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Resumen

El virus Zika (ZIKV) es un virus reemergente, el cual esta presente en 84 paises del
mundo, en 31 paises se ha asociado a microcefalia y en 23 paises se reportdé un
aumento del nimero de casos de Guillain-Barré asociado a la infeccion por ZIKV.
Actualmente no se cuenta con un tratamiento especifico y es por ello que estudiar
la biologia del virus permitird entender su ciclo de replicacion y poder encontrar

blancos farmacoldgicos.

Una proteina indispensable para la replicacion de ZIKV es NS3 que tiene funcién de
proteasa y de helicasa. Se ha visto, que la proteina NS3 de DENV, que esta
relacionada filogenéticamente con la de ZIKV, afecta el complejo del poro nuclear
procesando sus proteinas, por lo que se analizé si la NS3 de ZIKV tiene la misma
funcién en el procesamiento/degradacion de nucleoporinas durante la replicacion
viral. En este trabajo se evalu6 la integridad del complejo del poro nuclear y
especificamente de algunas de las nucleoporinas (Nup62, Nup98, Nup153 y TPR)
en células infectadas y transfectadas con la proteasa NS3 activa e inactiva,
mediante ensayos de Western Blot y por microscopia confocal. Nuestros resultados
demuestran que la transfeccion de la proteasa activa de NS3 al igual que la infeccién
con ZIKV altera la integridad de Nup98, Nup153 y Nup270 y no la de Nup62. En el
laboratorio, se ha visto que durante la infeccién con DENV se degradan las Nup62,
Nup98 y Nup153 y la principal consecuencia de esta degradacién es la inhibicion

del exporte de mRNA al citoplasma.

Las consecuencias de la degradacién de las Nups procesadas por la NS3 de ZIKV
aun se desconocen. En resumen, nuestros datos demuestran que la actividad de
proteasa de NS3 de ZIKV es la responsable de degradar a Nup98, Nup153 y
Nup270, importantes en el transporte nucleo-citoplasma a través del complejo de

poro nuclear.



Abstract
Zika virus (ZIKV) is a re-emerging virus, which is present in 84 countries worldwide,
and it has been associated with microcephaly in 31 countries and in 23 countries
with an increase in the number of Guillain-Barré cases. Currently, there is no specific
treatment available; thus, studying the biology of the virus will allow us to understand

its replication cycle and find pharmacological targets.

An indispensable protein for ZIKV replication is NS3, which has both protease and
helicase activities. It has been described that DENV NS3 protein, which is
phylogenetically related to the one from ZIKV, affects the nuclear pore complex
integrity by cleaving some of the proteins. In this work the activity of ZIKV NS3 in the
processing/degradation of nucleoporins during viral replication was analyzed. For
this purpose, Huh7 cells were transfected with the active and inactive NS3 protease,
Huh7 cells were also infected with ZIKV and the integrity of some nucleoporins of
the nuclear pore complex was evaluated by Western Blot and confocal microscopy.
Our results show that the transfection with the active protease of NS3, as well as
infection with ZIKV, alters the integrity of Nup98, Nup153 and Nup270 and not
Nup62. In the laboratory, Nup62, Nup98, and Nup153 have shown to be degraded
during DENV infection and the main consequence of this degradation is the inhibition

MRNA export to the cytoplasm.

The consequences of the degradation of the nucleoporins processed by ZIKV NS3
are still unknown. In summary, our data show that the protease activity of ZIKV NS3
is responsible for degrading Nup98, Nup153, and Nup270, important in nucleus-

cytoplasmic.



Introduccion

Epidemiologia

El virus Zika (ZIKV) pertenece al conjunto de los arbovirus, que se describen como
transmitidos por artropodos; especificamente ZIKV es transmitido por mosquitos del
género Aedes spp. (Musso & Gubler, 2016). ZIKV esta relacionado con otros
flavivirus transmitidos por mosquitos que son de importancia médica como SPONV
(virus Spondweni), DENV (virus Dengue), YFV (virus de la fiebre amarilla), WNV
(virus del oeste del Nilo) y JEV (virus de la encefalitis japonesa) (Lanciotti, Lambert,
Holodniy, Saavedra, & del Carmen Castillo Signor, 2016; Musso & Gubler, 2016;
Saiz et al., 2016; Song, Yun, Woolley, & Lee, 2017).

El virus Zika fue aislado en abril de 1947 de un mono Rhesus (no. 766), el cual
presentaba fiebre, esto durante la vigilancia del virus causante de la fiebre amarilla
(YFV) en el bosque de Zika, Uganda. En 1954 se encontré el primer caso de

infeccion del ZIKV en humanos (MacNamara, 1954).

A pesar de que el virus tuvo una pobre transmision en Asia y Africa por muchos
afos, en 2013 se reportd un brote de ZIKV en las islas de la Polinesia Francesa en
donde de octubre del 2013 a abril del 2014, se reportaron 32 000 casos sintomaticos
que es equivalente al 11.5% de su poblacién. Sin embargo, tras la recolecta de
suero de sangre de donadores, se demostro la presencia de IgG contra ZIKV en un
49% de la poblacion, lo que demostré que hubo casos asintomaticos no reportados
(Aubry et al.,, 2017). En enero de 2014 se encontraron los primeros casos de
infeccion con ZIKV en Chile, en especifico en la Isla de Pascua, en donde 50 casos
se confirmaron por RT-PCR (Tognarelli et al., 2016). Para 2015 se reportaron los
primeros casos de infeccion en Brasil (Zanluca et al.,, 2015). Pero fue hasta
diciembre del 2015, donde el Ministerio de Salud estimo entre 440 000 — 1 300 000
casos de infeccion con ZIKV en este pais (Hennessey M., 2016). También en 2015
se confirmaron por RT-PCR los primeros casos en México, 35 en Yucatan y 10 en
Veracruz. Para mayo del 2015, 11 estados de la Republica Mexicana reportaron

casos de infeccion (Diaz-Quifionez et al., 2016). La Secretaria de Salud de México

3



reportd que de 2015-2017 hubo 9 378 casos de ZIKV autoctono (Secretaria de
Salud, 2017).

El 9 de marzo de 2017 la OMS reportd 84 paises con transmision vectorial de ZIKV,
31 paises con reporte de microcefalia y 23 paises con asociacion de ZIKV y
Sindrome de Guillain-Barré (OMS, 2017).

Sintomatologia

Después de la inoculacién del virus por la picadura de mosquitos infectados,
transcurren entre 3-12 dias para la aparicion de los sintomas. El 20% de los casos
seran sintomaticos y el 80% de los individuos permanecerdn como asintomaticos.
Se ha descrito que los humanos son susceptibles a la infeccion por ZIKV en todas
las edades, aunque se ha visto un predominio en mujeres por desarrollar los
sintomas de la enfermedad (Plourde & Bloch, 2016). Los sintomas por lo regular
son inespecificos como: fiebre, conjuntivitis, erupcion maculopapular, mialgia y dolor
de cabeza. El diagnostico para los individuos se retrasa debido a la similitud de los
sintomas con otras infecciones como la de DENV (Rabaan, Bazzi, Al-Ahmed, Al-
Ghaith, & Al-Tawfiq, 2017).

En algunos casos, la sintomatologia difiere de la anteriormente descrita. En el brote
de ZIKV en 2015 en Brasil, se reporté un incremento inusual de sindrome de
Guillain-Barré y microcefalia en recién nacidos; asimismo la infeccion se asoci6 con
desdrdenes neurolégicos, malformaciones congénitas, anormalidades oculares y
muerte de fetos de madres infectadas, (Santos et al., 2017). Ademas, se reportd
que el 42% de los casos de mujeres embarazadas sintomaticas, exhibieron
anormalidades en el feto, como son: calcificaciones, microcefalia, restriccion del
crecimiento intrauterino, hipoplasia de cerebelo y tronco encefalico,
ventriculomegalia y mielinizacion retardada. Esta observacion se suma a lo
reportado en el brote de ZIKV en la Polinesia Francesa, en donde hubo 95 casos de
microcefalia en mujeres contagiadas de ZIKV en el primer trimestre de embarazo
(Miner & Diamond, 2017).



En el modelo murino se reportdé que ZIKV puede infectar testiculos, y en particular
tiene tropismo por células de Sertoli. También causa atrofia en los tubulos
seminiferos, sugiriendo un dafio en el proceso de espermatogénesis, asociado con
infertilidad (Sheng et al., 2017). Ademas se ha visto que ZIKV tiene tropismo hacia
cerebro, placenta, Gtero, vagina y o0jo; que pueden comprometer la funcionalidad del

tejido o favorecer su transmision (Miner & Diamond, 2017).

Diagndstico

Debido a la ausencia de sintomas, 0 a la semejanza entre los producidos por la
infeccion de ZIKV y otros flavivirus, ha sido dificil diagnosticar la infeccion. Los
ensayos mas usados para el diagnéstico de ZIKV son: RT-PCR, en el que se
amplifican fragmentos de acidos nucleicos del virus y ELISA que evalla la presencia
de anticuerpos de clase IgM/IgG dirigidos contra el virus en suero o liquido
cefalorraquideo. Por desgracia este Ultimo, es poco especifico pues existe reaccion
cruzada con otros flavivirus (Rather, Lone, Bajpai, Paek, & Lim, 2017).

Tratamiento

Actualmente no se cuenta con un tratamiento especifico para la infeccion de ZIKV.
Para los pacientes se recomienda reposo, antipiréticos (recomendado para reducir
la fiebre), antihistaminicos (recomendados para los salpullidos cutaneos) y
analgésicos (para reducir el dolor) (Musso & Gubler, 2016; Shuaib, Stanazai,
Abazid, & Mattar, 2016).

Biologia del virus

Genoma de ZIKV

El virus Zika, pertenece a la familia Flaviviridae. Este virus posee un genoma de
RNA de cadena sencilla de sentido positivo, que comprende unos 10 794 pb, que
codifican a una poliproteina con una longitud de 3419 - 3423 aa, dependiendo de la

cepa (Barzon, Trevisan, Sinigaglia, Lavezzo, & Palu, 2016; Plourde & Bloch, 2016).
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Esta poliproteina es traducida como un solo marco de lectura abierto y es procesada
por proteasas celulares y virales para generar las proteinas maduras del virus
(Medin & Rothman, 2017). En el extremo 5’ y 3" del marco de lectura abierto (ORF,
del inglés open reading frame), se encuentran dos regiones no codificantes (UTR);
ademas, en el extremo 5’ posee un CAP y a diferencia de los RNAm celulares en el
extremo 3’ carece de una cola de poliA, y contiene un CUon. Ambas regiones UTR
participan en la regulacion de la traduccion y replicacion del genoma viral (Saiz et
al., 2016; Tilgner & Shi, 2004).

Proteinas virales

La poliproteina una vez procesada proteoliticamente, da origen a 3 proteinas
estructurales (C, E y prM), necesarias para la formacién de viriones infecciosos y 7
proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NSb5),
necesarias para la replicacion del RNA viral (figura 1). El procesamiento de la
poliproteina, estd dado por proteinas celulares y NS3 la cual en su extremo N-
terminal tiene un dominio serina proteasa, que requiere de su cofactor NS2B para
su actividad (Rather et al., 2017; Song et al., 2017).

ZIKV 5 8 Single open reading frame EE E?g 5
genome

Signal peptidase

\ ¥
ZIKV polyprotein [F€>[PriM>E >{NS1 >{NS2A

4 4‘ Golgi protease + NS3 protease

E

NS1
Pr NszB NS4A  Ns4B ER
Lipidbilayerq-ll_Il  Ja%y KR JRg
M

. |
Cytosol
NS2A 2K NS5 vt
Cc
Protease & Polymerase &
Helicase NS3 Methy-transferase

Figura 1: Representacion esquematica del genoma de ZIKV y estructura de la

poliproteina. Tomado de Ming, Tang, & Song, 2016.



