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RESUMEN

La gran incidencia de los virus de ARN a nivel global los convierte en patégenos con un
alto impacto médico, medioambiental y veterinario. Su aparicién y reemergencia ha
provocado, en los ultimos afios, multitud de brotes epidémicos, cobrando especial
importancia aquellos virus que son transmitidos por vectores artréopodos, como el virus
del Zika o el virus del Nilo Occidental, y aquellos que son transmitidos mediante
zoonosis, como el nuevo coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2).

Estos virus son responsables de enfermedades humanas que derivan en trastornos
neuroldgicos graves y malformaciones congénitas en el caso de la infeccidon por el virus
del Zika, paralisis y encefalitis provocadas por el virus del Nilo Occidental e incluso
infartos y hemorragias cerebrales en algunos pacientes, que se han contagiados del
SARS-CoV-2. Todos estos sintomas pueden derivar en la muerte del paciente.

Desde su descubrimiento, se han realizado multiples abordajes experimentales en la
busqueda de farmacos que puedan combatir las enfermedades producidas por estos
virus. Sin embargo, aunque se ha realizado un gran esfuerzo para el desarrollo de
tratamientos terapéuticos contra estos virus, no existen hasta el momento
medicamentos eficaces especificos para tratar las infecciones que causan.

Todos los virus de ARN replican sus genomas mediante polimerasas de ARN
dependientes de ARN (RdRp). Se trata de una proteina imprescindible para la replicacion
viral sin equivalente conocido en los organismos susceptibles a la infeccion. En
consecuencia, la actividad de esta enzima proporciona una diana muy atractiva para el
desarrollo de antivirales directos con alta especificidad y baja toxicidad. De este modo,
los inhibidores de la polimerasa viral constituyen uno de los campos de mayor éxito en
la investigacion antiviral.

En la presente Tesis Doctoral, se ha descrito un método basado en fluorescencia para
monitorizar la actividad de polimerizacion a tiempo real de la ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) de virus como el Zika y el virus del Nilo Occidental. Mediante
el uso de moldes de ARN monocatenarios homopoliméricos, la sintesis de novo de ARN
puede ser detectada con un tinte fluorescente. Esto permite la cuantificacidon de la
formacidn de ARN bicatenario y la caracterizacién enzimatica de estas polimerasas.

La reproducibilidad del método disefiado permite su uso para el cribado de quimiotecas
de compuestos con potencial efecto inhibitorio frente a estas polimerasas. Gracias a
este método, mediante el reposicionamiento de una quimioteca de compuestos sin
actividad antiviral descrita, se han podido descubrir y caracterizar dos nuevos
inhibidores no andlogos de nucledsido de la polimerasa del virus del Zika: TCMDC-
143406 (compuesto 6) y TCMDC-143215 (compuesto 15). Ambos compuestos son
capaces de inhibir in vitro la actividad polimerasa y mostrar efecto antiviral en ensayos
en cultivos celulares.

Asi mismo, la versatilidad y adaptabilidad de este método han sido demostradas
utilizando otras polimerasas virales con requerimientos experimentales diferentes.



Mediante ligeras adaptaciones, se ha podido medir en tiempo real la actividad de la
polimerasa del virus de la fiebre aftosa y del virus de la hepatitis C. En adicion, los datos
iniciales indican que el método también es exportable para medir la actividad de la
polimerasa de SARS-CoV-2.

Los resultados aqui presentados demuestran que la plataforma basada en fluorescencia
para medir la actividad polimerasa a tiempo real, representa una alternativa rapida,
economica, fiable y eficaz para la medida de la actividad de distintas RdRp y el cribado
de compuestos con potencial efecto inhibitorio frente a ellas.



SUMMARY

The high incidence of RNA viruses globally makes them pathogens with a high medical,
environmental, and veterinary impact. Its appearance and re-emergence have caused,
in recent years, a multitude of epidemic outbreaks, with particular importance being
those viruses that are transmitted by arthropod vectors, such as the Zika virus or the
West Nile virus, and those that are transmitted through zoonoses, such as the new type
2 coronavirus that causes severe acute respiratory syndrome (SARS-CoV-2).

