (Figuras 1.16 A y B;
Figura 1.17).

Las vesiculas rodeadas por clatrina tienen un diametro de alrededor de 10 nm y se

forman mediante invaginacion de dominios de membrana rodeados por un complejo de
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moléculas de clatrina y adaptadores como AP2 (Tabla 1.3). El ensamblaje de estas vesiculas
tiene lugar en la cara interna de la bicapa lipidica y se origina como consecuencia de la
activacion de un receptor. La entrada por esta ruta generalmente es muy rapida, la llegada a los
endosomas tempranos se produce entre 1-2 minutos después del inicio. La fusion se puede
producir bien a nivel de estos mismos endosomas tempranos 1-5 minutos después de la
internalizacion, o bien a los 10-20 minutos en el caso de que el pH requerido sea el de los
endosomas tardios. Desde los endosomas, el contenido de las vesiculas puede ser reciclado a la

membrana plasmatica o bien transportado hacia diferentes destinos ya dentro de la célula.

Endocitosis mediada por Clatrina Endocitosis mediada por Caveolina

p .3 B
g

- 2%
2.4 :
" J; ..l._—

Figura 1.16. Micrografia electronica de internalizacion virica mediada por Clatrina (A
y B) y por Caveolina (C y D) (Marsh y Helenius, 2006).

El tamafio de las particulas que pueden ser internalizadas en estas vesiculas recubiertas
por clatrina es casi ilimitado. Los viriones del SFV, con un didmetro de 65 nm, son facilmente
internalizados en ellas. Viriones de méas tamafio como el virus de la gripe o el HIV
(aproximadamente 100 nm) pueden también entrar en estas vesiculas, asi como algunos
rabdovirus como el VSV (Tabla 1.3).
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Figura 1.17. Rutas mediadas por caveolas y clatrina respectivamente. CCP) membrana
recubierta de clatrina. CCV) vesiculas endociticas recubiertas por clatrina (Pelkmans et al., 2003).

1.6.1.2. Ruta dependiente de Caveolas / rafts lipidicos

Esta ruta se caracteriza por la formacion de vesiculas primarias endociticas
dependientes de colesterol, rafts lipidicos, y un complejo sistema de sefializacion que incluye
tirosina quinasas y fosfatasas. Comparada con la endocitosis mediada por clatrina, esta
internalizacion es mas lenta y asincrénica, dando como resultado vesiculas no acidificadas. En
este proceso generalmente intervienen las caveolas, pero puede producirse de manera
independiente a las mismas. Las caveolas son pequefias invaginaciones de la membrana
plasmética en forma de copa, con un papel importante en las rutas de sefializacion y endocitosis
asociadas con proteinas unidas a GPI y otras proteinas de membrana. La integridad de las
caveolas depende de la presencia de colesterol y de una proteina de union a colesterol
Vip21/caveolina. Las caveolas son conocidas como los mayores centros de iniciacion de sefiales
en el interior de una célula (Ceresa et al., 2000). (Kirkham et al., 2005) sugieren que existiria
una ruta endocitica dependiente de rafts lipidicos, en la que caveolina-1 y dinamina aportan un
nivel de regulacién adicional. El proceso se desencadena por la agrupacion de componentes de
los rafts lipidicos, como glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) unidos a proteinas y moléculas de

clase MHC-I en la membrana plasmatica. Estos grupos de moléculas son secuestrados en el
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interior de caveolas y seguidamente se inicia una sefial de transduccion. Las particulas pasan por
endosomas tempranos y tardios, para generalmente alcanzar el reticulo endoplasmico. (Figuras
1.16 CyD, 1.17 y 1.18).

El virus de los simios 40 (SV40), un poliomavirus de DNA sin envoltura que se replica
en el ndcleo, fue el primer virus en el que se demostro la existencia de esta ruta de entrada
(Kartenbeck et al., 1989). Estudios de microscopia electronica de las primeras fases de la
infeccion mostraron al virus en invaginaciones estrechas no rodeadas de proteina, que daban
lugar a pequefias vesiculas monopinociticas que contenian una Unica particula virica. Mas tarde
se demostrd que estas invaginaciones eran caveolas. Los virus en los que se ha caracterizado
mejor esta ruta serian los de la familia poliomavirus, incluyéndose el SV40, el poliomavirus
murino y los patégenos humanos BK y JC (Kartenbeck, Stukenbrok, y Helenius, 1989). El
SV40 produce la curvatura inicial de la membrana plasmatica y la formacion de las vesiculas
primarias. A partir de ese momento se activan mecanismos de sefializacion, siendo la célula la
gue aporta la energia y los factores celulares necesarios (Ewers et al., 2010).

Como ya se ha comentado, nuestro grupo de investigacién ha demostrada la entrada del
NDV a través de caveolas (Cantin et al., 2007) y la interaccion de la proteina HN del NDV con
los rafts lipidicos de la membrana de la célula durante la entrada del NDV (Martin, Holguera,
Sanchez-Felipe, Villar, y Munoz-Barroso, 2012).
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Figura 1.18. Endocitosis virica mediada por caveolas. (a) Tras la unién a diferentes receptores,
el virus se introduce en rafts lipidicos y se produce una sefial. (b) Esta sefial recluta nuevas moléculas de
caveolina en la membrana, donde sera secuestrada la particula virica. (c) Desde la caveola, se activa una
sefial tirosina kinasa que provoca la despolimerizacion de la actina y el reclutamiento de un grupo de
filamentos de actina. (d) Produccion local de PI, formacion de un pequefio tallo de actina y reclutamiento
de dinamina, que llevan a la internalizacidn de la caveola. (€) En el citosol, las vesiculas de caveolas se
fusionan con caveosomas ya preexistentes. (f) Mediante un proceso no conocido, el virus es transportado
al RE (Pelkmans y Helenius, 2003).




Introduccién

1.6.1.3. Macropinocitosis

La macropinocitosis (Figura 1.15 A) es una endocitosis transitoria dependiente de actina
e iniciada por factores de crecimiento que permite la internalizacién de fluido y membranas en
grandes vacuolas. Este proceso involucra la formacion de lamelipodios (ruffles) dependientes de
actina, que son extensiones de membrana plasmaética parecidos a sabanas soportados por una red
de filamentos de actina (Swanson et al., 1995;Swanson, 1989). Carece de revestimiento lo que
produce tamafios y formas irregulares. La macropinocitosis no requiere la participacion de
receptores celulares especificos pero necesariamente ocurre como consecuencia a la
estimulacién de una respuesta fisiologica particular.

La macropinocitosis es un proceso dirigido (siempre tras estimulacion celular), utilizado
por las células para la internalizacion de grandes cantidades de fluidos y membranas.
Generalmente es considerada como un proceso no especifico, ya que no necesita de ningln
ligando que se una a un receptor especifico. De hecho, la formacién de vesiculas endociticas
ocurre como respuesta a la estimulacién celular, resultando en la desorganizacién y cierre del
lamelipodio localizado en los lugares de membrana para la formacion de vesiculas grandes e
irregulares conocidos como macropinosomas. La posibilidad de los macropinosomas de
acidificarse e interaccionar con vesiculas endociticas hace posible que sean utilizados como
rutas de entrada por numerosos virus, como el virus vaccinia, HIV-1 o el virus del Herpes
simple 1 (HSV-1) (Kerr et al., 2009) Helenius 2007 Fields.

1.6.1.4. Rutas no dependientes de clatrina, no dependientes de caveolas

Ademas de las rutas endociticas comentadas mas arriba y mejor conocidas, existen
mecanismos adicionales menos conocidos, que se caracterizan por la ausencia de envolturas
detectables por microscopia electronica, la independencia de caveolina y clatrina, y la
transferencia de virus a la red endos6mica. Para los rotavirus se ha descrito un mecanismo
dependiente de colesterol y dinamina, pero independiente de caveolas, clatrina y activacién a
pH écido (Sanchez-San Martin et al., 2004). HPV-16 utiliza un mecanismo endocitico novedoso
gue no ha sido totalmente descrito (Schelhaas et al., 2012) independiente de clatrina, caveolina,
flotilina, raft lipidicos, o dinamina. Requiere de PI3 quinasa y proteina quinasa 3, y de un
intercambiador de sodio potasio, también depende de la polimerizacion de actina, pero siendo
independiente de GTPasas Rho. Su transporte implica a endosomas tempranos, tardios y
lisosomas, activandose a pH acido.

Ademas, se han descrito otros mecanismos de endocitosis como pueden ser los flotilina

dependientes o los que utilizan Arf6 para los que no se ha asociado ningun virus. Helenius
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Tabla 1.3 Principales rutas endociticas y sus factores celulares asociados. En gris se
muestran los factores que solo han mostrado dependencia en ciertos tipos celulares.

RUTA ENDOCITICA

FACTORES CELULARES/VIRUS

Mediada por Clatrina

Proteinas de la /membrana vesicula

Subunidad ligera de Clatrina, subunida pesada de Clatrina

Adaptadores

AP2, epsl5, epsinl

Factores de escision

Dinamina-2

Factores reguladores

P1(3,4)P, P1(4,5)P2, colesterol , cortactina, Arp2/3

Citoesqueleto

Actina, microttbulos

Sefializacion de trafico

Rab5, Rab7, Rab4, Rabl1l, Rab22

Virus con membrana

VSV (Johannsdottir et al., 2009)), Adenovirus 2 y 5 (Gastaldelli
et al., 2008), SFV (Helenius, Kartenbeck, Simons, y Fries,
1980), Dengue (van der Schaar et al., 2008), Hepatitis C (Helle
et al., 2008), RSV (Kolokoltsov et al., 2007) HIV (Migauli
2009), Rabdovirus (Shah 2006)

Virus sin membrana

Echovirus- Caveolas (Pietiainen et al 2004)
Picornaviruses (Marjomaki et al 2002; Stuart el al 2002),
Poliovirus (Jeffrey M. Bergelson)

Macropinocitosis

Proteinas de la membrana vesicula

Ninguna

Factores de escision

Desconocidos

Factores reguladores

Tirosina quinasas, PAK1, PI(3)K, PKC, Ras, Racl,
Cdc42, Rab34, CtBP1, intercambio Na*/H", colesterol

Citoesqueleto

Actina, microtibulos, miosina

Sefializacion de trafico

Rab5, Rab7, Rab6

Vaccinia MV ((Mercer et al., 2008)), HSV-1 (Nicola et al.,
2003), HIV ((Marechal et al., 2001)), Adenovirus 3 (Amstutz et

Virus al., 2008), filovirus (Empig and Goldsmith 2002; Bavari et al
2002)
Mediada por caveolas
Proteinas de la membrana vesicula Caveolina-1
Factores de escision Dinamina-2

Factores reguladores

Tirosina quinasas, fosfatasas, PKC, RhoA, colesterol

Citoesqueleto

Actina, microtibulos

Sefializacion de trafico

Rab5

Virus con membrana

SV40 (130), papiloma (133), NDV (Cantin et al 2006), Ebola y
Marburg (29 de juanjo)

Virus sin membrana

Polivirus (Jeffrey M. Bergelson 2008), Papovavirus (Norkin et
la 2002), Echovirus tipo 1 (Marjomaki, Sturat el al 2003),
Poliomavirus (Anderson et al Mol Biol Cell 1996; Pelkmans et
al Nat Cell biol 2001 caveolas)

Mediada por rafts lipidicos

Proteinas de la membrana vesicula

Ninguna (clatrina-caveola independiente)

Factores de escision

Desconocido (dinamina independiente)

Factores reguladores

Tirosina quinasas, RhoA, colesterol

Citoesqueleto

Actina

Sefializacion de trafico

Desconocido

Virus

Poliomavirus murino (134), Coronavirus (Choi et al 2005;
Thorp and Gallagher 2004), HIV (Mafies et al 2000, Yi 2006,
Ebola (Ono and Freed 2005)
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1.7. El citoesqueleto y la infeccién virica

El citoesqueleto es una estructura tridimensional dinamica que se extiende por el
citoplasma celular. Esta constituido por una matriz fibrosa de proteinas que lleva a cabo tres
funciones generales:

- organizar el contenido celular

- conectar la célula fisica y bioguimicamente con su entorno

- generar y coordinar las fuerzas que permiten a la célula moverse y cambiar de forma

La red citoplasmatica se forma a partir de muchas repeticiones de unas pocas proteinas
gue ensamblan entre si para formar estructuras mayores. En las células eucariotas consta de
microfilamentos (filamentos de actina), filamentos intermedios y microtdbulos. En las células
eucariotas, la polimerizacion y despolimerizacion de los filamentos de actina y los microtibulos
dirige los cambios en la forma celular y la organizacion de los componentes subcelulares
(Bieling et al., 2007;Brangwynne et al., 2006).

1.7.1. Microfilamentos

Son filamentos formados a partir de una proteina llamada actina, la cual forma
polimeros de alrededor de 6 nm de didmetro. Se organizan en forma de haces paralelos en
dominios subcorticales y citoplasmaticos de la célula. Los mondmeros de actina (G-actina) se
polimerizan en un proceso ATP dependiente para adquirir la forma filamentosa (F-actina) que a
su vez se enrolla helicoidalmente con otra fibra para formar el microfilamento. Cada molécula
de actina (G o F) tiene un i6n de Mg* que se acompleja con ATP o ADP, existiendo por lo cual
4 formas posibles de actina. Este proceso de polimerizacion esta regulado por las proteinas de
unién a actina (ABPs). Una de las principales es la miosina, proteina implicada en la
contraccion muscular. La miosina se mueve a lo largo de los filamentos y acopla la hidrdlisis
del ATP a cambios conformacionales mediante su actividad ATPasa.

Los filamentos de actina adquieren dos disposiciones mayoritarias (Figura 1.19). La
primera se asemeja a ramilletes y se localiza en la periferia de la célula, constituyendo las
microvellosidades y los filopodios. La segunda forma es una red, bien bidimensional en las
zonas proximas a la membrana, o tridimensional en el citosol. Los microfilamentos son muy
importantes ya que regulan los procesos de desplazamiento y adhesién celular, asi como lo
formacion del anillo de contraccién durante la citocinesis. Entre sus propiedades destaca su

polaridad, el diferente comportamiento de sus extremos. Mientras que uno se alarga (extremo
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positivo), el otro se acorta o despolimeriza (extremo negativo), en funcion de los sistemas de

sefializacion celular (Revisado en (Fletcher et al., 2010).

Podosome

F-actin
filaments

& ~Microvilli
==

Ruffle

S<tot

Cortical actin |

Figura 1.19. Organizacion del citoesqueleto de actina. Dentro de la célula los filamentos de
actina pueden disponerse para formar diferentes estructuras segin la funcién que vayan a desempefiar

(Taylor et al., 2011)

El citoesqueleto de actina esta implicado en los procesos de endocitosis, ya que
interviene activamente en la curvatura de la membrana para la formacién de las vesiculas, en el
establecimiento del cuello y en liberacion intracelular de las (Collins et al., 2011;Anitei et al.,

2012) (Figura 1.20).
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a Viral surfing b Clathrin-mediated endocytosis ¢ Control of viral fusion pore formation

Positive-end
assembly

Viral fusion protein
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Figura 1.20. Funciones del citoesqueleto de actina en la entrada virica en la célula
hospedadora. A: Viral surfing, este movimiento hace “navegar” a los viriones hasta sus receptores
especificos; B: Los filamentos de actina son reclutados para aumentar la estructuras endociticas
mediadas por clatrina; C: A pesar de que la formacion del poro de fusién estd mediada por proteinas
vfiiricas es posible que los filamentos de actina tengan algin papel (Taylor, Koyuncu, y Enquist,
2011).

1.7.2. Microtubulos

Estos filamentos del citoesqueleto se forman a partir de tubulina, una proteina
heterodimérica (tubulina o y tubulina ) que se autoensambla en un proceso GTP dependiente,
dando lugar a unas estructuras tubulares de unos 25 nm de didmetro. Su forma principal esta
dada por la agrupacion de 13 protofilamentos, que es una larga fila hecha de heterodimeros, que
se unen mediante GTP, sin consumirlo. Son unas estructuras altamente dinamicas, estabilizadas
por un grupo de proteinas de uniéon a microtubulos (MAPS). Un subtipo de ellas son las
proteinas motoras o ATPasas asociadas a microtibulos, que se encargan del movimiento de los
diferentes organulos celulares sobre los microtibulos, como dineinas, quinesinas o dinamina.

Su vida media es mucho mas corta que las de subunidades (tubulina), participando cada
monodmero en la formacion y la desmantelacion de muchos microtubulos. Tienen dos estados:
crecimiento estable y disminucion rapida (Mitchison et al., 1984). Esta inestabilidad dinamica
permite una rapida reorganizacion 1000 veces mas rapida que otros polimeros celulares que
depende de proteinas reguladoras o cambios en la concentraciéon de constituyentes celulares
(Holy et al., 1994).

Son los responsables del movimiento de cilios y flagelos, asi como del movimiento
intracelular de vesiculas. Esto es posible gracias a los mecanismos de polimerizacion y
despolimerizacion. También son los encargados de determinar la forma celular al funcionar a

modo de andamio.
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Los microttbulos son los responsables del transporte endocitico desde los endosomas
tempranos a los tardios, asi como de la fusién y fision de las vesiculas endociticas (revisado en
(Murray et al., 2003).

1.7.3. Filamentos intermedios

Son estructuras del citoesqueleto de unos 10 nm de didmetro formado por proteinas
especificas del tipo celular, como vimentina y queratina en células epiteliales, desmina en
células musculares o periferina y internexina en las células nerviosas. Se componen por dimeros
helicoidales, que se asocian en forma de protofibrillas (tetrdmeros alargados), y estos a su vez se
unirian de cuatro en cuatro constituyéndose los filamentos intermedios. Su principal funcién es
la de proporcionar un soporte estructural a la célula, protegiendo a la célula frente a presiones o
tensiones (Taylor, Koyuncu, y Enquist, 2011).
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La entrada de los paramixovirus en la célula hospedadora se inicia con la union del
virus a los receptores de la superficie de la célula hospedadora, produciéndose posteriormente la
fusion de las membranas virica y celular. En el RSV y el NDV, las glicoproteinas de la
membrana virica son las responsables de estos procesos, las proteinas HN en el NDV'y G en el
RSV. En el caso del NDV, los receptores son sialoglicoconjugados, aunque se desconoce su
naturaleza exacta. Diversos trabajos apuntan a que los receptores de la proteinas del RSV son
glicosaminoglicanos de la superficie celular, aungue no se conoce un receptor celular especifico.
Por ello hemos considerado necesario profundizar en su estudio.

Esta descrito que los paramixovirus penetran en la célula hospedadora mediante la
fusién de su envoltura con la membrana plasmatica a pH neutro. Sin embargo, en los Gltimos
afios han aparecido diferentes mecanismos de endocitosis que no se conocian y se han descrito
rutas de entrada en virus que hasta el momento no se conocia que las utilizaran. Nuestro grupo
de investigacion ha demostrado que la fusién del NDV con células Cos7 es activada a pH éacido
(San Roman et al., 1999). En este Trabajo de Tesis Doctoral hemos tratado de caracterizar la
ruta de entrada del NDV en la célula hospedadora mediante endocitosis y extender este tipo de
estudios al RSV.

Por todo ello los objetivos planteados en este Trabajo de Grado fueron los siguientes:

1. Estudiar el efecto de la sobre expresion de sialidasas en las células de cultivo sobre la
infectividad del NDV.

2. Estudiar el efecto de inhibidores de la N-glicosilacién y de la O-glicosilacion de

proteinas sobre la interaccion del RSV con células de cultivo.

3. ldentificar proteinas de membrana diana reconocidas por las proteinas de union al
receptor de NDV y RSV mediante ensayos tipo VOPBA.

4. Estudiar el efecto del pH y la temperatura sobre la fusion del RSV y NDV con células

de cultivo.

5. Analizar el efecto de inhibidores de la endocitosis sobre la entrada e infectividad del
NDV y RSV en células de cultivo.
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3. MATERIAL Y APARATOS

57



Material y Métodos

3.1. MATERIAL Y APARATOS.

YV VV V V V V VYV VYV V V V V VYV V V

V V. V V V ¥V V VYV V

A\

A\

Agitadores magnéticos Agimatic S.SELECTA.

Agitador de plataforma para placas (BFR25-ROCKER, Grant Boeckel).

Agitador orbital Thermo Forma 420.

Agitador horizontal Bioblock Scientific 94327.

Agitador giratorio Labolan

Aparatos de electroforesis vertical en placa Mini Protean Il y |11 (Bio Rad).

Aparato de transferencia de proteinas Mini Trans-Blot (Bio Rad).

Autoclave (Selecta).

Balanzas eléctricas y analiticas (Sartorius y Cobos).

Bafios termorregulables (Selecta).

Bomba peristéltica (LKB 1200).

Céamara de recuento de células Neubauer.

Camara frigorificaa 4 °C.

Campana de extraccion de humos.

Campanas de flujo laminar GELAIRE TC48 y TELSTAR Bio-lI-A.

Centrifugas Kubotta KR-1500, Heraeus Sepatech Omnifuge 2.0 RS, Beckman J2-21M,
Beckman Allegra ™ 21R, Heraeus Biofugue.

Citdmetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson)

Columna de filtracion en gel (1 x 15 mm).

Columnas de cromatografia Bio-Spin (Bio-Rad).

Congeladores de -20 °C y -80 °C (Revco).

Congelador N, liquido.

Escaner de geles Imager Ettan DIGE (GE Healthcare).

Espectrofluorimetro Hitachi F-4010

Espectrofotometro LKB Biochrom Novaspec I1.

Espectrometro de masas Maldi Autoflex 1Il TOF-TOF (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania).

Filtros estériles de 0.22 um (Millipore).

Incubadores para cultivos celulares CO,-AUTO-ZERO (Heraeus, FORMA
SCIENTIFIC y HEPA CLASS 100).

Membranas de PVDF Hybond ECL (Amersham Pharmacia Biotech).

Mezclador de gradientes (LKB).

Microscopio confocal Zeiss LSM 510 equipado con un laser de argén a 488 nm y de

helio a 543 nm.
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» Microscopio invertido bifocal (Nikon Europe B.V.).
» Microscopio invertido de epifluorescencia Nikon TE2000 con cdmara EMCCD Andor
iXon (Nikon Europe B.V.).

» Microscopio invertido de epifluorescencia Olympus 1X51 con cubos de excitacion U-
MNG?2 para rodamina y U-MNB2 para fluoresceina.

> Peliculas Hyperfilm™ ECL™ (Amersham Pharmacia Biotech).

» pH-metro digital Mini-pH 2001 (Crison).

» Placa AnchorChip de Bruker Daltonics (Bremen, Alemania).

» Placas para cultivos celulares de 6, 12, 24 y 96 pocillos (Falcon).

» Placas para cultivos celulares de 35 x 10 mm y de 100 x 20 mm (Falcon).

> Rotores de centrifuga (Beckman JLA-16.250, 60Ti, SW28, S4180, A-54, IEC, RS-150
de Kubotta).

» Sistema de purificacion de agua ultrapura MiliQ (Millipore).

> Sistema de electroforesis SE600 Ruby ™

» Sonicador de punta (Branson B-30).

» Transiluminador TFX 35 M (Bilvert Loumar).

> Tiras de electroforesis Immobiline™ DryStrip (GE Healthcare).

» Tubos Falcon de 15y 50 ml.

» Ultracentrifuga (Beckman Optima XL-100K).

» Unidad de corriente Bio Rad 1000/500.

> Unidad de isolectroenfoque Ettan IPGphor™ (GE Healthcare).

» Ordenadores PC compatibles.

» Impresora LaserJet 2300 (Hewlett Packard).

» Cémara digital Kodak GL-100.

» Camara de video digital Olympus Dpl70 adaptada a un microscopio invertido de

fluorescencia.

3.2. MATERIAL INFORMATICO.

Para la redaccion del presente trabajo, el procesamiento matematico de los datos y su
representacion gréafica se han utilizado los programas Word, Power Point y Excell, de la
aplicacion Office 2010. Las fotografias de microscopia fueron analizadas y procesadas con el
programa WCIF Image J. Las fotografias de geles fueron procesadas con los programas Kodak
Digital Science 3.6 y McBAS 2.5.
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El anélisis de los datos de citometria se realiz6 con el programa WinMDI 2.9, disponible

en http://facs.scripps.edu/software.html

La basqueda de referencias se llevo a cabo mediante la pagina web Medline (National

Library of Medicine, USA) en la direccion de Internet:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcqi?DB=pubmed

El procesado de las mismas se realiz6 con Reference Manager 10.

3.3. REACTIVOS.

YV V. V VYV V YV V V V V

YV V VYV V

YV V V

YV V V V

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)).
Acrilamida de Pronadisa (Madrid, Espafia).

Agarosa (SeaKem LE).

Autoflex 1ll Tof-Tof de Burker Daltonics (Bremen, Alemania)

Benzil 2-acetoamido-2-desoxi-a-D-galactopiranésido (BenzilGalNAc), de Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA).

Bisindolilmaleimida I hidrocloridro de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
[B-mercaptoetanol de Merck (Alemania).

Clorpromacina de Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Cloruro de octadecilrodamina B (R;g) de Molecular Probes INC. (Eugene, OR, USA).
CMFDA, marcador celular verde CMFDA (5-clorometilfluoresceina diacetato), Molecular
Probes INC. (Eugene, OR, USA).

CMTPX, marcador celular rojo CMTPX, Molecular Probes INC. (Eugene, OR, USA).
Concanamicina A de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Colorante Giemsa de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
1,5-dideoxi-1,5-imino-D-manitol (Desoximanojirimicina) de Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO, USA).

Dimetil Sulfoxido (DMSO) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) de GibcoBRL, Life Technologies (UK).
1,1-dioctadecil-3,3,3,3-tetrametilindodicarbocianina (DiD) de Molecular Probes INC.
(Eugene, OR, USA).

Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Glutamax 100x de GibcoBRL, Life Technologies (UK).

Hoechst 33258 pentahidrato, de Molecular Probes (Eugene, OR, E.E.U.U.)

Hepes de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
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A\

YV V.V V V VYV V VY

A\

A\

YV VvV

YV V V V V V

3-Hidroxi-naftaleno-2-acido  carboxilico (3,4-dihidroxi-benzilideno)-hidracido hidrato
(Dynasore) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Hoechst 33258 pentahidrato, de Molecular Probes (Eugene, OR, E.E.U.U.).

Inhibidor de acetiltripsina de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Immobiline™ DryStrip Cover Fluid (GE Healthcare).

Kit de extraccion de proteinas de membrana de Fermentas, Life Science (EU).

Lauril sulfato (SDS) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Lipofectamina 2000, de Invitrogen (Carlsbad, CA, E.E.U.U.).

L-Glutamina (200 mM en NaCl 0.85 %) de BioWhittaker (Walkersville, MD, USA).

Medio de Eagle, modificado por Dulbecco (DMEM) de BioWhittaker (Walkersville, MD,
USA).

Metil-p-ciclodextrina (MBCD) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Metil N-(5-thenoil-2-benzimidazolil) carbamato (Nocodazol) de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA).

Monensina de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Monolaurato de polioxietilén sorbitan (Tween 20) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA).

Mowiol 4-88 de Calbiochem (La Jolla, CA, USA).

N-Acetiltripsina de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
N*-(7-Cloro-4-quinolinil)-N*,N'-dimetil-1,4-pentanediamina sal difosfato (Cloroquina) de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Nistatina de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Optimem | + Glutamax de GibcoBRL, Life Technologies (UK).

Patrones de proteinas pretefiidas marcadoras de peso molecular para SDS-PAGE
(Prestained protein ladder) de GibcoBRL, Life Technologies (UK) y de Fermentas, Life
Science (EV).

Paraformaldehido de Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis, MO, USA).

Penicilina G-Streptomicina (penicilina 5000U-estreptomicina 5000 pg ml™) de
BioWhittaker (Walkersville, MD, USA).

Polietilenglicol 8000 (PEG-8000) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Sephadex G-75 de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Seroalbumina bovina (BSA) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Solucidn de disociacion celular de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Suero bovino fetal (BSF) de BioWhittaker (Walkersville, MD, USA).

Sypro Ruby, solucién de tincién quimioluminiscente de proteinas, de Molecular Probes
INC. (Eugene, OR, USA).

61



Material y Métodos

» Tartrato potésico de Merk (Alemania).

N,N,N",N"-tetrametil-etilendiamina (TEMED) de BioRad (Richmon, CA, USA)
Tripsina-EDTA (EDTA 200 mg I, tripsina 500 mg 1) de BioWhittaker (Walkersville,
MD, USA).

Tripsina Gold, grado de espectrometria de masas, de Promega (Wisconsin, USA).

Tris (hidroximetil) aminoetano (Tris) de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Triton X-100 de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Tunicamicina de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

YV VvV

YV V V VY

El resto de los reactivos utilizados en el trabajo fueron de grado analitico y procedian de

Probus o Panreac (Espafia).

3.4. MATERIAL BIOLOGICO.

3.4.1. VIRUS.

Los virus utilizados fueron los siguientes:

» Virus Respiratorio Sincitial humano (RSV), cepa Long, perteneciente al grupo antigénico
A, amablemente cedido por el Doctor José Antonio Melero del Centro Nacional de
Microbiologia, Instituto Carlos 111 (Madrid).

» Virus de la Enfermedad de Newcastle. En el presente trabajo se emple6 la cepa lentogénica
denominada clone 30, que es una linea genéticamente estable obtenida a partir de la cepa La

Sota, que fue facilitada por los Laboratorios Intervet S.A. (Salamanca).
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3.4.2. LINEAS CELULARES DE MAMIFEROS.

Se emplearon 5 lineas celulares distintas recogidas en la siguiente tabla:

Tabla 3.1. Lineas celulares empleadas en la presente memoria. ATCC, American Type
Culture Collection.

Cos-7 ATCC (CRL-1651) Fibroblasto renal de mono verde africano
Ell-0 ATCC (CCL-12203) Fibroblasto embrionario de pollo
Hela ATCC (CCL-2) Carcinoma de epitelio cervical humano
Hep2 ATCC (CCL-23) Carcinoma epidermoide de laringe humana
Vero ATCC (CCL-81) Epitelio renal de mono verde africano

Medios y condiciones de cultivo para el crecimiento de las lineas celulares.

Todas las lineas celulares fueron cultivadas en DMEM, medio Eagle, modificado por
Dulbecco, al que se le agregd Glutamax 1X (580 mg I™*), penicilina-estreptomicina (100 U x ml°
1-100 pg x ml™) y 10 % de suero bovino fetal (SBF).

Las lineas celulares se mantuvieron a 37 °C en atmosfera humeda al 5 % de CO,. Las
monocapas celulares se subcultivaron desprendiéndolas con tripsina-EDTA.

Para su almacenamiento, las células se resuspendieron en DMEM al 10 % de
dimetilsulfoxido (DMSO) o0 5 % en el caso de las Hep2, y 90 0 95 % de SBF, y se congelaron

en nitrégeno liquido.
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3.5. METODOS.