La proteina C o capside (12 kDa) es un homodimero simétrico, el cual tiene un
dominio de union al RNA viral y un dominio hidrofébico de interaccién con la
membrana. La proteina prM o proteina premembrana (20 kDa), se encuentra
presente en viriones inmaduros y tiene tres dominios (pr N-terminal, ectodominio
central y el dominio transmembranal C-terminal), el dominio pr N-terminal es
procesado por la proteasa celular furina, que da como resultado la formacion de la
proteina M y de viriones maduros. La proteina E o envoltura (53 kDa) tiene un
dominio transmembrana y tres ectodominios, ésta participa en el ensamblaje viral,
union a la celulas blanco, fusién de membrana y también es el blanco de anticuerpos

neutralizantes.

La proteina no estructural NS1 (46-55 kDa) es una glicoproteina que participa en la
replicacion viral, patogénesis y en la evasion del sistema inmune de la célula. La
NS2A (25 kDa) participa en el ensamble del viribn y es un antagonista en las vias
de respuesta de IFN. La proteina NS2B (14 kDa) es un cofactor para la funcién
serina proteasa de NS3, el dominio hidrofilico central proporciona orientacion a la
NS3, por su parte los dominios terminales hidrofobicos participan en el anclaje del
complejo NS2B-NS3 a la membrana del reticulo endoplasmico. La NS3 (69 kDa)
tiene un dominio N-terminal con funcién serina proteasa, que se encarga de
procesar la poliproteina viral, mediante la union de NS2B. El dominio C-terminal
tiene funcion helicasa, que participa en el desenrollamiento del RNA durante la
replicacion. La NS4A (16 kDa) regula la actividad ATPasa de la helicasa de NS3. El
péptido 2k es una sefial para el procesamiento de NS4B. Por su parte la NS4B
inhibe la fosforilacién de STAT1 que conduce al bloqueo de la via del IFN ay B. La
NS5 (103 kDa) es la proteina mas grande y conservada del virus, en su dominio N-
terminal tiene funcion metil-transferasa y en su dominio C-terminal tiene funcion
RNA polimerasa dependiente de RNA (Armstrong, Hou, & Tang, 2017; Song et al.,
2017; Barzon et al., 2016; Saiz et al., 2016).



Ciclo replicativo de ZIKV

La replicacion viral se lleva a cabo en el citoplasma de células infectadas; para ello
los viriones se unen a receptores ubicados en la superficie celular, como son la
lectina DC-SIGN (usado por otros flavivirus como DENV), TYRO3 y AXL. Una vez
unidos a su receptor los viriones ingresan a la célula mediante endocitocis en
vesiculas recubiertas por clatrina. La acidificacion de la vesicula endoso6mica
provoca cambios en el virion, la fusion de las membranas endosomales y viricas, y
la liberacion del genoma viral. EI genoma viral al ser un RNA de cadena (+) es
traducido inmediatamente para dar lugar a una poliproteina en el reticulo

endoplasmico (RE).

La poliproteina es procesada por el complejo NS2B-NS3 (proteasa viral) y por las
proteasas celulares para generar las proteinas virales maduras. El genoma viral de
sentido positivo se copia para dar lugar a un RNA de sentido (-), que servira de
molde para la sintesis del genoma en sentido positivo (reaccion catalizada por
proteinas NS como la polimerasa dependiente de RNA NS5). EI genoma viral es
empaquetado por la proteina C y adquiere la envoltura durante la salida del RE. Los
viriones inmaduros son transportados por la via del trans-golgi, donde se da la
glicosilacion y escision de la proteina prM por la proteasa celular furina, generando
viriones maduros que son liberados por exocitosis (Barzon et al., 2016; Medin &
Rothman, 2017; Mukhopadhyay, Kuhn, & Rossmann, 2005; Saiz et al., 2016).

Antecedentes

Descripcion del complejo del poro nuclear (NPC)

Una gran variedad de virus altera el complejo del poro nuclear (NPC) para acceder
a las proteinas nucleares que participan en su replicacion; esto ocurre para 1)
afectar las vias de importe de factores de transcripcion y con ello evitar una
respuesta antiviral, 2) alterar las vias de exporte de mRNA celular y reducir la

cantidad de mRNA celulares en el citoplasma favoreciendo su replicacion. Estas



estrategias se han observado tanto para virus cuya replicacién ocurre en el nucleo,
como para virus citoplasmaticos (Cohen, Au, & Panté, 2011). En estos ultimos se
ha reportado ampliamente la localizacidon y sobreexpresion de proteinas virales en
el nacleo durante la infeccion, lo que concuerda comunmente con la inhibicién del
transporte nuclear, lo que sugiere que las proteinas virales tienen un papel

importante en el nicleo hospedero (Lopez-Denman & Mackenzie, 2017a).

Para que las proteinas virales tengan acceso al nucleo, éstas tienen que ser
importadas y en ocasiones exportadas, para lo cual, se requiere de su interaccion
con componentes de la envoltura nuclear, formada por una doble membrana con
canales proteicos denominados complejos del poro nuclear (NPCs, del inglés
nuclear pore complexes). El transporte bidireccional de proteinas implicadas en la
sefalizacion (p53, SMAD, etc.), ribonucleoproteinas y otras macromoléculas como

MRNA es regulado por el NPC (Lopez-Denman & Mackenzie, 2017a).

Las moléculas pequefas de aproximadamente 40-50 kDa pueden pasar libremente
a través de la envoltura nuclear. Sin embargo, las moléculas de mayor peso
molecular (proteinas, mRNA, subunidades de ribosomas y algunos virus), tienen
que ser transportados por transporte activo a través de los NPCs. Este transporte
(importe y exporte) es regulado por proteinas cargo, receptores de transporte
nuclear (NTRs) como importinas, exportinas, transportinas y carioferinas, y
pequefias GTPasas de la familia Ran que regulan la actividad de importinas y
exportinas que transportan moléculas cargo (Kabachinski & Schwartz, 2015). Los
NTRs reconocen secuencias especificas en las proteinas que cruzan la membrana
nuclear (figura 2), como son las secuencias de localizacion nuclear (NLS) que
contienen repetidos de aminoacidos de Arg y Lys. La secuencia clasica esta
conformada por cinco aminoacidos KKKRK. Sin embargo, algunas proteinas
poseen NLS bipartitas que consisten en dos grupos de aminoacidos basicos,
separados por aproximadamente 10 aminoacidos. Por su parte las secuencias de
exporte nuclear (NES), participan en el trafico de nudcleo a citoplasma y estan
compuestas por secuencias ricas en leucina (la Cour et al., 2003; Wente & Rout,
2010).



Figura 2: Ciclo de importe y exporte nuclear. El importe nuclear esta dado por el reconocimiento
de secuencias de localizacién nuclear (NLS) por parte de los receptores de transporte nuclear
(NTRs), por ejemplo, la importina a se une al NLS del cargo, enseguida se une la carioferina
importina B, para formar un complejo trimétrico junto a su molécula cargo. Si la NLS es atipica
entonces la importina 3 se une directamente a su molécula cargo sin la participacion de la importina
a. La direccionalidad del cargo esta dada por el gradiente de RanGTP, que es regulado por el ciclo
Ran-GTP/GDP. Una vez que el complejo trimérico haya entrado al nicleo, RanGTP que es activada
por RCC1 (GEF) se une a la importina B y con ello se libera de su cargo. La importina § es
transportada al citoplasma y ahi RanGTP es desactivado a RanGDP por GAP, para liberarse de la
importina 3 para su siguiente ciclo de importe. Por su parte el exporte nuclear esta dado por el
reconocimiento de las secuencias de exporte nuclear (NES) por parte de la exportina carioferina,
enseguida se une RanGTP (activado por RCC1); esto forma el complejo de exporte. El complejo
atraviesa el NPC y al salir de éste, GAP desactiva a RanGTP (hidroliza el GTP en GDP) haciendo
que la exportina se libere de su cargo (Jovanovic-Talisman & Zilman, 2017; Kabachinski & Schwartz,
2015). Figura tomada de Kabachinski & Schwartz, 2015.

Los nucleos de células Hela (linea celular epitelial proveniente de cancer cérvico-
uterino) contienen aproximadamente 3 000 NPCs, compuestos por multiples copias

de aproximadamente 30 diferentes proteinas conocidas como nucleoporinas o
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Nups, con un peso molecular aproximado de 110-125 MDa las cuales tienen un

arreglo cilindrico (Hezwani & Fahrenkrog, 2017). Las estructuras del NPC (figura

3a) son el anillo citoplasmatico, el anillo del poro interno, el anillo nuclear, en la

periferia se encuentran la canastilla nuclear y los filamentos citoplasmaticos (Beck

& Hurt, 2016; Hezwani & Fahrenkrog, 2017). Dentro del canal central se encuentran

Nups con repeticiones ricas en Phe y Gly llamadas FG-NUPs que facilitan el

transporte nuclear en ambos sentidos, ya que se unen a NTRs. Algunas de éstas
son Nup62, Nup58, Nup54, Nup98, Nup45, Nup214, hCG1, Nupl53 y Nup50 (Li,
Goryaynov, & Yang, 2016; Rothballer & Kutay, 2012).

Los complejos de las Nups (figura 3b) son:

v

<\

Complejos citoplasmaticos: participan en el importe y exporte de cargos al
permitir su union al NPC, Nup358 contiene dominios de union a RNA,
RanGTP y dominios que participan en el exporte nuclear de subunidades
ribosomales.

Complejo Y: participan como proteinas de andamiaje.

Nups transmembrana: participan en el anclaje del NPC a la envoltura nuclear.
Complejo del anillo del poro interior: participan en el exporte e importe de
cargos.

Complejo Nup62 y Nup98: Nup62 y Nup98 se han localizado en el
nucleoplasma y en el citoplasma celular, este complejo se caracteriza por
tener dominios repetidos de FG.

Complejo de la canastilla nuclear: Nup153 y Tpr contiene dominios FG y de
union a importina 3 (Beck & Hurt, 2016).
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Figura 3: Estructura y composicion del complejo del poro nuclear. a) Arquitectura estructural
del NPC, b) Complejos de nucleoporinas que componen al NPC. Tomado de Beck & Hurt, 2016;
Hezwani & Fahrenkrog, 2017.
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Participacion del complejo del poro nuclear (NPC) en la replicacion viral.

Como se mencion0 anteriormente un organelo importante para la replicacion viral
es el nucleo, y el importe-exporte de proteinas virales y celulares durante la
infeccion, genera alteraciones en dicho transporte que en general se relaciona con

el procesamiento de algunas Nups.

Nucleoporinas e infecciones virales

Nup270 o Tpr: Ubicada en la canastilla nuclear, participa en la formacién del
complejo de exporte de proteinas (Frosst, Guan, Subauste, Hahn, & Gerace, 2002)
y exporte de mMRNA (Rajanala & Nandicoori, 2012). Se ha visto que el uso de RNAI
contra Tpr afecta la transcripcion del VIH1 (Marini et al., 2015). Ademas la proteina
pl7 de reovirus aviar (ARV) regula la transcripcion de Tpr lo que conduce a la
acumulacion de p53 y p21, esto desactiva la traduccién celular deteniendo el ciclo
celular y favorece la formacion de autofagosomas. En particular la autofagia es
importante para la replicacion viral ya que los autofagosomas ofrecen una
plataforma para la replicacion viral y su ensamblaje, ademas de que en la autofagia
se degradan lipidos, que recientemente se ha visto que pueden ser usados como
fuente de energia para la replicacion de DENV (Huang et al., 2015).