These viruses are responsible for human diseases that lead to severe neurological
disorders and congenital malformations in the case of Zika virus infection, paralysis, and
encephalitis caused by the West Nile virus, and even strokes and cerebral hemorrhages
in some patients, which have been infected with SARS-CoV-2. All these symptoms can
lead to the death of the patient.

Since its discovery, multiple experimental approaches have been carried out in the
search for drugs that can combat the diseases caused by these viruses. However,
although a great effort has been made to develop treatments against these viruses,
there are currently no specific effective drugs to treat the infections they cause.

All RNA viruses replicate their genomes by RNA-dependent RNA polymerases (RdRp). It
is an essential protein for viral replication with no known equivalent in organisms
susceptible to infection. Consequently, the activity of this enzyme provides a very
attractive target for the development of direct antivirals with high specificity and low
toxicity. Thus, viral polymerase inhibitors constitute one of the most successful fields in
antiviral research.

In the present Doctoral Thesis, a fluorescence-based method has been described to
monitor the real-time polymerization activity of RNA-dependent RNA polymerase
(RdRp) of viruses such as Zika and West Nile virus. By using homopolymeric single-
stranded RNA templates, de novo RNA synthesis can be detected with a fluorescent dye.
This allows the quantification of double-stranded RNA formation and the enzymatic
characterization of these polymerases.

The reproducibility of the designed method allows its use for the screening of libraries
of compounds with a potential inhibitory effect against these polymerases. Thanks to
this method, by repositioning a library of compounds without previously described
antiviral activity, it has been possible to discover and characterize two new non-
nucleoside analogue inhibitors of Zika virus polymerase: TCMDC-143406 (compound 6)
and TCMDC-143215 (compound 15). Both compounds are capable of inhibiting
polymerase activity in vitro and show antiviral effects in cell culture assays.

Likewise, the versatility and adaptability of this method have been demonstrated using
other viral polymerases with different experimental requirements. Through slight
adaptations, it has been possible to measure in real-time the activity of the polymerase
of the foot-and-mouth disease virus and the hepatitis C virus. In addition, the initial data
indicate that the method is also exportable to measure the activity of the polymerase of
SARS-CoV-2.



The results presented here demonstrate that the fluorescence-based platform to
measure polymerase activity in real-time represents a fast, economical, reliable, and
efficient alternative for measuring the activity of different RdRp and screening for
compounds with a potential inhibitory effect against them.
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INTRODUCCION

Virus: concepto e historia.

La vida en la tierra estda compuesta por multitud de organismos celulares, desde
bacterias a seres mas complejos como los humanos. Sin embargo, esta forma de vida
celular esta sobrepasada en numero y diversidad genética por entidades no celulares
parasitarias denominadas; virus (Edwards & Rohwer, 2005; Forest, 2003; Jalasvuori,
2012; Rohwer & Thurber, 2009; Suttle, 2005).

La palabra virus, es un término proveniente del latin que significa veneno o toxina, y
hace referencia a su estrategia de replicacién. Fue en 1975 cuando Renato Dulbecco
definié a los virus como parasitos intracelulares obligados que actiuan de forma
involuntaria dentro de un cuerpo, a partir de las instrucciones de su material genético
(D. Davis, Renato, E. Eisen , & McCarty 1978).

Ademds de tener un dominio fisico sobre la biosfera, los virus parecer abarcar
colectivamente la mayor parte de la diversidad genética en la tierra (Hendrix, 2003;
Kristensen, Mushegian, Dolja, & Koonin, 2010; Kristensen et al., 2013). Todas las formas
de vida celulares poseen genomas que consisten en ADN bicatenario (ADNbc) y emplean
el mismo esquema general para la replicacidn, transcripcidn y expresion de sus genes.
Sin embargo, los virus y otros elementos denominados autorreplicativos, utilizan
mecanismos muy variados. Su genoma puede ser: monocatenario, bicatenario, circular
o lineal y puede constar de una o varias moléculas de ARN o ADN (Koonin, Dolja, &
Krupovic, 2015).