3.5.1. CRECIMIENTO Y OBTENCION DE LOS VIRUS.

3.5.1.1 Crecimiento del RSV.

Se sembraron células Hep2 en medio DMEM-10 % (medio completo) dejandolas crecer
en monocapa entre 12 y 24 horas hasta una confluencia del 60 % aproximadamente. Se lavaron
tres veces con Optimem y se infectaron con RSV a baja multiplicidad de infeccion (m.o.i.) en
2.5 ml de Optimem al 2 % en suero bovino fetal (SBF). El virus se dej6 absorber durante 2
horas a 37 °C y 5 % de CO,, agitando de vez en cuando. Se retir6 el indculo de las células y se
afiadié medio completo, dejandolas incubar 24 horas. Pasado este tiempo, se cambid el medio y
se incubaron 2 6 3 dias mas hasta que se observo dafio citopatico, se recogié el medio y se
guardé a 4 °C. Las células se recogieron raspando con un rascador (rubber policeman scrapper)
y lavando la placa dos veces con PBS, se juntaron con el medio y se centrifugaron 10 minutos a
1000 g a 4 °C. El precipitado se resuspendié en 100 ul por cada placa de 100 mm y se congel6-
descongel6 4 veces en nitrogeno liquido y bafio a 37 °C respectivamente, para liberar el virus.
Se centrifugd 10 minutos a 1000 g a 4 °C y el precipitado se juntd con el sobrenadante de la

primera centrifugacion, se alicuot6 y congel6 a -80 °C hasta su posterior utilizacion.

3.5.1.2. Purificacion del RSV.

Las muestras obtenidas en el apartado anterior se centrifugaron a 35000 g durante 1
hora a 4 °C. El precipitado fue resuspendido en amortiguadora NTE (NaCl 100 mM, Tris-HCI
100 mM, EDTA 10 mM, pH 7.5) en el menor volumen posible. A continuacion, se deposito la
suspension (aproximadamente 100 ul por cada placa utilizada) en la parte superior de un
gradiente gradiente continuo 25-60 % de sacarosa, en el rotor SW41 (Beckman) a 150000 xg
durante 18 horas. Se recogieron las fracciones obtenidas y fueron analizadas mediante
electroforesis o inmunofluorescencia (Apartados 3.5.12 y 3.5.8) para analizar la presencia del
virus. Las fracciones recogidas en las que se alcanz6 la mayor concentracion de RSV se
juntaron y diluyeron en NTE (aproximadamente 2-3 veces) para centrifugarlas posteriormente a
150000 xg durante 18 horas. Finalmente, el precipitado obtenido se resuspendié en NTE que

contenia 20 % sacarosa, se alicuotd y almacen6 a -80 °C hasta su posterior utilizacion.
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3.5.1.3. Crecimiento del NDV

Para la obtencién del NDV, se infectaron huevos embrionados de pollo libres de
patdgenos, de 11 dias de edad. Para ello se realiz6 una pequefia incision en la cascara de huevo
y se inyectaron 10 pl de una dilucién de virus (2.5 mg de proteinas totales x ml™) en la solucion
amortiguadora fosfato monopotésico-bipotasico 20 mM, pH 7.4 (KPi). El orificio fue sellado
con cera fundida y posteriormente se dejaron los huevos en una camara de incubacion a 37 °C

durante 48 horas, pasadas las cuales se recogi6 el liquido alantoideo, que contenia el virus.

3.5.1.4. Purificacion del NDV.

El liquido alantoideo del NDV se centrifug6é a 12000 g durante 2 horas 30 minutos en
un rotor angular (A-54 IEC), y el sedimento obtenido se puso en contacto durante 12 horas a 4
°C con un volumen diez veces menor al volumen inicial de muestra de solucion amortiguadora
de Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4. Transcurrido este tiempo, el
sedimento fue resuspendido y disgregado empleando un sonicador (Branson B-30) a una
intensidad del 50 % durante tres periodos de 30 segundos, con un intervalo de 2 minutos entre
ellos, para evitar la agregacion de las particulas viricas. A continuacién, se depositaron
cuidadosamente 2 ml de la suspensidn virica en la parte superior de una solucién en gradiente de
tartrato potasico del 10 al 50 % (p/v), preparada en la misma solucion amortiguadora empleada
para la resuspension del virus. Los gradientes se prepararon en tubos de centrifuga del rotor
oscilante SW28 (Beckman). Después de ser centrifugados a 80000 xg durante 8 horas a 4 °C, en
la parte media de los gradientes se aprecié una banda, que contenia los viriones puros, que se
recogid con una jeringa. El paso siguiente fue la eliminacidn del tartrato del gradiente mediante
la adicién de ¥ de volumen de una solucion amortiguadora de Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM,
EDTA 1 mM, pH 7.4, lo cual disminuy6 la densidad de la muestra y asegurd la sedimentacion
del virus cuando posteriormente fue centrifugada a 100000 xg durante 1 hora 30 minutos en el
rotor angular 60 Ti (Beckman). El sedimento obtenido se resuspendié en la solucién
amortiguadora KNP (KCI 120 mM, NaCl 30 mM, NaH,PO, 10 mM, pH 7.4), cuyo volumen
dependid de la concentracion de proteinas deseada para ensayos posteriores, que en nuestro caso

fue de 1 mg x mI™. El virus purificado se alicuotd y se guardo a -80 °C hasta su utilizacion.
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3.5.2. INFECCION DE LAS CELULAS DE CULTIVO CON NDV Y RSV.

Las células fueron sembradas entre 12 y 24 horas antes de la infeccién consiguiéndose
la confluencia determinada segln el experimento que se tratara. Se lavaron dos veces con
Optimem, y se infectaron con RSV o NDV a la m.o.i. que requiriese el experimento. El
volumen empleado fue el minimo posible, para facilitar una mayor penetracion del virus en la
célula huésped, 350, 150, 100 y 75 ul para placas de 35 mm, 12, 24 y 96 pocillos,
respectivamente. El indculo se afiadié gota a gota en el centro del pocillo y se dejo adsorber
durante 1 hora en el caso del NDV, y 1 hora 30 minutos para el RSV a 37 °C y 5 % de CO,,
agitando periodicamente. Después se retird el inéculo de las células y se afiadio medio

completo, dejandolas en incubacién el tiempo necesario segln el caso.

Activacion de la proteina F del NDV.

A las 12 horas postinfeccion con NDV, las células se lavaron dos veces con Optimem.
Posteriormente, se afladieron 5 mg x ml™* de acetiltripsina en Optimem y se incubaron 10
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se lavaron las células dos veces con
Optimem vy posteriormente con 7.5 mg/ml de inhibidor de acetiltripsina en Optimem. Las

células se siguieron incubando con medio completo (Young et al., 1997).

3.5.3. TITULACION DE NDV Y RSV.

Al grado de infectividad de un virus o su capacidad de propagacion en el medio se le
conoce como el titulo del virus. Los diferentes virus requieren diferentes métodos para titularlos
segun cual sea su ciclo de vida y las células que infecte. El titulo del virus lo expresamos en
p.f.u. x mlI™ (unidades formadoras de placa x mI™) o m.o.i. (multiplicity of infection), calculado

segun la siguiente formula:

Ne sincitios o células marcadas fluorescentemente

X Factor de Dilucién = p.fu. x ml*
Volumen del in6culo en mi

3.5.3.1. Titulacion del RSV.

En la elaboracion del presente trabajo se han empleado dos métodos diferentes para la
titulacion del RSV.
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Titulacion del RSV por dilucién limite.

En placas de 24 pocillos se sembraron 2x10* células Hep2 por pocillo, en un volumen
final de 500 ul. Al dia siguiente se lavaron dos veces con Optimem, y se infectaron con
diluciones seriadas de RSV por duplicado (75 pl/pocillo). El indculo se dejo adsorber 2 horas a
37 °C, agitando la placa periédicamente para favorecer la entrada del virus. Seguidamente, se
retird el inoculo y se afiadieron 500 pl de medio completo. A los tres dias postinfeccion, las
celulas se fijaron afiadiendo 100 ul de formaldehido al 10 % en PBS (pH 7,4) directamente
sobre el medio de cultivo, dejandolo actuar 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo, se retird el formaldehido volcando la placa y se tifieron con 100 pl de cristal violeta
al 0.1 % en metanol. Una vez secas las placas, se procedié al recuento total de sincitios en los
pocillos, cuantificando la mayor dilucién que aportara datos significativos (alrededor de 10
sincitios por pocillo).

Titulacion del RSV mediante Inmunofluorescencia.

Placas de 24 pocillos se sembraron con 3x10* de células Vero en 500 ul de medio o
placas de 96 pocillos con 8x10° células, en un volumen de 200 ul de medio. Al dia siguiente, se
lavaron las células dos veces con Optimem, y se infectaron con diluciones seriadas de RSV por
duplicado (75 pl/pocillo). El indculo se dejé adsorber 2 horas a 37 °C, agitando la placa
periddicamente. Seguidamente, se retir6 el indculo y se afiadieron 200 pl de medio completo. A
los dos dias postinfeccion se procedié a detectar la presencia de proteinas viricas mediante
inmunofluorescencia (segun se describe en el Apartado 3.5.8) con una mezcla de diferentes
anticuerpos primarios: antiF 22A4 y antiG 37C4, a una concentracion de 1 pg x ml™
Posteriormente se utilizdé un anticuerpo secundario anti ratdn marcado con la sonda fluorescente
Alexa fluor 488 (Molecular Probes) a 2 ug x ml™. Finalmente se procedi6 al recuento de los

eventos positivos en cada pocillo, utilizando aquellos donde la dilucién fuese lo mayor posible.

3.5.3.2. Titulacion del NDV.

La infectividad del NDV fue titulada en células Vero de acuerdo con el ensayo de (Yao
et al., 1996), con ligeras modificaciones. Células Vero se sembraron en placas de 12 pocillos,
2.5x10° células/pocillo. Tras 24 horas de incubacion se lavaron con Optimem, y se infectaron
con diluciones seriadas de NDV (250 ul/pocillo). Pasada 1 hora de incubacion a 37 °C, se retird
el in6culo y se agregd cuidadosamente 1 ml de medio de cultivo que contenia 5 % de SBF,
agarosa al 1 % y 5 pg ml™ de N-acetiltripsina a 37 °C. Se dej6 solidificar la capa de agarosa a
temperatura ambiente durante 30 minutos en oscuridad y finalmente las placas se incubaron a 37

°C y 5 % de CO, durante 48-72 horas. Transcurrido este tiempo, las células se fijaron con una
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solucion de formaldehido al 4 % en PBS, pH 7,4, durante 30 minutos, y se tifieron con cristal
violeta 0.1 % en etanol al 20 %. Una vez secas las placas de cultivo, se observaron para el
recuento de calvas o areas sin crecimiento de células empleando un microscopio invertido. Para

el recuento se escogid la mayor dilucion de virus capaz de formar calvas visibles.

3.5.4. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD FUSOGENICA DE LOS VIRUS EN CULTIVOS
CELULARES MEDIANTE EL RECUENTO DE SINCITIOS.

Este método se basa en que los sincitios (células gigantes multinucleadas) se forman por
la actividad de las glicoproteinas viricas expresadas en la superficie de las células infectadas por
el virus, ya que la presencia de sincitios en cultivos celulares no infectados suele ser escasa. Asi,
comparando el recuento de sincitios de una poblacién de células infectadas con el de una
poblacién sin infectar se puede determinar la actividad fusogénica del virus.

El experimento se llevé a cabo en placas de 12/24 pocillos subcultivadas 12 horas con
1.5x10° 6 10° células por cada pocillo. El virus, RSV o NDV, se afiadié en Optimem a la m.o.i.
gue requiriese el experimento y se incubd durante 1 hora 30 minutos (RSV) 6 1 hora (NDV) a
37 °C y en atmosfera de 5 % de CO,, agitando periédicamente. Pasado este tiempo se aspiré el
in6culo y se afladié medio completo, tras lo cual las células se incubaron 24 (NDV) 6 48 (RSV)
horas mas.

Una vez formados los sincitios, las células se fijaron con paraformaldehido al 2.5 % o
formaldehido al 1 % durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se tifieron con 100 pl de
cristal violeta al 0.1 % en metanol, para posteriormente observar los sincitios en el microscopio
invertido (Olympus 1X51) utilizando un objetivo de 10x. Se cuantificé el numero de sincitios o
la superficie ocupada por los mismos en 10 campos aleatorios, considerando sincitios células
que presentan 3 6 mas nucleos.

Tambien se utiliz6 el software ImageJ para calcular la superficie ocupada por los
sincitios respecto al total de superficie celular del campo. Para ellos se analizaron al menos 10

fotografias realizadas en el Microscopio Olympus IX51 usando un objetivo de 10x.
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3.5.5. VALORACION DE PROTEINAS TOTALES.

Para determinar la cantidad de proteinas totales que contiene una muestra, se empleé el
método descrito por (Markwell et al., 1978), que es una modificacién del desarrollado
anteriormente por (LOWRY et al., 1951) para la cuantificacion de proteinas de membrana y
lipoproteinas.

Este método colorimétrico se basa en la capacidad de las proteinas para formar
complejos de coordinacion con el cobre, de forma que el compuesto formado por las proteinas,
el sulfato de cobre y el Folin-Ciocalteau, tiene un color azul de intensidad proporcional a la
cantidad de proteina que exista en la muestra.

Para el ensayo se utilizaron como patrén concentraciones conocidas de seroalbimina

bovina. Se ley6 la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de 660 nm.

3.5.6. MARCAJE FLUORESCENTE: INCORPORACION SONDAS FLUORESCENTES
EN LA MEMBRANA VIRICA.

3.5.6.1. Cloruro de Octadecilrodamina B (Rys)

Para el marcado del virus con la sonda fluorescente se empled el método desarrollado
por (Hoekstra et al., 1984), con las modificaciones realizadas por (Cobaleda et al., 1994) en
nuestro laboratorio.

Al virus, RSV 6 NDV, purificado se le afiadié R;g a una concentracion de 10 ug ml™?, se
incub6 durante 1 hora con agitacion constante en oscuridad y a temperatura ambiente.
Posteriormente, la Rjg no incorporada en la membrana virica fue eliminada mediante
centrifugacion a 23000 xg. El virus fue resuspendido de tal forma que la concentracion de
proteina fuera 1 mg ml™. El virus marcado con la Ryg (RSV-Ris/ NDV-Ryg) fue mantenido a 4
°C hasta su utilizacion.

Cuando la concentracion de la Rig en la membrana virica es < 9 % molar, su
fluorescencia se encuentra eficientemente apagada (quenched). Por lo tanto, cualquier
disminucién en la densidad superficial de la sonda Rig que ocurra debido a la fusion de la
membrana del virus con la membrana diana resultara en un incremento de la fluorescencia que
sera proporcional al proceso de fusion (Hoekstra, de Boer, Klappe, y Wilschut, 1984). El
quenching de la Rz en la membrana del virus se determiné mediante medicion de la

fluorescencia de 20 ug de proteinas totales de virus en 2 ml de soluciéon amortiguadora 10 mM
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de tampon universal (Acido Scético, Fosfato Sodico y Acido Borico) antes y después de la
adicion de Triton X-100 (concentraciéon final 1 % v/v) y se calcul6 segun la expresion:
% Quenching = 100 (1 — Fq / F1g)
donde: Fy = Fluorescencia en ausencia de Triton X-100

F100 = Fluorescencia en presencia de Triton X-100

3.5.6.2. 1,1 -dioctadecil-3,3,3,3-tetrametilindodicarbocianina (DiD)

ElI NDV se incubé con la sonda DiD a una concentraciéon de 5 uM durante dos horas en
oscuridad a temperatura ambiente. EI exceso de sonda no incorporada en la membrana virica se
eliminé mediante centrifugacion a 25000 xg. El virus fue resuspendido de tal forma que la
concentracion final de proteina fuera 1 mg ml™. El virus marcado con la DiD (NDV-DiD) fue

mantenido a 4 °C hasta su utilizacion.

3.5.7. MARCAJE DE CELULAS CON LAS SONDAS FLUORESCENTES CMTPX Y
CMFDA.

Un total de 1.5x10° células Hep2 (tratadas con los inhibidores de la glicosilacion,
Apartado 3.5.9) se sembraron en placas de 12 pocillos; al dia siguiente se sembraron otras
placas de 35 mm con 5x10° células Hep2 cada una. Las células efectoras se infectaron con RSV
3 m.o.i. segun el protocolo descrito en el Apartado (3.5.2). Al dia siguiente las células tratadas
se marcaron con la sonda fluorescente verde CMFDA a 10 uM en medio sin suero,
incubandolas 45 minutos en oscuridad, a 37 °C. Las células no tratadas se resuspendieron y se
incubaron 5x10° células con 1.5 ml de la sonda fluorescente roja CMTPX a 10 uM en medio sin
suero durante 45 minutos en oscuridad, a 37 °C. Pasado este tiempo, se aspiré el medio y se
lavaron las células 3 veces con medio completo, y se incubaron durante 30 minutos méas en
medio completo en oscuridad a 37 °C. Para los experimentos de fusion, 1.5x10° de células
marcadas con CMTPX se afiadieron a cada pocillo de las células marcadas con CMFDA,

incubandose durante dos horas 30 minutos a 37 °C.
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3.5.8. INMUNOFLUORESCENCIA.

Se sembraron células en placas de 24 6 96 pocillos o cubres de cristal (microscopia
confocal); al dia siguiente, se infectaron con RSV o NDV a la m.o.i. requerida. A diferentes
tiempos postinfeccion las células se lavaron 3 veces con PBS™ (PO,H,K 50 mM, NaCl 150
mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 0.1 mM, pH 7,4) y se fijaron en paraformaldehido al 2.5 % en PBS™
a 4 °C durante 30 minutos. Las celulas se lavaron 3 veces para eliminar los restos del
paraformaldehido y se permeabilizaron durante 10 minutos en una solucion 0.1 % Triton X-100
en PBS™. Seguidamente, se incubaron con la solucién de bloqueo (1 % de BSA en PBS™) para
evitar posibles uniones inespecificas durante 30 minutos. El anticuerpo primario se diluyé en
solucion de bloqueo a la concentracion adecuada dependiendo de cuales fueran las condiciones
del experimento, y se incub6 durante 1 hora con las células fijadas. El anticuerpo no unido, fue
eliminado lavando 3 veces con PBS™. Como secundario se utilizaron anticuerpos unidos a
sondas fluorescentes, diluidos en la solucién de bloqueo, que se incubaron con las células
durante 45 minutos. Junto con el anticuerpo secundario se afiadi6 también Hoestch 10 ug ml™*
que tifie los nucleos celulares. Finalmente, las células se lavaron con PBS™ y se observaron al
microscopio de fluorescencia. En el caso de la microscopia confocal, las células marcadas se
lavaron con agua MiliQ y se fijaron con Mowiol, dejandolo secar a temperatura ambiente.

El analisis de la infectividad se realiz6 utilizando el software ImageJ al calcular la
superficie fluorescente respecto al total de un campo. Para ellos se analizaron al menos 10

fotografias realizadas en el Microscopio Olympus IX51 usando un objetivo de 10x.

3.5.9. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DE CULTIVO CON INHIBIDORES DE LA
GLICOSILACION.

Células Hep2 se trataron con diferentes inhibidores de la glicosilacion. Las sustancias
empleadas fueron las siguientes: 1) Tunicamicina, que inhibe la glicosilacion de proteinas al
competir con el transportador glicosidico dolicol pirofosfato. Las proteinas no se glicosilan y
disminuye su expresion en membrana (McDowell et al., 1988); 2) Desoximanojirimicina
(DMJ), que inhibe la enzima manosidasa | del aparato de Golgi; en consecuencia, el precursor
glicosidico asociado a la proteina recién sintetizada no es procesado y se obtienen glicoproteinas
con un alto contenido en manosa o con glicosilaciones incompletas, pudiéndose o no modificar
su expresion en membrana (Bischoff et al., 1984;Elbein, 1987); 3) Benzil 2-acetoamido-2-
desoxi-a-D-galactopiranésido (BenzilGalNAc) que actia como un inhibidor competitivo de la

N-acetil-D-galactosaminiltransferasa de serina o treonina, el primer paso de la O-glicosilacion
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(Brockhausen et al., 1992;Huet et al., 1995;Guerrero et al., 2000). Las concentraciones y
tiempos de incubacién empleados con cada uno de los inhibidores se resume en la Tabla 3.2.

Los inhibidores se mantuvieron en el cultivo durante todo el experimento.

Tabla 3.2. Concentracion y tiempos de incubacion empleados con los diferentes
inhibidores de la glicosilacion.

Tunicamicina N-glicosilacion 0.2 ug x ml™ 24 horas
DMJ N-glicosilacion 0.1 mM 8 horas
BenzilGalNAc O-glicosilacién 3 mM 72 horas

3.5.10. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DE CULTIVO CON INHIBIDORES DE
LOS MECANISMOS DE ENDOCITOSIS.

Las células de cultivo se trataron con diferentes inhibidores metabolicos de rutas
endociticas. Las sustancias utilizadas fueron las siguientes: 1) Forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA), que inhibe la endocitosis dependiente de caveolas al fosforilar caveolina (Pho et al.,
2000); 2) Nistatina, antibidtico que se une a esteroides e inhibe la endocitosis dependiente de
caveolas al eliminar el colesterol de la membrana (Stuart et al., 2002); 3) Metil-B-ciclodextrina
(MBCD), agente que secuestra selectivamente el colesterol de la membrana y que inhibiria la
endocitosis mediada por caveolas asi como las rutas de endocitosis dependientes de clatrina
(Subtil et al., 1999;Rodal et al., 1999); 4) Clorpromacina, un compuesto catiénico anfipatico que
inhibe el reciclado de clatrina, y por lo tanto la endocitosis mediada por la proteina (Hunt et al.,
1986;Major et al., 1992); 5) Cloruro aménico y 6) Cloroquina, ambos son agentes
lisosomotrdpicos que impiden la acidificacion de endosomas y lisosomas, inhiben la entrada de
virus pH &cido dependientes (Di Trani et al., 2007;Savarino et al., 2003); 7) Concanamicina A'y
8) Bafilomicina Al, inhibidores de la ATPasa vacuolar (Drose et al., 1997;Bayer et al., 1998);
9) Monensina, iondforo carboxilico que equilibra la concentracion de protones entre el citosol y
los compartimentos intracelulares (Maxfield, 1982); 10) Bisindolilmaleimida (BIM), inhibidor
de la proteina kinasa C (PKC) necesaria para endocitosis mediada por receptor (Prevostel et al.,
2000); 11) Dinasore, inhibidor de la dinamina GTPasa que bloquea la endocitosis mediada por
esta proteina (Macia et al., 2006); 12) Nocodazol, inhibe la endocitosis al despolimerizar los

microtubulos (Bayer, Schober, Prchla, Murphy, Blaas, y Fuchs, 1998); 13) Citocalasina B,
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agente disruptor de los microfilamentos al unirse a las fibras de actina (Coombs et al., 1981).
Las concentraciones y tiempos de incubaciones empleados con los inhibidores de la endocitosis

se resumen en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Concentracién y tiempos de incubacion empleados con los diferentes
inhibidores de rutas endociticas.

PMA 45 minutos Todo el experimento 10 uM
Nistatina 45 minutos Todo el experimento 10 pg x ml™*
. . 5mM
MBCD 30 minutos Todo el experimento 10 MM
1
Clorpromacina 45 minutos 5 horas 5 pg x ml 1
10 pg x ml
Cloruro amonico 2 horas Todo el experimento 20 mM
Cloroquina 1 hora 5 horas 10 nM
- . 5mM
Concanamicina A 1 hora 30 minutos 4 horas 10 MM
Bafilomicina Al 2 horas Todo el experimento 10 nM
Monensina 1 hora 30 minutos 4 horas 2.5mM
5mM
BIM 0 minutos Todo el experimento S pM
10 uM
. i 80 mM
Dinasore 30 minutos 2 horas 120 mM
10 uM
Nocodazol 1 hora 2 horas 20 UM
Citocalasina B 1 hora Todo el experimento 1uM

3.5.11. SOBREEXPRESION TRANSITORIA DE LA SIALIDASA MURINA MnNEU3
EN CELULAS COS-7.

Un total de 5x10° células COS-7 sembradas placas de cultivo de 100 mm se
transfectaron durante toda la noche con 6 ug del plasmido correspondiente diluido en 800 pl de

Optimem y 18 ul de Lipofectamina diluida en 800 ul de Optimem. Al dia siguiente se aspiro el
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medio de transfeccidn y se sustituyd por medio de cultivo para continuar incubando hasta las 48
horas totales.
El gen MnNEU3 fue clonado en un vector pTracer-GFP (Invitrogen) (referencia 23).

Como control las células se transfectaron con un plasmido pTracer-GFP vacio.

3.5.12. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE
SDS.

Obtencion de extractos celulares

Células crecidas en placas de 35 mm se lavaron dos veces con PBS (NaCl 137 mM, KCI
2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO,4 1.76 mM, pH 7.4), para posteriormente levantar las células
en 1ml de PBS con ayuda de un rascador (rubber policemen scrapper). Las células fueron
centrifugadas a 1000 x g durante 5 minutos a 4 °C y el precipitado se resuspendio en 100 ul de
solucion amortiguadora de lisis (Tris-HCI 10 mM, NaCl 1 M, CaCl, 10 mM, Triton-X-100 2 %,
PMSF 1 mM, pH 7.5), en el cual se incubaron 30 minutos a 4 °C. El lisado obtenido se
centrifugd (Kubotta KR-1500) a 12000 rpm para eliminar los restos celulares y obtener el

extracto proteico en el sobrenadante, que se recogio y se guardo a -20 °C.

Preparacion de la muestra

A un volumen determinado de muestra se le afiadié el mismo volumen de solucién
amortiguadora para muestras 2X (Tris-HCI 62.5 mM, SDS 2 %, Glicerol 10 %, azul de
bromofenol 0.001 % (p/v) y B-mercaptoetanol 5 % (v/v)). Las muestras fueron incubadas
durante 5 minutos a 100 °C. Cuando el objetivo fue la deteccion de la proteinas en su forma no

reducida no se afiadio el agente reductor -mercaptoetanol.

Confeccion del gel de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida se realizaron al 10 % de acrilamida, con un concentrante al
4 % de acrilamida, o bien en un gradiente 5 al 20 %, conteniendo ambos SDS al 0.1 % (p/v).
Para la polimerizacion de los geles se afiadi6 TEMED (N,N,N",N’,-tetrametil-etilendiamina) y el
desgasificante APS (persulfato amonico).

Condiciones de la electroforesis
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En cada pocillo se depositaron aproximadamente unos 30 ul de muestra. Para los
electrodos se empled una solucién amortiguadora de Tris 25 mM, Glicina 250 mM y SDS 0.1 %
(p/v), pH 8.3. La electroforesis se realiz6 a una intensidad constante de 100V.

3.5.13. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

Preparacion de la muestra para el isoelectroenfoque

Las proteinas solubilizadas se trataron con 2D Clean-Up kit para eliminar diversos
contaminantes como sales, lipidos, acidos nucleicos y detergentes. Se obtuvo un precipitado de
proteinas que se resuspendio en un tampon de rehidratacion: urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4
% (p/v), DTT 50 mM, anfolitos transportadores 0.5 % (v/v) de rango de pH 3,5-5 (Amersham

Biosciences) y trazas de azul de bromofenol.

Isoelectroenfoque

La separacion de las proteinas segin su pl se llevd a cabo en tiras Immobiline™
DryStrip (GE Healthcare). Estas tiras de 180 x 3 x 0.5 mm y rango de pH de 3 a 5.6, se
rehidrataron con 340 pl de tampdn de rehidratacion. La cantidad de proteinas aplicadas fue de
100 ug en el caso de geles analiticos (que se tifieron posteriormente con nitrato de plata), 200 ug
para geles destinados a transferencias de Western o 1 mg en el caso de geles preparativos (de los
que se extrajeron las manchas de proteinas que se analizaron posteriormente mediante
espectrometria de masas).

El IEF se realiz6 en una unidad Etton IPGphor™. La mezcla de rehidratacion con las
proteinas se depositd en un sarcéfago de IEF, colocando encima una tira de tal forma que el gel
de ésta estuviera en contacto con la muestra. Tras varios segundos de impregnacion, se cubrié
con parafina (PlusOne™ Dry StripCover Fluid) para evitar la cristalizacion de la urea y la
evaporacion de la solucion.

Los geles se rehidrataron durante 12 horas de forma activa (Rabilloud et al., 1994), con
un voltaje de 30 V durante las seis primeras horas y de 60 V en las seis siguientes. A
continuacion, se procedio a realizar el enfoque isoeléctrico, sometiendo las muestras a 500 V
durante 1 hora, después a 1.000 V durante otra hora; posteriormente, se aumenté en gradiente
hasta 8.000 V durante 30 minutos y, por Gltimo, a otros 8.000 V durante 6 horas y 15 minutos

alcanzando un voltaje total de aproximadamente 55.000 V. Finalmente, se programé una etapa
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constante de 500 V de forma que, una vez finalizado el IEF, se evitase la deriva de las proteinas

enfocadas.

Equilibrado

Después del IEF, las tiras deben equilibrarse con un tampén especifico antes de ser
utilizadas en la segunda dimension (Yan et al., 1999) . Para ello, las tiras se incubaron, en
agitacion constante, durante 15 minutos con una solucién que contenia Tris-HCI 50 mM pH 8,8,
urea 6 M, glicerol 30 % (v/v), SDS 2 % (p/v), DTT 2 % (p/v) y una traza de azul de bromofenol.
Esta incubacion se repitié nuevamente durante otros 15 minutos con el mismo tampén anterior,
pero conteniendo 2.5 % (p/v) de iodoacetamida en vez de DTT. EI DTT es un agente reductor
que rompe los enlaces disulfuro de la muestra y la iodoacetamida se encarga de estabilizar los
grupos SH obtenidos por éste, evitando su reoxidacion durante la electroforesis y facilitando,
junto con el SDS vy la urea, la desnaturalizacién proteica (Shaw et al., 2003). EI glicerol reduce
los fendmenos de electro-enddsmosis y mejora la transferencia de las proteinas de la primera a

la segunda dimension.

Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida

La segunda dimension de la 2-DE se realizd como el proceso descrito en la
electroforesis monodimensional (apartado 3.5.12), con ligeras modificaciones: (1) las proteinas
no necesitan ser cargadas mediante un tampoén de carga y (2) no existe un gel concentrador,
siendo el gel de IEF el que cumple su funcion. Los geles elegidos para la separacién tenian un
tamafio de 16 cm x 16 cm x 1 mm y una concentracion de poliacrilamida en gradiente del 5 al
20 % (v/v). Una vez equilibradas, las tiras se colocaron sobre la parte superior de los geles
verticales, sellandose la unién con una mezcla de agarosa al 0.5 % (p/v) y una traza de azul de
bromofenol, en tampon de electroforesis. La segunda dimension se realiz6 en un equipo SE600
Ruby Comple, a temperatura constante gracias a un sistema de refrigeracion por agua
(Schowalter, Chang, Robach, Buchholz, y Dutch, 2009). Las condiciones utilizadas fueron: 20
mA constantes durante 30 minutos para la entrada de la muestra en el gel de poliacrilamida y a
continuacion 70 mA constantes, para la separacion posterior de las proteinas, hasta que el frente
de azul de bromofenol alcanza la parte inferior del gel.