Nup214: La nucleoporina de 214 kDa del complejo citoplasmatico participa en la
formacién del complejo de exporte de proteinas (Hutten & Kehlenbach, 2006) y en
el exporte de mRNA (Dickmanns, Kehlenbach, & Fahrenkrog, 2015). Se ha visto
gue adenovirus 2 usa esta NUP a su favor. Adenovirus 2 importa su genoma a traves
del NPC de células en interfase para su replicacién, para importar su genoma
requiere unirse al NPC y Nup214 actiua como receptor para las capsides, una vez
unido a Nup2l14 éste inserta su genoma en el nucleo (Trotman, Mosberger,
Fornerod, Stidwill, & Greber, 2001).

Nup153: La nucleoporina de 153 kDa, ubicada en el complejo de la canastilla
nuclear contiene sitios de unién a importina a/f3, transportina y RanGTP (Ogawa,

Miyamoto, Oka, & Yoneda, 2012) y participa en el exporte de mRNA, snRNA y 5S

13



rRNA (Dickmanns et al., 2015). Se ha reportado que nup153 une la capside de VIH-
1 a ndcleo y la interferencia en la sintesis de nupl153 reduce la entrada de las
capsides de VIH-1 en nucleos de linfocitos T CD4* (Chen et al., 2016a). También
se ha visto que poliovirus y rinovirus inducen la degradacion de Nup153 inhibiendo
el importe de proteinas y exporte de mRNA, evadiendo la respuesta inmune
antiviral. Ademas, se ha reportado una deslocalizacion de proteinas nucleares en
infeccion de poliovirus por la degradaciéon de Nupl53 (Gustin & Sarnow, 2001;
Watters & Palmenberg, 2011).

Nup98: La nucleoporina de 98 kDa, ubicada en el complejo citoplasmatico, participa
en el ensamble del complejo de importe (importina a/f y cargo) e interactua con
RanGEF (Oka et al., 2010), ademas de que participa en el exporte de mRNAs
(Blevins, Smith, Phillips, & Powers, 2003). Esta Nup, participa en la entrada del virus
de hepatitis C (VHC) en el nucleo al igual que en su biogénesis (Lussignol et al.,
2016). En la infeccion con VIH, Nup98 participa en el importe nuclear de proteinas
virales (Chen et al., 2016b). Ademas, en el caso de respuestas inmunes antivirales
por interferones a/B, se sabe que el virus de la estomatitis vesicular (VSV) contiene
una proteina matriz que se une a Nup98 inhibiendo la salida de mMRNA por el factor
de exporte Rael (inducido por la accién de interferones), impidiendo un estado
antiviral y con ello seguir replicAndose (Faria et al., 2005). También se ha observado
que poliovirus induce la degradacién de la Nup98 con el mismo fin (N. Park,
Katikaneni, Skern, & Gustin, 2008).

Nup62: La nucleoporina de 62 kDa, ubicada en el canal central del NPC, participa
en el exporte de mRNA e importe de proteinas (Dickmanns et al., 2015). Se ha
encontrado que poliovirus degrada a esta NUP, inhibiendo el importe de proteinas
y exporte de mMRNA, y ademas se ha evidenciado una deslocalizacion de proteinas
nucleares que promueven la replicacion viral (Gustin & Sarnow, 2001). En el caso
de rinovirus humano éstos contienen una variedad de proteasas 2A que escinden a
Nup62 afectando las vias de importacion a/p, transportina 1 y transportina 3, asi
como la exportacién por CRM1 (Watters & Palmenberg, 2011). Por otro lado, la

proteina ICP27 de virus herpes simple (HSV-1) se une a Nup62 y con ello afecta el
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exporte de mRNAs y su expresion, ademas afecta el importe via importina a/ff y
transportina 1 (Malik et al., 2012).

La integridad de las nucleoporinas y las alteraciones del transporte nucleo-
citoplasmico en la infeccion por ZIKV se desconocen; sin embargo, su estudio
permitira considerar a este proceso como un blanco para inhibir la replicacion e

infeccién viral.

Alteraciéon del NPC por la proteasa NS3 de Dengue

Recientemente, el grupo de la Dra. Rosa Maria Del Angel, ha estudiado la
localizacion y funcién de proteinas virales de DENV. Una de ellas es la proteasa
NS3, la cual se localiza en el citoplasma y especificamente en el RE donde ejerce
su funcion de serina-proteasa y de helicasa. Para el caso de la actividad serina-
proteasa necesita de NS2B la cual actia como cofactor de NS3. Por estas funciones
se ha explorado como blanco farmacolégico contra DENV y ZIKV (Kang, Keller, &
Luo, 2017; Lopez-Denman & Mackenzie, 2017a).

Curiosamente, a pesar de que se ha descrito que NS3 se localiza en el citoplasma,
Cervantes-Salazar et al, (datos no publicados) encontraron una NLS putativa en
NS3 de DENV, por tanto, se analiz6 su localizacion subcelular. Asi, encontraron que
la proteina NS3 de DENV y ZIKV se encontraba a las 8 h en nicleo y a las 12 h la
mayor parte de la proteina habia sido relocalizada al citoplasma. De la misma
manera, se observo que durante la infeccion con DENV se degradan algunas NUPs
como lo son Nup98, Nup153 y Nup62. Durante la infeccién por ZIKV también se
observo la degradacion de Nups, en este caso fue Nup98 y Tpr. La degradacion de
Nups inducida por la infeccion con ambos flavivirus sugieren que la manipulacion
del transporte ndcleo-citoplasma es una estrategia que usan estos virus durante su

replicacion.

Con el fin de conocer si la proteasa viral NS3 pudiera estar participando en la
degradacion de las Nups se realizaron ensayos de expresion de la forma mutante
de NS3 (S135A) que elimina la actividad proteasa, y se observo que su localizacién
también fue inicialmente nuclear y después citoplasméatica como la proteina NS3
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silvestre. Sin embargo, no degradd a la estructura del NPC (Mabl114), como se
observo en ensayos de la expresion de la NS3 silvestre. Confirmando que la NS3

de DENYV es la responsable de dafiar al NPC.

Debido a que la ruptura de las Nups es diferencial entre ZIKV y DENV sera
necesario evaluar qué caracteristicas son distintas entre ambas proteasas que son
responsables de inducir procesamiento de Nups. Por ultimo, es importante analizar
las posibles consecuencias que tiene este fendmeno en el establecimiento de la

infeccion de ZIKV y que efecto tiene en las vias de importe-exporte.
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Justificacion

ZIKV es un virus reemergente, el cual se ha encontrado presente en 84 paises del
mundo, 31 paises han reportado microcefalia a causa de este virus y 23 paises
reportan un aumento del nimero de casos de Guillain-Barré asociado con esta
infeccion. Actualmente no se cuenta con un tratamiento especifico para la infeccion
por ZIKV y es por ello que estudiar la biologia del virus permitira entender su ciclo

de replicacion y poder encontrar nuevos blancos farmacolégicos.

Una proteina indispensable para la replicacion de ZIKV es NS3 que tiene funcién
proteasa y helicasa. Se ha visto que NS3 de DENV que esta relacionada
filogenéticamente con ZIKV, afecta el complejo del poro nuclear procesando sus
proteinas, por lo que seria interesante analizar si NS3 de ZIKV tiene la misma
funcidén y qué consecuencias tiene el procesamiento-degradacion de nucleoporinas

en la replicacion viral y en la fisiologia celular.

Hipotesis
La proteasa NS3 de ZIKV es la responsable del procesamiento de nucleoporinas

en células Huh?7.

Objetivo general
Analizar la participacion de la proteasa NS3 de ZIKV en la integridad del NPC

Objetivos particulares
v" Analizar in silico la secuencia y estructura de la proteina NS3 para identificar
los posibles sitios de localizacion y exporte nuclear, asi como los posibles
sitios de corte que se generarian en las proteinas del NPC
v' Comparar la localizaciéon de la proteasa NS3 en células Huh7 infectadas con
ZIKV y transfectadas con NS2B3 y NS2B3-S135A (proteasa inactiva)

v" Analizar la participacién de NS3 en la degradacién y procesamiento del NPC
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Estrategia experimental

Analizar la participacion de la
proteasa NS3 de ZIKV en el NPC
y la degradacion de Analizar in silico a la proteina

Transfeccion de células
Huh7
-NS2B3 (sitio activo) -
NS2B3, S135A (mutada)

"

Western Blot
-Validar la transfeccién, con ab a-
NS3 de ZIKVy a-V5

-Observar el procesamiento de
Nups por NS3 de ZIKV con abs
anti-Nups

nucleoporinas NS3
- .| -Predecirlos posibles sitios de
Infeccién*de células localizacion y exporte nuclear
Huh7 por 24 h con -Predecir la posible interaccién
21KV con proteinas del NPC

Inmunofluorescencia y microscopia confocal
-Comparar la localizacion de NS3 en células Huh7
infectadas con ZIKV y transfectadas con NS2B-3 y NS2B3,
S135A; usando ab a-NS3 ZIKV y a-V5

-Observar el dafio del NPC con abs anti-Nups
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Materiales y Métodos

Andlisis in silico de NS3

La secuencia de las proteinas NS2B y NS3 de ZIKV, se obtuvo de la base de datos
UniProt con numero de acceso Q32ZE1; dicha secuencia se encuentra en la
posicion 1369-1498 para NS2B y 1499-2115 para NS3.

La busqueda de motivos en la secuencia de las proteinas NS2B y NS3 de ZIKV se
realizé con la herramienta ScanProsite de EXPASy Bioinformatics Resource Portal,
dicha busqueda se realizé con el escaneo de alta sensibilidad y sin exclusion de

motivos con alta probabilidad de ocurrencia.

La obtencién de las estructuras tridimensionales de las proteinas NS2B y NS3 de
ZIKV se obtuvo en el Protein Data Bank (PDB), con el nimero de acceso 5GPl y
para el caso de DENV con el nUmero de acceso 3U1J. Las estructuras se manejaron
con el software UCSF CHIMERA an Extensible Molecular Modeling System en su
version 1.13 para Windows 64bits. También en dicho software se realizé la
superposicion estructural de NS3 de ZIKV y DENV, mediante el comando Match.

El alineamiento de las secuencias de NS3 de flavivirus (DENV 4 cepa Dominica
1981, Filipinas H241; DENV 2 cepa Thailand 1997, New Guinea, Puerto Rico 1969;
ZIKV cepa Mr766, Brasil 2015, MEX/INDRE/Sm/20161; SPONV; WNV cepa NY-99
y JEV cepa S4-14) se realizé con la herramienta Multiple Sequence Alignment

Clustal Omega.

La construccion del arbol filogenético de las secuencias de NS3 de flavivirus, se
realiz6 con el software MEGA en su version 7.0.26 for Windows, mediante el Test

of phylogeny, mediante el método bootstrap con un nimero de 500 replicaciones.

La prediccién de la secuencia de localizacion nuclear (NLS) de NS3 de ZIKV se
realizd con el programa cNLS Mapper con un punto de corte de 5, en el sitio web
WREGEX mediante la busqueda del motivo TRG_NLS Bipartite_1 y ScanProsite

de EXPASYy Bioinformatics Resource Portal.
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Para la prediccion de la secuencia de exporte nuclear (NES) de NS3 de ZIKV se
realizd6 mediante la herramienta computacional LocNES, en el sitio web WREGEX
mediante la busqueda del motivo NES/CRM1 y el servidor NetNES 1.1.

La secuencia consenso para el corte en blancos de la proteasa NS3 de flavivirus,
se obtuvo de MEROPS the Peptidase Database Release 12.0 del The European
Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) con el numero S07.001. Para la predicciéon de
corte en Nup62, Nup98, Nup153 y TPR por NS3 de flavivirus se us6 PMAP-CutDB
Proteolytic Event Database y la prediccidén del tamafio de los residuos generados
por el corte de NS3 en las diferentes nucleoporinas se realizd con la herramienta

ProtParam de ExPASYy Bioinformatics Resource Portal.