El estudio de los virus se ha aprovechado para el desarrollo de herramientas clinicas y
biotecnoldgicas. Un ejemplo de ello son los bacteridfagos, inicialmente empleados como
alternativa a los antibidticos por su capacidad de infectar y eliminar bacterias.
Especificamente, el bacteriéfago Lambda, fue el primero en aislarse Unica y
exclusivamente a partir de una bacteria. Este virus, mds alld de sus capacidades
bactericidas, abrié la puerta al empleo de numerosas herramientas genéticas derivadas
de su sistema replicativo (Hendrix & Casjens 2006).

Debido a su alto nivel de organizacidn, los virus son muy utiles como herramientas
nanotecnoldgicas, como por ejemplo el fago M13, el cual puede ser manipulado
genéticamente de una manera sencilla. Gracias a este conocimiento, y al desarrollo de
la técnica Phage Display las aplicaciones de estos virus como matrices para
nanodispositivos de diagndstico, vectores de expresion viral y la distribucion de
farmacos los ha posicionado como una de las herramientas mas potentes en
nanomedicina y medicina personalizada.

Dentro de este ultimo campo, han supuesto una alternativa a las terapias
convencionales, dando lugar a la llamada viroterapia. Esta técnica emplea virus como
vectores para tratar enfermedades. Puesto que son disefiados para dirigirse a un tipo
celular concreto, su uso es prometedor para la terapia génica y en el cancer. Numerosos
tipos de neoplasias pueden verse beneficiadas por el tratamiento con virus oncoliticos
como asi lo demuestran los ensayos clinicos correspondientes (Kaufman, Kohlhapp, &
Zloza, 2015). Un ejemplo de ello es el caso del Virus del Herpes Simple (HSV), el cual ha
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sido modificado y empleado para tratar gliobastomas, melanomas, cancer de pancreas...
etc. (Kaufman et al., 2015; Ma, He, & Wang, 2018).

Finalmente, los virus conforman sistemas evolutivos fascinantes capaces de adaptarse
y cambiar a grandes velocidades, cuyo estudio ha proporcionado una valiosa
informacién sobre la relacidon entre virus y hospedador, lo que ha ayudado tanto a
combatir las infecciones como a utilizarlos como modelos de estudio.

A pesar de ser una de las herramientas mas empleadas en biologia molecular, los virus
han supuesto desde la prehistoria un problema para el hombre, siendo origen de
epidemias y pandemias capaces de mermar la poblacién. Desde la mal denominada
Gripe “espafiola” en 1918 producida por Influenzavirus A (H1IN1), la cual provocé la
muerte de entre 20-50 millones de personas en el mundo, hasta la actual pandemia
generada por SARS-CoV-2 con un total de 5.22 millones de fallecidos hasta la fecha, la
comunidad cientifica ha buscado incansablemente numerosas alternativas para
erradicar enfermedades derivadas por virus (Ministerio de Sanidad, 2021; Pagani
Balletti, 2020). Dicha busqueda ha dado su fruto en enfermedades como la viruela
(Meyer, Ehmann, & Smith, 2020), poliomielitis (Patel, Zipursky, Orenstein, Garon, &
Zaffran, 2015), rubeola (Glatman-Freedman, 2002), tétanos (Przedpelski, Tepp, Pellett,
Johnson, & Barbieri, 2020) y sarampién (Gupta, Chen, & Rocker, 2020), generando
vacunas que inmunizan a la poblacion. En otros casos como en la infeccion por HIV, Virus
del Herpes o el Papovavirus se produce una enfermedad crénica, que, aunque puede
ser tratada con medicamentos para paliar los sintomas, no puede ser curada (Baron,
1996; Holmes, Bertozzi, Bloom, & Jha, 2017).

Ademas, por su capacidad de infectar no solo a humanos, sino también a animales y
plantas, han sido objeto de innumerables estudios para el desarrollo de vacunas
veterinarias y métodos de control.

Comenzando con el desarrollo del propio virus Vaccinia como vector de genes exdgenos
(L. A. Lee & Wang, 2006) la utilidad de numerosos virus en las estrategias de vacunacién
ha ido incrementandose hasta nuestros dias: Desde las primeras vacunas consistentes
en virus vivos atenuados o inactivados, pasando por toxoides o subunidades
recombinantes hasta las revolucionarias vacunas de acidos nucleicos o vectores
recombinantes (Facciola et al., 2019).