Una vez terminada la electroforesis, los geles destinados a ser tefiidos con nitrato de
plata se introdujeron en una solucion fijadora apropiada. Los demdas se prepararon para la

transferencia de sus proteinas a una membrana de PVDF.
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3.5.14. TRANSFERENCIA ELECTROFORETICA DE PROTEINAS (WESTERN
BLOT)

Los extractos celulares se separaron en un gel de poliacrilamida segun el protocolo
descrito en el Apartado 3.5.12. La transferencia de proteinas desde el gel de poliacrilamida a un
soporte sdlido (membrana de nitrocelulosa o de PVDF (difluoruro de polivinilideno)) se realiz6
mediante una técnica electroforética (Burnette, 1981). Para la transferencia se empled una
solucion Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol al 20 % (v/v). La electroforesis se desarrollo a
400 mA con una duracion de tres horas en los geles monodimensionales y de 6 horas para los
geles bidemensionales. Los sitios de union inespecificos se bloquearon durante 1 hora o toda la
noche con solucién de bloqueo (PBS; 5 % leche desnatada; 0.05 % Tween-20). A continuacion
la membrana fue incubada durante 1 hora o toda la noche con los anticuerpos pertinentes
diluidos en solucion de bloqueo. Tras repetidos lavados los complejos antigeno anticuerpo
fueron detectados mediante la incubacién con anti-lg conjugado con peroxidasa. Finalmente y

tras nuevos lavados se revelé la membrana con el sustrato ECL plus.

Deteccion de glicoproteinas en membrana de nitrocelulosa.

La deteccion de glicoproteinas en membranas de nitrocelulosa se realiz6 utilizando el
kit comercial DIG glycan detection (Roche). Este método se basa en que los grupos hidroxilo de
los glucidos de los glicoconjugados son oxidados a grupos aldehido con un leve tratamiento con
periodato. Estos aldehidos se marcan con digoxigenina (DIG) y seguidamente se detectan
utilizando un anticuerpo anti-DIG conjugado con fosfatasa alcalina.

La membrana de nitrocelulosa se incub6 durante 20 minutos en agitacion con
metaperiodato sédico 10 mM en acetato sédico 100 mM, pH 5,5. El exceso de metaperiodato se
elimin6 mediante 3 lavados de 10 minutos con PBS (KH,PO, 50 mM, NaCl 150 mM, pH 6.5).
A continuacion la membrana fue incubada durante 1 hora en agitacion con 1 ul de DIG-3-0-
succinil-e—&cido  aminocaproico hidrazida (hidrazida del &cido digoxigenina-3-0-
succinil-e—aminocaproico) disuelto en 5 ml de la solucion amortiguadora acetato sodico 100
mM, pH 5.5. Después se lavo tres veces durante 10 minutos con TBS (Tris-HCI 100 mM, NaCl
150 mM, pH 7.5) y se incubd con la solucion de bloqueo suministrada con el kit, durante 30
minutos en agitacion. Se volvid a lavar tres veces con TBS durante 10 minutos para incubar
después la membrana durante 1 hora en agitacion con 7.5 U (10 ul en 10 ml de TBS) de anti-
digoxigenina-AP (anticuerpo policlonal antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina). El
exceso de anticuerpo se elimind mediante 3 lavados de 10 minutos con TBS. Finalmente, se

llevé a cabo el revelado de las muestras sumergiendo la membrana en la solucién de tincién
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(200 pl de NBT/X-solucion fosfato (cloruro de 4-nitro azul tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-
indolil-fosfato) mas 10 ml de la solucién amortiguadora Tris pH 9,5 (Tris-HCI 200 mM, MgCl,
50 mM, NaCl 100 mM, pH 9.5). El tiempo que se mantuvo la solucién de tincion dependio de la
aparicion de las bandas de interés. La reaccion se pard lavando con agua destilada, se secé la
membrana cuidadosamente, se fotografié y se analizaron las bandas presentes.

Todas las incubaciones que se realizaron a lo largo del método descrito se llevaron a
cabo a temperatura ambiente (15-25 °C).

VOPBA (Virus Overlay Binding Protein Assay)

Las proteinas transferidas a la membrana de PVFD fueron renaturalizadas incubandose
en BSA al 4 % en PBS durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente la membrana se incubé en
solucion de bloqueo (4 % leche en polvo en PBS) durante 1 hora. Tras sucesivos lavados en
PBS la membrana se incub6 durante 3 horas a temperatura ambiente con el virus (NDV o0 RSV)
utilizdndose 20 ng en los geles monodimensionales y 200 pug en los bidimensionales. La
membrana se lavo 6 veces con PBS para eliminar los restos de virus, se incubé nuevamente en
solucion de blogueo y se continud posteriormente con su revelado como si de un western

normal se tratara.

3.5.15. CUANTIFICACION DE LA UNION VIRUS-CELULA MEDIANTE ANALISIS
FLUORIMETRICO.

Células Hep2 o COS-7 se levantaron utilizando rascador (rubber policemen scrapper).
Se afladi6 1ug de RSV-Rys a 10° células Hep2 o 20pug de NDV-Ry; a 2x10° células COS-7 en
200 pl de PBS, y el volumen se Ilevo a 400 pl en PBS. Las muestras virus-célula se dejaron
incubar durante diferentes tiempos a 4 °C. Después se centrifugaron a 1000 x g durante 5
minutos a 4 °C. Se recogid el sobrenadante y se Ilevd a un volumen de 2 ml en solucién
amortiguadora Hepes (Hepes 15 mM, NaCl 130 mM, KCI 5 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM
glucosa 10 mM, pH 7.4). El precipitado se resuspendié en 500 ul de PBS y se centrifugd
repetidas veces bajo las mismas condiciones. Finalmente, el precipitado también se resuspendid
en un volumen de 2 ml de Hepes. La fluorescencia del sobrenadante y el precipitado se midi6 en
presencia de Triton X-100 al 1 %, a una longitud de onda de excitacion de 560 nm (rejilla 5 nm)

y de 590 nm de emision (rejilla de 10 nm).
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El porcentaje de union del virus a la célula se calculé segun la ecuacién:

Uniédn = (Fluorescencia precipitado / Fluorescencia sobrenadante) X 100
Fluorescencia total = Fluorescencia precipitado (virus unido) + Fluorescencia

sobrenadante (virus no unido)

35.16. CUANTIFICACION DE LA UNION VIRUS-CELULA Y DE LA
INFECTIVIDAD MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO.

Se sembraron 2.5x10° células de las diferentes lineas en placas de 35 mm el dia antes a
la infeccion. En el caso de que se fuera a analizar la union virus-célula la infeccion se realizé a 4
°C, temperatura en la que no ocurre la fusién. En los experimentos de infectividad las células se
incubaron durante 24 horas para el NDV y 48 en el caso del RSV. Las células en todos los casos
se levantaron utilizando EDTA (530 uM) en PBS, se lavaron en PBS repetidas veces y se
centrifugaron a 450g. Se fijaron las células en paraformaldehido al 2.5 % (p/v) a 4 °C y en caso
de los experimentos de cuantificacidn de infectividad se permeabilizé la membrana celular con
0.1 % Triton X-100 en solucion de blogueo (Apartado 3.5.8.). Para las incubaciones con los
anticuerpos se utilizd una mezcla de anti-F 22A4 y antiG 37C4 en el caso del RSV, para el
NDV utilizamos el anticuerpo frente a la proteina HN. Tras eliminar el exceso de anticuerpo por
centrifugacion, las células fueron incubadas con los anticuerpos secundarios correspondientes,
anti-raton o anti conejo, conjugados con el fluor6foro Alexa Fluor 488. Finalmente las células se
lavaron con PBS y se resuspendieron en 200 ul de PBS para su posterior analisis en el citdbmetro
FACScalibur. Se analizaron un total de 50000 células. Los resultados se analizaron con el
programa WinMDI 2.9. Los parametros que se tuvieron en consideracion para interpretar los
resultados fueron el porcentaje de células positivas y la intensidad de fluorescencia media
(Gmean) de las mismas, y en cada cada experimento se refirieron a los resultados con Fwit,

considerados el 100 %.

3.5.17. ANALISIS FLUORIMETRICO DE LA FUSION DEL RSV Y NDV

Células Hep2 se levantaron utilizando EDTA (530 uM) en PBS. Dos millones de

células se preincubaron con 10 ug de los virus marcados con rodamina en un volumen final de
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50 ul de PBS a 4 °C para permitir la union durante 15 minutos NDV-R;g y 30 minutos en el caso
del RSV-Ryg. La solucion de virus mas células se pasé a una solucion amortiguadora de Citrato
Sédico (50 mM) o bien a una de tampdn universal 10 mM (fosfato 10 mM, acético 10 mM,
borico 10 mM). El ensayo de fusion se basa en la redistribucion de la rodamina en la membrana
celular tras la fusion, lo que provoca dequenching (des-apagamiento) y de esta manera la
fluorescencia incrementa. La fluorescencia se midi6 a una longitud de onda de excitacion de
560 nm (rejilla 5 nm) y de 590 nm de emisién (rejilla de 10 nm).
F=(lg—lo) / (Imax — lo) X 100

El grado de fusion es proporcional al grado de fluorescencia final en relacion con el
maximo de fluorescencia determinado tras la adicion de Triton-X100 al 0.5 %. |, representa la
intensidad de fluorescencia del virus unido a las células a tiempo cero e I; la intensidad de
fluorescencia a un tiempo de terminado. Los tiempos de medicién fueron de 10 minutos en el
caso de NDV-Ryg y de 30 minutos para el RSV-Ryg. Durante los experimentos se variaron las

condiciones de temperatura y de pH de las soluciones amortiguadoras.

3.5.18. ANALISIS DEL EFECTO DEL pH Y LA TEMPERATURA SOBRE LA FUSION
E INFECTIVIDAD DEL RSV.

Efecto el pH sobre la fusion virus-célula.

Placas de 35 mm con 2.5x10° células Hep2 se preincubaron a 4 °C en presencia de 0.1
ug RSV-Ryg en 300 ul de PBS durante 1 hora. Pasado este tiempo, se lavaron las células 6 veces
con 500 ul de PBS y se incubaron durante 2 minutos en 2.5 ml de PBS ajustado a diferentes pHs
(4,45,5,55, 6, 6.5, 7.4, 8). Las células se lavaron 3 veces con medio completo y se incubaron
1 hora a 37 °C en medio completo para finalmente observar la fluorescencia en un microscopio

de epifluorescencia.

Efecto de la temperatura sobre la fusion virus-célula.

Placas de 35 mm 2.5x10° células Hep2 se lavaron dos veces con medio completo.
Posteriormente fueron incubadas durante 2 minutos con 0.1 pg de RSV-Rg en 1.5 ml de medio
completo a la temperatura deseada (22 °C, 30 °C, 37 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 60 °C, 65 °C) y
finalmente 2 horas a 37 °C. Finalmente se observé la fluorescencia en un microscopio de

epifluorescencia.
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Efecto el pH sobre la actividad fusogénica del RSV en cultivos celulares mediante el

recuento de sincitios.

Se sembraron 10° células Hep2 en placas de 24 pocillos. Al dia siguiente se infectaron
con RSV a 0.1y 1 m.o.i. segun se describe en el Apartado 3.5.2. A las 3 horas postinfeccion, las
celulas se lavaron con PBS y se incubaron durante 3 minutos en PBS ajustado a pH 7.4 0 a pH
5; posteriormente se lavaron con medio completo. Estos pulsos se realizaron 3 veces con una
separacion de 3 horas entre cada uno. Las células infectadas se incubaron en medio completo
hasta las 48 horas postinfeccion, finalmente se tifieron y observaron los sincitios siguiendo el
protocolo descrito en el Apartado 3.54 o bien se analizdé la infectividad por
inmunofluorescencia, Apartado 3.5.8. Mediante la utilizacién del software ImageJ se cuantificd
la superficie ocupada por los sincitios respecto al total de superficie celular o bien la superficie
fluorescente respecto al total del campo. Para ellos se analizaron al menos 10 fotografias

realizadas en el Microscopio Olympus IX51 usando un objetivo de 10x.

3.5.19. VIDEOMICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

NDV marcado con DiD (NDV-DiD, Apartado 3.5.6.2) fue incubado durante 15 minutos
a 4 °C en células subconfluentes. Tras sucesivos lavados con PBS se afiadié medio de cultivo y
se inicio la adquisicion de imagenes. La excitacion se realizd usando un laser de 635 nm con un
filtro dicroico 488/633-638. Se adquirieron 2 imagenes por segundo durante 10 minutos en un
microscopio invertido de epifluorescencia Nikon TE2000 con camara EMCCD de alta
sensibilidad. EI analisis de las trayectorias se realizé con el pluggin particle tracker del software

ImageJ.

3.5.20. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR, METODO DE EXCLUSION DEL AZUL
TRIPAN.

Este método se basa en que los dafios en las membranas celulares provocan que
colorantes a los que normalmente son impermeables las células (como el azul Tripan) puedan
entrar en la célula. Asi comparando el nimero de células tefiidas con el de células sin tefiir

(células sanas) se puede determinar el porcentaje de la viabilidad celular.
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Una pequefia cantidad de una suspension de células (15-20 ul) se mezcl6 1:1 con azul
Tripan al 0.4 % en PBS. Se dejo actuar durante dos minutos y después se paso a una cdmara de
recuento que se observé en un microscopio 6ptico invertido mediante un objetivo 10x. El
numero de células contadas fue al menos de 100.

Las células en los experimentos realizados mostraron una viabilidad superior al 90 %,
excepto en los casos de la nistatina (10 pg ml™) a las 24 horas postinfeccion que fue del 82 %y

de la MBCD (5 mM) a las 12 horas postinfeccion que fue 64 %.
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4.1. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE ENTRADA DEL NDV.
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4.1.1. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE LA SIALIDASA MmNEU3 SOBRE LA
ENTRADA DEL NDV.

Como se ha mencionado en la Introduccién (Apartado 1.3.4.1.), los
sialoglicoconjugados, sialoglicolipidos (gangliosidos) y sialoglicoproteinas, son esenciales para
la union e infectividad del NDV (Markwell y Fox, 1980;Ferreira, Villar, y Munoz-Barroso,
2004). La union a restos de &cidos sidlicos de los receptores de la superficie celular y su
posterior eliminacién por la proteina HN del NDV es parte del mecanismo de infeccion. Dicha
unién a moléculas con restos de &cidos silicos no es indiscriminada, sino que parece estar
restringida a moléculas con 4cidos sialicos unidos mediante un enlace a2-3 (Revisado en (Villar
y Barroso, 2006). Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que el NDV también
interacciona con compuestos sialilados con uniones o2,6 (Lorena Sanchez Felipe, 2012). Por
otra parte, esta descrito que los ganglidsidos son un componente fundamental en la entrada de
ciertos virus mediante rutas endociticas dependientes de caveolas (Pelkmans et al.,
2001;Anderson, Parker, y Strikas, 1990;Smith et al., 2003;Tsai et al., 2003) debido a su elevada
concentracion en los rafts lipidicos.

En el caso del NDV, estudios iniciales establecieron que el virus reconoce el
gangliésido GM3 y ganglidsidos lineales de la serie lacto (Suzuki, Suzuki, Matsunaga, y
Matsumoto, 1985) (la estructura de los ganglidsidos esta esquematizada en la Fig. 4.1). Sin
embargo, nuestro grupo ha demostrado mediante ensayos de union in vitro en cromatografias en
capa fina que el NDV se une a mono- (GM1, GM2), di- (GD1a) y trisialogangliésidos (GT1b),
lo que sugiere que la posicion de unién del acido siélico es indiferente para esta union (Laura
2004 1JCB). Sin embargo, la unién de un virus a una molécula de la superficie celular no
implica necesariamente que la molécula sea un receptor, es decir que conduzca una infeccion
productiva. Para profundizar en este aspecto nos propusimos alterar el patron de gangliésidos en
la superficie de la célula hospedadora y analizar la interaccion entre el virus y células
modificadas. Para ello, se sobreexpresé la neuraminidasa 3 de mamiferos (murina) (MmNEUS3),
mediante transfeccion transitoria. Estos experimentos se llevaron a cabo en células COS-7,
donde la sobreexpresion de MmNEU3 modifica profundamente el patron de ganglidsidos
(Papini et al., 2004;Anastasia et al., 2008) en colaboracion con el grupo del Dr. Tettamanti de la
Universidad de Milan. Como consecuencia de la actividad de la enzima, se produce una
disminucion significativa de GD1a y un incremento de GM1 en las células, sin que en ningln
momento se vea modificado el patron de sialoglicoproteinas (Anastasia, Holguera, Bianchi,

D'Avila, Papini, Tringali, Monti, Villar, Venerando, Munoz-Barroso, y Tettamanti, 2008).
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Figura 4.1. A: Estructura quimica de los gangliosidos. Cer: ceramida; — Glucosa;
[J Galactosa; O N-acetyl galactosamina; W acido N-acetilneurdminico. B: Estructural de la cadena
sacaridica de diferentes gangliosidos.

4.1.1.1. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE LA SIALIDASA MmNEU3 EN LA
UNION DEL NDV CON CELULAS COS-7.

La union del virus a receptores en la superficie celular marca el inicio del ciclo virico.
Para comprobar el efecto de la sobreexpresion de MmNEU3 células transfectadas con la
sialidasa, después de la transfeccion las células se incubaron en presencia del virus marcado con
la sonda fluorescente rodamina (NDV-Ryg) durante 30 minutos a 4 °C para favorecer la union
virus-célula, pero imposibilitar la fusidn. La unién se cuantific6 mediante ensayo fluorimétrico
(Apartado 3.5.14), observandose una disminucion de la union del 11 % respecto del control
segun se muestra en la Figura 4.2. Como control negativo, 20 ug de NDV se incubaron durante
1 hora con 10 pg de GD1a resultando una inhibicion del grado de union virus-célula del 61,2 %.
Estos resultados indican que la modificacion del patron de gangliésidos de las células COS-7
por accion de la sobreexpresion de la sialidasa MMNEU3 no afecta de modo significativo a la

unién del virus a la célula diana.

% union NDV COS-7
120

100
80
60
40
20

Control + MnNEU3 GDla

Figura 4.2. Efecto de la sobreexpresion de la sialidasa MMNEU3 en la unién del NDV
con células COS-7. Control+: células transfectadas con el plasmido GFP; MmMNEU3: células
sobreexpresando NEU3; GDla: NDV preincubado con GDla. Datos: media + SD de tres
experimentos independientes. *** Datos extremadamente significativos, p < 0.001 de acuerdo con t de
student.
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4.1.1.2. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE LA SIALIDASA MmNEU3 EN LA
FUSION DEL NDV CON CELULAS COS-7.

Seguidamente, analizamos si la sobreexpresion de MMNEU3 podria afectar al grado de
fusion del NDV con las células hospedadoras. Células COS-7 transfectadas se incubaron con
NDV-Ryg durante 1 hora a 37 °C. El grado de fusién se calculé como el niumero de células
positivas para la sonda roja (rodamina), respecto al total de células positivas para la GFP
(células transfectadas), considerandose el 100 % los valores en células transfectadas con el
plasmido pt-GFP (mezcla, Control interno de transfeccion). Como puede verse en la Figura 4.3,

la sobreexpresion de la sialidasa determing la reduccion del 53 % de la fusién del NDV.
A GFP R18 Mezcla B

Figura 4.3. Efecto de la sobreexpresion de la sialidasa MmNEU3 en la fusién del NDV
con células COS-7. A: GFP, células COS-7 transfectadas con el plasmido GFP o MnNEU3
(fluorescencia verde); R18, infeccion con NDV-Ry; (fluorescencia roja). B: Datos: media + SD de
tres experimentos independientes. ** Datos altamente significativos, p < 0.01 de acuerdo con t de
student.
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4.1.1.3. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE LA SIALIDASA MmNEU3 EN LA
INFECTIVIDAD DEL NDV.

La fusion de la envoltura de un virus con la membrana de la célula diana no siempre
conduce a una infectividad productiva. Por ello, analizamos el efecto de la sobreexpresion de
la enzima sobre la infectividad del virus. En primer lugar se analiz6 la propagacion del virus
mediante el recuento de sincitios (Apartado 3.5.4), que se forman como consecuencia de la
expresion de las proteinas viricas en la superficie de la célula infectada. La m.o.i. utilizada en
este experimento fue de 1, ya que concentraciones mayores (10 m.o.i.) provocaron elevados
dafios citopaticos en las células COS-7. Los sincitios se observaron a las 24 horas

postinfeccion mediante tincion de Giemsa. Las células COS-7 forman espontaneamente
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sincitios, pero en las células infectadas por NDV se observa un incremento de los mismos de
un 28 % (Figura 4.4). Sin embargo cuando se sobreexpres6 MMNEU3 no se observd

diferencia significativa en la formacién de sincitios respecto a los controles.
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Figura 4.4. Efecto de la sobreexpresion de la sialidasa MMNEU3 en el NDV sobre la
formacion de sincitios en células COS-7. Datos: media + SD de tres experimentos
independientes, contando sincitios en 20 campos aleatorios. * Datos significativos, p < 0.05 de
acuerdo con t de student.

Los datos de infectividad se contrastaron mediante experimentos de
inmunofluorescencia (Apartado 3.5.8). Las células transfectadas se infectaron con NDV a una
m.o.i. de 1y se utilizé un anticuerpo policlonal anti-NDV para cuantificar la infeccion. A las 24
horas se observé una reduccion del 49 % de infectividad del NDV en células transfectadas con
sialidasa respecto de las células control; esta inhibicion llegd al 60 % a las 48 horas

postinfeccion. En la Figura 4.5 se muestran fotografias de un experimento representativo.
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NDV

Control

MmNeu3

Figura 4.5. Efecto de la sobreexpresion de la sialidasa MMNEU3 en la infectividad del
NDV en células COS-7. GFP: células COS-7 transfectadas con el plasmido GFP o MmNEU3
(fluorescencia verde); NDV: inmunofluorescencia anti NDV (fluorescencia roja); Mezcla:
composicién de las dos anteriores y una tercera que resalta los nlcleos celulares tefiidos con Hoechst
(fluorescencia azul).

4.1.1.4. RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Los resultados obtenidos resumidos en los apartados anteriores muestran que la
sobreexpresién de MmMNEUS3 provoca una disminucion de la entrada e infectividad del NDV en
las células COS-7, probablemente debido a la modificacion en el patron de ganglidsidos de las
células. GD1a es el gangliosido presente en una mayor cantidad de la superficie de las células
COS-7 (Anastasia, Holguera, Bianchi, D'Avila, Papini, Tringali, Monti, Villar, Venerando,
Munoz-Barroso, y Tettamanti, 2008;Ferreira, Villar, y Munoz-Barroso, 2004), lo que apunta a
este gangliésido como un posible receptor determinante del hospedador a infectar. Ademas,
nuestro grupo de investigacion ha descrito que el NDV interacciona con GD1a en un ensayo in
vitro (Ferreira, Villar, y Munoz-Barroso, 2004) y es capaz de degradarlo a GM1 in vivo debido
a la actividad sialidasica de la proteina HN (Anastasia, Holguera, Bianchi, D'Avila, Papini,
Tringali, Monti, Villar, Venerando, Munoz-Barroso, y Tettamanti, 2008). Aunque el NDV se
une in vitro a GM1 (8 laura) no estaria promoviendo eficientemente la infeccion, y de esta
manera se explicaria el hecho de que la sobreexpresion de MmMNEU3 sea responsable de la
reduccion en la infectividad virica. Por otro lado, la capacidad de union del NDV a las células
con menor proporcion de GD1a, es decir, células tratadas con la sialidasa MmMNEU3 (Figura

4.2) no se ve reducida. Estos datos indican, que en efecto, el NDV reconoce diferentes
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sialoglicoconjugados, gangliosidos en este caso (In vitro en Ferreira e in vivo en la Figura 4.2),
pero so6lo la unién a determinados conduce a una entrada productiva. En concreto nuestros datos
(Figura 4.3, 4.4, 4.5 y Anastasia) apoyan fuertemente que el gangliésido GD1a es un receptor
productivo del NDV.

4.1.2. VOPBA (VIRUS OVERLAY BINDING PROTEIN ASSAY)

Para poder entrar en la célula, el virus tiene que unirse a un receptor y en ocasiones a un
co-receptor de la célula diana. La interaccién de las proteinas viricas con las de la membrana de
la célula hospedadora es fundamental para que muchos virus puedan infectar dichas células. El
NDV utiliza gangliésidos (Apartado anterior, 4.1.1) y N-glicoproteinas (Ferreira, Villar, y
Munoz-Barroso, 2004) como receptores para unirse a la membrana y penetrar en la célula. Sin
embargo la naturaleza especifica de dichas proteinas no esta totalmente caracterizada, por lo que
en este trabajo nos planteamos realizar un ensayo tipo VOPBA (Ensayo de unién de virus a
proteinas, Apartado 3.5.14), que es una técnica usada habitualmente para identificar moléculas
celulares implicadas en la unién de los virus. En resumen, la técnica consiste en un transferencia
electroforética de proteinas modificada, en la cual, las proteinas transferidas a membrana se
renaturalizan y se realiza una incubacion con el virus objeto del trabajo que luego se detecta con
anticuerpos antiviricos. De esta manera sélo se detectaran las proteinas a las que se haya unido
el virus.

Debido a que el NDV puede infectar a un gran nimero de células de cultivo, el virus se
incub6 con proteinas extraidas de diferentes lineas celulares, buscando en cual se detectaba con
esta técnica una union mas eficaz. Tanto Hep2 como Vero mostraron mejores resultados, en
ambas lineas celulares se detect6 la interaccion del NDV con una proteina de algo méas de 82
kDa, si bien en las Hep2 también detectamos una segunda proteina con un peso molecular entre
115y 180 kDa (Figura 4.6.B). Estas uniones virus-proteina resultaron ser especificas, ya que la
incubacion del virus con el acido sialico NeuAc (competidor de la unién de la proteina HN del
NDV a posibles receptores) inhibia drasticamente la union en el ensayo VOPBA (Figura 4.6.A).
Para poder identificar con mayor precision la proteina detectada en estos experimetos, se repitio
el ensayo en este caso mediante PAGE bidimensional en células Hep2 y Vero. Esta técnica
permite separar las proteinas no solo en funcion de su peso molecular, sino también de sus
propiedades eléctricas, separando asi proteinas que co-migran en la primera dimensién. Sin
embargo, mediante esta técnica fuimos incapaces de detectar ninguna sefial significativa de

interaccion del virus con las proteinas de extractos celulares en ninguna de las dos lineas
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celulares, debido probablemente a que las proteinas sufren algin cambio estructural durante el

desarrollo de la técnica que impide la interaccion con el virus in vitro (Figura 4.6.C y D).
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Figura 4.6. Unién del NDV a extractos proteicos de diferentes lineas celulares mediante
técnica VOPBA. A: Incubacion con NDV inactivado con NeuAc electroforesis monodimensional;
B: Incubacion con NDV, electroforesis monodimensional; C: Incubacién con NDV, electroforesis
bidimensional de extractos de proteinas de células Hep2; D: Incubacion con NDV, electroforesis
bidimensional de extractos de proteinas de células Vero.

Finalmente repetimos el experimento utilizando proteinas provenientes de extractos
celulares de la linea celular Ell-0. Esta linea deriva de fibroblastos embrionarios de pollo, es
decir, proviene del hospedador especifico del NDV. Como controles negativos ademas de la
incubacion con NeuAc, se inactivl el virus mediante choque térmico a 100 °C y mediante
exposicion bajo luz ultravioleta (100 °C y UV, Fig. 4.7A). En todos los casos se observé una
banda muy nitida de algo més de 49 kDa, que corresponderia a una union inespecifica (Figura
4.7.A) ya que no desaparece después de inactivar el virus. Sin embargo, en ensayos VOPBA
después de realizar una separacion de las proteinas de extractos celulares mediante
electroforesis bidimensional, el revelado del western con anticuerpos antiNDV mostrd una
roseta de proteinas en torno a 64 kDa (Figura 4.7.B). También observamos una roseta de
proteinas en torno a 49 kDa que podria corresponder con la banda inespecifica observada en el
ensayo de VOPBA monodimensional (Figura 4.6.A). La unién del virus a las proteinas de 64

kDa es especifica ya que se corresponderia con la que hemos visto mas arriba en el VOPBPA
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monodimensional (Fig 4.7.A), que desaparecia en el caso de inactivar el virus (100 °C y UV) o

bloquedsemos la union (NeuAc).

Figura 4.7. Union del NDV a extractos proteicos de células EIl-0 mediante técnica
VOPBA. A: Electroforesis monodimensional; NDV, Incubacién con NDV; NeuAc, incubacién con
NDV inactivado con NeuAc; UV, incubacion con NDV inactivado bajo la exposicidn a ultravioleta;
100 °C, incubacion con NDV inactivado incubandose 5 minutos a 100 °C; B: VOPBA Electroforesis
bidimensional, incubacion con NDV vy revelado con antiNDV. Se consideraron positivos los puntos
gue estuvieran presentes en al menos dos geles; C: Proteinograma de extractos de células EIlI-0, Gel
de electroforesis bidimensional revelado con Sypro Ruby.

A partir de geles de PAGE bidimensional tefiidos con la solucién comercial Sypro Ruby
realizados en paralelo al ensayo VOPBA (Figura 4.7.C), se analizaron las proteinas que
interaccionan con el virus llevando a cabo espectometria de masas MALDI-TOF-TOF (matrix
assisted laser desorption ionization-time of flight) en el Laboratorio de Protedmica de la Unidad
de Investigacion del Hospital Universitario de Salamanca. La identificacién de proteinas se

realiz6 mediante el programa Mascot (http://www.matrixscience.com) frente a dos bases de

datos no redundantes de secuencias de proteinas: Swiss-Prot y NCBInr. Las proteinas de 64
KDa detectadas en el ensayo de VOPBA (Figura 4.7.B) se corresponden con la proteina
disulfuro isomerasa A3 de gallus-gallus (PDIA3_CHICK) con un score de 158 en el histograma
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de Mascot (Tabla 4.1). Se considera que valores con un score superior a 62 son significativos (p
< 0.05).

Tabla 4.1. Resultado del test Mascot de la secuencia de péptidos obtenida al realizar la
espectometria de masas. ID: Identificativo; Nombre: Nombre de la proteina identificada; SCORE:
Valor obtenido al realizar el test de Mascot; % Cov, % secuencia cubierta; PM, Peso Molecular; pl,
Punto Isoeléctrico.