La obtencién de las redes de interaccion de Nup62, Nup98, Nup153y TPR en Homo

sapiens, se realizé en STRING DataBase version 10.5.

Cultivo e infeccién de células Huh7 con ZIKV

ZIKV se propag6 en cerebro de ratones CD1 neonatos, el titulo viral se calculd
mediante ensayos de plagueo en células Huh7. Las células Huh7 se crecieron a
37 °C con 5% de CO2 en medio Advanced DMEM con glutamina 2 mM, penicilina
(5 x 10* U/ml), estreptomicina (50 pg/ml), 1 ml/L de fungizona y suero fetal bovino
(SFB) al 5%.

La infeccion de células Huh7 con ZIKV, se realiz6 a una MOI de 3 (6ptima para la
infeccion) durante 2 h a 37 °C con 5% de CO2 en medio Advanced DMEM 1% SFB.
A continuacion, se retird el medio y se afiadi6 medio DMEM con 5% SFB. La

infeccién se permitié por 24 h.

Plasmido pcDNAplus NS2B3ZIKV

El plasmido pcDNAplus que contiene el inserto de NS2B3 (proteasa activa) y
NS2B3-S135 (proteasa inactiva) de ZIKV (Figura 4), fue construido en el laboratorio

del Dr. Jonathan Ball en la University of Nottingham, United Kingdom por los Drs.
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José Humberto Olais y el M. en C. Fernando Ruiz Jiménez, bajo la tutoria de la Dra.

Rosa Maria Del Angel.

AmpR promoter (CMV enhancer
AmpR /" CMV promoter:
\ [ ‘." T7 F (864 .. 880)
'__(T7 promoter

9L < NSZB_NS3 F (935 .. 959)

pcDNAplusNS2B_NS3ZIKA
7764 bp

CAP binding sitel

lac promoter|——
lac operator]
M13 rev| //-

SV40 poly(A) signal

NS2B_NS3 R (3169 .. 3188)
" V5tag
‘ ~[6xHis
/ ‘ bGH R (3352 .. 3369)
SVv40 promoter bGH poly(A) signal

Figura 4: Plasmido pcDNAplus con inserto de NS2B3 o NS2B3-S135 de ZIKV: El inserto de
NS2B3 o NS2B-S135, se encuentra en la posicion 935-3188, validado por secuenciacién. El
plasmido contiene un promotor para procarionte con resistencia a ampicilina y un promotor de
Citomegalovirus para eucarionte. Ademas, contiene una bandera de V5, (til para la localizacion de
NS2B3 y NS2B-S135.

Propagacion del plasmido con el inserto de NS2B3 y NS2B3-S135A de ZIKV

La propagacion de los plasmidos se hizo en bacterias E. coli DH5a competentes.
Para ello, las bacterias se cultivaron en medio LB a 37 °C hasta alcanzar una ODsoo
de 0.5, a continuacién, se colectaron por centrifugacién (5 min a 4000 g a 4 °C), se
resuspendieron en buffer TFB1 (RbCl 100 mM, 2H20 MnCl2 50 mM, CH3;CO,K 30
mM, CaCl2 10 mM, Glicerol 15%) en una proporcion 1:3. Las bacterias se incubaron
por 90 min en hielo, se colectaron las células por centrifugacion (5 min a 4000 xg a
4 °C), y se resuspendieron en 4 ml de TFB2 (MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaClz

21



75m M, Glicerol 15%). Se hicieron alicuotas de 100 ul y se guardaron a -70 °C hasta

Su uso.

Para la propagacion del plasmido, se prepararon 70 ng/ul de pldsmido y 900 ul de
E. coli DH5a competentes, las bacterias se mantuvieron en hielo por 30 min, y a
continuacion se sometieron a un choque térmico a 42 °C por 30 seg y se
mantuvieron en hielo por 5 min. Se les afiadié 250 pl de medio LB sin antibiético y
se incubaron por 1 h a 37 °C en agitacion. Finalmente, las bacterias se cultivaron
en cajas Petri con Agar-LB y 100 ug/ml de Ampicilina, las cuales se incubaron por
24 ha 37 °C.

Una colonia de DH5a con el plasmido de NS2B3 6 NS2B3-S135A que tiene el gen
de resistencia a Amp se inocul6 en medio LB con 100 pug/ml de Amp, las bacterias
se incubaron por 24 h, para su posterior lisis y extraccion del plasmido con el kit
Zyppy Plasmid Miniprep (ZYMO Research #D4020) siguiendo las instrucciones

proporcionadas por el proveedor.

Ensayo de liberacion del inserto de NS2B3 y NS2B3-S135A

Para liberar el inserto correspondiente a la secuencia NS2B3 y NS2B3-S135A, los
plasmidos de NS2B3 y NS2B3-S135A fueron digeridos con Hindlll (FastDigest
#FDO0504 por 1 h a 37 °C en agitacion, segun las especificaciones del proveedor.
Posteriormente, los fragmentos obtenidos se evaluaron por electroforesis en un gel

de agarosa al 1% a 90 volts por 30 min.

Transfeccion de células Huh7 con el plasmido que codifica a NS2B-NS3

Las células Huh7 se crecieron a 37 °C con 5% de CO:2 en medio Advanced DMEM
(con glutamina 2 mM, penicilina (5 x 10* U/ml), estreptomicina (50 pug/ml), 1 ml/L de

fungizona y SFB al 5%) a una confluencia del 70-80%.

Se incub6 por 5 min a 37 °C una alicuota de 3 pl de lipofectamina 2000
(ThermoFisher Scientific # 11668027) en 50 yl de medio OptiMEM (ThermoFisher
Scientific #31985070) y por separado una alicuota de 3 ug del plasmido en 50 ul de
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medio OptiMEM (ThermoFisher Scientific #31985070). El contenido de la alicuota
con el plasmido se mezclé al tubo con la lipofectamina y se incub6 a 37 °C por 10
min. A continuacién, se afiadié 150 yl de medio OptiMEM vy se incub6 a 37 °C por

10 min.

Las células Huh7 se lavaron 2 veces con medio OptiMEM para eliminar el SFB y se
les agrego la mezcla de lipofectamina y plasmido, las células se incubaron a 37 °C
con 5% de CO2. A las 6 h, se retir6 el medio y se les agreg6 medio Advanced DMEM
con 15% de SFB. La transfeccion se evalu6 a las 48 h mediante Western Blot e

Inmunofluorescencia.

Preparacion de extractos de proteinas totales

La extraccion de proteinas totales se realiz6 con buffer RIPA (10 mM Tris-HCI pH 8,
1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1% Tritdn x-100, 0.1% Desoxicolato, 0.1% SDS y 140
mM NaCl). Células Huh7 infectadas con ZIKV o transfectadas con NS2B3 o NS2B3-
S135A de ZIKV, se lavaron con PBS 1X. A continuacion, se afiadié 60 ul de RIPA
(para una placa de 12 pozos) con inhibidores de proteasa por 5 min a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente, las células se lisaron con una punta de pipeta y el
extracto se recolectd en tubos eppendorf. Se incubd en hielo por 20 min; después
se descartd el DNA, mediante precipitacion dando un spin por 5 seg, quedando en
el sobrenadante las proteinas. El extracto se almacend a 4 °C hasta su uso y las
proteinas se cuantificaron con Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher
Scientific #23225), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

El extracto total de proteinas de células transfectadas con NS2B3, NS2B-S135 e
infectadas con ZIKV, fueron separadas por peso molecular mediante la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida con una concentracion de 7.5% de
acrilamida, con el equipo de electroforesis (Bio-Rad modelo Mini PROTEAN Tetra
Cell) y peines de 1.5 mm de grosor con 10 pozos. La electroforesis se realizo a 120

volts. A cada pozo se le agregé 30 pg de proteina.
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Transferencia a membrana de nitrocelulosa

Al término de la electroforesis, se realiz6 la transferencia a membrana de
nitrocelulosa con poro de 0.2 pum por 1 h 10 min a 100 volts en el equipo Bio-Rad

modelo Mini Trans-Blot Cell.

Western Blot

La técnica de Western Blot se realizo bloqueando la membrana de nitrocelulosa con
leche descremada al 10% en PBS 1X-Triton X-100 0.5% durante 1 h a TA.
Posteriormente, se agrego el anticuerpo primario diluido en leche descremada al
5%, durante toda la noche a 4 °C en las siguientes concentraciones:

Ab Hospedero Dilucién Fabricante | # catalogo
Anti-Nup98 | ratén 1:1000 Santa Cruz | SC-74578
Anti-Nup62 | conejo 1:5000 Santa Cruz | SC-25523
Anti- raton 1:6000 Abcam AB96462
Nup153
Anti-TPR raton 1:1000 Santa Cruz | SC-271317
Anti-NS3 conejo 1:1000 GeneTex | GTX124252
DENV

Después, se lavo la membrana 5 veces con PBS 1X-Triton X-100 0.5% por 10 min
y se incubd con el anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo y anti-lgG de ratén)
acoplado a HRP durante 2 h a TA en una dilucion de 1:5000 en PBS 1X-Triton X-
100 0.5%. Finalmente se lavd la membrana 5 veces mas. El revelado se llevé a
cabo con SuperSignal West
(ThermoFisher Scientific #34095).

Femto Maximum Sensitivity Substrate kit
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Inmunofluorescencia

Las células Huh7 se cultivaron en placas de 24 pozos sobre cubre objetos circulares
hasta alcanzar una confluencia de 70-80% para ser transfectadas o infectadas con
ZIKV. Las células se fijaron con PFA al 4% durante 20 min a 4 °C, a continuacion,
se permeabilizaron y se blogquearon con 0.2% saponina y 1% SFB, diluido en PBS
1X durante 20 min en agitacion y se lavo con 0.2% saponina, 1% SFB-PBS 1X. El
anticuerpo primario diluido en 0.2% saponina, 1% SFB-PBS 1X, durante toda la

noche a 4 °C en las siguientes concentraciones:

Ab Hospedero | Dilucién | Fabricante | # catalogo
Anti-Nup98 ratéon 1:100 Santa Cruz | SC-74578
Anti-Nup62 conejo 1:300 Santa Cruz | SC-25523
Anti-Nup153 raton 1:100 Abcam AB96462
Anti-TPR raton 1:100 Santa Cruz | SC-271317
Anti-NS3 DENV | conejo 1:200 GeneTex GTX124252
Anti-V5 ratén 1:500

Las células se lavaron 3 veces con 0.2% saponina, 1% SFB-PBS 1X.
Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario (Alexa 488 anti-raton
1:1000 y Alexa 594 anti-conejo 1:200) por 2 h en 0.2% saponina, 1% SFB-PBS 1X
a TA y se lavaron 3 veces mas. Después se incubaron con DAPI en una

concentracion de 1:1000 en PBS 1X por 10 min.

Las células se lavaron 3 veces con 50 mM de NH4Cl en PBS 1X y una mas con
agua destilada para eliminar el exceso de sales. Las preparaciones se montaron
con VECTASHIELD Mounting Medium y se almacenaron a 4 °C, hasta su
observacion en el microscopio confocal Leica TCS SP8. Las imagenes obtenidas
bajo el microscopio, se procesaron con el software Leica Application Suite X Core
Offline version 3.3.0 for Windows 10.
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Resultados

Analisis in silico de NS3

Descripcion de la estructura y caracteristicas de NS2B y NS3 de ZIKV

Con el fin de conocer los motivos que contienen las proteinas virales NS2B y NS3
se realizaron diversos ensayos in silico. Se ingresé a la base de datos de UniProtkB
con el numero de acceso Q32ZE1, para obtener el genoma completo de ZIKV. Las
secuencias de NS2B y NS3 se analizaron con la herramienta ScanProsite de
ExPASy. Esta herramienta mostro que la proteina NS3 tiene un dominio helicasa de
330 aa, en el extremo carboxilo y un dominio serina proteasa de 180 aa (Figura 5).