A pesar de todos estos avances, aun siguen existiendo numerosas enfermedades viricas
sin cura ni tratamiento, que provocan la muerte de miles de personas y animales cada
afio. El ebolavirus, marburgvirus (MARV), virus de la fiebre aftosa (FMDV), el virus del
Zika (ZIKV), o el virus de la hepatitis C (HCV), son solo unos ejemplos. La investigacién y
creacién de farmacos capaces de inhibir las infecciones virales son procesos lentos y
altamente costosos. Actualmente, es indispensable desarrollar nuevas técnicas y
plataformas que permitan la busqueda rapida y eficiente de drogas capaces de detener
dichas infecciones.

Clasificacion y orden general
Como se ha indicado anteriormente, los virus poseen grandes diferencias en la
composicion de su material genético (pudiendo ser ADN o ARN), en su configuracién
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(monocatenario o bicatenario), asi como la capacidad de ser o no ser transcrito, o su
polaridad que puede ser positiva (+) o negativa (-). Los genomas virales, ademds, pueden
distribuirse en diferentes segmentos que pueden estar empaquetados en un solo virién
o bien en diferentes particulas virales. En todos los casos es necesaria la infeccidon de
una célula para su replicacion y expansion.

La clasificacién cldsica creada por Baltimore en 1971, basada en las estrategias de
replicacién-expresion y en particular, en la morfologia y naturaleza del material genético
gue es incorporado al virion, da lugar a 7 grupos diferentes (Baltimore, 1971).
Actualmente esta clasificacion se complementa con la clasificacion del Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV).

Los 7 grupos viricos son los siguientes: (Baltimore, 1971; Dimmock, Easton, & Leppard,
2007; Mahmoudabadi & Phillips, 2018) (se indica entre paréntesis la polaridad de la(s)
cadena(s) del genoma).

- Grupo 1: Virus de ADN bicatenario (+/-): necesitan entrar en el nlcleo y deben
usar las polimerasas celulares para su replicacion. Ejemplos: virus del Herpes
Simple, virus de la varicela-zéster, virus del papiloma humano y los
bacteriéfagos.

- Grupo 2: Virus de ADN monocatenario (+): necesitan entrar en el nucleo y
emplean polimerasas de ADN. El ejemplo mas representativo de este grupo son
los virus de la familia Parvoviridae.

- Grupo 3: Virus de ARN bicatenario (+/-): replican en el citoplasma y no dependen
de polimerasas celulares pues la informacion para codificarlas se encuentra en
el virién. Sus genomas suelen estar segmentados y la replicacion es
monocistronica. Ejemplo: Rotavirus.

- Grupo 4: Virus de ARN _monocatenario (+): poseen genomas con la misma
polaridad que el ARNm, por lo que pueden ser empleados directamente para la
sintesis de proteinas. El genoma viral codifica para una polimerasa de ARN que
utiliza un molde de ARN como en el caso anterior, imprescindible para la
replicaciéon viral. Ejemplos de este grupo son: SARS-CoV-2, los virus
pertenecientes a la familia Flaviviridae y el virus de la Rubeola.

- Grupo 5: Virus de ARN monocatenario (-): su material genético es
complementario al ARNm, por lo que es necesario que la cadena se transcriba a
ARN (+) por las polimerasas de ARN que se encuentran formando parte del
virion. Este paso es critico para la multiplicacion del virus, puesto que la hebra
de ARN (-) no puede traducirse. Ejemplos representativos de este grupo son: el
virus del Ebola, virus del sarampién, virus de Marburgo, y los virus que producen
la gripe, rabia y parotiditis.

- Grupo 6: Virus de ARN monocatenario retrotranscrito: también conocidos como
retrovirus, son capaces de sintetizar ADN a partir de su molde de ARN por la
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accion de una retrotranscriptasa. Esta enzima se encuentra codificada en el
genoma del viridn, posteriormente emplea la maquinaria celular para generar
ARNm. El ejemplo mas representativo de este grupo es el Virus de la
Inmunodeficiencia humana (HIV).