PM
ID NOMBRE SCORE | % COV pl
(Da)
PDIA3 _CHICK Disulfuro isdémerasa A3 (ave) 158 37 56546 | 5,76

4.1.2.1. RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Estd establecido que numerosas familias de paramixovirus infectan las células
uniéndose a &cidos sialicos (Markwell et al., 1981); sin embargo no estd claro la naturaleza
exacta de los receptores ni el mecanismo concreto de unién virus-receptor celular. Se cree que
tanto gangliosidos como sialoglicoproteinas funcionarian como receptores viricos, aunque los
paramixovirus (concretamente la proteina HN del NDV) no se unirian indiscriminadamente a
cualquier molécula que presentara acidos sialicos (Revisado en (Villar y Barroso, 2006). La
interaccion de los virus con la célula diana es el resultado de complejas interacciones entre el
virus y la membrana celular, necesitando en ocasiones de varios procesos secuenciales con
diferente afinidad (Haywood, 1994)4). Se ha propuesto que los paramixovirus se pueden unir
inicialmente a ganglidésidos que funcionarian como receptores viricos primarios o correceptores
Revisado en (Villar y Barroso, 2006), y que posteriormente se unirian a moléculas mediante
interacciones de mayor afinidad. En un trabajo reciente en nuestro laboratorio se ha establecido
gue las N-glicoproteinas son claves en la interaccién del virus con la célula diana, mientras que
el virus puede infectar las células eficazmente en ausencia de ganglidsidos (Lorena Sanchez-
Felipe, 2012).

Los datos obtenidos en el presente trabajo (Tabla 4.1) indican la posibilidad de que el
NDV interaccione con la PDIA3 en los momentos iniciales del ciclo virico, ademas de con el
gangliésido GD1a segun vimos en el apartado anterior (Apartado 4.1.1). La PDIA3 es una
proteina de 505 aminoacidos que pertenece a la superfamilia de las tioredoxinas. La familia
disulfuro isomerasa (PDI) esta formada por 19 proteinas relacionadas estructuralmente por un
dominio tioredoxina (Revisado en (Appenzeller-Herzog, Riemer, Christensen, Sorensen, y
Ellgaard, 2008). Estas enzimas catalizan la reduccion, formacion e isomerizacion de puentes

disulfuro del reticulo endoplasmico (Wilkinson et al., 2004). Aunque son proteinas localizadas
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mayoritariamente en el reticulo endoplasmico con implicacion en el correcto plegamiento de
proteinas, estdn presentes también en otras localizaciones celulares como la membrana
plasmatica, donde se asocian con proteinas integrales de membrana (jordan pa, jm gibbins 2006;
turano c, s coppari, f altieri a ferrano 2002). Cuando estan presentes en la superficie celular, esta
descrito su implicacion en procesos de adhesion celular, sefializacion por 6xido nitrico, y la
reduccion de puentes disulfuro en proteinas viricas de fusién (Fenouillet, Barbouche, Courageot,
y Miquelis, 2001;Jordan et al., 2006; Turano et al., 2002).

Diversas proteinas de fusion viricas sufren reorganizacion de sus puentes disulfuro para
poder fusionar sus membranas durante la entrada del virus. Esto se ha visto por ejemplo en los
virus del sida, de la leucemia murina sindbis o de la leucosis aviar (Hogg, 2003;Wouters et al.,
2004;Smith et al., 2007) donde PDIs asociadas a membranas u otras proteinas son necesarias
para activar la proteinas de fusion después de la interaccion con el receptor. Inhibidores de la
actividad tiol/disulfido isomerasa de la superficie celular (Bacitracina, B distrobrevina (DTNB)
y anticuerpos frente a la proteina tiol/disulfido isomerasa) bloquean la fusién del NDV con la
célula y la entrada virica (Jain et al., 2007). El grupo de Trudy G. Morrison (McGinnes et al.,
2006) ha sugerido que una proteina disulfuro isomerasa produciria la reduccién de un puente
disulfuro presente en la cabeza globular de la proteina F del NDV. Esta reduccién facilitaria que
se produzcan los cambios conformacionales de la proteina de fusién (Jain, McGinnes, vy
Morrison, 2007) necesarios para la activacién de esta proteina. De hecho, experimentos del
mismo grupo (Jain, McGinnes, y Morrison, 2008)de sobreexpresion de dos proteinas disulfuro
isomerasas en células COS-7 ponen de manifiesto el incremento de la formacion de sincitios
inducida por las proteinas del NDV, favoreciendo la formacién de la estructura postfusogénica
de la proteina F en presencia de la proteina HN.

Nosotros mostramos por primera vez la interaccidn, in vitro, entre el NDV y una PDI
(Figura 4.7). Este resultado apoyaria los datos de activacion de la fusién del NDV por las PDls
comentado en parrafos anteriores (Jain, McGinnes, y Morrison, 2007;Jain, McGinnes, y
Morrison, 2008). Nuestros datos no nos permiten concluir que proteina de la envoltura del
NDV, HN y/o F, es la que interactda fisicamente con las PDIA3 en los ensayos de VOPBA. Jain
et al., 2007 han determinado que la reduccion de puentes disulfuro que sufre la proteina F que
conduciria a su activacion es independiente de la proteina HN. Sin embargo, nosotros hemos
visto que la interaccion NDV-PDIAS3 en el ensayo VOPBA no se da si se bloguea la union del
virus en presencia del &cido sidlico NeuAc (Figura 4.7.A, NeuAc), lo que indicaria que si es
necesaria la interaccion de la proteina HN con el receptor para que ocurra esta interaccion
NDV-PDIA3. Considerando que las PDIs acttan sobre la proteina F del NDV (Jain et al., 2007
y 2008), podria ocurrir que las isomerasas sélo tengan acceso a los puentes disulfuro de F
después de la interaccion HN-PDIAS3 la cual facilitaria la posterior interaccion de la PDI con la

proteina F.
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Tampoco podemos descartar que las interacciones con PDIA3 se produjeran a un nivel
intracelular y no en la superficie de la membrana plasmética. Como se ha mencionado en la
Introduccién (Apartado 1.5) y se discutira mas adelante (Apartado 4.5), esta descrita una
segunda ruta de entrada del NDV en la célula hospedadora mediante mecanismos endociticos.
Por ello, podria ser posible que la interaccién con esta proteina tuviera lugar dentro de la red de
compartimentos intracelulares ya que las proteinas celulares provienen de extractos de células

completas lisadas y no inicamente de membrana celular.

4.1.3. VIRUS SURFING, IMPLICACION DEL CITOESQUELETO CELULAR EN LA
ENTRADA VIRICA.

Como ya hemos comentado a lo largo de esta Memoria, la entrada de los virus en la
célula hospedadora implica interacciones especificas entre los receptores de la superficie celular
y las proteinas viricas. El receptor usado por el virus determina su especificidad, por lo que
conocerlos de manera especifica es fundamental para la terapia antivirica. La unién primaria es
seguida frecuentemente por interacciones del virus y un receptor secundario que es el
desencadenante de la entrada (Lehmann f, tiralongo e, tiralongo j 2006). En numeroso casos,
antes de dicha entrada al interior celular, la union de particulas viricas a receptores celulares
especificos es precedida por virus surfing, un transporte lateral dependiente de actina de los
virus hacia el cuerpo celular donde se encontrarian estos receptores secundarios (M. J. Lehmann
et al., J. Cell Biol. 170:317-325, 2005; M. Schelhaas, et al., PLoS Pathog. 4:e1000148, 2008; J.
L. Smith, D. S. Lidke, and M. A. Ozbun, Virology 381:16-21, 2008). Para el NDV, no se
dispone de datos al respecto en la bibliografia consultada, por lo que en este trabajo hemos

realizado experimentos cuyos resultados se resumen a continuacion.

4.1.3.1. VIRUS SURFING

La técnica para analizar este virus surfing o trayectorias viricas es la llamada single-
virus particle tracking, una técnica de microscopia de fluorescencia a tiempo real que analiza
una Unica particula virica. Se trata de una técnica ideal para la visualizacion del movimiento de
los virus de la superficie celular. Para analizar si el NDV realiza este tipo de movimientos sobre
la superficie de la célula hospedadora analizamos mediante videomicroscopia particulas de
NDV unidas a las células. Estos experimentos fueron realizados en el Laboratorio del Dr. A,

Herrmann de la Humboldt Universitat zu Berlin durante una estancia predoctoral de 3 meses. El
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NDV fue marcado con la sonda fluorescente DiD (Apartado 3.5.6) para poder visualizar dicho
desplazamiento. Después, se incubaron las células a 4 °C con el NDV, temperatura que
imposibilita la fusion del virus pero no la union. Las trayectorias se calcularon a partir una
secuencia de imagenes adquiridas incubando seguidamente las células a 37 °C durante 10
minutos. En la Figura 4.8.A se muestran trayectorias significativas observadas en los diferentes
experimentos realizados en células HeLa. En los controles (células sin tratar) las trayectorias de
los virus fueron organizadas y dirigidas hacia el cuerpo celular. En otro grupo de experimentos,
previamente a la interaccion con el virus las células fueron tratadas con uno de estos tres
compuestos: nocodazol, agente que despolimeriza los microtubulos; MBCD que desorganiza los
rafts lipidicos al secuestrar colesterol de la membrana plasmatica; o citocalasina, agente
disruptor de los microfilamentos al unirse a las fibras de actina. En los experimentos en los que
las células fueron tratadas con MBCD o citocalasina B los movimientos resultaron aleatorios y
no condujeron a ninguna localizacién celular. Las células tratadas con nocodazol mostraron
algin movimiento organizado, pero en un nimero mucho mas limitado que en los controles. La
Figura 4.8.B muestra el mismo experimento realizado con células Vero. En este caso, el
movimiento del NDV-DiD sobre las células control no siguié trayectorias dirigidas al cuerpo
celular, si bien si observamos mayor movilidad en células control que en células tratadas con
MBCD.

Estos resultados, especialmente los obtenidos en células HeLa, ponen de manifiesto que
el virus sufre un movimiento rapido y altamente ordenado en la superficie celular. Este
movimiento depende del citoesqueleto de actina como se deduce de la accion negativa de la
citocalasina sobre el surfing del NDV. Este movimiento se ha descrito también en diferentes
familias de virus como en el retrovirus MLV (Lehman et al., 2005) o en el papilomavirus
humano (Shelhaas et al., 2008; Smith et al., 2005; Coyne y Bergelm 2006). Se ha propuesto que
los virus interaccionan con el receptor especifico, forma complejos supramoleculares
(agrupamientos o clusters), que a su vez interaccionarian con la actina cortical para favorecer la
movilidad virica (Shelhaas et al., 2008). Mediante este mecanismo los virus podrian desplazarse
hasta zonas de la superficie celular donde ocurriria su endocitosis (Lehmann et al., 2005). Por
otro lado, la interaccion inicial del virus podria establecerse con receptores celulares menos
especificos que mediaran a su vez la interaccion con el citoesqueleto de actina hasta alcanzar
zonas de la superficie celular donde interaccionar con receptores especificos que condujeran a la
internalizacion del virus. En este contexto, una posibilidad seria que el NDV surfeara hasta los
rafts lipidicos donde se concentrarian los receptores sialogliconjugados especificos. Esta
hipotesis se apoya en el dato de inhibicion del surfing del NDV tras el tratamiento de la célula
con MBCD, agente disruptor de los rafts lipidicos como ya se ha comentado. En este sentido,

segin ya se ha comentado a lo largo de esta Memoria, nuestro grupo de investigacion ha
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publicado recientemente (Martin JJ 2012) la interaccion de las proteinas de la envoltura del
NDV con los rafts lipidicos. Unido a ello, el surfing del NDV podria ser clave para alcanzar las
areas de la superficie celular en las que el virus penetre mediante endocitosis, segunda via de
internalizacion del NDV que se verd mas adelante (Apartado 4.1.5).

Control

MBCD
(10 mM)

Nocodazol
(20 mM)

Citocalasina B
(1 uM)

Control

MBCD
(10 mM) |

Figura 4.8. Efecto de inhibidores del citoesqueleto en el movimiento del NDV-
DiD sobre la superficie de células HeLa y Vero. A: Células HeLa; B: Células Vero.
A la izquierda de cada fila se muestra la célula de la cual se han extraido las diferentes
trayectorias como las que se muestran a la derecha.
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413.2. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DEL CITOESQUELETO SOBRE LA
ACTIVIDAD FUSOGENICA DEL NDV.

Como se ha visto en el apartado anterior, el tratamiento de las células con citocalasina B
determind una inhibicion del surfing del NDV, mientras que el efecto del nocodazol fue menos
claro (Figura 4.8). En esta serie de experimentos quisimos analizar mas profundamente el papel
del citoesqueleto en la entrada del NDV. Ademas de su implicacion en el proceso de surfing, el
citoesqueleto de actina, los microtubulos y proteinas motoras son utilizadas por numerosos virus
en diferentes procesos (Lehmann et al., 2007 y Apartado 1.7 de esta Memoria).

Previamente a la interaccion con el virus, las células fueron tratadas con nocodazol,
sustancia que despolimeriza los microtubulos o con MBCD que desorganiza los rafts lipidicos al
secuestrar colesterol de la membrana plasmatica (Apartado 3.5.10). Se ha visto que la
eliminacion de colesterol modifica el citoesqueleto de actina (Kwite et al., 2003, paper Juanjo),
por lo que su eliminacion, al igual que la despolimerizacion de los filamentos de actina tendria
un efecto negativo si la entrada del virus dependiera del citoesqueleto de actina. Células HeLa
pretratadas con uno de los inhibidores se incubaron con NDV marcado con la sonda
fluorescente R;g (Apartado 3.5.6) durante 30 minutos a 4 °C para facilitar la union virus-célula.
Posteriormente se lavaron repetidas veces con PBS, para eliminar el virus no unido, y se
incubaron a 37 °C. A diferentes tiempos se tomaron fotos como las que se muestran en la Figura
4.9. Se observa que ambos inhibidores produjeron una disminucién drastica de la fusion, siendo
menor esta inhibicion en el caso de las células tratadas con nocodazol, observandose a los 20 y

30 minutos.

MBCD Noco

Figura 4.9. Andlisis mediante microscopia confocal de la fusién del NDV-R;g con
células HelLa. NDV: Control, células sin tratamiento; MBCD. Células HelLa pretratadas con
MBCD 10 mM; Noco: Células HeLa pretratadas con Nocodazol 20 mM.
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Para cuantificar la inhibicion de estos agentes sobre la fusion del NDV, se llevaron a
cabo experimentos de fusion utilizando el método fluorimétrico (Apartado 3.5.17). En este caso
las células se incubaron también con citocalasina, agente disruptor de los microfilamentos al
unirse a las fibras de actina (Apartado 3.5.10). Los resultados obtenidos se resumen en la Figura
4.10. Se consider6 el 100 % el grado de fusion observado en células Hela sin tratamiento a los
10 minutos del contacto virus-célula. EIl tratamiento con MBCD de manera similar a los
resultados de la inhibicion del surfing (Fig. 4.8) determin6 la mayor reduccion de la fusion (43
%); la disminucion provocada por el tratamiento con citocalasina fue del 22 % y apenas se
observo disminucion después del tratamiento con nocodazol, a diferencia de los datos mostrados
en la figura 4.8. Esta diferencia podria deberse a diferencias en el método empleado, pero en
cualquier caso, nuestros datos indican mayor implicacion del citoesqueleto de actina que de los

microtUbulos en la entrada del NDV.
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Figura 4.10. Efecto de inhibidores del citoesqueleto sobre la fusion del NDV-Rig con
células HeLa mediante analisis fluorimétrico. pH7; Control positivo, Cyto; Células HelLa
pretratadas con citocalasina B 1 uM, MBCD; Células HelLa pretratadas con MBCD 10 mM, Noco;
Células Hela pretratadas con Nocodazol 20 mM. Datos: media + SD de tres experimentos
independientes.

4133. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DEL CITOESQUELETO SOBRE LA
INFECTIVIDAD DEL NDV.

En esta serie de experimentos analizamos el efecto del nocodazol y la citocalasina sobre

la infectividad del NDV para comprobar si existia correlacion con la inhibicion de la fusion

detectada en el apartado anterior. Para ello se analizé el grado de infectividad del NDV en
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células tratadas con los dos inhibidores (Apartado 3.5.10) mediante citometria de flujo
(Apartado 3.5.16). Los dos compuestos se administraron previamente a la infeccion y se
mantuvieron en las células con posterioridad a la infeccion. En la Figura 4.11 se resume el
efecto que los distintos tratamientos produjeron en los niveles de infectividad, considerandose el
100 % de la infectividad la obtenida en células HeLa sin tratamiento previo. De manera similar
a la inhibicién de la fusion, observamos que la citocalasina redujo la infectividad del NDV en
torno al 20 %, pero de manera no estadisticamente significativa. Sin embargo, el tratamiento
con nocodazol determind la reduccion de aproximadamente el 30 % de la infectividad del NDV,
mientras que apenas habiamos observado efecto negativo en el grado de fusion (Figura 4.10).
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Figura 4.11. Efecto de inhibidores del citoesqueleto sobre la infectividad del NDV en
células HelLa. (Nocodazole 20 uM, Citocalasina 1 pM) Datos: media + SD de cuatro
experimentos independientes. * Datos significativos, p < 0.05 de acuerdo con t de student.

Debido a que el citoesqueleto estd implicado en numerosos procesos y no solo en la
entrada virica, en los experimentos que se resumen a continuacion, las células fueron tratadas
con el inhibidor (Apartado 3.5.10) a diferentes tiempos, obteniéndose diferentes muestras:
células tratadas previamente y post infeccion (Pre/Post); células tratadas postinfeccion (Oh);
células tratadas a las 2 horas postinfeccion (2h) y células tratadas a las 4 horas postinfeccion
(4h). En los datos que se resumen en la figura 4.12, el grado de infectividad se calculé
analizando el n° total de células infectadas respecto del control (Figura 4.12.A) o el % medio de
fluorescencia respecto del control (Figura 4.12.B). Para comprobar que el efecto de reduccion
de la infectividad observado en el tratamiento con nocodazol era provocado previamente a la
entrada en la célula se trataron las células ¢ diferentes momentos de la infeccion, tal y como se

ha resumido mas arriba. Cuando se analiz6 el porcentaje de células infectadas (4.12.A), todos

102



Resultados

los tratamientos provocaron disminucion de la infectividad de entorno al 20 % respecto al
control (100 %), si bien no observamos diferencia entre los distintos tratamientos ni entre dosis
utilizadas. Cuando analizamos la fluorescencia media de las células, observamos que las
mayores inhibiciones se produjeron en las células preincubadas y tratadas después de la
infeccion (30 %), independientemente de la concentracion utilizada. Los tratamientos con la
dosis de nocodazol de 20 mM provocaron inhibiciones similares independientemente del tiempo
de adicion del compuesto.
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Figura 4.12. Efecto del Nocodazol en la infectividad del NDV en células HeLa. A: La
infeccion analizada en funcion del nimero de células infectadas. B: Infeccion medida en funcion de la
fluorescencia media. C: Gréaficas de un experimento representativo. Control: células sin tratamiento;
Pre: células tratadas previamente a la infeccion; Pre/Post: células tratadas previamente y post infeccion;
Oh: células tratadas postinfeccion; 2h: células tratadas a las 2 horas postinfeccion; 4h: células tratadas a
las 4 horas postinfeccion. Datos: media + SD de cuatro experimentos independientes. * Datos
significativos, p < 0.05; ** Datos altamente significativos, p < 0.01; *** Datos extremadamente
significativos, p < 0.001 de acuerdo con t de student.

4.1.3.4. COLOCALIZACION DEL NDV CON EL CITOESQUELETO CELULAR.

Para confirmar la implicacion del citoesqueleto en la entrada del NDV, analizamos la
posible colocalizaciéon del NDV con los microtibulos mediante ensayos realizados por
microscopia confocal. Ademas, en el caso de detectar colocalizacioén quisimos comprobar si ésta
era bloqueada o no en presencia de nocodazol (sustancia que despolimeriza los microtibulos)
como cabria esperar. En estos experimentos, las células se infectaron con NDV a 25 m.o.i. A los

0, 5y 30 minutos postinfeccion se marcaron las células por inmunofluorescencia, detectdndose
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el NDV con anticuerpo policlonal antiNDV y los microtdbulos con anticuerpos antitubulina. En
los ensayos en los que se trataron las células con nocodazol, las células se mantuvieron en
presencia del inhibidor durante todo el experimento.

En la Figura 4.13.A se aprecia una elevada de colocalizacion entre las proteinas del
NDV vy la tubulina en la zona adyacente a la membrana tanto a los 5 como a los 30 minutos. La
colocalizacién se cuantifico como nimero de pixeles marcados para ambos canales en cada
imagen. Cuantificando la colocalizacidn total de la foto se obtuvo un porcentaje del 1.79 % a los
5 minutos y del 1.45 % a los 30 minutos. Supuso un incremento de 6.6 y 5.4 veces
respectivamente respecto al valor de 0.27 % obtenido a los 0 minutos. Cuando se trataron las
células con nocodazol (Figura 4.13.B) el incremento a los 5 minutos en la colocalizacion fue
mas moderado, 3.3 veces, ya que se detect6 el 1.08 % de colocalizacion, mientras que al tiempo
0 minutos fue de 0.33 %. Estos datos indican la asociacion del NDV con los microtubulos en los

primeros estadios del ciclo virico.
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Figura 4.13. Ensayos de microscopia confocal de colocalizacion del NDV con los
microfilamentos en células HeLa. A: Control, células Hela B: Células HeLa tratadas con
nocodazol. Las iméagenes de la izquierda corresponden a la composicion a partir de los canales rojo,
anti-B-tubulina; verde, anti-NDV; azul nudcleos marcados con Hoechst. Las imagenes centrales
resaltan la colocalizacién entre los microfilamentos y el NDV. Las imagenes de la derecha muestran
la distribucién de la fluorescencia mediante un diagrama de puntos.
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4.1.3.5. RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

La entrada de los virus con membrana se inicia al unirse a sus correceptores de la
superficie celular, seguido por un transporte hasta sitios especificos de entrada donde encuentra
el medio propicio para la activacion de su maquinaria fusogénica. En el caso de los virus pH
independientes, el desencadenante de la fusion de las membranas seria una concentracion critica
de correceptores, mientras que los virus pH dependientes deben alcanzar un ambiente acido en
el endoséma donde el pH &acido activara la fusion (Maik J. Lehmann, Nathan M. Sherer,
Carolyn B. Marks, Marc Pypaert and Walther Mothes; 2005).

La expresion de filopodios a lo largo del borde de las células juega un papel en los
procesos de cicatrizacion de tejidos facilitando la motilidad celular. La formacidén de estas
estructuras ricas en actina es mediada por Rho GTPasas, particularmente Cdc42, y es inducida
por una GTPasa conocida como Rif (Pellegrin S, Mellor H. Curr Biol 2005). Los filopodios
estan implicados en la reparacion de tejidos y en la dispersion de infecciones viricas célula a
célula, ya que pueden proveer de sitios adicionales para la entrada de virus. La asociacién de los
virus con los filopodios representa un eficiente mecanismo de entrada en el caso de los virus
endociticos como el VSV o el SFV, siendo transportados directamente a regiones de membrana
donde se forman las vesiculas de clatrina (Helenius 1980; Lehmann MJ, Sherer NM, Marks CB,
Pypaert M, Mothes J Cell Biol 2005). Ademas, se ha descrito que el cell surfing permite la
penetraciéon de virus a través de la superficie densamente cubierta por actina de las células
polarizadas, como en el caso del MLV y del HIV (Lehmann MJ, Sherer NM, Marks CB,
Pypaert M, Mothes J Cell Biol 2005). Este tipo de movimientos son fundamentales en células
polarizadas, en las cuales el citoesqueleto de actina supone una barrera a atravesar, o en células
no polarizadas con un gran nimero de filopodios como mecanismo para desplazarse por ellos.

Nuestros datos resumidos en este apartado 4.1.3 de la Memoria indican la importancia
del citoesqueleto en la entrada del NDV en las células HeLa. Los experimentos de virus surfing
muestran un movimiento organizado y dirigido del NDV en la superficie de estas células
(Figura 4.8.A). En los experimentos realizados en células Vero no se observo este tipo de
movimientos sobre la superficie celular lo que podria indicar que son dependientes del tipo
celular (Figura 4.8.B). Estos movimientos precisan de interacciones entre proteinas viricas y
celulares, y estarian dirigidos por motores celulares de miosina localizados junto a actina
cortical o en la base de los filopodios (Medeiros, N. A., Burnette, D. T. & Forscher, P. Myosin
I1 2006). Este movimiento del NDV en la superficie celular desaparecid al tratar las células con
citocalasina B, agente disruptor de los microfilamentos ya que se une a las fibras de actina; y
con MBCD, sustancia que secuestra colesterol (Figura 4.8.A). Este resultado nos indica, como
ya se ha mencionado, en primer lugar la implicacion de la actina en el movimiento; y una

posible implicacion de los rafts lipidicos, localizacion celular donde bien se produciria la fusion
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directa al encontrar a un receptor productivo o bien el virus penetraria al interior por
endocitosis. Nuestro grupo ha publicado que el NDV interacciona con los rafts lipidicos durante
la entrada en la célula (Anastasia y Juanjo 2012). Sin embargo, el tratamiento de las células con
citocalasina no disminuyd de manera significativa la infectividad del NDV en células Hela,
aproximadamente un 20 % (Figura 4.11). Este dato se corresponde con el porcentaje que nuestro
grupo estima que penetra en la célula mediante endocitosis, aproximadamente el 30 % (San
Roman et al., 2000, Cantin et al., 2007). Teniendo en cuenta esta correlacion, el movimiento del
NDV detectado en nuestros experimentos de surfing estaria relacionado con la entrada
endocitica del virus. En el caso de la fusion directa con la membrana plasmética, el
citoesqueleto de actina no seria preciso. Ademas, el tratamiento con el agente secuestrador de
colesterol MBCD también bloqued el surfing del NDV. Este agente desorganiza los rafts
lipidicos y podria bloguear la endocitosis mediada por caveolas. En un trabajo reciente
publicado por nuestro grupo (JJ Martin et al., BBA 2012) hemos visto que el tratamiento con
MBCD provoca un descenso de la fusién e infectividad virica de entorno al 40 % y determina un
descenso de la asociacion de la proteina HN con las DRMs (regiones de membrana resistentes a
la disolucion en detergentes) en células HeLa. En los ensayos de fusién y videomicroscopia
Unicamente analizamos los primeros 10 minutos de la entrada del NDV en la célula. Por lo tanto
es posible que en los experimentos de infectividad el virus acabe fusionando o penetrando en la
célula a tiempos mas largos de una manera pasiva respecto al citoesqueleto, difusion por la
membrana plasmatica en un movimiento no dirigido.

El tratamiento con nocodazol, sustancia que despolimeriza los microtubulos, determind
inhibicion de la infectividad del 30 % (Figura 4.11) del desplazamiento de los viriones sobre la
superficie celular (Figuras 4.8.A). El efecto del nocodazol en la infectividad se analizd
permitiendo distinguir el efecto de la concentracion, el momento de infeccidn virica, el % de
celulas infectadas y la expresion de proteinas viricas en las células infectadas (Figura 4.12). Con
estos datos podemos afirmar que la mayor inhibicion virica se produce cuando las células se
tratan antes e inmediatamente después de la infeccién, asi como que el efecto es mayor cuando
se analizaba la proteina virica producida. Ademas el NDV colocaliza con los microtubulos y
esta colocalizacion desaparece al tratar las células con el nocodazol (Figura 4.13). Sin embargo
apenas ejercid efecto negativo en la fusién de la membrana del NDV con la de la célula
hospedadora a los 10 minutos (Figura 4.10), aunque si detectamos una inhibicion en los ensayos
de microscopia confocal (Figura 4.9) a los 20 y 30 minutos. Esto podria indicar que la
importancia de los microtGbulos seria mayor una vez el virus esté dentro de la célula
hospedadora. Por ejemplo, podrian ser claves en el % de NDV que penetra por endocitosis para
ser transportado hacia compartimentos endociticos para fusionar con ellos. En el Apartado 4.1.5
se seguird estudiando la importancia de la endocitosis como ruta de entrada del NDV en la

célula hospedadora
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4.1.4. ESTUDIO DEL EFECTO DEL pH SOBRE LA FUSION DEL NDV.

Como se ha resumido en el apartado de la Introduccion, en los paramixovirus esta
descrito que la entrada en la célula se produce al unirse el virus a un receptor celular y
fusionarse las membrana virica y celular, liberandose la nucleocépsida en el citoplasma
(Apartado 1.4). La fusion de ambas membranas es un proceso dirigido por la proteina F del
virus, la cual sufre una serie de cambios conformacionales que lo hacen posible. La fusion de
los paramixovirus ocurriria por tanto a pH neutro; sin embargo nuestro grupo ha publicado que
la fusion del NDV con células COS-7 se ve incrementada a pH &cido (K. San Roméan, E. Villar
and |. Mufioz-Barroso, Acidic pH 1999 y Celia 2004). El grupo de experimentos que se resume
a continuacion trata de analizar el efecto del pH y la temperatura en la fusién del NDV con

diferentes lineas celulares, mediante técnicas de fluorimetria y microscopia de fluorescencia.

4.1.4.1. ANALISIS FLUORIMETRICO DEL EFECTO DEL pH EN LA FUSION DEL NDV
CON CELULAS DE CULTIVO.

El NDV fue marcado con la sonda fluorescente Ryg (Apartado 3.5.6) y se procedid a un
andlisis cinético de la fusion con células EII-0, fibroblastos de pollo, el hospedador natural del
virus mediante ensayos fluorimétricos realizados a diferentes valores de pH (Apartado 3.5.17).
Para ello, 10 ug de NDV- Ryg se incubaron con 2 x 10° células EIl-0 a 4 °C durante 15 minutos
previamente a la incubacion a la T° permisiva de fusién, 37 °C, o bien se mezclaron
directamente. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.14. El diagrama de barras
(Figura 4.14.C) resume los datos cuantificados a partir de graficas como las que se muestran en
la Figura 4.14 A 'y B). Se considerd el 100 % los valores de fusion obtenidos a pH 7 a los 10

minutos.
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Fusion Fusién
0.12
0.1 0.1
0.08 0.08
0.06 0.06
0.04 0.04 +——
0.02 0.02
4
0+ 0
Ties'"PO 49.5 99.5 1495 199.5 249.5 299.5 349.5 399.5 449.5 499.5 549.5 599.5 T'eSmpO 49.5 99.5 149.5 199.5 249.5 299.5 349.5 399.5 449.5 499.5 549.5 599.5
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Figura 4.14. Andlisis fluorimétrico de la fusion del NDV-Ryg con células Ell-0. A: Las
células y el NDV se preincubaron durante 15 minutos a 4 °C; B: Las células no se preincubaron; C:
Diagrama de barras. pH7: fluorimetria a pH 7; pH5: fluorimetria a pH 5; pH7-5: fluorimetria
comienza a pH 7 y a los 50 segundos se modifica a pH 5; 0"; Sin preincubacién. Datos: media + SD
de tres experimentos independientes.

En la Figura 4.14 se muestra que el NDV inicialmente fusiona mas rapido a pH neutro,
sin embargo la velocidad de fusion decae y a tiempos largos (cerca de los 10 minutos) es mayor
la velocidad de fusién a pH 5, alcanzandose mayor % de fusion a tiempo largo. Por ello, los
mayores valores de fusion se alcanzaron cuando se inicié la fusién a pH neutro y posteriormente
se acidifico el medio (Figura 4.14.A). Sin embargo, si las células no se preincuban con el virus a
4 °C (Figura 4.14.B) previamente al experimento de fusion, se obtuvieron menores niveles de
fusién a pH acido, aungue se sigui6 observando el aumento de fusién cuando ésta comenzaba a
pH 7 y posteriormente se acidificaba el medio.