El dominio de la serina proteasa es de tipo tripsina, es decir, que la proteasa tiene
preferencias por arginina y lisina. Ademas, tiene una triada catalitica H51, D75 y
S135; se ha descrito que la mutacion en este Ultimo aminoacido por una alanina

(S135A) elimina la accion proteasa.

Por su parte la NS2B con un tamafio de 130 aa, interactta con la NS3 para plegarla

correctamente y que aumente su afinidad por su sustrato. Para ello son necesarios

40 aa.
m UniProtKB - Q32ZE1 (POLG_ZIKV) pL@.Q

H51
D

> S135

NS2B ZIKV NS3 ZIKV
130 aa 617 aa

Figura 5: Andlisis de motivos de las secuencias de NS2B y NS3 de ZIKV. El andlisis se realizd
con la herramienta ScanProsite de ExPASy Bioinformatics Resource Portal. Las secuencias fueron

obtenidas con el nimero de acceso Q32ZE1 en UniProtKB.
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Las caracteristicas estructurales de las proteinas NS2B y NS3 (Figura 6), se
analizaron con el software UCSF CHIMERA an Extensible Molecular Modeling
System. Para ello, la estructura cristalina de dichas proteinas se obtuvo del Protein
Data Bank con el numero de acceso 5GPI. Con el software CHIMERA se eliminaron
las cadenas que no eran de nuestro interés y se marcé la NS3 de color purpura,

dicha proteina tiene 2 laminas B-barriles, 4 laminas B-plegadas, 2 a hélice y 8 asas.

Por su parte la NS2B marcada en color verde tiene 4 laminas B-plegadas y 1 asa.
Esta se pliega a la NS3 por el lado contrario a la triada catalitica (representada en

color anaranjado).

Figura 6: Estructura cristalina de las proteinas NS2B y NS3 de ZIKV. La estructura se obtuvo del
Protein Data Bank (5GPI). La NS2B se marcé en color verde, la NS3 en color purpura y su triada

catalitica en color anaranjado.
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Comparacion de la triada catalitica de NS3 de ZIKV con otros flavivirus

Con el fin de conocer sila NS3 de diferentes flavivirus podria tener blancos similares
a los de la NS3 de ZIKV, se realizé un alineamiento de diferentes secuencias de
NS3 de DENV, ZIKV, SPONV, WNV y JEV. Se observé que la triada catalitica de la
proteasa (H51, D75 y S135) esta conservada en los diferentes flavivirus (Figura 7),

por lo que los blancos de las diferentes NS3 de flavivirus podrian ser similares.

Sequence alignment

Consensus key (see documentation for details)
* - single, fully conserved residue

: - conservation of strong groups
conservation of weak groups

no consensus

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment
NS3_DENVA_[Dominica_1981) IEGVEHIMW R PGS
NS3_DENVA4_[Filipinas_H241] IEGVEHTMW R PGS
NS3_DENVA4_[Thailand_1997) IEGVEHTMW R PGYS
NS3_DENV2_[Thailand] EGTHHTMW K PGS
NS3_DENV2_[New_Guinea) EGTHHIMW K« PGYS
NS3_DENV2_[Puerto_Rico_1969) EGTHHIMW K PGS
NS3_ZIKV_[Mr766) EGVEHTMW AGLS
NS3_ZIKV_[Brasil_2015) EGVEHTMW AGlS
NS3_ZIKV_[MEX/InDRE/S=/20161 EGVIHTMW g AGIS
NS3_SPONV IEGVEHTMA g GG4S
NS3_WNV_[NY-99] EGVEHTLW g TG|s
NS3_JEV_[S4-14) ENVEHTLW g RG|S

o . *® i LR ES

Figura 7: Alineamiento de la triada catalitica de NS3 de diferentes flavivirus. El alineamiento se

realizé con la herramienta Multiple Sequence Alignment Clustal Omega.

Ademas, se construyd un arbol filogenético con las secuencias de NS3 de los
diferentes flavivirus (Figura 8), con el software MEGA. Se puede observar que las
diferentes cepas de ZIKV se encuentran en una sola rama del arbol, lo mismo pasa
con DENV, también se puede observar que el SPONV esta mas relacionado a ZIKV
que otros flavivirus. Por su parte DENV se encuentra agrupado en otra rama del

arbol.
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‘zuw (Brasil 2015)

ZIKV (Mr766)
ZIKV (MEX/InDRE/Sm/2016)
SPONV
JEV (S4-14)
WHV (NY-99)

ﬂDENVZ (New Guinea)

DENV2 (Thailand)

DENWV2 (Puerto Rico 1969)

DENW4 (Thailand 1937)

[ DENV4 (H241)
DENV4 (Dominica 1981)

—
010

Figura 8: Arbol filogenético basado en la secuencia de NS3 de diferentes flavivirus. La
construccion de este arbol filogenético se realiz6 con el software MEGA, bajo el método de Bootstrap

con 500 replicaciones.

Comparacién de la estructura de NS3 de ZIKV y DENV

En el laboratorio se conocia que algunas de las nucleoporinas procesadas por NS3
de ZIKV también eran procesadas por al NS3 de DENV. Para conocer si las
estructuras de ambas NS3 eran similares y poder comparar sus blancos de accion,
se decidié comparar la estructura de NS3 de ZIKV y DENV. Para ello se obtuvo la
estructura cristalina de ambas proteinas y con el software UCSF CHIMERA an

Extensible Molecular Modeling System, se realizé la superposicién estructural.

La NS3 de ZIKV (Figura 9a) tiene 2 laminas B-barriles, 4 laminas B-plegadas, 2 a
hélice y 8 asas, por su parte la NS3 de DENV (Figura 9b) tiene 2 laminas B-barriles,
6 laminas B-plegadas, 1 a-hélice y 9 asas. Al realizar el Match (Figura 9c) se puede
observar que estructuralmente ambas proteinas son similares, y al analizar su

secuencia de aminoacidos se obtiene un 66% de similitud entre éstas.
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Figura 9. Superposicion estructural de NS3 de ZIKV y DENV. a) NS3 de ZIKV, b) NS3 de DENV,
¢) Superposicion de NS3 de ZIKV y DENV, en purpura se observa la NS3 de ZIKV y en verde la NS3
de DENV. Dicha superposicion se realizé con el software UCSF CHIMERA an Extensible Molecular

Modeling System, con el comando Match.
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Prediccion de sitios de localizacion (NLS) en NS3 de ZIKV

En el laboratorio se habia observado que NS3 de DENV puede encontrarse en
nacleo, ante esto, decidimos buscar secuencias de localizacion y exporte nuclear
en la proteina NS3 de ZIKV.

Para saber si NS3 de ZIKV tiene secuencias putativas de localizacion nuclear (NLS),
se analiz6 su secuencia con el programa cNLS Mapper, el sitio web WREGEX y con

la herramienta ScanProsite de ExXPASy.

cNLS Mapper predijo una secuencia monopatrtita a partir de la posicion 210 con un
valor de corte 5 (Tabla 1). WREGEX, ScanProsite y cNLS Mapper predijeron en
particular una misma secuencia bipartita a partir de la posicion 202. Ademas,
WREGEX predijo una secuencia bipartita a partir de la posicién 583 y 169.

Tablal: Secuencia de localizacion nuclear predichas para NS3 de ZIKV.

Monopartita  cNLS Mapper 210 REAIKKRLRTV
Bipartita cNLS Mapper, 202 RRVLPEIVREAIKKRLR
Wregex y
ScanProsite
Wregex 583
KYGEKRVLKPRWMDARVCSDHA
ALKSFKE
Wregex 169

KREEETPVECFEPSMLKKKQL
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Ademas, las secuencias de NS3 de diferentes flavivirus fueron alineadas (Figura

10) y se observo que las NLS predichas, estaban conservadas en los diferentes

flavivirus, por lo que también podrian ser NLS para estos flavivirus.

NS3_DENV4_[Dominica_1981) ERIGEPDYE -VDEDIFRKKRL| [REALKRRLRTL| [KRILPSIVREALKRRLR| [REGEKKKLRPRWLDARVYADPMALKDFKE
NS3_DENVA4_[Filipinas_H241] [ERTGEPDYE-VDEDIFRKKRL| [REALKRRLRTL| [KRILPSIVREALKRRLR||REGEKKKLRPXWLDARVYADPMALKDFKE
NS3_DENVA4_[Thailand_1997) ERIGEPDYE -VDEDIFRKKRL| [REALKRRLRTL| [KRILPSIVREALKRRLR| [REGEKKKLRPXWLDARVYADPMALKDFKE
NS3_DENV2_[Thailand) EXSIEDNPE-IEDDIFRKRRL [REATKRGLRTL| [KRYLPAIVREAIKRGLR| [KEGERKKLKPRWLDARIYSDPLALKEFKE
:zg_g:ui_{:ew_f‘d:?a] 1969]:izigg:z:-i:%iiz:g:t REAIKRGLRTL| [KRYLPAIVREAIKRGLR| [KEGERKKLKPRWLDARIYSDPLALKEFKE

B Puerto_Rico_ " f KEGERKKLKPRWLDARIYSOPLALKEF -~
NS3_ZIKV_[Mr766) KREEETPVECFEPSMLKKKQL REAIKKRLRTV| [RRVLPEIVREAIKKRLR KYGEKRVLKPRWMDARVCSDHAALKSFKE
NS3_ZIKV_[Brasil_2015) KREEETPVECFEPSMLKKKQL REAIKKRLRTV| [RRVLPEIVREAIKKRLR KYGEKRVLKPRWMDARVCSDHAALKSFKE
NS3_ZIKV_[MEX/InDRE/Sm/20161RREEETPVECFEPSMLKKKQL| [REAIKTRLRTV IRRVLPEIVREAIKTRLR| |0 ey ov v b RiMOARVCSDHAALKSFKE
NS3_SPONV EXMEEPAVDCFEEDMLRKKKL| (KAAIKKRLRTV) IRRVLPQIVKAAIKKRLR! |y £.Ge ik 11 KPRWMDAR TCSDHASLKSFKE
NS3_WNV_[NY-99] ERMDEPIPAGFEPEMLRKKQI| |[KEAINRRLRTA [RRILPQIIKEAINRRLR KLGERKILRPRWIDARVYSDHQALKAFKD)
NS3_JEV_[S4-14] DRQEEPVPEAYTPNMLRKRQM \KDAIQQRLRTA [RKILPQIIKDAIQQRLR [RMGERK ILKPRWLDARVYADHQALKWFKD!

2 ¥ W222%2i s Ber w0 [|or 22 R Ber 09|, 2Ee. BemiBwER. % .2m ®

Figura 10: Alineamiento de secuencias de localizacién nuclear de NS3 en diferentes flavivirus.

Bipartita (Wregex)

Monopartita Bipartita

(cNLS Mapper) (cNLS Mapper,

Wregexy
Prosite)

Bipartita (cNLS Mapper)

El alineamiento se realiz6 con la herramienta Multiple Sequence Alignment Clustal Omega.

Prediccion de secuencias de exporte nuclear (NES) en NS3 de ZIKV

La secuencia clasica de la via exportina CRM1, estd conformada por secuencias
ricas en leucina, separadas por aminoacidos no polares con una extension de entre

8 — 15 aminoéacidos.

La prediccion de secuencias de exporte nuclear (NES) se realizé con la herramienta
LocNES, el sitio web WREGEX y mediante el servidor NetNES (Tabla 2). Para todos
los casos se predijo una secuencia a partir de la posicion 86, con diferente

porcentaje de probabilidad de que fuera un NES.
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Tabla 2. Secuencias de exporte nuclear predichas para NS3 de ZIKV.