- Grupo 7: Virus de ADN bicatenario retrotranscrito: a partir del molde de ADN
gue portan son capaces de generar ARN empleando la maquinaria celular. En su
genoma, poseen la informacidén para la retrotranscriptasa que les permite
generar de nuevo ADNbc, formando asi un ciclo replicativo que termina
produciendo nuevas particulas virales. En este grupo destaca el virus de la
Hepatitis B.

Se ha observado que los viromas que infectan tanto bacterias como arqueas, suelen ser
mayoritariamente de ADNbc y en menor proporcion de ADNmc. Mientras que los
retrovirus no se encuentran en este tipo de organismos. Sin embargo, los virus capaces
de infectar eucariotas suelen poseer un genoma de ARN, mostrando una diversidad
génica que excede con creces la de los virus de ADN.

Virus de ARN

Los virus de ARN presentan genomas pequefios y compactos (3-41 kb) en comparacién
a los virus de ADN (con genomas mayores de 1000 kb). Esto hace que en muchos
genomas de ARN existan marcos de lectura superpuestos y codificaciéon de proteinas
multifuncionales. De este modo, para el desarrollo de su ciclo replicativo dependen
mucho de la maquinaria molecular de la célula huésped. Sin embargo, los virus de ARN
son los patdégenos que han tenido mas éxito a la hora de infectar diferentes huéspedes
en la mayoria de los reinos bioldgicos. Son considerados de alta importancia por su
capacidad infectiva en humanos, animales y plantas. Su éxito es el resultado de una
combinacidon de las siguientes caracteristicas: su plasticidad evolutiva, los cortos
tiempos de generacidn, los enormes tamanos poblacionales y las altas tasas de mutacion
(Elena, 2012; Elena et al., 2011).

3.1 La dinamica de las cuasiespecies de los virus de ARN.

Gracias a las capacidades anteriormente citadas, los virus de ARN forman complejas
distribuciones de genomas estrechamente relacionados entre si, pero no idénticos,
sujetos a continuos procesos de variacidon genética, competicion y seleccién
conformando lo que se denomina una cuasiespecie (Figura 1).

Diferentes trabajos experimentales llevados a cabo desde la acufiacion del término
cuasiespecie por Eigen y Schuster en 1971, han demostrado que los cldsicos conceptos
de genética wild-type y mutante no pueden ser aplicados a estos virus en replicacion.
Concretamente, la idea de individualidad no se aplica para virus ARN, sino que se habla
de nubes o enjambres de mutantes que actian como unidades denominadas espectros
de mutantes. Esto implica que la evolucion de cada uno de los genomas individuales
estd altamente influenciada por el resto de los genomas en el espectro y por el ambiente
en el que se multiplican (Lauring & Andino, 2010; Martinez et al., 2012; Mas, Lépez-
Galindez, Cacho, Gémez, & Martinez, 2010). La secuencia formada por el promedio de
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nucleétidos en cada posicidon (en un alineamiento de los genomas que conforman el
espectro de mutantes) se denomina secuencia consenso.

Debido a esta gran plasticidad genética, los virus de ARN son capaces de evadir el
sistema inmune del hospedador, asi como la inmunidad inducida por las vacunas y los
tratamientos antivirales.

Las numerosas mutaciones les permiten adaptarse con rapidez a los cambios
ambientales que puedan darse en el entorno. Una prueba clara de ello son los
constantes brotes de infecciones virales que provienen de reservorios animales
(Martinez et al., 2012).
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Figura 1: Representacion esquemdtica de las cuasiespecies virales. Los genomas virales estdn
representados por lineas horizontales discontinuas, las mutaciones como simbolos sobre estas. La
replicacion propensa al error de los virus de ARN y favorece la generacion de progenie viral con
errores conformando asi el espectro de mutantes de la cuasiespecie.

El estudio tedrico de sistemas replicativos que cometen muchos errores, predice la
existencia tedrica de un valor limite de errores que pueden ser acumulados y que esta
determinado por la necesidad de la transmision fiable de la informacidn genética (Eigen,
1971). Este limite se denomina umbral de error y su existencia ha sido demostrada
empiricamente para los virus ARN (Crotty, Cameron, & Andino, 2001). La replicacién con
una tasa de error superior al umbral provoca la entrada de la cuasiespecie en catastrofe-
error que conduciria a la pérdida de viabilidad y fitness viral (Belshaw, Pybus, &
Rambaut, 2007; Domingo et al., 2002; Sanjudan, 2010).