Estos mismos experimentos se realizaron utilizando una segunda linea celular, HeLa, en

la cual se repitié el mismo experimento. Los datos se resumen en la Figura 4.15.
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Figura 4.15. Analisis fluorimétrico de la fusion del NDV-Ryg con células HeLa.
A: Las células y el NDV se preincubaron durante 15 minutos a 4 °C; B: Las células no se
preincubaron; C: Diagrama de barras. pH7: fluorimetria a pH 7; pH5: fluorimetria a pH 5;
pH7-5: fluorimetria comienza a pH 7 y a los 50 segundos se modifica a pH 5; 0": Tiempo
de preincubacion de 0 minutos. Datos: media + SD de tres experimentos independientes.

Con las células HelLa los resultados obtenidos fueron diferentes a los anteriores (células
Ell-0), observandose menores niveles de fusion a pH 4&cido tanto sin preincubar como
preincubando previamente el virus con las células. La reduccion de la fusién a pH 5 del NDV
preincubado con las células fue del 27 %, mientras que en las células Ell-0 no resultd
significativa (Figura 4.14.B). Ademas, después modificar el pH a pH 5 a los 50 segundos de
comenzar la fusion (Figura 4.15, pH7-5) no observamos incremento significativo de la misma.
En los experimentos en los que los virus no fueron preincubados con las células, se observé una
marcada disminucién de la fusion a pH 5, no observandose diferencias en las muestras pH 7-5
fusion iniciada a pH 7 y posteriormente modificada a pH &cido). Por tanto, segin se discutira
més adelante, el efecto activador del PH en la fusion del NDV parece ser dependiente de la

célula o membrana diana.
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4.1.4.2. ANALISIS MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DEL EFECTO DEL pH EN LA
FUSION DEL NDV CON CELULAS DE CULTIVO.

Para contrastar los datos obtenidos al analizar mediante espectrofluorimetria la fusion
del NDV con las células HeLa a pH &cido mostrados en el apartado anterior (diferentes a los
resultados de células Ell-0 (Fig 4.14) y células COS-7 (San Roman 1997)) llevamos a cabo el
siguiente experimento de microscopia confocal. Se marc6 NDV con la sonda fluorescente Rig
(Apartado 3.5.6) y posteriormente se incub6 1 pg de NDV-Rg con células HeLa en medio de
cultivo ajustado al pH requerido (5 ¢ 7) .La fusion virus-célula se analizé a diferentes tiempos
mediante microscopia confocal obteniéndose fotos como las que se muestran en la Figura 4.16.
Nuevamente se observé una reduccion drastica de la fusion del NDV con las células HeLa a pH

5 en los 30 minutos del ensayo.
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Figura 4.16. Analisis mediante microscopia confocal del efecto del pH en la fusion del
NDV-Rys con células HelLa. Las columnas de la derecha dentro de cada pH, son el resultado de
una ampliacion mediante zoom digital.

4.1.4.3. ANALISIS FLUORIMETRICO DEL EFECTO DEL pH EN LA FUSION DEL NDV
CON MEMBRANAS RECONSTITUIDAS DE ERITROCITOS.

Por altimo se analizo la fusion del NDV con membranas de eritrocitos reconstituidas
(Ghost). EI NDV se marc6 nuevamente con la sonda fluorescente R;g (Apartado 3.5.6). Un total
de 10 ug de NDV-Ry; se incubaron con 40 ml de una suspension de ghost (20 ug ul™) a 4 °C
durante 15 minutos y posteriormente se midid el grado de fusién mediante fluorimetria. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.17. Se considerd el 100 % el valor de fusion

obtenido a pH 7 y 37 °C calculado segun la formula resumida en el Apartado 3.5.8.
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Figura 4.17. Analisis fluorimétrico de la fusion del NDV-R;s con envolturas
reconstituidas de eritrocitos. Gh: membranas de eritrocitos reconstituidas (Ghost); pH7:
fluorimetria a pH 7; pH5: fluorimetria a pH5; pH7-5: fluorimetria comienza a pH 7 y a los 50
segundos se modificaba a pH 5; 37: fusién a 37 °C; RT, fusion a temperatura ambiente (22 °C);
pH5inact: NDV inactivado preincubando a pH 5 durante 30 minutos a 37 °C; pH5binding: la
preincubacion del virus se realizé a pH 5, la fusién a pH 7; pH7pre_pH5: fluorimetria comienza a pH
5y a los 50 segundos se modificaba a pH 7. Datos: media + SD de tres experimentos independientes.

En general, se aprecia un efecto negativo del pH &cido sobre la fusion del NDV con los
fantasmas eritrocitarios. Este efecto negativo se ejercié después de preincubar a pH &cido
(pH5_37, 70 % inhibicién) o modificando el pH una vez iniciada la fusion (pH7-5_37, 20 % de
inhibicion). Estos resultados pueden explicarse como un efecto inactivador del virus a pH acido,
como se deduce de la ausencia de fusion si se incuban los virus durante 30'a pH acido
(pH5_inact_37). A temperatura ambiente no se observa apenas fusion ni a pH acido ni a pH

neutro (pH7_RT, pH5_RT solamente 15 % de fusion).

4.1.4.4. RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Como ya se ha comentado en este Trabajo (Apartado 1.5 de la Introduccidn, relativo a
la fusion de membranas), las proteinas de fusion de paramixovirus pertenecen a la clase | de
proteinas de fusion, cuyo modelo mas caracteristico es la proteina HA del virus de la gripe. El
mecanismo que desencadena la fusiébn de membranas en los diferentes virus depende
sustancialmente del tipo de proteina de fusion virica de que se trate. Las proteinas de clase |

pueden clasificarse a su vez entre aquellas cuya activacion ocurre por exposicién a pH
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ligeramente 4cido (proteina HA del virus de la gripe) y aquellas en las que ocurre a pH neutro
por interaccién con un receptor (glicoproteina Env del virus HIV o proteinas F de los
paramixovirus). En el virus de la gripe, la exposicion a pH acido en los endosomas provoca el
cambio conformacional que hace que se produzca la fusion de la membrana virica con la del
endosoma (Bullough et al., 1994; Hernandez et al., 1996). En el caso de los paramixovirus, el
reconocimiento del receptor celular por parte de la proteina virica de unién al receptor
provocaria el cambio conformacional en ella que se transmitiria a la proteina F, lo cual seria
necesario para la activacion de la fusion (Lamb, 1993). Sin embargo como hemos comentado
anteriormente, nuestro grupo ha publicado que la fusion del NDV con células COS-7 se
incrementa a pH éacido (K. San Romén, E. Villar and |. Mufioz-Barroso, Acidic pH 1999).
También en ciertas cepas de otro paramixovirus, el HMPV, se activa la proteina F al ser
expuesta a pH acido (Schowalter Smith Dutch 2006; Herfst Mas Ver Melero 2008).

Los datos mostrados en los apartados anteriores no mostraron un efecto activador del
pH acido en células HelLa ni con fantasmas eritrocitarios, a diferencia de los datos publicados
anteriormente por nuestro grupo de investigacién (san roman et al., 1999) donde observamos un
aumento de la fusion del NDV con células COS-7 a pH acido desde el inicio de la fusién.
También en esta linea celular detectamos un incremento de la fusién célula-célula a pH 5
(Cantin et al., 2007). Si observamos activacion del pH acido de la fusion del NDV con células
Ell-0 (Figura 4.14), aungue ésta fue menor que la detectada en células COS-7 lineas celulares.
Sin embargo, como ya se ha mencionado, en las células HelLa (Figura 4.15 y 4.16) o usando
como diana membranas eritrocitarias (Figura 4.17) se observé una disminucion de la fusién del
NDV a pH 5.

La activacion de la fusion del NDV con células COS-7 a pH acido ha sido explicada
como un reflejo de la entrada del NDV mediante endocitosis (San Roman; Celia TESINA), ya
que como se ha dicho mas arriba, los virus que entran por esta via fusionan a pH &cido con la
membrana de los endosomas. Sin embargo, en las células EII-0, HeLa y membranas
eritrocitarias no detectamos esta activacion. Las diferencias observadas entre la linea celular Ell-
0 (Figura 4.15) y HeLa (Figura 4.16) y membranas eritrocitarias podrian deberse, como ya se ha
apuntado, a diferencias de la membrana diana, que seria afectada por el pH acido de manera
diferente). Este resultado podria interpretarse como que en estas lineas celulares el virus no
penetra por endocitosis (entraria solo por fusion directa con la membrana plasmatica) segun se
detecta por espectrofluorimetria. También podria ser que aunque el virus penetre por
endocitosis, no se precise la activacion a pH &cido para fusionar, como sucede por ejemplo en el
virus de Epstein-Barr (Miller y Hutt-Fletcher, 1992), el virus de la hepatitis B de pato (Kock et
al., 1996), y en un gran grupo de rinovirus humanos (Bayer et al., 1999). Otra posibilidad seria
que esa activacion precise de unas condiciones intracelulares que no se estarian dando en

nuestros experi mentos.
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Ademas como se muestra en la Figura 4.9 los tratamientos con BFLA-1, inhibidor de la
ATPasa vacuolar, y cloruro amdnico, un agente lisosomotropico, redujeron la infeccion (21 % y
29 % respectivamente). Esta inhibicion es caracteristica de virus que utilizan una endocitosis
dependiente de pH &cido como mecanismo de entrada. Si bien hay que tener cuidado con la
utilizacion de estos dos inhibidores, también se ha visto actdan inhibiendo la entrada endocitica
de virus pH independientes al impedir la maduracion de los endosomas (Helenius). En el
siguiente apartado analizaremos en mas detalle el mecanismo de endocitosis del NDV.

4.1.5. ESTUDIO DEL EFECTO DE INHIBIDORES DE LOS MECANISMOS DE
ENDOCITOSIS EN LA ENTRADA DEL NDV EN LA CELULA HOSPEDADORA.

Como se ha sefialado previamente en la Introduccion (Apartado 1.5) y en el apartado
anterior, en nuestro grupo de investigacion hemos propuesto que el NDV penetra en la célula
diana mediante dos rutas diferentes, por fusién directa con la membrana plasmaética y por
endocitosis (San Roman et al., 1999;).

En el presente trabajo, hemos tratado de profundizar en el estudio de esta segunda ruta
de entrada del NDV en las células. Los resultados que se muestran en este apartado han sido
publicados en la revista Journal of General Virology (Cantin 2007).

Analizamos el efecto de varios inhibidores de los mecanismos de endocitosis sobre la
interaccién de estos virus con la célula diana, resumidos en el apartado de Material y Métodos.
El compuesto PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) inhibe la endocitosis dependiente de
caveolas al fosforilar caveolina, proteina critica para la internalizacion de vesiculas (Anderson,
1993). La nistatina, un antibiético que se une a esteroides, inhibe la endocitosis dependiente de
caveolas al eliminar el colesterol de la membrana, el cual resulta imprescindible para el
mantenimiento de las caveolas y su separacion de las membranas. EI compuesto metil-p-
ciclodextrina (MBCD) es un agente que secuestra selectivamente el colesterol de las membranas
de las células diana e inhibe la formacion de vesiculas rodeadas de clatrina y endocitosis
mediada por caveolas (Subtil et al., 1999; Rodal et al., 1999). Este compuesto secuestra
colesterol de modo que desorganiza los rafts lipidicos (Stuart et al., 2002). La inhibicion de la
funcion de la clatrina se ha abordado tradicionalmente de cuatro formas posibles: tratamiento de
choque con pH &cido, reduccion de los niveles de potasio, tratamiento de las células con
Brefeldina A (BFA) (Brodsky et al., 2001), y mediante el uso de clorpromacina (Wang et al.,
1993). La clorpromacina compuesto cationico anfipatico que inhibe el reciclado de clatrina
utilizada en el presente trabajo, ha sido muy empleada para estudios de entrada virica. Se ha

utilizado para demostrar el papel de la endocitosis mediada por clatrina en el virus de la gripe
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(Krizanova et al., 1982), el poliomavirus JC (Pho et al., 2000), y algunos picornavirus (Joki-
Korpela et al., 2001). Las dosis de estos compuestos y los tiempos de incubacion empleados
estan descritos en la Tabla 3.3 del Apartado 3.5.10 de Material y Métodos.

4151 EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA ENDOCITOSIS SOBRE LA
FORMACION DE SINCITIOS INDUCIDA POR EL NDV Y EL RSV.

Para ver el efecto de los diferentes inhibidores de endocitosis sobre la fusion inducida
por las glicoproteinas viricas, células HeLa y COS-7 se trataron con diferentes inhibidores de
endocitosis y posteriormente se infectaron con NDV a 1 m.o.i. A las 12 & 24 horas
postinfeccion, se fijaron las células para el recuento de sincitios.

Los datos se muestran en la Figura 4.18 y en la Tabla 4.2. La Figura 4.18 muestra los
resultados de un experimento representativo; los datos mostrados en la Tabla 4.2 fueron

obtenidos a partir de experimentos como los de la Figura 4.18.

TR I S ‘% e, {7‘ A
R e S 0.8 ]
Control - Control +
(sin virus) (sin inhibidor)

(10 pg ml ) (10 pMm)

Figura 4.18. Efecto de nistatina y PMA sobre la fusion célula-célula inducida por el
NDV en células COS-7. PMA y Nistatina estuvieron presentes en el medio de incubacion durante
todo el experimento.
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Tabla 4.2. Efecto de los inhibidores de endocitosis sobre la formacion de sincitios
inducida por NDV en células COS-7 y HelLa. Los datos representan el % de inhibicion
respecto del control. Pre: las células fueron preincubadas con los inhibidores, que se retiraron antes
de la infeccion. Pre/Post: las células permanecieron en presencia de los inhibidores todo el tiempo
que dur6 el ensayo. Las incubaciones postinfeccion fueron de 24 horas en todos los casos, excepto
para MBCD vy clorpromacina Pre/Post, que fueron de 12 horas. (-: No determinado). Datos: media de
dos experimentos independientes.

Pre Pre/Post Pre Pre/Post Pre Pre/Post Pre Pre/Post
COS-7 - 52 % - 93 % - 69 % - 69 %
HelLa 31 % 30 % 49 % 62 % 43 % 31% 24 % 36 %

En la Tabla 4.2 y en la Figura 4.18 puede observarse que las cuatro sustancias
inhibidoras de endocitosis empleadas tuvieron un gran efecto inhibitorio sobre la formacion de
sincitios inducida por el NDV en ambos tipos celulares, si bien su efecto fue mayor en las
células COS-7. Este efecto se produjo tanto si el inhibidor se mantuvo durante todo el
experimento, o si se retird antes de la infeccion. Tanto PMA como nistatina ejercieron un efecto
apreciable sobre la formacién de sincitios inducida por el NDV, entre el 30 y el 90 % de
inhibicién respectivamente (Tabla 4.2). Respecto a la clorpromacina, inhibidor de la endocitosis
mediada por clatrina, también produjo una elevada inhibicion de la formacion de sincitios (69
% en célias COS-7). La MBCD redujo la formacion de una manera significativa, hasta un 69 %
en células COS-7. Estos datos estdn en sintonia con los observados anteriormente en esta
Memoria, en las Figuras 4.9 y 4.10 observamos una inhibicion del 40 %. La MBCD ademés de
inhibir la endocitosis mediada por clatrina y caveolas, tiene un efecto negativo sobre la unién
del NDV con las células diana (85 % de inhibicién a una concentracion de 10 mM) (Cantin et
al., 2005; Martin et al., 2012), lo que sugiere que el colesterol de la membrana celular esta
implicado en otros procesos como la interaccion virus-célula que se dan en la entrada virica
(Martin el at., 2012).

Para descartar que el efecto inhibitorio detectado fuera debido a dafios citotoxicos
provocados por los diferentes compuestos, analizamos la viabilidad de las células tratadas con
las diferentes sustancias inhibidoras de endocitosis, empleando el método de exclusion del
Trypan blue (Apartado 3.5.20). Como se resume en ese apartado, tanto MBCD como
clorpromacina resultan ser toxicas para las células en periodos de incubacion superiores a 12
horas. Con ninguno de los dos compuestos se pudieron emplear incubaciones mas largas, ya que
el dafio celular observado fue muy grande. Por ello concluimos también que los datos de la

inhibicion de la formacion de sincitios (Tabla 4.2) ejercidos por clorpromacina y por MBCD en
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periodos de incubacidn largos podrian ser debidos a los efectos nocivos de estas sustancias y no

a una accion especifica sobre la ruta endocitica.

4.152. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA ENDOCITOSIS SOBRE LA
INFECTIVIDAD DEL NDV.

Para analizar el efecto de los inhibidores de endocitosis sobre la infectividad del NDV
llevamos a cabo técnicas de inmunofluorescencia (Apartado 3.5.8). Células tratadas con los
diferentes compuestos fueron infectadas con NDV a 10 m.o.i. A las 15 horas postinfeccion se
analiz6 la presencia del virus mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figuras 4.19.A 'y 4.19.B.

HOECHST MEZCLA

Control

PMA
(10 uM)

Nistatina
(10 pg mi™)

MBCD
(5 mM)

Figura 4.19.A Efecto de los inhibidores de la endocitosis en la infectividad del
NDV en células HelLa. Hoechst: nicleos celulares tefiidos con Hoechst 33258
(fluorescencia azul); NDV: inmunofluorescencia con anticuerpo monoclonal anti HN NDV
(fluorescencia verde); Mezcla: composicidon de las dos anteriores. Las diferentes sustancias
se mantuvieron en los cultivos durante todo el experimento.
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HOECHST MEZCLA

Control

PMA
(10 uM)

Nistatina
(10 pg mi™)

Clorpromacina
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Figura 4.19.B Efecto de los inhibidores de la endocitosis en la infectividad
del NDV en células HelLa. Hoechst: nicleos celulares tefiidos con Hoechst 33258
(fluorescencia azul); NDV: inmunofluorescencia con anticuerpo monoclonal anti HN
NDV (fluorescencia verde); Mezcla: composicion de las dos anteriores. Los compuestos
fueron retirados antes de la infeccion.

Como puede observarse, la preincubacion de las células diana con PMA, nistatina y
MBCD provocé una reduccion de la entrada del NDV en la célula hospedadora, ya que el virus
(fluorescencia verde) se encuentra principalmente localizado en la membrana celular de las
células tratadas y no en el interior. Este efecto se produjo cuando las sustancias estuvieron
presentes durante todo el ensayo (Figura 4.19.A) y cuando se retiraron antes de la infeccion
(Figura 4.19.B), lo que indica que se trata de un efecto especifico del inhibidor. En el caso de las

células tratadas con clorpromacina, no se detecté ninguna disminucién significativa de la
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infectividad cuando se preincubaron las células antes de la infeccion (Figura 4.19.B). Este
compuesto no se pudo mantener durante todo el experimento debido a la elevada toxicidad
durante tiempos prolongados de incubacién, segin se ha comentado en el apartado anterior.

En otra serie de experimentos se afiadieron los compuestos Bafilomicina Al, inhibidor
de la ATPasa vacuolar, y cloruro amonico, un agente lisosomotrdpico. Esta inhibicion es
caracteristica de virus que utilizan una endocitosis dependiente de pH &cido como mecanismo
de entrada. Los diferentes compuestos se administraron previamente a la infeccion y se
mantuvieron en las células con posterioridad a la infeccion. Se analiz6 el grado de infectividad
del NDV en células HelLa tratadas con los dos inhibidores (Apartado 3.5.10) mediante
citometria de flujo (Apartado 3.5.16). En la Figura 4.11 se resume el efecto que los distintos
tratamientos produjeron en los niveles de infectividad, considerandose el 100 % de la
infectividad la obtenida en células HeLa infectadas y sin tratamiento previo. Como se muestra
en la Figura 4.20 los tratamientos con BFLA-1, inhibidor de la ATPasa vacuolar, y cloruro
amonico, un agente lisosomotropico, redujeron la infeccién de manera significativa (21 % y 29

% respectivamente).
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Figura 4.20. Efecto de inhibidores de la endocitosis sobre la infectividad del NDV en
células HelLa. (BFLA-1 10 nM, y cloruro aménico 20 mM) Datos: media + SD de cuatro
experimentos independientes. * Datos significativos, p < 0.05; ** Datos altamente significativos, p <
0.01; *** Datos extremadamente significativos, p < 0.001 de acuerdo con t de student.
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4.1.5.3. COLOCALIZACION DEL NDV Y RSV CON MARCADORES DE ENDOSOMAS.

Segun los resultados mostrados en los apartados anteriores (Figuras 4.18, 4.19 y Tabla
4.2) podrian explicarse argumentando la entrada virica mediante endocisosis mediada por
caveolas. Para confirmar, llevamos a cabo experimentos de colocalizacion del NDV con el
marcador de endosomas tempranos EEALl. Ademas, en el caso de detectar colocalizacion
quisimos comprobar si ésta podia ser bloqueada o no en presencia de los inhibidores de
endocitosis. En estos experimentos, células Hela tratadas con los diferentes inhibidores de
endocitosis se infectaron con NDV a 10 m.o.i. A los 30 minutos postinfeccién, se marcaron las
celulas por inmunofluorescencia, el NDV con un anticuerpo monoclonal anti HN y los
endosomas tempranos con el anti EEAL. Las células se mantuvieron en presencia de los
inhibidores durante todo el experimento.

En la Figura 4.18 se muestra un experimento representativo. En las muestras control se
aprecia una fuerte colocalizacion entre la proteina HN y EEAL (color naranja), lo que confirma
gue el NDV esté siendo transportado a endosomas tempranos. No se detect6 colocalizacion en
presencia de los inhibidores de endocitosis mediada por caveolas (PMA, nistatina y MBCD),
pero si en presencia del inhibidor de endocitosis mediada por clatrina (clorpromacina), lo que

apoya que el efecto inhibitorio se esté llevando a cabo en la entrada del virus.
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Nistatina
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Figura 4.21. Ensayos de colocalizacion del NDV con el marcador de endosomas
tempranos EEAL. Células control (sin tratamiento) y células tratadas con diferentes
inhibidores se analizaron con los anticuerpos anti-HN (fluorescencia verde) y anti-EEAL
(fluorescencia roja). La columna de la derecha es la composicién de ambas imagenes.

4.1.5.4. RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Como parasitos intracelulares obligados, los virus necesitan entrar en la célula diana
para iniciar su replicacion e infeccién. En las células animales, los virus con envoltura externa
penetran en la célula huésped por dos vias principales: fusion directa con la membrana
plasmatica o mediante internalizacion en compartimentos celulares, como los endosomas. En el

caso de la entrada endocitica, la internalizacion generalmente no es suficiente para una infeccion
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virica productiva, ya que los virus forman todavia parte del espacio extracelular. Estos virus
deben fusionarse con la membrana endosémica a pH &cido para ser liberados en el citoplasma.
Ademas, la ruta endocitica es usada a menudo por virus que necesitan una localizacion concreta
dentro de la célula. La mayoria de las familias de virus con membrana penetran en la célula
mediante la ruta endocitica, debido a los beneficios que ofrece (Apartado 1.6 de la
Introduccion).

Alfavirus (como el SFV), ortomixovirus (como el virus de la gripe), rabdovirus (como
el VSV) y adenovirus sin envoltura entran en la célula mediante endocitosis. Se han descrito
varios casos de virus que penetran en la célula por endocitosis, pero por un mecanismo que no
precisa de un cambio de pH, por ejemplo el virus de Epstein-Barr (Miller y Hutt-Fletcher,
1992), el virus de la hepatitis B de pato (Kock et al., 1996), y un gran grupo de rinovirus
humanos (Bayer et al., 1999).

En el caso de los paramixovirus, se ha postulado que la fusion ocurre a pH neutro en la
superficie celular. Sin embargo, como ya hemos citado en humerosas ocasiones a lo largo de la
presente Memoria, nuestro grupo ya demostré que el NDV utiliza la via endocitica como
mecanismo alternativo de entrada en la célula, asi como que el pH es activador de la fusién
virica (San Roman et al., 1999). También se ha descrito que el paramixovirus SER fusiona con
las células a pH &cido (Seth et al., 2003). Mas recientemente también se ha visto que el HMPV
y el RSV también utilizarian la endocitosis como ruta de entrada (Schowalter,Andres Chang,
Jessica . Robach, Ursula J. Buchholz and Rebecca Ellis Dutch 2008; Kolokoltsov 2007).

En el presente trabajo hemos tratado de profundizar en la caracterizacién de la ruta de
entrada del NDV en la célula hospedadora mediante endocitosis. Para ello se han empleado
compuestos que inhiben especificamente diferentes rutas endociticas, junto a ensayos de
colocalizacién. Los resultados obtenidos muestran que el NDV utiliza la ruta mediada por
caveolas como una forma de entrada secundaria en la célula huésped, siendo la fusion directa el
mecanismo principal de entrada.

PMA, nistatina y MBCD (inhibidores de la ruta mediada por caveolas) bloquean
parcialmente la infectividad y la fusion del NDV (Figuras 4.19 Ay B y Tabla 4.2) lo que
confirmaria que existen simultdneamente dos rutas de entrada para este virus, pero no para el
RSV (Tabla 4.2), ya que en virus que solo usen endocitosis el bloqueo seria total. Estos datos se
confirmaron con los experimentos de microscopia confocal. EI NDV colocaliza con el marcador
de endosomas tempranos EEAL (Figura 4.20), mientras que si las células son pretratadas con los
inhibidores de la ruta de las caveolas esta colocalizacion no se produce. Experimentos previos
en nuestro laboratorio en los que se analizé el efecto de los inhibidores de la endocitosis sobre la
unién NDV-célula, mostraban que s6lo MBCD bloquea parcialmente dicha unién (Cantin,
2004), con lo que el efecto inhibitorio del PMA vy nistatina es ejercido sobre procesos

posteriores a la unidon virus-célula. Nuestros resultados sugieren que después de la
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internalizacion del virus se esta produciendo un transporte a traves de endosomas tempranos,
transporte que es bloqueado por los inhibidores de la ruta mediada por caveolas.

La clorpromacina (inhibidor de la ruta mediada por clatrina) no produjo la disminucién
de la infectividad del NDV (Figura 4.19.B), ni bloquea la transferencia del NDV a endosomas
en los experimentos de colocalizacion (Figura 4.18). Sin embargo, si disminuy6 la formacion de
sincitios en las células COS-7 infectadas, aunque el dafio celular fue considerable en los
experimentos en los que la clorpromacina estuvo penetrando mas de 12 horas. El efecto fue
mucho menor en células HelLa (Tabla 4.2). En definitiva la inhibicion de la formacion de
sincitios ejercida por clorpromacina en tiempos largos de incubacion creemos que no esta
siendo provocada por una disminucién de la endocitosis, sino por otros efectos de este
compuesto en el metabolismo celular, como indica el hecho de que actle sobre los dos virus
(Tabla 4.2) y su alta toxicidad. Nuestros datos, pues, sugieren que el NDV no penetra en las
células por endocitosis mediada por clatrina. Como hemos mencionado, la clorpromacina es una
sustancia que presenta una elevada toxicidad y no es posible incubar células de cultivo durante
largos periodos de tiempo en su presencia.

Son numerosas las referencias bibliograficas sobre diferentes virus que utilizan mas de
un mecanismo de entrada en la célula. El enterovirus EV-11 puede utilizar tanto la ruta
dependiente de clatrina como la dependiente de caveolas a elevada multiplicidad de infeccion
(Stuart et al., 2002). El virus de la gripe, ademas de penetrar mediante vesiculas rodeadas por
clatrina, utiliza una ruta dependiente de caveolas (Nunes-Correia et al., 2004) y una tercera ruta
no dependiente de clatrina ni caveolas (Sieczkarski y Whittaker, 2002). EI SV40, virus modelo
de endocitosis mediada por caveolas, en ausencia de caveolina utiliza una ruta independiente de
clatrina y caveolina (Damm et al., 2005). Los tipos celulares condicionan la utilizaciéon de
diferentes rutas de entrada del virus. Esto se ha visto en algunos virus: el virus del Herpes
Simple (HSV) penetra en células Vero y Hep2 por fusién directa con la membrana a pH neutro,
en células HeLa y CHO-1 utiliza preferentemente la endocitosis, y en células C10 utiliza un
mecanismo de endocitosis independiente de pH acido (Nicola et al., 2003; Milne et al., 2005);
el citomegalovirus humano entra en los fibroblastos mediante fusion directa con su membrana
plasmatica y en las células epiteliales y endoteliales por endocitosis (Compton et al., 1992;
Bodaghi et al., 1999); el Herpes tipo 1 utiliza una ruta endocitica dependiente de dinamina, pH
dependiente en células HeLa y CHO, independiente de pH en células C10, y en el caso de
neuronas y Vero fusiona directamente con la membrana plasmatica (Elena Rahn Dagmar
Knebel-Mdrsdorf 2012). A su vez también se ha visto en el virus vaccinia que distintas cepas
activan diferentes mecanismos endociticos en una misma linea celular (Mercer Helenius 2010).
Son algunos ejemplos que manifiestan la gran variabilidad de mecanismos de entrada que

presentan los virus.
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En el caso del NDV, nuestros datos indican que existe fusion directa con la membrana y
endocitosis mediada por caveolas como mecanismos de entrada en un mismo tipo celular. La
ruta utilizada por el virus para penetrar vendria definida por el tipo de receptor (Sieczkarski y
Whittaker, 2002). Nuestro grupo ha demostrado que el NDV se une a diferentes acidos sialicos
como gangliosidos y N-glicoproteinas (Ferreira et al., 2004). La proteina HN tiene dos sitios de
unién a acidos sialicos (Zaitsev et al., 2004), sitio | y Il. El sitio Il, que no presenta actividad
neuraminidasica, podria reconocer receptores especificos de endocitosis una vez activado. Otra
posibilidad seria que la endocitosis estuviera provocada por la interaccion de la proteina F con
la superficie de la célula independientemente de la HN (Sergel et al., 2000; Russell et al., 2001;
Cobaleda et al., 2002). También podemos s concluir con nuestros datos que el NDV en células
HelL a utilizaria una ruta endocitica utilizada por el NDV seria independiente de la activacion por
exposicion a pH acido (Apartado 4.1.4) como sucede en el caso del papilomavirus humano 16
(Schelhaas... Helenius 2012) o el HSV-1 (Milne, Nicola... 2005).
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4.2. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE ENTRADA DEL RSV.
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4.2.1. CINETICA DE LA UNION DEL RSV A CELULAS DE CULTIVO.

Antes de llevar a cabo los experimentos sobre el efecto de los inhibidores de la
glicosilacién sobre la interaccion del RSV con células de cultivo (Apartado 4.2.2) realizamos un
estudio de la cinética de la union del virus con las células Hep2, que son células usadas
habitualmente como hospedador del RSV en cultivos celulares. Las particulas viricas fueron
marcadas con la sonda fluorescente Rig para realizar el analisis fluorimétrico segun se describe
en el Apartado 3.5.15. Después, 1 pug de RSV- Ry se incub6 con 10° células Hep2 a 4 °C. Los
tiempos de incubacion fueron 0.5, 1, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos. Los resultados se
muestran en la Figura 4.22:

100
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Figura 4.22. Cinética de la unién del RSV a células Hep2. Los datos representan la
media + SD de tres experimentos independientes.