NES clasico LocNES 60% 86 DAAWDGLSEVQLLAV
via CRM1
NetNES 83% 85 LDAAWDGLSEVQLL
Wregex 73.5% 90 DGLSEVQLLAVPPGE

Para este caso también las secuencias de NS3 de diferentes flavivirus fueron
alineadas (Figura 11) y se observo que las leucinas de las NES predichas, también
estaban altamente conservadas en los diferentes flavivirus, por lo que podrian

también ser NES para todos ellos.

NS3_DENVA_[Dominica_1981]  [LGDKWDKEEDVQVLAI EPGK
NS3_DENVA_[Filipinas_H241) [LGDKWDKEEDVQVLAI EPGK
NS3_DENVA_[Thailand_1997]  [LGDKWDKEEDVQVLAI EPGK
NS3_DENV2_[Thailand) LEGEWKEGEEVQVLAL EPGK
NS3_DENV2_[New_Guinea) LEGEWKEGEEVQVLAL EPGK
NS3_DENV2_[Puerto_Rico_1969)|LEGEWKEGEEVQVLAL EPGK
NS3_ZIKV_[Mr766) LDAAWDGLSEVQLLAV PPGE
NS3_ZIKV_[Brasil_2015) LDAAWDGLSEVQLLAV PPGE
NS3_ZIKV_[MEX/InDRE/S=/2016ILDAAWDGHSEVQLLAV PPGE
NS3_SPONV LDGKWDGVSEVQLIAV APGE
NS3_WNV_[NY-99) LQHKHNGQDEVQMIVV EPGK
NS3_JEV_[S4-14) FDRKWNGTDDVQVIVV EPGK

. + b s o me.

Wregex, LocNES, NetNES

Figura 11: Alineamiento de secuencias de exporte nuclear de NS3 en diferentes flavivirus. El

alineamiento se realiz6 con la herramienta Multiple Sequence Alignment Clustal Omega.
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Prediccion del procesamiento de nucleoporinas por la NS3 de flavivirus
Para obtener la secuencia 6ptima de corte de NS3 a sus proteinas blanco, se
decidio usar la base de datos de MEROPS.

En dicha base de datos con el numero de acceso S07.001 se encuentran los
sustratos oOptimos para la NS3 de diferentes flavivirus (DENV 1-4 y YFV), el
WebLogo construido a partir del alineamiento de estos sustratos y la secuencia
consenso de corte (Figura 12).

DENV 1 xxxx/SDSN Li et al., 2005
DENV 2 Xxxx/SGSG Li et al., 2005
DENV 3 xxxx/SDSG Li et al., 2005
DENV 4 xxxx/SGSG Li et al., 2005
YFV XGKK/TLRx Alves et al., 2007
YFV RRRR/SAGx Nigomrattanakit et al., 2006
DENV 1 nKRR Li et al., 2005
DENV 4 LKRR Li et al., 2005
DENV 2 nKRR Li et al., 2005
c) s cleavage site sequence logo
w3
2 KRG
1 =R 1< -
?q - N T®SE e~ 8

weblogo berkeley adu

-/gk/KR/R|Gs/g/-/a basado en 21 cortes

Figura 12. Secuencia consenso de corte en los blancos de NS3 de flavivirus. Obtenido de
MEROPS the Peptidase Database Release 12.0 del The European Bioinformatics Institute (EMBL-
EBI) con el nimero S07.001.
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A pesar de que esta secuencia esta predicha para otros flavivirus diferentes a ZIKV,
dicha secuencia de corte podria ser similar para el caso de NS3 de ZIKV, ya que la

estructura y aminoacidos de NS3 son similares entre estos flavivirus.

Para conocer si la NS3 de flavivirus puede cortar a Nup62, Nup98, Nup153 y TPR,
se introdujeron dichos sustratos y el codigo de MEROPS de la NS3 a la base de
datos CutDB. Dicha base de datos predijo 1 sitio de corte para Nup62 a partir de la
posicion 508 de la proteina, 3 sitios de corte para Nup98 a partir de las posiciones
593, 1301 y 1424, 1 sitio para Nup153 a partir de la posicién 1471 y sitio de corte
para TPR a partir de la posicion 1021(Tabla 3).

Con base en estos sitios de corte en las nucleoporinas, se calcul6 el tamafio de los
posibles fragmentos generados por la proteasa con la herramienta ProtParam de
ExXPASYy (Tabla 3).

Tabla 3. Sitios de cortes predichos para nucleoporinas por la proteasa NS3 de

flavivirus.

Nup62 (522 aa) 508 RR/KEQERSFR 60.7 kDa, 1.5 kDa
Nup98 593 KK/SIKKL 32.8 kDa
(1817 aa) 1301 RRR/AFSRWL 38.2 kDa
1424 KR/SLAIH 6.6 kDa
21.2 kDa
Nup153 (1475 aa) 1471 RRR/K 153.8 kDa
TPR (2363 aa) 1021 KRR/AIESMEQQL 118.7 kDa,
148.5 kDa
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Localizacion de NS3 en células transfectadas e infectadas con ZIKV
Para poder analizar la localizacion de NS3 se infectaron células Huh7 con ZIKV o

se transfectaron con la proteasa viral activa o inactiva.

Expresion de NS3 de ZIKV en células Huh7 y células transfectadas con NS3
Para los ensayos de transfeccion, inicialmente se determiné mediante restriccion
enzimatica con la enzima Hindlll, la presencia del inserto de NS2B3 o de NS2B3-
S135A en el plasmido pcDNAplus. Esta enzima de restriccion reconoce la secuencia
palindrémica 5’...A I AGCTT... 3, 3...TTCGA Il A... & para ejercer el corte.

Se calcularon los residuos generados por la enzima sobre los plasmidos y se
predijeron dos sitios de corte en la posicién 902 y 2898 (Figura 13a), que generan
un fragmento de aproximadamente 2 kb que corresponde al inserto y un fragmento

de aproximadamente 5.7 kb que corresponde al plasmido.

Se realiz6 la digestion enzimatica de los plasmidos obtenidos de dos colonias de E.
coli DH5a transformadas (Figura 13b). Se corrieron los plasmidos completos y los
residuos de la digestion en un gel de agarosa (carril 1, 2, 3 y 4). Se obtuvo una
banda de 7.7 kb para los plasmidos sin accién enzimatica y dos fragmentos después
de la accion enzimatica de aproximadamente 2 kb y 5.7 kb, que era lo esperado.

Con esto se confirm6 que los insertos se encontraban dentro de los plasmidos.
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Figura 13. Ensayo de liberacion del inserto por accién enzimatica en pldsmidos con el inserto

de NS2B3 0 NS2B3-S135. La liberacion del inserto se realizé con la enzima de restriccion Hindlll.

Una vez que se sabia que los insertos estaban presentes en los plasmidos, se
transfectaron células Huh7 con lipofectamina y la expresion de NS3 se valido por
Western Blot (Figura 14).

Las células transfectadas se lisaron a las 48 h post-transfeccion, a la par también
se infectaron células con ZIKV como control positivo, para evaluar la presencia de
NS3 en las células. Como se observa en la figura 14 en el control negativo (Mock)

no se observa la presencia de NS3 (68 kDa). Sin embargo, en los carriles con
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células infectadas con ZIKV y transfectadas con NS3, se observa claramente la
presencia de NS3, con una cantidad similar en los tres casos. Con este resultado

se valido la transfeccion de la NS3 en células Huh?.

<
<
o~
< 2 5
< 2 0
s 8 O
¥ 5 8 3
3 8 N o
kDa s £ 2 2
NS3
68 - Pl wl e ¢y
42 - .
— e NP - | /ctina

Figura 14. Western Blot de extracto de células Huh7 infectadas con ZIKV y transfectadas con
NS3 para validar la presencia de NS3. Los extractos proteicos (30 pug) obtenidos de células Huh7
infectadas con ZIKV o transfectadas con la proteina NS2B3 o NS2B3S135A por 24 y 48 h
respectivamente se sometieron a analisis por Western-Blot usando anticuerpos anti-NS3. El

anticuerpo anti-actina se usé como control de carga.

Localizacion de NS3 de ZIKV durante la infeccién y transfeccion de células
Huh7

Una vez que se validé la transfeccion de NS3 por Western Blot, se comparo la
ubicacion celular de la NS3 en células Huh7 infectadas con ZIKV y transfectadas
con NS2B3 0 NS2B3-S135A (Figura 15).

En el caso de las células infectadas por 24 h con ZIKV, se puede observar que NS3
tiene una distribucién mayoritariamente en citoplasma, pero también perinuclear. En
las células transfectadas con NS2B3 y NS2B3-S135A, se puede observar a la NS3

distribuida en el citoplasma y también en el nucleo.
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DAPI NS3 ZIKV Merge

Mock

Infeccion 24h

DAPI V5 Merge

Transfeccion
NS2B3-S135A
(Proteasainactiva)

Transfeccion
NS2B3
(Proteasa activa)

Figura 15. Localizaciéon celular de NS3 en células infectadas con ZIKV y transfectadas con
NS2B3-S135A y NS2B3. Las células Huh7 infectadas con ZIKV o transfectadas con la proteina
NS2B3 0 NS2B3S135A por 24 y 48 h respectivamente se analizaron mediante microscopia confocal

usando anticuerpos anti-NS3 y anti-V5. El nicleo se contratifié con DAPI.

Andlisis de laintegridad del poro nuclear y nucleoporinas durante la infeccién
con ZIKV y accion de NS3
Una vez que se establecieron las condiciones ideales para transfectar las células

con los plasmidos de NS2B3 y NS2B3-S135A, se evalud la integridad de las

39



nucleoporinas Nup62, Nup98, Nup153 y TPR, en células transfectadas con NS3 y

en células infectadas con ZIKV.

Integridad de Nup62 durante la infeccion con ZIKV y transfeccién de NS3 en
células Huh7

La localizacion subcelular de Nup62 en condiciones normales, es nuclear y
especificamente se encuentra en el anillo central y el anillo citoplasmatico del
NPC. Con el fin de evaluar la integridad de Nup62 en células infectadas con ZIKV
(Figura 16) las células se analizaron por inmunofluorescencia indirecta mediante
microscopia confocal. Como puede observarse, al igual que las células control, la
Nup 62 tiene una localizacion nucleoplasmica, la cual no se ve alterada en las
células infectadas (con tincién para la proteina E en verde), sugiriendo que Nup 62
no se procesa durante la infeccion con ZIKV.

DAPI Nup62 Merge

Mock

Infeccion
con ZIKV
24h

Figura 16. Inmunofluorescencia indirecta de Nup62 en células Huh7 infectadas con ZIKV y el
grupo control. Células Huh7 se infectaron con ZIKV durante 24 h y la integridad de la NUP62 se
evalué mediante inmunofluorescencia utilizando un anti-NUP62. La marca de color verde indica la

presencia de la proteina E viral.