Como puede observarse, a partir de 45 minutos de preincubacion no se produjo un
aumento significativo del grado de unién virus-célula. Por ello, en los siguientes experimentos
trabajamos con preincubaciones de al menos 1 hora, ya que a este tiempo se consigue el

maximo grado de union virus-célula en las condiciones experimentales de nuestros ensayos.
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4.2.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION EN LA
ENTRADA DEL RSV EN CELULAS DE CULTIVO Y SOBRE LA ACTIVIDAD
FUSOGENICA DEL VIRUS.

Como se ha comentado en la Introduccion (1.2.5), se considera que los GAGs son las
principales moléculas de union del RSV. En el presente trabajo, hemos tratado de profundizar
en el tipo de compuestos que estan implicados en el reconocimiento y entrada del virus en la
célula diana. Estos glicoconjugados se encuentran unidos a glicoproteinas, por lo que hemos
analizado el efecto de tres inhibidores de la sintesis de glicoproteinas: el antibidtico
tunicamicina y la desoximanojirimicina (1,5-didesoxi-1,5-imino-D-manitol), como inhibidores
de la N-glicosilacién; y la BenzilGaINAc  (benzil-2-acetoamido-2-desoxi-a-D-
galactopirandsido) como inhibidor de la O-glicosilacidn. La dosis de estos compuestos asi como
los tiempos de incubacion estan recogidos en la Tabla 3.2 del Apartado 3.5.9 de Material y
Métodos.

Inicialmente, comprobamos si estos tratamientos eran efectivos a las dosis empleadas,
es decir, si se producia una reduccion significativa de la expresion de glicoproteinas en las
células incubadas con los inhibidores. Para ello, se trataron células Hep2 de forma
independiente con cada uno de los inhibidores, siguiendo el protocolo del Apartado 3.5.9. Los
extractos celulares se obtuvieron siguiendo el protocolo 3.5.12 y se valord la concentracion de
proteinas totales (Apartado 3.5.5). Las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida al 10
% (Apartado 3.5.12), para transferirse después a una membrana de nitrocelulosa (Apartado
3.5.14), donde fueron detectadas utilizando el kit DIG glycan Detection (Apartado 3.5.14), que
revela especificamente la presencia de glicoproteinas mediante técnicas de
quimioluminiscencia.

En la Figura 4.23 pueden verse los patrones de glicoproteinas detectados a partir de las
celulas tratadas con los diferentes compuestos: BenzilGalNAc (carril 2), tunicamicina (carril 5)
y desoximanojirimicina (carril 6), ademas de células control (carriles 3 y 4) no sometidas a
ningun tratamiento. La cuantificacion densitométrica de las bandas se realiz6 con el programa
MCcBAS a partir de los escaneados de las membranas reveladas. La Tabla 4.3 muestra los valores
del area de cada una de las bandas y los porcentajes de reduccién determinados por cada
compuesto en funcion de su correspondiente control. Las células tratadas con BenzilGalNAc
(Benzil) presentaron una reduccion de glicoproteinas del 43.5 %; en las células tratadas con
tunicamicina y desoximanojirimicina (DMJ) la reduccion fue del 69.7 y 404 %

respectivamente.
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Figura 4.23. Determinacion del efecto de BenzilGalNAc, tunicamicina vy
desoximanojirimicina sobre la expresion de glicoproteinas en células Hep?2 tratadas.

1) Transferrina, glicoproteina control; 2) Células tratadas con BenzilGalNAc; 3) Control de
tratamiento BenzilGalNAc; 4) Control de tratamiento de tunicamicina y desoximanojirimicina; 5)
Células tratadas con tunicamicina; 6) Células tratadas con desoximanojirimicina; 7) Marcador de
peso molecular (kDa).

Tabla 4.3. Andlisis densitométrico de las glicoproteinas detectadas con el kit Dig
Glycan Detection en células Hep2 incubadas con BenzilGalNAc, tunicamicina y
desoximanojirimicina. Se muestra el area total del perfil densitométrico en unidades arbitrarias
(UA) de cada una de las muestras y el porcentaje de reduccion respecto a su control en un
experimento representativo.

TRATAMIENTO AREA (UA) REDUCCION (%)
Células control BenzilGalNAc 23990 0
BenzilGalNAc (3 mM) 13550 43.5 %
Celulas co_ntrol tunicamicina 23234 0
y desoximanojirimicina
Tunicamicina (0.2 pg x ml™) 7044 69.7 %
Desoximanojirimicina (0.1 mM) 13844 40.4 %

4.2.2.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION SOBRE LA
UNION DEL RSV A CELULAS Hep2.

Una vez que se comprobd el efecto de los inhibidores sobre la expresion de
glicoproteinas en las células tratadas, analizamos si esta reduccion tenia algun efecto sobre la
union del RSV a células Hep2. Para ello determinamos el grado de union del RSV a células
Hep2 mediante citometria de flujo (Apartado 3.5.16).

Se preincubaron las células las 37 °C con los diferentes compuestos segln se describe

en el Apartado 3.5.9, para conseguir la disminucion de la expresion de glicoproteinas. Pasado
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este tiempo, las células se infectaron con RSV durante 1 hora 30 minutos a 4 °C; a esta
temperatura el virus se une a la célula pero no fusiona. Los resultados obtenidos se resumen en
la Figura 4.22, en la que se muestra la reduccidn que provoca la incubacion de las células con
los inhibidores de la glicoslicion analizados sobre la unién del RSV a células Hep2 respecto a
una muestra control de células sin tratar considerada como el 100 %. Como puede verse, el
tratamiento con Benzil, el inhibidor de la O-glicosilacion, provocé una fuerte reduccion en el
grado de union (60 %). Las células tratadas con inhibidores de la N-glicosilacién no mostraron

una reduccion significativa de la unién.
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Figura 4.24. Efecto de los inhibidores de la glicosilacion sobre la unién del RSV a
células Hep2. Como control se utilizaron células sin tratamiento previo a la incubacién con el virus.
A: Gréficos de un experimento representativo; B: Cuantificacion del grado de unidn en funcion de la
fluorescencia media. Datos: media + SD de tres experimentos independientes. *** Datos
extremadamente significativos, p < 0.001 de acuerdo con t de student.

4.2.2.2. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION SOBRE LA
INFECTIVIDAD DEL RSV EN CELULAS Hep2.

Seguidamente analizamos si los tratamientos de las células con los diferentes

inhibidores afectaban negativamente a la infectividad del RSV. Para comprobar que la fusion
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del virus conduce a un ciclo de vida productivo la infectividad se analiz6 mediante citometria de
flujo segin se ha descrito en el Apartado 3.5.16. En este caso después de 1 h 30 minutos de
unién virus-célula a 4 °C, las muestras se incubaron 24 horas postinfeccion, siempre en
presencia de los distintos inhibidores.

La Figura 4.25 resume los resultados obtenidos. Las células tratadas con Benzil y
tunicamicina mostraron el grado de infeccién por RSV maés bajo (54 % y 52 % respectivamente

respecto del control). En el caso de DMJ, la reduccion fue mucho menor (94 % de la
infectividad del control).
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Fig. 4.25. Efecto de los inhibidores de la glicosilacion sobre la infectividad del RSV en
células Hep2. Como control se utilizaron células sin tratamiento previo a la incubacion con el virus.
A: Gréficos de un experimento representativo; B: Cuantificacion del grado de unién en funcién de la
fluorescencia media. Datos: media + SD de tres experimentos independientes. . * Datos significativos,
p < 0.05; ** Datos altamente significativos, p < 0.01 de acuerdo con t de student.
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4223. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION SOBRE LA
ACTIVIDAD FUSOGENICA DEL RSV EN CELULAS Hep2.

Estos experimentos se llevaron a cabo utilizando dos métodos diferentes: andlisis de

sincitios y microscopia de fluorescencia.

4.2.2.3.1. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION SOBRE LA
FORMACION DE SINCITIOS.

En estos experimentos, se analizd el efecto de los inhibidores mencionados sobre la
actividad fusogénica del RSV mediante el método del recuento de sincitios (Apartado 3.5.4).
Células Hep2 tratadas con BenzilGalNAc, tunicamicina o desoximanojirimicina se infectaron
con RSV a 1 m.o.i. A las 48 horas postinfeccion, se realizo la tincion de Giemsa y se llevd a
cabo el recuento de sincitios en un microscopio invertido cuantificando 10 campos aleatorios
usando un objetivo 40X. En la Figura 4.24 se muestran los datos de inhibicion (B) y fotografias
de un experimento representativo (A). Como puede observarse, Benzil (el inhibidor de la O-
glicosilacion) resultd ser la sustancia que provoco la mayor reduccion de la formacion de
sincitios (70 % de reduccién). Sin embargo, a diferencia de los datos de inhibicion de
infectividad, los dos inhibidores de la N-glicosilacion afectaron significativamente a la

formacion de sincitios provocando aproximadamente el 50 % de reduccion de la misma.
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Figura 4.26. Efecto de los inhibidores de la glicosilacidn sobre la formacién de sincitios
en células Hep2: Control negativo: células sin tratamiento ni infeccion; Control positivo: células
sin tratamiento infectadas con RSV; Células tratadas con BenzilGalNAc; Células tratadas con
desoximanojirimicina; Células tratadas con tunicamicina. A: Imagenes de un experimento
representativo; B: Cuantificacion del grado de fusion medido como superficie ocupada por los
sincitios. Datos: media + SD de tres experimentos independientes . * Datos significativos, p < 0.05;
** Datos altamente significativos, p < 0.01 de acuerdo con t de student.

4.2.2.3.2. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION SOBRE FUSION
CELULA-CELULA, MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

Para comprobar si los inhibidores de la N-glicosilacién estaban afectando a la entrada
del virus se disefid un experimento de ensayo de fusion célula-célula. En este ensayo se puede
distinguir entre el efecto de los inhibidores sobre las proteinas de la membrana celular o sobre
las proteinas del virus, segun se traten las células diana o las células efectoras.

Se llevaron a cabo ensayos de fusion célula-célula utilizando dos grupos de células:
células Hep2 tratadas con los diferentes inhibidores y células Hep2 que no habian recibido
tratamiento alguno. Las primeras se marcan con la sonda verde CMFDA vy las segundas con la
sonda roja CMTPX (Apartado 3.5.7). Se infecté con RSV unos de los dos grupos de células
(células efectoras) y éstas se cocultivaron con las no infectadas (células diana) durante dos horas
a 37 °C. En las imagenes (Figuras 4.27 y 4.28) de un experimento representativo se indica
citando el color si la infeccion se realiz sobre las células verdes (pretratadas y marcadas con
CMFDA) o sobre las células rojas (marcadas con CMTPX). El tratamiento con los inhibidores
de la glicosilacion se realizd previamente a la infeccion con el RSV. Después del marcaje con
las sondas fluorescentes las células fueron cocultivadas durante dos horas a 37 °C. En el caso de
la infeccion sobre las células marcadas con CMTPX (células rojas) el efecto del tratamiento se

deberia unicamente al efecto sobre la membrana diana, el receptor del virus en la célula
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hospedadora. Sin embargo, en la infeccién de las células marcadas con CMFDA (verde) el
tratamiento también podria afectar al crecimiento del virus en la célula.

Las muestras se observaron en un microscopio invertido de fluorescencia (Olympus
IX51) utilizando un objetivo 40X, contdndose como eventos positivos de fusion aquellas células
que estuvieran marcadas con ambas sondas. El porcentaje de fusion se calculé como la media de
A'y B, es decir el nimero de células fusionadas respecto del total de células marcadas con cada
una de las sondas:

Células fusionadas Células fusionadas

Células marcadas con CMTPX Células marcadas con CMFDA

Como se observa en la Figura 4.27, que muestra los datos de fusion cuando se trata la
membrana receptora, nuevamente el tratamiento con Benzil determiné el mayor grado de
inhibicién de la fusion méas bajo (11 % de fusion respecto del control); en el caso de
tunicamicina, se observo un efecto mucho mas reducido (73 % de fusion del control). Sin
embargo, el tratamiento con DMJ no afectd al grado de fusion (110 %). Por lo tanto, estos datos
confirman los presentados en los apartados anteriores, ya que Benzil, inhibidor de la O-
glicosilacidn, es el Unico de los tres inhibidores utilizados que inhibe la fusién del RSV con la
célula hospedadora. Cuando el tratamiento con los inhibidores se llevo a cabo en las células
efectoras (Figura 4.28), el mayor efecto inhibitorio de la fusion célula-célula fue ejercido por
DMJ (32 % fusion respecto a control), menos por Benzil (48 % de fusion) y en el caso de
tunicamicina la reduccién no fue significativa. Este ultimo resultado puede ser debido a que la
toxicidad de la tunicamicina provocase de manera inespecifica transferencia de sondas entre
celulas.

Por lo tanto nuestros datos indican que la O-glicosilacion de las moléculas de unién de
la célula receptora es necesaria para una correcta interaccion entre las proteinas del RSV y la
membrana de la célula diana (Figura 4.27). Sin embargo, cuando la célula es tratada por
inhibidores de la N-glicosilacion el mayor efecto inhibitorio se observa al tratar las células
efectoras, en las que se ven afectadas las proteinas viricas. Este resultado es consistente con los
datos que indicaba que las modificaciones postraduccionales en forma de N-glicosilacion son

necesarias para la correcta funcionalidad de la proteina F del RSV (McDonald... Sugrue 2006).
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No tratadas Tratadas
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Figura 4.27. Efecto de los inhibidores de la glicosilacion sobre la fusion célula-célula
provocada por el RSV en células Hep2. La poblacion de células diana (CMFDA) habia sido
tratada con los inhibidores. Las células efectoras (infectadas con RSV) se marcaron con CMTPX. A:
Imégenes de un experimento representativo. Las imagenes de la columna de la derecha son la
combinacion de las dos anteriores, representandose en naranja los eventos de fusion. B: Cuantificacion
del grado de fusion medido como células marcadas con ambos fluoroforos. Los datos representan la
media + SD de 3 experimentos independientes. *** Datos extremadamente significativos, p < 0.001 de

acuerdo con t de student.
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CMFDA CMTPX
Tratadas No tratadas
Hoechst Infectadas No infectadas

Control -

Control +

Benzil

B Células efectoras (infectadas) tratadas
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100 -

80 1

40
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Control BenzilGalNAc DMJ Tunicamicina

Figura 4.28. Efecto de los inhibidores de la glicosilacion sobre la fusion célula-célula
provocada por el RSV en células Hep2. La poblacion de células efectoras (CMFDA) habia
sido tratada con los inhibidores. Las células diana (no infectadas con RSV) se marcaron con CMTPX.
A: Imégenes de un experimento representativo. Las imagenes de la columna de la derecha son la
combinacion de las dos anteriores, representdndose en naranja los eventos de fusién. B:
Cuantificacién del grado de fusion medido como células marcadas con ambos fluoréforos. Los datos
representan la media + SD de 3 experimentos independientes. * Datos significativos, p < 0.05 de
acuerdo con t de student.
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Por altimo se analizo el efecto del tratamiento de las células con los inhibidores de
glicosilacién sobre el crecimiento de los virus cuantificando la infectividad de los viriones
crecidos en estas condiciones. Células Hep2 pretratadas con los inhibidores se infectaron con
RSV a 0.1 m.o.i. A las 72 h postinfeccion, se recogieron los extractos de las células y se
infectaron con ellos células Vero. A las 48 horas postinfeccion se analiz6 la infectividad
mediante inmunofluorescencia cuantificandola a partir del nimero de eventos positivos en cada
pocillo (Apartado 3.5.3).

La Figura 4.29 muestra que todas las muestras obtenidas a partir células tratadas con los
diferentes inhibidores presentaron una elevada reduccion en la infectividad del RSV, si bien el
mayor grado de reduccion se observo en los extractos de células tratadas con tunicamicina.
Salvo en el caso del tratamiento con tunicamicina, estos datos estan en consonacia con los
resultados de la inhibicion de la fusion célula—célula cuando se infectaron las células tratadas
con los inhibidores (Fig. 4.28).

BenzilGalNAc

Tunicamicina

Infectividad progenie virica

B I

100 A

80 -

*kKk
-

- *KkKk

Control BenzilGalNAc DMJ Tunicamicina

20 A

% infectividad

Figura 4.29. Efecto de los inhibidores de la glicosilacién sobre la infectividad de la
progenie virica crecida en células Hep2. A: Fotografias de un experimento representativo; B:
Cuantificacién de la infectividad mediante inmunofluorescencia. Los datos representan la media +
SD de 3 experimentos independientes. *** Datos extremadamente significativos, p < 0.001 de
acuerdo con t de student.

En la siguiente tabla se resumen los resultados del tratamiento de las células con

diferentes inhibidores de la glicosilacion en la interaccion del RSV con las células:
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Tabla 4.4. Tabla-resumen de los tratamientos inhibidores de la glicosilacion en células
Hep2. Los resultados se muestran en % de inhibicion respecto al control.

_ o Inhibidor :
Técnica utilizada : _ Figura
Benzil DMJ | Tunicamicina
Unién (FACS) 59.45% | 7.58 % 7.14 % 4.24
Infeccion (FACS) 4513% | 6.28 % 47.8 % 4.25
Sincitios 68.13 % | 51.65 % 44.62 % 4.26
Fusion célula-célula

88.88 % 0% 27.14 % 4.27

Tratamiento membrana célula diana

Fusion célula-célula
_ 52.53 % | 67.66 % 13.79 % 4.28
Tratamiento membrana célula efectora

Infectividad viriones 79.45 % | 81.63 % 99.76 % 4.29

4.2.2.5. RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Las cadenas de oligosacaridos de las glicoproteinas, que se encuentran unidas a residuos
de asparagina (uniones N-), o de serina y treonina (uniones O-) pueden jugar un papel muy
importante en la diferenciacion y reconocimiento celular. Por ejemplo, muchas células
derivadas del sistema hematopoyético humano expresan leucosialina, una glicoproteina con
muchos oligosacaridos unidos por uniones O- en los cuales la estructura especifica de los
mismos es caracteristica de cada linea celular y estado de maduracion (Fukuda y Carlsson,
1986; Piller et al., 1988). Muchos de los receptores celulares descritos para virus son
glicoproteinas con oligosacéridos con uniones N- u O- segln el caso. Ademas de ser esenciales
para muchas funciones moleculares definidas, los glicoconjugados pueden actuar en otros casos
inhibiendo otras funciones, ya sea enmascarando lugares especificos de unién ligando-receptor
o alterando la estructura secundaria de estos sitios. Por ejemplo, el procesamiento proteolitico
de ciertas hemaglutininas del virus de la gripe puede ser inhibido por una cadena lateral de
oligosacaridos localizada en la proximidad del sitio de ruptura entre la hemaglutinina 1 (HA1) y
2 (HA2) (Kawaoka y Webster, 1989). También se ha visto que la inhibicion de la N-
glicosilacién o mutaciones puntuales de un sitio de N-glicosilacion de los receptores del virus de
la leucemia ecotrépica de raton o del HIV-2 da lugar a una activacion de la funcién del receptor
(Eiden et al., 1994; Potempa et al., 1997). En el NDV, nuestro grupo de investigacion ha visto
que las N-glicoproteinas son esenciales para la interaccion virus-célula pero no las O-

glicoproteinas (Ferreira et al., 2004)
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Las glicoproteinas son glicosiladas tras una secuencia ordenada de pasos cataliticos en
el reticulo endoplasmico y en el complejo de Golgi. Existe una gran variedad de inhibidores de
la glicosilacion que interfieren selectivamente en diferentes pasos de la biosintesis y el
procesamiento de los oligosacéridos unidos y que por tanto, pueden alterar las funciones de las
proteinas glicosiladas. En el presente trabajo hemos empleado inhibidores metabdlicos de la
glicosilacion de proteinas en células de cultivo para estudiar su efecto sobre la interaccion de los
mismos con el RSV con la célula diana: 1) BenzilGalNAc, que actia como un inhibidor
competitivo de N-acetil-D-galactosaminiltransferasa de serina o treonina, el primer paso de la
biosintesis de las O-glicoproteinas (Brockhausen et al., 1992; Huet et al., 1995; Guerrero et al.,
2000). 2) Tunicamicina, un anéalogo hidrofébico de la UDP N-acetilglucosamina, que inhibe el
primer paso de la N-glicosilacion blogqueando en el reticulo endoplédsmico rugoso la adicion de
N-acetilglucosamina al dolicol fosfato (al cual se unen los complejos de glicidos). Como
resultado, las proteinas no se glicosilan y disminuye su expresion en la superficie de la
membrana celular (McDowell y Schwarz, 1988). 3) Debido a la toxicidad de la tunicamicina en
las células, quisimos asegurar que los efectos observados con este compuesto eran especificos
del mismo, por lo que usamos un segundo inhibidor de la N-glicosilacion, la
desoximanojirimicina. Esta sustancia altera un paso mas tardio que la tunicamicina ya que
bloquea la eliminacién de tres residuos de manosa de las cadenas de oligosacaridos de las
proteinas inhibiendo la manosidasa | en el aparato de Golgi. En consecuencia, el precursor
glicosidico asociado a la proteina recién sintetizada no es procesado, obteniéndose
glicoproteinas con un alto contenido en manosa o con glicosilaciones incompletas, pudiéndose o
no modificar su expresion en la membrana (Bischoff y Kornfeld, 1984; Elbein et al., 1987).

Segin hemos resumido en la Introduccion, la proteina G del RSV es la proteina
principal de unién a la célula diana (Levine et al., 1987). EI RSV se une a las células diana
interaccionando con GAGs (Bourgeois et al., 1998) de la superficie celular (Krusat y Streckert
1997; Hallak et al., 2000a y 2000b), aunque todavia se desconocen las moléculas concretas. La
mayoria de los GAGs se encuentran unidos a proteinas formando los proteoglicanos.
Generalmente, esta unién consiste en el GAG unido a un trisacarido formado por dos residuos
de galactosa y uno de xilosa, que se unen a su vez a la proteina mediante un enlace O-
glicosidico al aminoacido serina o treonina. Existen también algunos proteoglicanos formados
por uniones N-glicosidicas con asparagina, pero son mucho menos frecuentes (Taylor y Gallo,
2006).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la O-glicosilacion es
importante para la unidn, fusion e infectividad del RSV con células Hep2 (Figuras 4.24, 4.25,
4.26, 4.27 y 4.28; tabla 4.4). En los experimentos mostrados se observa que BenzilGalNAc
(agente que bloquea la biosintesis de las O-glicoproteinas) provoca una inhibicion de la unién a

las células Hep2 de casi el 60 % (Figura 4.24). Cuando se analizd el efecto de este compuesto en
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la infectividad del RSV en células tratadas también se obtuvo un elevado efecto inhibitorio,
siendo de entorno al 45 % segun datos de cuantificacién por FACS (Figura 4.25) y del 70 % en
el caso de la formacion de sincitios (Figura 4.26). En el ensayo de la fusion célula-célula la
inhibicién fue de casi un 90 % cuando se trataban las células diana (Figura 4.27) y de entorno al
50 % cuando se trataba de las células efectoras (Figura 4.28). También observamos la reduccién
de la infectividad de los viriones presentes en los extractos de células tratadas con Benzil e
infectadas, de aproximadamente el 80 %, dato coincidente con la reduccion de la fusion después
de tratar la membrana diana, como se ha comentado mas arriba. Estos datos del efecto de los
inhibidores de la O-glicosilacion estan en sintonia con datos del grupo de J. Peeples que
atribuye un 75 % de la union del RSV a las células a la interaccion con GAGs (Techaarpornkul
et al., 2001), ya que como se ha mencionado la mayoria de GAGs estan unido mediante O-
glicosilaciéon. Sin embargo, nuestros datos no permiten descartar el papel de otras O-
glicoproteinas diferentes de los proteoglicanos en la entrada del RSV.

El tratamiento con los dos inhibidores de la N-glicosilacién empleados, DMJ y
tunicamicina, apenas ejercieron efecto sobre la union del RSV a las células Hep2 (Figura 4.24 y
Tabla 4.4), descartando que las N-glicoproteinas estén implicadas en el procesos de union virus-
célula. Sin embargo, la infectividad del RSV se vio reducida Gnicamente cuando las células
fueron tratadas con tunicamicina, pero no con DMJ en un ensayo FACS (Figura 4.25). El efecto
diferencial de la tunicamicina podria deberse a la toxicidad descrita de esta sustancia (Hiss,
Gabriels... 1996; Chang korolev 2002) y observada también en nuestros experimentos
(Apartado 3.5.20). También podria argumentarse que el efecto sobre la N-glicosilacién que
provoca el tratamiento con DMJ (maduracién de restos de manosa) no afecta al virus. Sin
embargo, ambos inhibidores redujeron la formacidn de sincitios en monocapas de células Hep2
infectadas con RSV (Figura 4.26). Estas diferencias con los datos obtenidos mediante ensayos
FACS también podria deberse a la diferencia entre los dos métodos, ya que para la formacion de
sincitios las glicoproteinas del virus deben expresarse en la membrana de la célula y ser
funcionales y para los ensayos de infectividad se cuantifica el total de proteina virica expresada
en la célula. En las células tratadas con los inhibidores de glicosilacion expresadas en la
membrana de la célula infectada, serian proteinas con un patron de glicosilacion diferente al tipo
silvestre lo que podria afectar a la fusion. De hecho, DMJ provocé un descenso de la formacion
de sincitios, fusion célula-célula si se trata la membrana efectora y descenso de la infectividad
de los viriones (o reduccion del n° de viriones) mientras que no afect6 al grado de union ni a la
infectividad (Tabla 4.4) lo que apoya la idea de que la inhibicion que provoca DMJ esta
relacionada con su efecto en la glicosilacion de las proteinas viricas y no de las glicoproteinas
de la célula. De acuerdo con esta explicacion, el grupo de J. Sugrue ha publicado que los
residuos N-glicosilados de la proteina F del RSV son fundamentales para su actividad

fusogénica (McDonald, Jeffree... Sugrue 2006).
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Los resultados mas dificiles de interpretar son los relativos al efecto de tunicamicina, ya
que inhibe la formacion de sincitios (45 %) pero no la fusidn célula-célula. Como ya se ha
comentado, esta sustancia resulta ser muy toxica para las células, por lo que los resultados
deben considerarse con precaucion. Si bien estamos trabajando con concentraciones que no
afectan a la viabilidad celular, es cierto que la célula se ve afectada y especialmente la
membrana. Este pequefio en la membrana puede estar provocando un fenémeno de
autoflorescencia que obervamos como ruido de fondo en las fotos.

En resumen, el conjunto de los resultados mostrados en este apartado indicarian que los
tratamientos inhibidores de la N-glicosilacion no afectan a la entrada del virus a la célula, sino
posiblemente en un estadio posterior como puede ser la formacion de nuevos viriones, mientras
que los inhibidores de la O-glicosilacion afectarian a ambas etapas.

Segun la bibliografia consultada, no se ha encontrado ningun virus para el que los
receptores en la superficie celular sean indistintamente glicoproteinas con uniones O- y N-, lo
gue es confirmado con nuestros experimentos también para el RSV, por lo que parece l6gico
pensar que la union del RSV a la célula diana dependa exclusivamente de las uniones O-
glicosiladas del receptor. En otras palabras, en la interaccion del RSV con la célula diana serian
importantes las uniones de GAGs con las proteinas O-glicosiladas. Tampoco descartamos que
ademés de los GAGs otras moléculas como glicoproteinas O-glicosiladas pudieran ser
receptores del RSV interaccionando bien con la proteina G y/o con la proteina F, ya que segun
hemos mencionado en la Introduccion, un 25 % de la union del RSV a las células es
independiente de los GAGs (Techaarpornkul et al., 2001).

4.2.3. VOPBA

La interaccion de las proteinas viricas con los receptores de membrana de la célula
hospedadora es fundamental para que el virus pueda infectar dichas células. Para poder entrar en
la célula el virus tiene que unirse a un receptor y en ocasiones a un co-receptor antes de poder
penetrar. Como se ha comentado anteriormente (Apartados 1.2.5 y 4.2.7), los GAGs son los
principales motivos de unién del RSV. Sin embargo no cumplen no cumplen las caracteristicas
de un receptor funcional (Farnoosh Tayyari, David Marchant, Theo J Moraes, Wenming Duan,
Peter Mastrangelo & Richard G Hegele 2011):

- Inhibicion de la infeccidn al incubar las células con anticuerpo frente al receptor

candidato (neutralizacion), al incubar el RSV con el receptor en forma soluble

(competicion) o al reducir la expresion del receptor mediante RNA..
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- Induccion de susceptibilidad de infeccion por RSV al expresar el receptor en células

no permisibles a la infeccion

Para tratar de identificar proteinas de la membrana diana que sirvieran de posibles
receptores del RSV utilizamos un ensayo de VOPBA (Ensayo de unién de virus a capa de
proteinas, Apartado 3.5.14), al igual que se ha descrito para el NDV anteriormente (Apartado
4.1.2). En este caso para aumentar la especificidad de la unién utilizamos un kit comercial de
Fermentas Life Science, para extraer especificamente las proteinas asociadas a membranas
celulares.

El RSV se incubd con proteinas extraidas de las linea celular Hep2, Tambien se
utilizaron las lineas celulares HeLa y Vero, ya que ambas lineas son infectadas por el RSV. En
primer lugar se llevd a cabo la técnica de VOPBA en geles de PAGE unidimensional.
Observamos (Figura 4.30.A) una union especifica del RSV a las proteinas de extractos celulares
de Hep2 de 36 y algo mas de 95 kDa, union que desaparecié en los controles negativos:
incubacion con Heparina, inactivacion del virus mediante choque térmico a 100 °C o mediante
exposicion bajo luz ultravioleta. Los mejores resultados se detectaron con las proteinas extraidas
de la linea celular Hep2. Esta linea celular que deriva de células de laringe serian células
provenientes de su hospedador natural y es una de las lineas celulares que se utilizan
habitualmente en los estudios del RSV en cultivos celulares. Para poder identificar con mayor
precisién la proteina detectada en la electroforesis unidimensional, se repitié el ensayo VOPBA
separando las proteinas de los extractos de membrana de células Hep2 mediante PAGE
bidimensional. Como ya se ha sefialado, esta técnica permite separar las proteinas no solo en
funcion de su peso molecular, sino también de sus propiedades eléctricas, separando asi
proteinas que co-migran en la primera dimension. En la figura 4.30.B se sefialan en rojo los
diferentes puntos observados después de incubar las membranas con RSV, que se corresponden

con las proteinas numeradas en la figura 4.30.C.
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RSV uv 100 eC Heparina

250 ==
13055

Figura 4.30. Resultados del VOPBA en la unién del RSV a células de cultivo Hep2. A:
Electroforesis monodimensional; RSV: Incubacién con RSV; Heparina: incubacién con RSV
inactivado con Heparina; UV: incubacién con RSV inactivado bajo la exposicién a ultravioleta; 100
°C incubacion con RSV inactivado incubandose 5 minutos a 100°C; 1: Hep2; 2: HelLa; 3: Vero; 4:
RSV. B y C: Electroforesis bidimensional, incubacién con RSV. Se consideraron positivos los
puntos que estuvieran presentes en al menos dos geles. D) Proteinograma de extractos de células
Hep2, Gel de electroforesis bidimensional revelado con Sypro Ruby

A partir de geles de PAGE bidimensional tefiidos con la solucién comercial Sypro Ruby
realizado en paralelo al del ensayo VOPBA (Figura 4.30.D), se analizaron las proteinas que
interaccionan con el virus llevando a cabo espectometria de masas MALDI-TOF-(matrix
assisted laser desorption ionization-time of flight) en el Laboratorio de Protedmica de la Unidad
de Investigacion del Hospital Universitario de Salamanca. La identificacion de proteinas se

realiz6 mediante el programa Mascot (http://www.matrixscience.com) frente a dos bases de

datos no redundantes de secuencias de proteinas: Swiss-Prot y NCBInr. Los datos obtenidos se
resumen en la Tabla 4.5 Se considera que valores con un score superior a 62 son significativos
(p <0.05).
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Tabla 4.5. Resultado del test Mascot de la secuencia de péptidos obtenida al realizar la

espectometria de masas. ID: Identificativo, Nombre: Nombre de la proteina identificada;
SCORE: Valor obtenido al realizar el test de Mascot; % Cov: % secuencia cubierta; PM: Peso

Molecular; pl: Punto Isoeléctrico.