Aungue no se observaron cambios en la integridad de Nup62 en células control e
infectadas con ZIKV por inmunofluorescencia, se evalué la integridad de Nup62
mediante Western Blot tanto en células infectadas con ZIKV como en células
transfectadas con NS2B3 y NS2B3-S135A.
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En la figura 17a se muestra el Western Blot de Nup62 en células no infectadas,
infectadas con ZIKV y transfectadas con la proteasa inactiva (NS2B3-S135A) y la
proteasa activa (NS2B3). Como puede verse, no hubo cambios en la integridad de
esta nucleoporina en los diferentes grupos, y no hay diferencias significativas en la
intensidad de la banda entre los grupos, confirmando la observacién previa de que
la integridad de Nup-62 no se altera en células infectadas con ZIKV (Figura 17b).
Aunqgue la base de datos CutDB predijo un sitio de corte en la posicién 508 de Nup62
(Figura 17c¢), no se observaron cambios en el peso molecular de la proteina ni en

su cantidad en comparacion con células no infectadas.
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Figura 17. Western Blot de Nup62 en células infectadas con ZIKV y transfectadas con NS2B3
y NS2B3-S135A. Extractos proteicos de células Huh7 infectadas con ZIKV o transfectadas con la
proteina NS2B3 0 NS2B3S135A por 24 y 48 h respectivamente se sometieron a analisis por Western-
blot (a) usando anticuerpos anti-Nup 62. b) ANOVA one way de la O.D. relativa del estado de Nup62
en los diferentes grupos (p < 0.05), ¢) mapa del corte de NS3 de flavivirus en la Nup62, predicho por

CutDB.
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Integridad de Nup98 durante la infeccion con ZIKV y transfeccion de NS3 en
células Huh7

La literatura menciona que la localizacién celular de Nup98 es perinuclear y
especificamente se encuentra en el anillo central y el anillo citoplasméatico del
NPC.

Por tanto, se evalug la integridad de Nup98 en células infectadas con ZIKV por
inmunofluorescencia indirecta mediante microscopia confocal (Figura 18).
Mientras que en las células no infectadas la Nup98 se encuentra claramente
alrededor del nucleo, en las células infectadas su distribucion alrededor del nucleo

es difusa.

DAPI Nup98 NS3 Merge

Mock

Infeccion
con ZIKV
24h

Figura 18. Inmunofluorescenciaindirecta de Nup98 en células Huh7 infectadas

con ZIKV y el grupo control. Células HUH7 se infectaron con ZIKV durante 24 h y la

integridad de la NUP98 se evalu6 mediante inmunofluorescencia utilizando un anti-NUP98 vy la

proteina viral NS3.

La reduccién de la cantidad de ésta proteina sugiere que ésta esta siendo
degradada. Estos datos se corroboraron por Western Blot (Figura 19a) en donde se
observo la reduccion de la banda de Nup98 en las células infectadas con ZIKV y en

las transfectadas con la proteasa activa pero no asi en presencia de la proteasa

42



inactiva. Este resultado fue cuantificado mediante la O.D. relativa de la Nup98
(Figura 19b) con respecto a la de la actina, encontrando diferencias significativas en
los grupos de células infectadas y transfectadas con la proteasa activa en
comparacion con las células control o transfectadas con la proteasa mutada. La
base de datos CutDB predijo 3 sitios de corte por la NS3 de flavivirus en la posicion
593, 1301 y 1424 de la Nup98 (Figura 19c), que generan tres productos de 32.8,
38.2 6.6 y 21.2 kDa; sin embargo, no se observaron los fragmentos calculados para

estos cortes mediante Western Blot.

=
=
o
>
a) § é ,g b) 1.5- = —
A £ @ —_—ns 1
¥ @ § @ o —
B £ 101
kba =2 =z £ = 5 _—
g o5 e
98 - | == e == | Nup9s8 o
70 -
55 - 0.0- .
\x‘o‘. o,bﬁ“ %N’g’ 6:
42 - | o — — e |Actina koog,\" ‘\.-,_,’I?’b o\é“\
& o
o("\oo é@'@
& <
«*"Q
c)
593 KK/SIKKL 1301 RRR/AFSRWL 1424 KR/SLAIH
Nup 98 .
1817 a5 N-terminal C-terminal
32.8kDa 38.2 kDa 6.6 kDa 21.2 kDa

Figura 19. Western Blot de Nup98 en células infectadas con ZIKV y transfectadas con NS2B3
y NS2B3-S135A. Extractos proteicos de células Huh7 infectadas con ZIKV o transfectadas con la
proteina NS2B3 0 NS2B3S135A por 24 y 48 h respectivamente se sometieron a analisis por Western-
blot (a) usando anticuerpos anti-Nup98, b) ANOVA one way de la O.D. relativa del estado de Nup98
en los diferentes grupos (p < 0.05), ¢) mapa de los cortes de NS3 de flavivirus en la Nup98, cortes

predichos por CutDB.
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Integridad de Nup153 durante la infeccion con ZIKV y transfecciéon de NS3 en
células Huh7
La literatura menciona que la localizacion subcelular de Nup153 es perinuclear y

especificamente se encuentra en la canastilla nuclear del NPC.

Dada la importancia de la Nup 153 en el transporte nucleo-citoplasma, la
integridad de Nup153 en células infectadas con ZIKV fue evaluada por
inmunofluorescencia indirecta mediante microscopia confocal (Figura 20). Se
observé que en células no infectadas la tincion de la Nup153 se encuentra
alrededor del nacleo tifiendo nitidamente un arillo perinuclear. Sin embargo, en las
células infectadas la tincién alrededor del nlcleo es menos intensa, sugiriendo que

hay una reduccién de la presencia de la proteina en esta region.

DAPI NS3 Merge

Nup153

Mock

Infeccion
con ZIKV
24h

Figura 20. Inmunofluorescencia indirecta de Nup153 en células Huh7 infectadas con ZIKV y el
grupo control. Células HUH7 se infectaron con ZIKV durante 24 h y la integridad de la NUP153 se

evalué mediante inmunofluorescencia utilizando un anti-NUP153 y la proteina viral NS3.

Esta posibilidad se confirm6 mediante Western Blot (Figura 21a), pues en las células
infectadas se observé una reduccion en la cantidad de proteina al igual que en las
células transfectadas con la proteasa activa. Dichas alteraciones no fueron

observadas en el grupo control y en las células transfectadas con la proteasa
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inactiva. Las diferencias entre ambos grupos se confirmaron mediante la
cuantificacion de la O.D. relativa de la Nup153 (Figura 21b), encontrando diferencias
significativas en los grupos de células infectadas y transfectadas con la proteasa
activa. La base de datos CutDB predijo 1 sitio de corte por la NS3 de flavivirus en la
posicion 1471 de Nupl53 (Figura 21c). En este caso tampoco se observaron
fragmentos de la Nupl53 mediante Western Blot, pero si una reduccion de la

cantidad total de proteina.
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Figura 21. Western Blot de Nup153 en células infectadas con ZIKV y transfectadas con NS2B3
y NS2B3-S135A. Extractos proteicos de células Huh7 infectadas con ZIKV o transfectadas con la
proteina NS2B3 0 NS2B3S135A por 24 y 48 h respectivamente se sometieron a analisis por Western-
blot (a) usando anticuerpos anti-Nup153, b) ANOVA one way de la O.D. relativa del estado de
Nup153 en los diferentes grupos (p < 0.05), ¢) mapa de los cortes de NS3 de flavivirus en la Nup153,

cortes predichos por CutDB.
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Integridad de TPR durante la infeccion con ZIKV y transfeccién de NS3 en
células Huh7

Otra de las Nups con funciones importantes en el transporte nucleo-citoplasma es
la TPR. Al igual que en los casos anteriores, se analizé su integridad durante la
infeccion con ZIKV y en células transfectadas con NS2B3 y NS2B3-S135A mediante
Western Blot (Figura 22a y 22b). En este caso también se observo una reduccion
en la cantidad de proteina en las células infectadas con ZIKV y transfectadas con la
proteasa activa. Dicha reduccion en la cantidad de proteina no se observo en el
grupo control ni en las células transfectadas con la proteasa inactiva, sugiriendo que
TPR también es blanco de degradacion durante la infeccion por ZIKV y que su
degradacion es dependiente de la actividad de NS2B3. (Figura 22b). Se predijo un
sitio de corte en la posicion 1021 de TPR por la proteasa NS3 de flavivirus (Figura
22c). Sin embargo, no se observaron fragmentos de TPR mediante Western Blot.
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Figura 22. Western Blot de TPR en células infectadas con ZIKV y transfectadas con NS2B3 y
NS2B3-S135A. Extractos proteicos de células Huh7 infectadas con ZIKV o transfectadas con la
proteina NS2B3 0 NS2B3S135A por 24 y 48 h respectivamente se sometieron a analisis por Western-
blot (a) usando anticuerpos anti-TPR, b) ANOVA one way de la O.D. relativa del estado de TPR en
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los diferentes grupos (p < 0.05), ¢) mapa de los cortes de NS3 de flavivirus en la TPR, cortes

predichos por CutDB.

Posibles consecuencias de la alteracién de Nup98, Nup153 y TPR por NS3 de
ZIKV

Nuestros resultados indican que ocurre una reducciéon en la cantidad de Nup98,
Nupl53 y TPR por la accién directa o indirecta de la proteasa NS3 de ZIKV. Con la
idea de conocer algunas de las posibles consecuencias que tendria la degradacion
de las tres Nups se construyeron redes de interaccién de dichas nucleoporinas con
otras proteinas (Figura 23 a-c). Se encontré6 que TPR y Nup153 interactian con
proteinas que participan en el importe de proteinas al nucleo, en el caso de Nup98
y TPR se encontré que interactlan con proteinas que participan en el exporte de
MRNAs (Figura 23 d). Por lo que las alteraciones en TPR, Nup153 y Nup98 por la
proteasa de NS3 de ZIKV podrian afectar el importe de proteinas a nacleo y el

exporte de mMRNAs. Ambas vias deberan ser analizadas en estudios posteriores.
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NUP153

Importe de proteinas | Exporte de mRNAs

RANBP2 NXF1
Implicado en la importacién Factor de exporte nuclear
de proteinas mediada Ran-

GTP
KPNB1 U2AF2
Importina B, Participa en el Participa en el splicing de
importe de proteinas mRNAs
ALYREF
Participa en el exporte de
mRNAs
RAE1

Participa en el transporte de
RNP, mRNA y formacién del
huso mitético

Figura 23. Redes de interaccion de TPR, Nup153 y Nup98; nucleoporinas alteradas por la

proteasa NS3 de ZIKV. a-c) redes de interacciones de TPR, Nup153 y Nup98, construidas con
STRING, d) Funciones de las proteinas que interactdan con TPR, Nup153 y Nup98.
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Discusion
ZIKV pertenece a la familia Flaviviridae, cuya replicacién es citoplasmatica; sin
embargo, se ha reportado que el nucleo celular juega un papel importante durante

su replicacion (Lopez-Denman & Mackenzie, 2017b).

En este sentido, se ha observado que proteinas del virus migran a nucleo durante
su replicacion como lo hace la proteina estructural C, la cual participa en la
formacion de la capside viral y NS5 que tiene funcion metil-transferasa y RNA
polimerasa dependiente de RNA (Armstrong, Hou, & Tang, 2017; Song et al., 2017;
Barzon et al., 2016; Saiz et al., 2016).

La funcién de la proteina C en el nucleo aun no esta entendidada totalmente. Sin
embargo, mutaciones en su NLS reducen la produccion de viriones.
Interesantemente, el importe de C al nlcleo es por la via clasica, esto es a través
de importina a/p y ademas C interactta con la helicasa DAXX evitando la apoptosis
via Fas ligando (Bhuvanakantham, Chong, & Ng, 2009; Mori et al., 2005; Netsawang
et al., 2010).

En el caso de NS5, que es la proteina mas grande y conservada entre los flavivirus,
tiene una NLS conservada entre los miembros de su familia y la mutacion en esta
reduce la formacion de viriones. Ademas, se ha visto que la inhibicion de la exportina
CRML1 con Leptomicina B acumula a NS5 en nucleo. Debido a su tamafio requiere
el importe activo al nucleo via importina a/f3 para ingresar a este y la inhibiciéon de
esta via con ivermectina reduce la formacién de viriones. (Johansson, Brooks, Jans,
& Vasudevan, 2001; Pryor et al., 2007; Rawlinson, Pryor, Wright, & Jans, 2009).