Spot

NOMBRE DE LA

SCOR

%

PM

ne 12 PROTEINA E | cov | (Da) | P
1 ENPL_HUMAN | Endoplasmina 200 27 | 92696 | 4,76
2
3
4
5 | NUCL_HUMAN |Nucleolina 130 | 11 | 76625 | 46
6 NUCL_HUMAN | Nucleolina 110 10 76625 | 4,6
7 ACTB_HUMAN | Actina, citoplasmatica 1 143 39 42052 | 5,29
8 | HNRPK_HUMAN |Ribonucleoproteina 169 | 27 | 51230 |5,39
- heterogénea nuclear K
9 | HNRPK_HUMAN | Ribonucleoproteina 142 | 26 | 51230 |5,39
heterogénea nuclear K
10 | G3BP1 HUMAN |Froteinaactivadoraldela | 425 | 55 | 523189 |536
GTPasa de Ras
11 | G3BP1 HUMAN |Proteinaactivadora ide la 228 | 30 | 52189 |5,36
- GTPasa de Ras
12 | HNRPK_HUMAN | Ribonucleoproteina 357 | 35 | 51230 |5:39
- heterogénea nuclear K
13 | G3BP1 HUMAN |Proteinaactivadora ide la 226 | 37 | 52189 |5,36
- GTPasa de Ras
14 | G3BP1 HUMAN |Proteinaactivadoraldela | 17, | 55 | 52189 |536
- GTPasa de Ras
15 NPM_HUMAN Nucleofosmina 32726 | 4,64
16 NPM_HUMAN | Nucleofosmina 67 25 32726 | 4,64
17 | NPM_HUMAN | Nucleofosmina 216 | 28 | 32726 | 4,64
18 NPM_HUMAN | Nucleofosmina 114 14 32726 | 4,64
19 | C10BP_HUMAN | Subcomponente C1Q del 399 | 30 | 31742 | 4,74
sistema de complemento
20 SET HUMAN | Proteina SET 117 | 24 | 33469 | 4,23

4.2.3.1. RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Se ha propuesto que la unién de los virus a los proteoglicanos de la superficie celular

podria suponer un contacto inicial virus célula, seguido por un segundo contacto de mayor

afinidad a otro tipo de molécula receptora (Collins chanok Murphy Fields virology). Numerosas

moléculas se han planteado como receptores de afinidad del RSV como por ejemplo lectinas
(Ribeiro LZ, Tripp RA, Rossi LM, Palma PV..., Queiréz DA. 2008), CD14 y TLR4 (Kurt-

Jones 2000) o la molécula de adhesion intercelular 1 (Behera, A.K. 2001), pero ninguna cumple
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con los requisitos de receptor funcional resumidos en la introduccién de este apartado(Farnoosh
Tayyari, David Marchant, Theo J Moraes, Wenming Duan, Peter Mastrangelo & Richard G
Hegele 2011). En este trabajo hemos identificado numerosas moléculas que se unen de manera
especifica al RSV en un ensayo in vitro (Figura 4.30) y, que podrian ser candidatos potenciales

a receptores especificos.

ENPL_HUMAN Endoplasmina (spot 1), proteina de choque térmico de 90 kDa. No se ha
descrito su presencia en la membrana plasmatica. Es una Chaperona con funciones en el

procesamiento y transporte de proteinas secretadas (Christianson J.C., Shaler T.A., Tyler

R.E., Kopito R.R.2008 Nat. Cell Biol). Se ha publicado su implicacion en la morfogénesis de

nuevos viriones de rotavirus (Maruri-Avidal L, Lopez S, Arias CF. 2008).

NUCL_HUMAN Nucleolina (spots 5 y 6), proteina C23. Localizacién nuclear y también en la
superficie celular asociada con actina (Hovanessian et al., 2000). Induce la decondensacion de la
cromatina uniéndose a la Histona-1, se cree que juega un papel fundamental en la pre-

transcripcion del RNA y el ensamblaje de los ribosomas. (Parada C.A., Roeder R.G. EMBO J.

1999). Estd descrita la importancia de la nucleolina en la transcripcion de citomegalovirus
(Strang BL, Boulant S, Coen DM 2010) o HIV (Marchand V, Santerre M, Aigueperse ...,
Motorin Y. 2011) y en la salida de virus como el VSV (Sagou K, Uema M, Kawaguchi Y.
2010).

Se ha publicado recientemente que el RSV interacciona con la proteina nucleolina
uniéndose a ella en la superficie apical de la célula mediante la interaccion con la proteina F

(Farnoosh Tayyari, David Marchant, Theo J Moraes, Wenming Duan, Peter Mastrangelo

& Richard G Hegele 2011). Diferentes experimentos corroboran que esta proteina constituye un
receptor funcional del RSV: la utilizacion de un anticuerpo frente nucleolina, la incubacion del
RSV con nucleolina soluble o el silenciamiento génico de la proteina mediante siRNAs
redujeron la infeccion del RSV; ademas, la expresion de esta proteina en células no susceptibles
de infeccién por RSV las hizo sensibles a la infeccion. Estos autores proponen el RSV se uniria
a proteoglicanos de la superficie celular, unién que estabilizaria al viridn para que pueda unirse
a la nucleolina mas especificamente, de manera similar a como ocurre en otros virus como el
HSV (Tufaro, F 1997; Myung-Jin Oh ... Deepak Shukla 2010)) o el virus de la hepatitis
(Leistner, C.M. 2008) con otro tipo de moléculas. Sin embargo, la nucleolina podria no ser el
Unico receptor del virus ya que es una proteina ampliamente distribuida en diferentes tejidos y
no explicaria el tropismo del virus, por lo que otras proteinas celulares puedan actuar con esa
funcion. También se ha descrito que la nucleolina es un cofactor necesario para la infeccion de
otro paramixovirus, el hPIV3 (Base et al., J virol 2004 8146-8158) a través de la interaccién con

la proteina F.
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Resultados

HNRPK_HUMAN ribonucleoproteina heterogénea nuclear K (spots 8, 9 y 12). Localizacién
nuclear. Actla en el metabolismo nuclear de los hnRNAS, particularmente en los pre-RNAs que
contienen secuencias ricas en cisteina (Matunis M.J., Michael W.M., Dreyfuss G.
Mol. Cell. Biol. 1992) Hsieh T.-Y., Matsumoto M., Chou H.-C., Schneider R., Hwang S.B., Lee
A.S., Lai M.M.C.J. Biol. Chem. (1998)

G3BP1_HUMAN Proteina activadora 1 de la GTPasa de Ras (spots 10, 11, 13y 14), ADN
helicasa VIII dependiente de ATP. Localizacion ubicua, citoplasma, membranas celulares y
nacleo. Implicada en la funcién de Ras (Parker et al., 1996) y la sefializacion por ubiquitina

(Soncini et al., 2001). Se ha visto que varios virus que interaccionan con esta proteina para

modificar el sistema de respuesta a stress de la célula: SINV (lleana Cristea, Heather
Rozjabek, ... MacDonald 2010) poliovirus, (White, J. P., A. M. Cardenas, W. E. Marissen,
and R. E. Lloyd. 2007) y virus de la hepatitis C ( Yi, Z., C. Fang, T. Pan, J. Wang, P. Yang,
and Z. Yuan. 2006).

NPM_HUMAN Nucleofosmina (spots 15, 16, 17 y 18), Fosfoproteina nuclear B23.
Localizacion celular en citoplasma, nlcleo y citoesqueleto. Implicada en numerosos procesos
celulares como la biogénesis de los ribosomas, duplicacion del centrosoma, ensamblaje de
histonas, proliferacién celular o regulacién de los supresores tumorales p53 y ARF.
(Swaminathan V., Kishore A.H., Febitha K.K., Kundu T.K. Mol. Cell. Biol (2005) Maggi L.B.
Jr., Kuchenruether M., ..., Townsend R.R., Pandolfi P.P., Weber J.D. Mol. Cell. Biol. (2008)

Vascotto C., Fantini... D.Tell G. (2009) . Se ha descrito la interaccion de viriones intactos de

adenovirus con esta proteina (Bevington JM, .. Trempe JP. 2007).

C1QBP_HUMAN Subcomponente C1Q del sistema de complemento (spot 19).
Localizacion mitocondrial, nuclear y en la membrana plasmatica. Se une a la cabeza globular de
otros componentes del complemento, C1G inactivando la activacion de C1. Se han descrito
interacciones con esta proteina del virus de la rubeola (Beatch MD, Hobman TC 2000) y del
HIV-1 (Berro R, Kehn K, de la Fuente C, ..., Kashanchi F. 2006).

SET_HUMAN Proteina SET (spot 20). Localizada en citoplasma, reticulo endoplasmico y
nacleo. Implicada en diferentes funciones como apoptosis, transcripcion ensamblaje nuclear o
unioén a histonas. Estimula la replicacién de los adenovirus (Minakuchi M., Kakazu N., Gorrin-
Rivas M.J., ..., Ueda K., Adachi Y. Eur. J. Biochem. (2001) Fan Z., Beresford P.J., Zhang
D., Lieberman J. Mol. Cell. Biol. (2002)
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Resultados

En definitiva nuestros datos muestran la interaccion del RSV in vitro con diferentes
proteinas. Si estas proteinas estan o no implicadas en las entrada del RSV debera analizarse por
lo que futuros experimentos in vivo de nuestro laboratorio abordaran con mayor profundidad la
especificidad de la union del RSV a estos compuestos, asi como su posible efecto en

tratamientos antiviricos.

4.2.4. ESTUDIO DEL EFECTO DEL pH Y LA TEMPERATURA SOBRE LA FUSION
DEL RSV CON CELULAS Hep2.

Como ya se ha comentado antes en esta Memoria, en los paramixovirus esté establecido
que la fusion virica con la célula diana ocurre a pH neutro en la superficie celular (Apartado 1.4)
aunque ya hemos descrito el papel del pH &cido en el NDV (Apartado 4.14). También en el
Metapneumovirus humano (HMPV), que pertenece a la misma subfamilia que el RSV,
Pneumovirinae, se ha visto que el pH &cido es el desencadenante de la fusion de membranas, asi
como que este virus utiliza la ruta endocitica como mecanismo de entrada (Schowalter, Chang,
Dutch 2008). En el caso del RSV se ha descrito que la fusidn con las células diana no precisa de
un cambio de pH (acidificacion) para que tenga lugar (Srinivasakumar et al., 1991). Para
profundizar en este aspecto, el grupo de experimentos que se resume a continuacion trata de
analizar el efecto del pH y la temperatura en la fusién del RSV con células de cultivo Hep2,

mediante técnicas de espectrofluorimetria, microscopia de fluorescencia, y recuento de sincitios.

4.2.4.1. ANALISIS DEL EFECTO DEL pH EN EL RSV SOBRE LA FUSION VIRUS-
CELULA Y SOBRE LA FUSION MEDIADA POR LAS GLICOPROTEINAS DEL RSV
(MEDIANTE RECUENTO DE SINCITIOS).

Los siguientes experimentos tienen como objetivo analizar si el pH acido ejerce algin
efecto sobre la fusion del RSV con células Hep2.

El RSV fue marcado con la sonda fluorescente Rig (Apartado 3.5.6). Se incubaron
células Hep2 con 0.1 ug RSV-Ryg durante 1 hora a 4 °C a pH neutro. A esta temperatura, el
virus puede unirse a la célula pero no fusionar. Tras sucesivos lavados para eliminar el virus no
unido, las muestras virus-célula se incubaron durante 2 minutos en PBS a diferentes pHs (4, 4.5,
5,5.5, 6, 6.5, 7.4, 8). Posteriormente, las muestras se incubaron 1 hora en medio completo a 37

°C para que la fusion pudiera producirse. Pasado este tiempo, se observaron en un microscopio
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de fluorescencia utilizando un objetivo de 40x. El grado de fusion virus-célula se cuantificd
contando el porcentaje de eventos positivos de fusién (células marcadas con la sonda Ryg)
respecto del total de células.

La Figura 4.31 muestra fotografias de un experimento representativo y la Figura 4.32
muestra datos obtenidos a partir de la cuantificacion de experimentos como los de la Figura
4.31.
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Figura 4.31. Efecto del pH en la fusion del RSV-R;5 con células Hep2. A: Fotos de un
experimento representativo; B: Cuantificacion de la fusion RSV con células Hep2. La fusion se
calcul6 dividiendo el nimero de células marcadas entre el total de células en un campo. Los datos
representan la media + SD de tres experimentos independientes. En cada experimento se analizan 10
campos elegidos al azar (como los mostrados en la parte A).
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Resultados

En la Figura 4.31 se observa un aumento de la fusion virus-célula a pHs ligeramente
acidos (5 y 5.5). Como puede verse, la fusion fue maxima a pH 5; a este pH se produce un
aumento del 38 % respecto del control (pH 7.4).

Seguidamente analizamos el efecto del pH &cido en la fusion del RSV mediante un
ensayo fluorimétrico que permite una mejor cuantificacion del grado de fusion del RSV con las
células Hep2 y el estudio cinético del proceso. Las particulas viricas también fueron marcadas
con la sonda fluorescente Ryg Seguin se describe en el Apartado 3.5.17. Después, 10 ug de RSV-
Ris se incubaron con 2 x 10° células Hep2 a 4 °C durante 30 minutos o bien se midio
directamente la fusion. Se emplearon dos soluciones amortiguadoras diferentes, tampén citrato
y tampon universal para comprobar que el efecto del pH no se viera influenciado por el pK de la

solucion usada. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.32:
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Figura 4.32. Analisis fluorimétrico de la fusion del RSV-R;g con células Hep2.

Las gréficas de la derecha muestran experimentos representativos realizados con tampon universal.
pH7: RSV preincubado durante 30 minutos a 4 °C, fusién a pH7; pH5: RSV preincubado durante 30
minutos, fusién a pH5; pH7+5: RSV preincubado durante 30 minutos, fusién a pH7 hasta los 100
segundos que se cambia a pH5; 0"UnipH7: RSV no preincubado, fusién a pH7en tampon universal,
0"UnipH5: RSV no preincubado, fusién a pH5 en tampdn universal. Los datos representan la media
+ SD de 3 experimentos independientes. * Datos significativos, p < 0.05; ** Datos altamente
significativos, p < 0.01; *** Datos extremadamente significativos, p < 0.001 de acuerdo con t de
student.
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En la Figura 4.32.A se aprecia que el grado de fusion del RSV con células Hep2 se
incrementa a pH 5 cuando el virus se preincuba con las células durante 30 minutos a 4 °C. Este
aumento de la fusion a pH acido se observé en las dos soluciones amortiguadoras utilizadas. Sin
embargo, si el RSV-R1g no se preincuba previamente con las células, no observamos variaciones
significativas entre ambos pHs sino que se observaron niveles de fusion menores del 50 % de la
fusion detectada a pH después de preincubar (Figura 4.32.B) y en comparacién con el control a
pH 7.4. Estos resultados nos llevan a concluir que el efecto activador del pH &cido en la fusion
del RSV tiene lugar después de que se han formado los complejos virus-receptor celular, es

decir, seria un efecto especifico sobre la fusién y no en la unién del virus con las células.

4.2.4.2. ANALISIS DEL EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD FUSOGENICA DE
LAS GLICOPROTEINAS DEL RSV EXPRESADAS EN CELULAS INFECTADAS.

Para seguir profundizando en el efecto del pH en la fusién del RSV. en el siguiente
grupo de experimentos estudiamos el efecto de los tratamientos de pH acido sobre las
glicoproteinas viricas que se expresan en células infectadas por RSV (Apartado 3.5.18). Para
ellos las células infectadas con RSV con una m.o.i de 1 0 0.1 se incubaron con una solucion
amortiguadora a pH neutro (pH 7.4) o acido (pH 5) durante 3 minutos un total de 3 veces, es
decir, se dieron tres pulsos de pH cada 3 horas. Posteriormente se incubaron las muestras hasta
las 48 horas, tiempo en el que las células fueron fijadas. En la Figura 4.33 se resumen los datos
obtenidos. La infectividad se cuantifico (Figura 4.33.A) a partir de fotos como las que se
muestran en la Figura 4.33B tomadas 48 horas después de la infeccion. Para ello se midié la
superficie ocupada por los sincitios respecto al total de superficie ocupada por células o bien la
superficie fluorescente respecto al total del campo. Se consider6 el 100 % los valores obtenidos
a pH 7 para cada una de las multiplicidades de infeccion utilizadas. Sélo se observd un
incremento  significativo de la infectividad (22 %) cuando se analiz6 mediante
inmunofluorescencia el porcentaje de células infectadas a una multiplicidad de infeccién baja,
0.1 m.o.i.). Cuando se cuantificé la formacion de sincitios se observd una ligera inhibicién con
ambas dosis de virus (6 % con 1 m.o.i., y 13 % con 0.1 m.o.i.).

Por lo tanto, estos resultados no revelan una activacion del RSV por pH, a diferencia de
los mostrados en apartados anteriores (Fig. 4.31 y 4.32). En los experimentos de formacion de
sincitios, se analiza el efecto del pH sobre la formacion de la nueva progenie virica y la
expresion de nuevas proteinas. Es decir, comprobamos el efecto del pH sobre las proteinas que
se expresan en la superficie celular como resultado del nuevo ciclo virico que esta teniendo
lugar. Posteriormente este se traducvird en una sintesis de proteinas y en una actividad

fusogénica que serén los parametros a medir. Sin embargo en el apartado anterior comprobamos
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especificamente el efecto directo sobre la fusién. El pulso de pH &cido tenia lugar en el
momento en el que virus y células se habian unido y las membranas iban a fusionar (Figura
4.32).
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Figura 4.33. Efecto de la exposicion a pulsos de pH 5 sobre la infectividad del RSV en
células Hep2. A: Cuantificacién de los resultados; B: Fotografias de un experimento
representativo. Se considerd el 100 % de infectividad la obtenida en células con tratamiento
a pH 7.4 a cada una de las m.o.i. Los datos representan la media + SD de 3 experimentos
independientes. * Datos significativos, p < 0.05; ** Datos altamente significativos, p < 0.01; ***
Datos extremadamente sianificativos. b < 0.001 de acuerdo con t de student.

Las proteinas viricas de fusion cuando se activan y adquieren su conformacion
postfusdgenica pierden la capacidad de fusionar nuevamente ya que esta modificacion es irreversible
(Carr Chaudhry y kim 1997; Leikina, Chernomordik 2002; Tscherne, Rice 2006). Para ver si la
exposicion a pH &cido era capaz de inactivar la proteina F del RSV, viriones purificados fueron
incubados durante 30 minutos a pH 5 a 37 °C. Después de tamponar nuevamente los viriones a pH 7
se infectaron células Hep2. La infectividad se cuantificO de manera similar a lo descrito en el
apartado anterior a partir de fotos tomadas 48 horas después de la infeccion. Para ello se midi6 en
pixeles la superficie ocupada por los sincitios respecto al total en pixeles de superficie ocupada por
células o bien la superficie fluorescente respecto al total del campo. En la Figura 4.33 observamos
que el tratamiento del RSV con el pH &cido determind la disminucion de la infectividad virica, tanto
si se analizaba la formacion de sincitios, como si se cuantificaba mediante inmunofluorescencia. El
mayor % de inhibicion se observd cuando se infectaron las células con 0.01 ug de RSV (0.2 m.o.i
aproximadamente), siendo la inhibicion ejercida por el pH acido del 37 % (inmunofluorescencia) y
del 54 % (formacidn de sincitios). Por lo tanto el pH acido inactiva parcialmente el RSV, pudiendo

provocar un cambio conformacional que impidiera la actividad fusogénica de la proteina F.

151


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tscherne%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16439530

Resultados

A

% Infectividad

citios

\ B Inmunofluorescencia  BFormacion de sincitios \ B
120 Sin
"‘ﬂ\

100 A

80 0.1pg

60 -

40

20 - 0.0lpg

0 4

Control 0.1ug 0.01ug

Figura 4.34. Efecto de la exposicion a pH 5 (acido) sobre la infectividad de viriones de
RSV en células Hep2. A: Cuantificacion de los resultados; B: Fotografias de un
experimento representativo. Se consider6 el 100 % de infectividad la obtenida en células
con viriones tratados a pH 7.4 en cada una de las concentraciones de virus empleadas. Los
datos representan la media + SD de 3 experimentos independientes. ** Datos altamente

significativos, p < 0.01; *** Datos extremadamente significativos, p < 0.001 de acuerdo con t de
student.

4.2.4.4. ANALISIS DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA FUSION DEL RSV
CON CELULAS Hep2

Se ha visto que la actividad de las proteinas de fusion de los virus que fusionan a pH
acido es, in vitro, dependiente de la temperatura. Asi, el virus de la gripe puede fusionar a pH
5.6y 37°C, 6 apH 7 y 62°C (Ruigrok et al., 1986; Warton et al., 1986; Carr et al., 1997). En los
paramixovirus se ha visto que la temperatura de 60 °C es capaz de producir la activacion de su
proteina F en ausencia de la proteina de anclaje desencadenando su conformacion
postfusogénica (Connolly, Leser, lamb 2006 Refolding). En este contexto quisimos analizar el
efecto de la temperatura sobre la fusion del RSV mediante técnicas de microscopia de
fluorescencia.

Se marcd RSV con la sonda fluorescente R;g (Apartado 3.5.6) y posteriormente se
incub6 0.1 ug de RSV-Ryg con células Hep2 durante dos minutos a diferentes temperaturas (22
°C, 30 °C, 37 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 60 °C, 65 °C) y més tarde dos horas a 37 °C (Apartado
3.5.18). Las células se observaron con un microscopio de fluorescencia con un objetivo de 40X,
considerandose eventos positivos de fusion las células marcadas con la sonda fluorescente Rys.

En la Figura 4.35.A se muestran fotografias de un experimento representativo; los datos

cuantitativos se resumen en la gréfica de la Figura 4.35.B.
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Figura 4.35. Efecto de la temperatura sobre la fusion del RSV con células Hep2. A:
Fotografias de un experimento representativo B: Cuantificacion de los resultados. El
porcentaje de fusion se calcul6 dividiendo el nimero de células marcadas entre el total de células en
un campo. Los datos representan la media + SD de tres experimentos independientes; en cada
experimento se analizan 10 campos elegidos al azar.

Los resultados muestran una dependencia de la fusion del RSV de la temperatura. Asi,
el grado de fusion fue méximo 55 °C, produciéndose un incremento de un 30 % respecto a la

fusién producida a 37 °C, dato muy similar a la activacion de la fusion alcanzada a pH 5 (38 %)
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(Figura 4.31). A partir de esta temperatura, se produce un descenso brusco del grado de fusién
virus-célula. Recientemente, se ha publicado (Yunus et al. Virology 2010) que la proteina F
sufre un cambio conformacional cuando se expone a altas temperaturas (45-55°C), cambio
conformacional que da lugar a la formacion del haz de seis hélices de la conformacion
postfusogéncia de la proteina. Por lo tanto, el aumento de temperatura aportaria energia para
activar los cambios conformacionales de la proteina F y provocar un incremento de la fusién del
RSV (Fig. 4.35).

4.2.4.5. RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Como ya se ha comentado en este Trabajo (Apartado 1.5 de la Introduccion), las
proteinas de fusion de paramixovirus pertenecen a la clase | de proteinas de fusion, cuyo modelo
es la proteina HA del virus de la gripe. EI mecanismo que dispara la fusién de membranas en los
diferentes virus depende sustancialmente del tipo de proteina de fusién virica de que se trate.
Las proteinas de clase | pueden clasificarse a su vez entre aquellas cuya activacion ocurre por
exposicion a pH ligeramente &cido (proteina HA del virus de la gripe) y aquellas en las que
ocurre a pH neutro por interaccion con un receptor (glicoproteina Env del virus HIV o proteinas
F de los paramixovirus). En el virus de la gripe, la exposicion a pH acido en los endosomas
provoca el cambio conformacional que hace que se produzca la fusién de la membrana virica
con la del endosoma (Bullough et al., 1994; Hernandez et al., 1996). En el caso de los
paramixovirus, el reconocimiento del receptor celular por parte de la proteina virica de union al
receptor provocaria el cambio conformacional en ella que se transmitiria a la proteina F, lo cual
seria necesario para la activacion de la fusion (Lamb, 1993). Sin embargo, este modelo de
activacion de la proteina fusion de paramixovirus no es aplicable para el RSV, ya que aunque la
proteina G es responsable de la union virus-célula, mutantes AG son capaces de infectar células
Vero y de formar sincitios (Apartados 1.2.4.2 y 1.5 de la Introduccion). Ademas otros estudios
han mostrado que el virus AG-SH una vez anclado en la membrana diana penetra igual de
répido, lo que indica que a diferencia de otros paramixovirus, la proteina F no necesita la
interaccion con otras proteinas viricas para iniciar la fusién (Techaarpornkul et al., 2001). Ya se
ha comentado que se ha propuesto la existencia de un receptor celular para la proteina F, pero
aun no se ha confirmado.

Se ha propuesto un tercer mecanismo de activacion de las proteinas de fusion de clase I,
segun el cual se produciria inicialmente la union del virus a los receptores a pH neutro, y una
segunda etapa a pH acido completaria el proceso de fusion con la célula hospedadora (Mothes et
al., 2000; Earp et al., 2003; Barnard et al., 2004; Matsuyama et al., 2004). Esto sucede por

ejemplo en el virus aviar del sarcoma y la leucosis (ASLV) (Earp et al., 2003). Ademas se ha
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visto que virus pH-independientes que fusionan con la membrana a pH neutro pueden ser
internalizados por una ruta endocitica independiente de pH. En este sentido, nuestro grupo ha
demostrado que el NDV utiliza la via endocitica como mecanismo alternativo de entrada en la
célula, asi como que el pH podria activar la fusion virica (San Roman et al., 1999; Cantin et al.,
2007 y Apartados 4.1.4 y 4.1.5 de esta memoria). Estos trabajos plantean la duda de que virus
catalogados como pH independientes no lo sean en realidad y necesiten la exposicion a pH
acido en un paso posterior a la internalizacion para llevar a cabo la infeccion virica (Smith...
Dutch, 2009). Esto sucede por ejemplo en el caso del virus Nipah que ademés de fusionar con
las células a pH neutro también puede entrar por macropinocitosis (Perner et al., 2009). Otro
ejemplo seria el virus Ebola en el que se ha propuesto un mecanismo de entrada dependiente de
caveolina (Empig y goldsmith, 2002) y otro dependiente de clatrina (Sanchez A., filovirus
2007). Tambien estd descrito diferentes cepas de un mismo virus pueden ejercer efectos
diferentes en los ligandos de una célula y por la tanto tener diferentes mecanismos de entrada
(Mercer et al., 2010 vaccinia).

Los datos obtenidos en este Trabajo muestran que el pH &cido tiene un efecto activador
de la fusion del RSV-Ryg con células Hep2 (Figuras 4.31 y 4.32). Como ya hemos dicho méas
arriba, con el tipo de experimentos planteados eliminamos la posibilidad de que el efecto del pH
sea debido a la unidn del virus a la célula, un paso previo a la fusién. Al analizar la infectividad
del RSV a pH é&cido se observd un incremento de la misma en los experimentos de
inmunoflurescencia, pero al cuantificar la formacion de sincitios no observamos un incremento
significativo (Figura 4.33). Este resultado esta en concordancia con la ausencia de incremento
de fusién a pH acido sin previa incubacion virus-célula (Figura 4.32.B), es decir, la activacion a
pH acido se ejerceria después de haberse formado los complejos virus-receptor celular. Por otro
lado, se ha propuesto que los procesos de fusion virus-célula, y célula-célula (sincitios) tienen
unos requerimientos estructurales diferentes (Connolly and Lamb 2006, Virology 355). Otra
posibilidad seria que la activacién del pH &cido solo produce un incremento en la cinética de la
fusion, pero que no se ve reflejado en un incremento de la infectividad del RSV a tiempos
largos, 48 horas.

Ademas, la preincubacion del virus a pH écido inactiva parcialmente al virus (Figura
4.34), un apoyo mas del papel activador del pH acido.

Para comprobar si los cambios conformacionales que dan lugar al estado postactivo
final de la proteina F podrian ser desencadenados o acelerados por la temperatura, analizamos el
efecto de la temperatura sobre la actividad de fusion. Para ello, determinamos el grado de fusion
del virus con células Hep2 en un margen de temperaturas desde 22 °C hasta 65 °C. Nuestros
experimentos muestran que la fusion es méxima a 55 °C (Figura 4.35). Estudios realizados con
la proteina HA del virus de la gripe han determinado que temperaturas altas pueden sustituir el

efecto activador del pH &cido, del tal modo que ambos se pueden intercambiar para provocar la
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fusién (Wharton et al., 1986; Ruigrok et al., 1986; Carr et al., 1997). En el paramixovirus
Sendai, a 55 °C, se produce la maxima fusion con liposomas, y la proteina F se inactiva
irreversiblemente por encima de esta temperatura. Ademas, la proteina F del Sendai se vuelve
resistente a la proteolisis después de la incubacion a 50 °C, lo que sugiere que la fusion provoca
cambios en la conformacion (Wharton et al., 2000; Paterson et al., 2000). También se ha
descrito la activacion de la fusion por altas temperaturas en los paramixovirus SER (Seth et al.,
2003) y parainfluenza virus 5 (Connolly et al., 2006). Se ha descrito que la proteina F del RSV
presenta una elevada termoestabilidad, en torno a 90 °C, segln datos de espectrofluorimetria,
dicroismo circular y sensibilidad frente a anticuerpos (Ruiz-Arguello et al., 2004). Segln estos
autores a la temperatura de 55 °C (la temperatura maxima de activacién de la fusion segun
nuestros datos, Figura 4.35) no se producirian los cambios conformacionales de activacion
vistos en el Sendai y en el virus de la gripe. Sin embargo, como ya se ha comentado Yunus et
al., (2010) han demostrado que la proteina de fusion del RSV sufre un cambio conformacional
cuando el virus se expone a temperaturas altas (45-55 °C) dando lugar a la estructura
postfusogénica (6HB). Estos datos estan en sintonia con nuestros resultados (Figura 4.35). De
manera similar, el grupo de Mark E. Peeples (Chaiwatpongsakorn et al., 2011) han determinado
que el tratamiento de una proteina F soluble del RSV a 50 °C determina un cambio
conformacional dramatico de la proteina.

La accion activadora del pH acido y la temperatura sobre la fusién del RSV con células
Hep2 podrian tener varias explicaciones, como la de facilitar la prote6lisis de los dos sitios
proteoliticos d ela proteina F, propiedad especifica del RSV (Ruiz-Argiello et al., 2004;
Rawling et al 2011); formacion de poros de fusion de mayor tamafio 0 que se expanden mas
rapidamente, o podria indicar que en las células Hep2 el RSV podria entrar por endocitosis y
fusionar a pH &cido con la membrana de endosomas. Este punto se discutird en el apartado
siguiente (4.2.5).

4.25. ESTUDIO DEL EFECTO DE INHIBIDORES DE LOS MECANISMOS DE
ENDOCITOSIS EN LA ENTRADA DEL RSV EN LA CELULA HOSPEDADORA.

Como ya se ha mencionado a lo largo de esta Memoria, no estd claro cuél es el
mecanismo de entrada del RSV, si fusiona directamente con la membrana plasmatica como
apoyan diferentes estudios (Srinivasakumar 1991, Fields) o mediante endocitosis mediada por
clatrina segun evidencias de otros estudios (Kolokotsov ). En el Apartado anterior, hemos
mostrado que el RSV en células Hep2 experimenta una activacion de la fusion pH é&cido

(Figuras 4.31 y 4.32), lo que es caracteristico de los virus que emplean la endocitosis como
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mecanismo de entrada en la célula hospedadora, apoyando los trabajos que proponen que el
RSV utilizaria una ruta endocitica mediada por clatrina independiente de pH acido (kolokoltsov
2007). En este trabajo, los autores utilizaron diferentes siRNA frente a proteinas implicadas en
las rutas endociticas y del citoesqueleto, sustancias lisosomotrépicas y clorpromacina como
inhibidor especifico de la ruta mediada por clatrina. También recientemente se ha publicado la
importancia del colesterol y la asociacion del RSV con los rafts lipidicos de la membrana
plasmatica en la entrada del virus (San-Jun-Vergara et al J Virol 2012).

Con estos antecendentes, en la serie de experimentos que se resumen a continuacion,
tratamos de ahondar en el estudio del posible mecanismo de entrada del RSV mediante
endocitosis. Para ello, las células de cultivo fueron incubadas con diferentes inhibidores de
endocitosis previamente a la infeccion con el virus. El efecto de los tratamientos sobre la
interaccion el RSV con células tratadas se analiz6 mediante ensayos de citometria de flujo,
inmunofluorescencia, recuento de sincitios y microscopia confocal. Los inhibidores que se
utilizaron fueron los siguientes:

1) Clorpromacina: Compuesto catiénico anfipatico que inhibe el reciclado de clatrina y por
tanto la endocitosis mediada por esta proteina.

2) Concanamicina A: Inhibidor de la ATPasa vacuolar necesaria para producir la bajada de
pH que permite entrar en las células a virus que requiren pH acido.

3) Monensina: lon6foro que previene la acidificacion del endosoma y por tanto inhibe la
entrada de virus que requieren pH acido.

4) Dynasore: Inhibidor de la actividad GTPasa de la dinamina 1 (DNM1), inhibe la
endocitosis mediada por clatrina y también por caveolas.

5) Cloroquina: Es un agente lisosomotrépico que alcaliniza las vesiculas endociticas.

6) Bisindolilmaleimida (BIS): inhibidor de la proteina kinasa C necesaria para la endocitosis
mediada por receptor.

7) Nocodazol: Sustancia que despolimeriza los microtibulos
Las dosis de estos compuestos y los tiempos de incubacion empleados estan recogidos

en la Tabla 3.3 del Apartado 3.5.10 de Material y Métodos.

4.2.5.1. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA ENDOCITOSIS SOBRE LA ACTIVIDAD
FUSOGENICA DEL RSV Y SU INFECTIVIDAD ANALIZADA MEDIANTE
INMUNOFLUORESCENCIA.
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Para analizar el efecto de los diferentes inhibidores de endocitosis sobre la fusion
inducida por las glicoproteinas viricas, células Hep2 se trataron con diferentes inhibidores de
endocitosis y posteriormente se infectaron con RSV a 1 m.o.i. A las 48 horas postinfeccion, se
fijaron las células para el recuento de sincitios. Los resultados se resumen en la Figura 4.36. La
infectividad se cuantifico a partir de fotos de monocapas de células Hep2 infectadas por RSV
tomadas 48 horas después de la infeccion, como las que se muestran en la figura. Para ello se
midio en pixeles la superficie ocupada por los sincitios (analisis de sincitios) respecto al total de
superficie ocupada por las células o bien la superficie fluorescente respecto al total del campo
de la foto (inmunofluorescencia). Se considerd el 100 % los valores obtenidos al infectar células
no tratadas. como puede observarse, la cloroquina (agente lisosomotrépico) no tiene ningln
efecto sobre la entrada del RSV ya que no afectdé al grado de fusion (sincitios) ni a la
infectividad. Sin embargo, el resto de tratamientos provocé la reduccion de la infectividad de
manera significativa. Las mayores reducciones se consiguieron después del tratamiento con
concanamicina A (inhibidor de la ATPasa vacuolar) y monensina (ion6foro que evita la
acidificacion endososémica), determinando ambos compuestos la inhibicion de cerca del 100 %
si se cuantificé por inmunofluorescencia y del 80 % en el recuento de sincitios. BIM (inhibidor
de la proteina kinasa C necesaria para la endocitosis mediada por receptor) provoc6 una
disminucién de la formacién de sincitios de entorno al 70 %; no se pudo cuantificar mediante
inmunofluorescencia debido a que es un compuesto fluorescente que interfiere con la deteccién
de las proteinas viricas mediante inmunofluorescencia. En las células tratadas con dynasore

(inhibidor de la GTPasa dinamina 1) la reduccién fue en ambos casos cercana al 20 %.
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Figura 4.36. Efecto de los inhibidores de la endocitosis en la infectividad del RSV en
celulas Hep2. A: Fotografias de un experimento representativo B: Cuantificacion de los
resultados. Los datos representan la media + SD de 3 experimentos independientes. * Datos

significativos, p < 0.05; ** Datos altamente significativos, p < 0.01; *** Datos extremadamente
significativos, p < 0.001 de acuerdo con t de student.
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4252. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA ENDOCITOSIS SOBRE LA
INFECTIVIDAD DEL RSV ANALIZADA MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO.

En el siguiente blogue de experimentos analizamos mediante citometria de flujo la
infectividad del RSV después de someter a las células a los distintos tratamientos. Para la
cuantificacion de los resultados se realiz6 de dos maneras: recuento del ndmero de células
infectadas y calculo de la fluorescencia media de la poblacion celular, que nos indica ademas de
si una célula ha sido infectada si dicha infeccion progresa de manera eficiente. Como hemos
citado anteriormente (Apartado 4.1.5), el tipo celular condiciona la utilizacion de diferentes
rutas de entrada del virus. Para considerar este aspecto los experimentos que se resumen a
continuacion han sido realizados utilizando como dianas dos lineas celulares Hep2 y Hela,
utilizadas frecuentemente en los estudios del RSV.

La administracion de los compuestos inhibidores de la endocitosis se llevd a cabo a
diferentes tiempos con el fin de comprobar la especificidad de su efecto:

- Células incubadas con los inhibidores antes de la infeccidn (Preincubado).

- Células incubadas con los inhibidores antes y después de la infeccion. En estas muestras es
de esperar que se produzca la mayor disminucion de la infectividad si el efecto es
especifico sobre la endocitosis (Pre/Post).

- Células incubadas con los inhibidores inmediatamente después de la infeccién (Oh).

- Células incubadas con los inhibidores 2 horas después de la infeccion (2h).

- Células incubadas con los inhibidores 4 horas después de la infeccion (4h).

Células Hep2 y HeLa se trataron con los diferentes inhibidores de endocitosis y
posteriormente se infectaron con RSV a 1 m.o.i. A las 48 horas postinfeccion, se analizé el
grado de infeccion mediante citometria de flujo (Apartado 3.5.16)

Los efectos del tratamiento con clopromacina, inhibidor de la endocitosis mediada por
clatrina, se muestran en la Figura 4.37. En el caso de las células Hep2 no se observé ninguna
reduccion significativa de la infectividad al tiempo esperado (Pre/Post) en ambas dosis. Cuando
la clorpromacina se administré con posterioridad a la infeccion observamos cierta disminucion
de la infectividad, no significativa, al observar el nimero de células infectadas. En las células
HeLa no se observd ninguna modificacion en el nimero de células infectadas; sin embargo si
observamos disminucion de la fluorescencia media pero esta disminucién no fue significativa
En resumen los datos parecen indicar que el tratamiento con clorpromacina no afecta a la
infeccion del RSV en células Hep2 y disminuye aproximadamente el 40 % de la infectividad en

células HelLa.
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Figura 4.37. Efecto de la Clorpromacina en la infectividad del RSV en células Hep2 y
Hel a. A: Cuantificacion del nimero de células Hep2 infectadas; B: Cuantificacion de la fluorescencia
media en células Hep2; C: Cuantificacion del nimero de células Hela infectadas; D: Cuantificacion de
la fluorescencia media en células HelLa; E: Histogramas de un experimento representativo. Control:
células sin tratamiento; Pre: células tratadas previamente a la infeccion; Pre/Post: células tratadas
previamente y post infeccidn; Oh: células tratadas postinfeccién; 2h: células tratadas a las 2 horas
postinfeccion; 4h: células tratadas a las 4 horas postinfeccién. Datos: media + SD de tres experimentos
independientes. * Datos significativos, p < 0.05 de acuerdo con t de student. . * Datos significativos, p <
0.05; ** Datos altamente significativos, p < 0.01; *** Datos extremadamente significativos, p < 0.001 de
acuerdo con t de student.
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La Figura 4.38 resume los datos obtenidos al tratar las células con concanamicina A,
inhibidor de la ATPasa vacuolar.
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Figura 4.38. Efecto de la concanamicina A en la infectividad del RSV en células Hep2 y
HeLa. A: Cuantificacién del nimero de células Hep2 infectadas; B: Cuantificacion de la fluorescencia
media en células Hep2; C: Cuantificacion del nimero de células HeLa infectadas; D: Cuantificacion de
la fluorescencia media en células HelLa; E: Histogramas de un experimento representativo. Control:
células sin tratamiento; Pre: células tratadas previamente a la infeccion; Pre/Post: células tratadas
previamente y post infeccion; Oh: células tratadas postinfeccion; 2h: células tratadas a las 2 horas
postinfeccidn; 4h: células tratadas a las 4 horas postinfeccion. Datos: media + SD de tres experimentos
independientes. * Datos significativos, p < 0.05; ** Datos altamente significativos, p < 0.01; *** Datos
extremadamente significativos, p < 0.001 de acuerdo con t de student.

Como puede verse, después del tratamiento con concanamicina A se observd una
elevada reduccion de la infeccion en casi todos los tratamientos realizados. En el caso de las
células Hep2 se observo una reduccion de entorno al 80 % al cuantificar la fluorescencia media

con ambas dosis y al contar el nimero de células infecctadas a la dosis de 10 nM. Con la dosis
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menor, 5 nM, el tratamiento mas especifico de la endocitosis (Pre/Post) provoco la mayor
reduccion de la infectividad. Sin embargo 2 y 4 horas después de la infeccion la inhibicidn
seguia siendo elevada (40 %) aunque menor. En el caso de las células Hela, la infeccion se
redujo alrededor del 60 % cuando la sustancia se administraba con posterioridad a la infeccidn
independientemente de si las células hubieran sido preincubadas o no, la dosis utilizada y el
método de recuento. Por tanto, el efecto de la concanamicina en la infeccion del virus cuando
ésta se administra previamente a la infeccion fue diferente en las dos lineas celulares, indicando
un efecto parcialmente especifico en células Hep2. En células HeLa, no podemos afirmar que el
efecto de la concanamicina se ejerza exclusivamente en la entrada del RSV ya que la accion
inhibitoria también se observa cuando se afiade a las 2 y 4 h postinfeccion con igual porcentaje

que al afiadirse previamente a la infeccion.

Los efectos del tratamiento con monensina en la infectividad del RSV, ionéforo que
evita la acidificacién endososémica, se muestran en la Figura 4.39. El tratamiento de las células
Hep2 tanto con anterioridad como con posterioridad a la infeccién provoco una alta inhibicion
de la infectividad por RSV, alcanzandose valores de inhibicién del 80 % al cuantificar el
namero de células infectadas y del 90 % si se calcul6 la fluorescencia media en tratamientos
postinfeccion. En las células HeLa el tratamiento provocé reduccidn de la infectividad del 40-50
% al utilizar la dosis mas alta, 5 uM, con ambos métodos de recuento. En los tratamientos con la
dosis 2.5 uM se observa una ligera reduccion de la infeccion, que va aumentando en funcion del
retraso en la administracion del compuesto. Nuevamente, no podemos concluir que la inhibicion
observada se deba a un efecto del inhibidor en la entrada del RSVya que sigue afectando cuando

se afiade el compuesto a elevados tiempos postinfeccion.
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Figura 4.39. Efecto de la Monensina en la infectividad del RSV en células Hep2 y
HelLa. A: Cuantificacion del nimero de células Hep2 infectadas; B: Cuantificacion de la
fluorescencia media en células Hep2; C: Cuantificacion del nimero de células Hela infectadas; D:
Cuantificacion de la fluorescencia media en células Hela; E: Histogramas de un experimento
representativo. Control: células sin tratamiento; Pre: células tratadas previamente a la infeccion;
Pre/Post: células tratadas previamente y post infeccion; Oh: células tratadas postinfeccidn; 2h: células
tratadas a las 2 horas postinfeccidn; 4h: células tratadas a las 4 horas postinfeccidn. Datos: media +
SD de cuatro experimentos independientes. * Datos significativos, p < 0.05; ** Datos altamente

significativos, p < 0.01; *** Datos extremadamente significativos, p < 0.001 de acuerdo con t de
student.

La Figura 4.40 resume los efectos sobre la infectividad del RSV del tratamiento de las
células de cultivo con Dynasore, inhibidor de la GTPasa DNM1.
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Figura 4.40. Efecto del Dynasore en la infectividad del RSV en células Hep2 y
HelLa. A: Cuantificacién del nimero de células Hep2 infectadas; B: Cuantificacion de la
fluorescencia media en células Hep2; C: Cuantificacion del nimero de células Hel a infectadas;
D: Cuantificacion de la fluorescencia media en células HelLa; E: Histogramas de un experimento
representativo. Control: células sin tratamiento; Pre: células tratadas previamente a la infeccion;
Pre/Post: células tratadas previamente y post infeccidn; Oh: células tratadas postinfeccion; 2h:
células tratadas a las 2 horas postinfeccidn; 4h: células tratadas a las 4 horas postinfeccion.
Datos: media + SD de tres experimentos independientes.

Los tratamientos de las células Hep2 produjeron un pequefio incremento no

significativo de la infectividad, en lugar de una posible inhibicion. Cuando las células HelLa

fueron tratadas con la dosis 80 uM, se observo una disminucion de los niveles de infeccion

cercanos al 40 % al contar el nimero de células infectadas y superior a ese 40 % cuando se

cuantifico la fluorescencia media. Sorprendentemente, al utilizar la dosis 120 uM no se observo

ninguna reduccion significativa de los niveles de infeccién, quizas porque el compuesto se
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agregue o esté presente en una estructura que no ejerza el efecto. Los resultados de la ausencia
de inhibicidn con dynasore en células Hep2 estan en sintonia con los publicados por San-Juan-
Vergara et al (2012) en los que se observa que la incubaciuén de células NHBE (células
humanas de epitelio bronquial) con dynasore a 80 uM no ejerce un efecto inhibitorio en la
infectiividad del virus). La inhibicion observada en el caso de célula HeLa podria indicar el uso

de mecanismos diferentes dependiente de la linea celular, como se discutird mas adelante

4.2.5.3. IMPLICACION DEL CITOESQUELETO CELULAR EN LA ENTRADA DEL RSV
EN CELULAS Hep2.

En el apartado 4.3 hemos resumido resultados relativos a la interaccion del NDV con el
citoesqueleto celular durante la entrada en la célula hospedadora. En este apartado se recogen
los resultados del estudio de la implicacién del citoesqueleto en la entrada del RSV.

En estos experimentos, se preincubaron las células con nocodazol, compuesto que
despolimeriza los microtibulos. Para discriminar si el efecto del tratamiento con nocodazol era
provocado durante la entrada del virus en la célula, se trataron las células en diferentes
momentos de la infeccion de manera similar a lo descrito en el Apartado 4.2.5.2., teniendo en
cuenta que el citoesqueleto esta implicado en numerosos procesos y no solo en la entrada virica.

La Figura 4.41 resume el experimento. Cuando se cuantificé el porcentaje de células
infectadas, todos los tratamientos redujeron la infectividad respecto al control entre el 60 y 80
%, si bien no se observaron diferencias entre los distintos tratamientos;cuando se midié la
fluorescencia media de las células, las reducciones fueron superiores al 80 %. En todos los casos
la reduccion de la infectividad fue ligeramente més alta con la dosis mayor empleada, 20 mM.
Nuevamente se observa que el tratamiento es independiente del momento de la administracion.
Los microttbulos del citoesqueleto celular son importantes para la infecciéon por RSV, pero no
podemos afirmar que el efecto inhibitorio de la despolimerizacion de microtubulos sea ejercido

de manera especifica en la entrada del RSV por endocitosis
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Figura 4.41. Efecto del Nocodazol en la infectividad del RSV en células Hep2 y
HeLa. Control) células sin tratamiento; Preincubado) células tratadas previamente a la
infeccion; Preincubado + Oh) células tratadas previamente y post infeccion; Oh) células tratadas
postinfeccidn; 2h) células tratadas a las 2 horas postinfeccion; 4h) células tratadas a las 4 horas
postinfeccidn. Datos: media + SD de tres experimentos independientes.

En otra serie de experimentos, para analizar la posible implicacion directa del

citoesqueleto en la entrada del RSV, se analiz6 mediante microscopia confocal la entrada del

RSV los 0y 20 minutos postinfeccién infectando las células a 25 m.o.i. marcandose las células

por inmunofluorescencia, el virus con anticuerpos anti RSV (anti 22A4 y anti G 37C4) y la

actina con un anticuerpo policlonal anti actina .

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.42. No se apreciaron niveles

significativos de colocalizacion entre el RSV y la actina a los tiempos seleccionados, 0.04 % a

tiempo 0 minutos y 0.2 % a los 20 minutos.
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0 min

20 min

Figura 4.42. Ensayos de colocalizacion del RSV con los microfilamentos en
células Hep2. Las imagenes de la izquierda corresponden a la composicion a partir de los
canales rojo, anti-Actina; verde, anti-RSV; azul nicleos marcados con Hoechst. Las imagenes
centrales resaltan la localizacion entre los microfilamentos y el NDV. Las imégenes de la
derecha muestran la distribucion de la fluorescencia en un diagrama de puntos.

4.2.5.4. RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Las rutas de endocitosis utilizadas por virus generalmente requieren de un ambiente
acido donde se activen sus proteinas de fusion. En ciertos virus como el VSV o la gripe, la
exposicion a pH acido provoca los cambios conformacionales necesarios para que se produzca
la fusion de membranas (Bressanelli, Stiasny Allison rey 2004, Bullough Hughson Skehel
Wiley 1994, Echeverri Beachy Boutros Bernards 2006, Wilson Skehel Wiley 1981). En otros
casos como en el virus del Ebola su funcion radica en activar proteasas pH dependientes
celulares que activan a la proteina de fusién virica (Chandran Sullivan Felbor Cunningham
2005). Como hemos mencionado anterioremente existen numerosas rutas de entrada
endociticas, pero todas parecen converger en endosomas acidificados (Pelkmans Burli Zerial
Helenius 2004) y las sustancias que evitan la acidificacion endososomal son potentes antivirales
(Wang Takeuchi Pinto Lamb 1993). En los paramixovirus como hemos dicho en repetidas
ocasiones en este Trabajo, estd descrito que la fusion se produce a nivel de la membrana
plasmética ya que a pH neutro estos virus inducen la fusion célula-célula formando sincitios (a
excepcion del HMPV) (Schowalter Smith Dutch 2006) y pueden infectar eficientemente células
que han sufrido tratamientos de agentes como el cloruro aménico que incrementan el pH
endososomal (Everett Clinton Smith, andreea popa, ... rebeca ellis dutch 2009. Sin embargo
estudios recientes indican que virus con proteinas de fusion pH independientes pueden utilizar

rutas endosémicas de entrada (Miyauchi Kim Latinovic Melikyan 2009). En los virus Sendai
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(Rasmusson Flanagan turco 1998) y Nipah (Diederich Thiel Maisner 2008) se han descrito
particulas que han penetrado en la célula previamente a la infeccion. Inhibidores de la
endocitosis mediada por caveolas reducen la infeccion del NDV (Celia, Lorena y Apartado 4.5).

En el caso del RSV se ha propuesto que su entrada es independiente del pH acido
debido a la resistencia frente a los tratamientos con cloruro amonico en células Hep2 vy
cloroquina en células HeLa, sustancias que alcalinizan los endosomas (Srinivasakumar 1991,
kolokoltsov y en el presente Trabajo Figura 4.36).. En el presente trabajamos hemos visto que la
exposicion a pH acido tiene un efecto activador de la fusién del RSV-R;g con células Hep2
(Figuras 4.31 y 4.32); asimismo, la fusion se incrementa s6lo cuando se preincuba antes de la
exposicion a pH acido el virus con las ce’lulas (Fig. 4.32), aunque en las células que expresan
las proteinas del RSv (células infectadas) la formacién de sincitios disminuye al aplicar pulsos
de pH é&cido (Fig. 4.33). Sin embargo, el n° de proteinas que se expresan si se incrementan con
la exposicion a pH acido (ensayo de inmunofluorescencia, Fig, 4.33) indicando que la reduccién
del n° de sincitios pueda deberse a un efecto negativo del pH, por ejemplo, sobre la membrana
de la célula. por otro lado, la preincubacion del virus a pH &cido determiné la inhibicion de la
infectividad (Fig. 4.34) indicando un efecto del PH en la infeccion del RSV. Sin embargo, de
manera similar a otros resultados de la bibliografia (Srinivasakumar 1991, kolokoltsov), en
células Hep2 tratadas con cloroquina, agente lisosomotrépico que alcaliniza las vesiculas
endociticas no se observé ninguna inhibicién de la infeccion por RSV (Figura 4.36). Sin
embargo, en las células tratadas con concanamicina A (inhibidor de la ATPasa vacuolar) se
observd una elevada reduccién de la infeccion por RSV en las dos lineas celulares (Figuras
4.38). Ademas, en células Hep2 a la a la menor dosis utilizada 5 mM se pudo apreciar cierta
especificidad de este efecto inhibitorio en la entrada del virus, ya que con esta dosis se observé
la méaxima inhibicién en las células tratadas antes y después de la infeccion, y no si se afiade el
inhibidor a las 2h o 4 h psotinfeccion. En el caso de las células Hela, la incubacién con
concanamicina A determind los mismos niveles de inhibicién de la infectividad del RSV al
incubar a las 4 horas después de la infeccion o antes y después de la infeccion. Este resultado
también se observo en células Hep2 a la dosis mas alta, por lo que a esta dosis (y a las dos dosis
en células HeLa) la inhibicion de la concanamicina A podria deberse a diferentes efectos en la
célula diana, no sélo en la entrada del virus.

En las células Hep2 tratadas con monensina, ionéforo que evita la acidificacion
endosdmica, se observo una elevada inhibicion de la infectividad (Figura 4.37). Sin embargo
esta inhibicion se observd en cualquier tratamiento en el que se administrase el compuesto
después de la infeccién, por lo que no podemos concluir que el efecto del inhibidor sea ejercido
directamente sobre la entrada del RSV. En resumen, la inhibicion de un virus con ion6foros
carboxilicos, como la monensina, o con inhibidores de la ATPasa vacuolar, como

concanamicina A, puede ser debida a efectos secundarios como un reciclaje defectuoso de un
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receptor expresado en la membrana plasmaética, inhibicion de la maduracién endosémica,
inhibicién de enzimas que requieren un pH acido, bloqueo del transporte de calcio desde los
endosomas o neutralizacion del pH en compartimentos no endociticos como la parte trans del
aparato de Golgi (TGN) (Helenius 2010).

Por otro lado, la incubacion de las células con BIM, inhibidor de la proteina kinasa C
(PKC) necesaria para la endocitosis mediada por receptor, provoco una disminucion de la
formacidn de sincitios de entorno al 70 % (Figura 4.34). La PKC fosforila una elevada variedad
de proteinas que controlan el crecimiento, la diferenciacion celular, la distribucion de
membranas polarizadas y la motilidad celular (Makagiansar 1.T., Williams S., Dahlin-Huppe
K., Fukushi J., Mustelin T., Stallcup W.B. J. Biol. Chem.(2004).) Esto nos indica que existen

numerosos procesos en los cuales la infeccion virica podria estar siendo afectada. No pudimos

realizar experimentos de infectividad mediante citometria de flujo debido a que su
autofluorescencia impidid la correcta interpretacion de los datos recogidos, por lo que no se
realizaron experimentos de incubacion con el inhibidor a diferentes tiempos de la infeccion,
experimentos que podrian haber aportado méas luz a la interpretacién de la inhibicién de la
formacion de sincitios observada.

El tratamiento de las células de cultivo Hep2 con dynasore, inhibidor de la GTPasa
DNML1, provocd un pequefio incremento no significativo de la infectividad, en lugar de la
reduccidn esperada y un ligero aumento de la formacién de sincitios (Figura 4.34). Por tanto,
podemos concluir que esta GTPasa no esta implicada en la entrada del virus. Nuestros
resultados son coincidentes con los recientemente publicados por San-Juan Vergara et al (2012)
e implicaria que el RSV no utiliza en las lineas celulares estudiadas la entrada mediante
endocitosisi mediada por clatrina, ya que esta descrito que es necesaria la intervencion de la
GTPasa. Este resultado estd en consecuencia con muestros datos de la falta de inhibicion
significativa de clorpormacina en células Hep2 (Fig. 4.37). Sin embargo, Kolokoltsov et al.
(2007) describen que la clorpromacina, inhibidor de la endocitosis mediada por clatrina, reduce
la infeccion por RSV en células HeLa en méas de un 50 % con dosis similares a las empleadas en
nuestro trabajo. En nuestro caso los valores obtenidos fueron similares cuando se analizo la
fluorescencia media (Figura 4.37), método parecido al utilizado por Kolokotsov et al., para
cuantificar la infeccién (expresion de RFP al infectar con un RSV recombinante). Sin embargo,
cuando incuba el compuesto con posterioridad a la infeccion se reducian de igual manera los
valores de infectividad obtenidos, lo que de nuevo impide afirmar que el efecto inhibitorio de
clorpromacina en células HelLa sea ejercido en la entrada del virus. De hecho, al cuantificar el
namero de células Hela infectadas, la clorpromacina no provocé una inhibicién significativa
(Figura 4.37).

Los experimentos en los que se analizo la implicacion del citoesqueleto celular en la

infectividad mostraron que el nocodazol, sustancia que despolimeriza los microttbulos, provoco
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una elevada inhibicion de la misma independientemente del momento en el que se suministrase.
El citoesqueleto celular estd implicado en numerosos procesos del ciclo virico en la célula. Los
ensayos de colocalizacion del RSV con la actina no mostraron que estuvieran asociandose
(Figura 4.40).

El conjunto de los datos de este trabajo nos indican que el proceso de entrada del RSV
en la célula seria mas complejo que la entrada mediante endocitosis mediada por clatrina
(Kolokoltsov et al., (2007)) o por fusion directa con la membrana plasmética (Fields).
Kolokoltsov et al., (2007) llegan a esta conclusion empleando 79 siRNAs frente a genes
implicados en la endocitosis se observa que 38 provocaron inhibicion y 36 activacion de la
infeccion del RSV. Més en concreto, se observa que habia implicados 6 genes con funciones en
la formacion de vesiculas rodeadas por clatrina: AP1B1, AP2A2, CLTB, DAB2, ITSN2 y
SYNJ1 cuyos siRNA disminuian en més de un 50 % la infectividad. Pero también es cierto que
la inhibicion de otros 4 genes con funciones en la formacién de vesiculas rodeadas por clatrina
la activaba en igual cuantia: AP1M1, AP1IM2, CLTC y SYNJ2.

Por otro lado, recientemente se ha publicado la importancia de los rafts lipidicos en la
entrada del RSV y la implicacion de pakl (ESPECIFICAR QUE ES) lo que esta en consonancia
con la necesidad de reordenamientos del citoesqueleto que impliquen a su vez reorganizacion de
membranas y endocitosis. Nuestros datos indicarian la implicacion de la ruta endocitica en la
entrada del RSV (activacion a pH acido, inhibicion de concanamicina A y monensina) pero no
la endocitosis mediada por clatrina (no inhibicién de clorpromacina ni dinasore). En definitiva,
el mecanismo de entrada del RSV aln no estd claro aunque implicaria mecanismos de

endocitosis aun por esclarecer.

171



Conclusiones

172



Conclusiones

5. CONCLUSIONES

173



Conclusiones

La interaccion del NDV con gangliésidos GDla determina la infeccion
productiva del NDV. ElI GD1la es un receptor determinante de la célula a

infectar.
El NDV interacciona in vitro con la Proteina Disulfuro Isomerasa A3.

El NDV muestra un movimiento organizado y dirigido en la superficie de

celulas HelLa, movimiento que depende del citoesqueleto.

Las proteinas del NDV colocalizan con marcadores de endosomas tempranos a

los 30 minutos postinfeccion.

El NDV puede entrar en la célula huésped mediante endocitosis mediada por
caveolas, ya que los inhibidores de esta ruta afectan a la formacion de sincitios, a
la infectividad del NDV vy a la colocalizacion con endosomas tempranos.

La O-glicosilacion de las proteinas de la membrana diana del RSV es esencial

para la unién, fusion del virus con la célula y en la formacion de sincitios.

El grado de N-glicosilacion de las proteinas de la membrana diana del RSv no
afecta a la unidn ni a la fusion directa del RSV con la célula diana, mientras que

la N-glicosilacion es esencial para la maduracion e infectividad de la progenie.
El pH &cido activa la fusion del RSv con células de cultivo.

El RSV utiliza mecanismos de entrada endociticos no dependientes de clatrina.
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