En el laboratorio se ha observado que la proteasa NS3 de DENV procesa a la
Nupl53, Nup98 y Nup62. También, se observd que durante la infeccion con ZIKV
se alteraban TPR y Nup62. Sin embargo, hacia falta la evidencia experimental para
validar que la NS3 de ZIKV tiene la misma funcion que la NS3 de DENV sobre las
nucleoporinas. Para ello en este trabajo se comparo la triada catalitica de NS3 (H51,
D75, S135) de diferentes flavivirus, con el fin de analizar si esta secuencia es
conservada entre éstos. Después de realizar un alineamiento de la NS3 de DENVA4,

DENV2, SPONV, WNV, JEV y ZIKV se encontré que la triada catalitica esta
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altamente conservada en estos flavivirus, por lo que probablemente la NS3 de ZIKV
también pueda procesar nucleoporinas. Ademas, la NS3 de ZIKV filogenéticamente
estd mas relacionada a la NS3 de SPONV que a la de DENV, por lo que esta
relacion también podria contribuir a la diferencias y similitudes de sus blancos de

accion.

Para abundar un poco mas sobre la posible similitud en la funcion de NS3 de DENV
y ZIKV sobre las nucleoporinas, se realizd una superposicion estructural de estas
proteinas obteniendo una similitud del 66% en sus aminoacidos y en su estructura.
Probablemente esto pueda explicar las diferencias o similitudes de sus
nucleoporinas blanco encontradas tanto por Cervantes-Salazar et al., (Datos no
publicados) el presente trabajo, ya que NS3 de DENV2 y DENV4 procesan a
Nup153, Nup98 y Nup62, mientras que la NS3 de ZIKV procesa a TPR, Nup153y
Nup98.

En la literatura se menciona que proteasas de Poliovirus y Rhinovirus procesan
nucleoporinas para afectar el transporte nucleo-citoplasma de proteinas celulares y
MRNAs. Estas proteasas se localizan en nucleo y citoplasma durante este
procesamiento (Tian, Cui, Zhang, Wei, & Zhang, 2011; Walker et al., 2013). La NS3
de ZIKV se ha reportado localizada en citoplasma (Lopez-Denman & Mackenzie,
2017b) y recientemente Cervantes-Salazar et al., (Datos no publicados) la encontré
localizada en nucleo. Para conocer si NS3 de ZIKV puede importarse y exportarse
fuera del nucleo, se analizé su secuencia para conocer si contiene secuencias de
localizacion nuclear (NLS) y secuencias de exporte nuclear (NES). Usando
diferentes herramientas computacionales se encontraron 4 posibles secuencias de
NLS y 3 posibles secuencias de NES. Por lo tanto, NS3 de ZIKV puede importarse
y exportarse fuera del ndcleo; sin embargo, hace falta evidencia experimental para
conocer cual o cuales de estas secuencias predichas son en realidad NLS y NES.
Ademas, se confirmé la presencia de NS3 en nucleo de manera experimental. Para
ello, se realiz6 la transfeccién en células Huh7 con el plasmido que codifica para las
proteinas NS2BNS3 de DENV y otras células se infectaron con ZIKV. En este

ensayo se encontrd que NS3 se localiza en el nucleo y citoplasma, tanto en las
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células infectadas con ZIKV como en las células transfectadas con NS3, dicho dato
concuerda con lo reportado anteriormente por Cervantes-Salazar et al., (Datos no

publicados) durante la infeccion con ZIKV.

Se ha documentado que algunas proteinas virales de otros virus afectan el complejo
del poro nuclear y especificamente a las nucleoporinas TPR, Nup153, Nup98 y
Nup62. Esta alteracion la realizan mediante proteasas virales como el caso de
Poliovirus 'y Rhinovirus, o mediante otros mecanismos como afectacion
transcripcional de genes de nucleoporinas en el caso de reovirus aviar (ARV) e
inhibicion estructural mediante la union de proteinas virales a Nups, como en el caso
del virus de la estomatitis vesicular (VSV) y el virus herpes simple (HSV-1) (Faria et
al., 2005; Gustin & Sarnow, 2001; Huang et al., 2015; Malik et al., 2012; N. Park et
al., 2008; Watters & Palmenberg, 2011).

En este trabajo se analizé a TPR, Nup153, Nup98 y Nup62, durante la infeccién con
ZIKV y en células transfectadas con NS3 de ZIKV.

TPR o Nup270, se encuentra localizada en la canastilla nuclear del NPC y participa
principalmente en el exporte de proteinas y mRNAs (Frosst et al., 2002; Rajanala &
Nandicoori, 2012). Durante la infeccion con ZIKV y transfeccibn con NS3, se
observaron alteraciones en la cantidad de TPR mediante Western Blot.
Demostrando que la NS3 de ZIKV es la responsable de este procesamiento;
alteracion no observada durante la infeccion con DENV2 y DENV4 (datos no
publicados). Sin embargo, las diferencias estructurales de las NS3 de ZIKV y DENV
demostradas en este trabajo podrian afectar el blanco de accién, como es el caso
de las proteasas 2A de Rhinovirus humanos, de las especies HRV-A, HRV-B y HRV-
C, las cuales debido a la variabilidad estructural entre ellas procesan diferentes
nucleoporinas (Watters & Palmenberg, 2011).

En el caso de Nup62 también se observaron diferencias entre el procesamiento por
la NS3 de DENV y ZIKV. Esta Nup se encuentra localizada en el anillo central del
NPC y participa en el exporte de mRNAs e importe de proteinas (Dickmanns et al.,
2015). Durante la infeccion con DENV se observa una deslocalizacion y reduccién

en la cantidad de Nup62 por la accion de NS3, ya que en condiciones de no infeccién
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se encuentra localizada en nucleo y durante la infeccion con DENV2 y DENV4 se
deslocaliza a citoplasma. También se observa una reduccion en la cantidad de
Nup62 mediante Western Blot (datos no publicados). En este trabajo durante la
infeccion con ZIKV y transfeccion de la NS3, no se observan anormalidades en la
ubicacion celular, ni reduccién de la Nup62. Sin embargo, la base de datos CutDB
predijo un sitio de corte en el aminoacido 508 de la Nup62, y el fragmento generado
por este corte es de 1.5 kDa, por lo que no se apreciaria con detalle mediante la
técnica de Western Blot si la NS3 de ZIKV alterara esta Nup. Para confirmar si
Nup62 es blanco de NS3, seria necesario realizar un zimograma, fijando a la Nup62

en un gel como sustrato de la NS3 de ZIKV.

Nupl53 se encuentra localizada en el complejo de la canastilla nuclear y tiene sitios
de union para importina a/f, transportinas y RanGTP; Nupl53 participa en el
exporte de mRNAs, snRNAs y 5S rRNA (Dickmanns et al., 2015; Ogawa et al.,
2012). Al igual que con la infecciéon de DENV2 y DENV4, se observé que la NS3 de
ZIKV también altera esta Nup. Usando microscopia confocal, para observar a la
Nup153 en células Huh7 se encontré una reduccion en la fluorescencia y, mediante
Western Blot se observo una reduccion en la cantidad de esta Nup en células

infectadas con ZIKV y transfectadas con NS3.

Nup98 también es procesada por la NS3 de ZIKV, al igual que con laNS3 de DENV2
y DENV4. Esta Nup se encuentra localizada en el complejo del anillo interno y
participa en el ensamblaje del complejo de importe de proteinas (importina a/f y
cargo) y en el exporte de mMRNAs (Dickmanns et al., 2015). Durante la infeccién con
DENV, Nup98 se deslocaliza de la periferia nuclear hacia el interior del ntcleo y hay
una reduccioén en la cantidad de proteina (datos no publicados). En este trabajo se
observo que durante la infeccion con ZIKV la Nup98 se deslocaliza hacia el interior
del nucleo y hacia fuera de éste, ademas se observa una reduccion de la
fluorescencia y dicho efecto también es observado por Western Blot en células
infectadas con ZIKV y transfectadas con NS3, demostrando que la NS3 de ZIKV es

la responsable de alterar esta Nup.
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En conclusion, durante la infeccion con ZIKV la proteasa NS3 procesa a TPR,
Nupl53 y Nup98. En los ensayos de Western Blot no fue posible observar los
residuos predichos por CutDB a las 24 h de infecciébn con ZIKV y 48 h post-
transfeccion con la NS3. Sin embargo, esta ausencia de residuos post-
procesamiento de las Nups por las proteasas virales también ha sido reportada en
las proteasas 2A de Rhinovirus humanos HRV-A, HRV-B y HRV-C a tiempos tardios
de infeccidn, ya que a tiempos tempranos de la infeccion con Rhinovirus humanos
se pueden observar los residuos en los ensayos de Western Blot y a tiempos tardios
no. Este mismo efecto se ha visto durante la infeccion con Enterovirus y Poliovirus
(N. Park et al., 2008; Nogi Park, Schweers, & Gustin, 2015; Nogi Park, Skern, &
Gustin, 2010; Watters & Palmenberg, 2011). Por lo que se tendria que realizar un
estudio a diferentes tiempos de la infeccién con ZIKV para poder observar estos
residuos generados por la NS3. Otra posibilidad es que los fragmentos generados

por la NS3, sean posteriormente degradados por el proteasoma.

El posible efecto del procesamiento de estas nucleoporinas tiene que ver con la
alteracién del trafico nucleo-citoplasma de proteinas y mRNAs, como en la infeccion
con DENV en la que se ve afectada la localizacion de mRNASs ya que se interrumpe
el exporte de éstos (datos no publicados). En el caso de TPR se ha visto que
reovirus aviar (ARV) regula su transcripcion, lo que conduce a la acumulacién de
p53 y p21, deteniendo el ciclo celular y favoreciendo la autofagia permitiendo la
degradacion de lipidos utilizados por el virus para su replicacion (Huang et al.,
2015). Poliovirus y Rhinovirus humanos procesan a las Nup98 y Nup153 inhibiendo
el importe de proteinas y exporte de mRNAs, evadiendo la respuesta inmune
antiviral y apoderandose de la maquinaria traduccional para replicarse. También se
ha observado durante la infeccibn una deslocalizacion, hacia citoplasma, de
proteinas nucleares que participan en la replicacion del genoma viral (Gustin &
Sarnow, 2001; N. Park et al., 2008; Watters & Palmenberg, 2011). Resultaria de
gran interés estudiar las consecuencias del procesamiento de Nups por la NS3 de
ZIKV, para conocer la participacion de estas alteraciones en la replicacion viral y

para el desarrollo de posibles blancos farmacolégicos.
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Conclusiones

v

El sitio catalitico de NS3 de ZIKV esta altamente conservado entre los

diferentes flavivirus

La NS3 de ZIKV y la de DENV tienen una similitud del 66%, por lo tanto, sus

blancos de accién podrian ser similares

NS3 contiene 4 posibles secuencias de NLS y 3 posibles secuencias de NES,

lo que sugiere que puede importarse al nacleo y exportarse fuera del mismo.

La localizacién de NS3 en células infectadas y transfectadas se observa en

citoplasma y ndcleo a las 24 h de infeccidén y 48 h de transfeccion.

La presencia de la proteasa NS3 de ZIKV afecta la localizacion e integridad
de Nup98, Nup153y TPR

La presencia de la proteasa NS3 de ZIKV no afecta la localizacion e
integridad de Nup62

NS2B3-S135A (proteasa inactiva) no afecta la integridad del NPC
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Perspectivas
» Realizar mutagénesis en las secuencias predichas de NLS y NES de NS3 de
ZIKV, con el fin de determinar la funcionalidad de ambas secuencias.
» ¢ Se afecta la ubicacion celular de mMRNAs durante la infeccion con ZIKV por
el dafio del NPC?
» ¢ Se afecta el importe, exporte de proteinas celulares durante la infeccion con
ZIKV por el dafio al NPC?
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