El fitness viral es un concepto complejo basado en la evolucién. Originariamente fue
definido como la capacidad de un virus para producir una progenie especifica en un
ambiente dado. Esta definicion se emplea en la actualidad como fitness replicativo
medido en cultivos celulares bajo un ambiente controlado. Sin embargo, a esta
definicidn se le debe anadir la clasica definicién Darwiniana de fitness general, que hace
referencia a la cantidad de material genético que se transmite a la proxima generacion
(Wargo & Kurath, 2012).Por lo tanto, este término puede utilizarse para determinar la
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viabilidad de un virus en cualquier ambiente controlado (Figura 2), como por ejemplo
en el estudio del efecto antiviral de distintos compuestos.

En combinacidn, los conceptos de umbral de error y fitness han abierto un paradigma
sobre como luchar contra las infecciones virales. Asi, los virus se combatirian no solo
inhibiendo su replicacion, sino también mediante el aumento de la tasa de mutacién
para conducir su replicacidn hasta el catastrofe-error y consiguiente extincién (Castro,
Arnold, & Cameron, 2005; Eigen, 2002; Perales et al., 2019).Diferentes compuestos
quimicos han sido catalogados como posibles inductores de mutagénesis y por lo tanto
como posibles compuestos antivirales. Este es el caso de los analogos de nucleétidos,
como, por ejemplo, el uso de analogos de piridinas, que ha sido probado con cierto éxito
para el tratamiento por la infeccién de VIH en pacientes (D. Li et al., 2014; Mullins et al.,
2011).

Poblacion viral inicial

Replicacion viral en presencia de agentes Replicacion viral en un ambiente constante
mutagénicos
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Figura 2: Efecto de las altas tasas de mutaciones en el fitness viral. La imagen muestra una vision
simplificada de la dindmica y cambio del fitness viral. La replicacion no restringida (flechas verdes)
da lugar a una ganancia de fitness y por lo tanto a una mayor tasa de supervivencia. La ganancia
puede darse con o sin variacion de la secuencia consenso (lineas discontinuas en cuadrados azules).
La replicacion en presencia de compuestos mutagénicos o altamente restrictiva (flechas rojas) da
lugar a una acumulacién de mutaciones, variaciones en la secuencia consenso y pérdida del fitness.

3.2 El elemento comun entre todos los Virus ARN
La hipétesis del mundo de ARN (Higgs & Lehman, 2015)da pie a pensar en un entorno
en donde los virus hayan supuesto un maquinaria de cambio gendmico primordial,
debido a que el ARN (+) virico puede ser traducido para la produccién de proteinas
virales, sin necesidad de realizar cambios en la naturaleza y en la polaridad de la
molécula (Koonin & Dolja, 2013).

Alo largo de los afios, los virélogos han intentado reconstruir la historia evolutiva de los
virus de ARN. Los estudios derivados de esta investigacion han arrojado importantes
hallazgos y uno de los resultados mas importantes tiene que ver con la existencia de un
gen comun a todos ellos, que codifica para una ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp) que es universal en todos los virus de ARN incluidos los replicones de ARN no
encapsulados. Incluso dentro de cada una de las 3 clases de Baltimore de Virus ARN, los
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Unicos genes completamente conservados en todos sus miembros son los que codifican
la RdRp. (Koonin & Dolja, 2014).

3.2.1 Las ARN polimerasas dependientes de ARN (RdRp)

Las RdRp estdn altamente conservadas en todos los virus. La razén de una conservacién
tan alta en sistemas tan diversos como los virus es una cuestién que estd siendo
estudiada desde hace mas de 10 afios y que todavia no ha sido dilucidada. Esto es debido
en parte al origen polifacético de los virus de ARN (Wolf et al.,, 2018). Las RdRp
representan un linaje profundamente ramificado dentro de la superfamilia de las
polimerasas y primasas (Mdnttinen, Ravantti, Stuart, & Poranen, 2014; Ng, Arnold, &
Cameron, 2008).

A) NS5b HCV

B) NS5 ZIKV C) NS5 WNV D) NS12 SARS-CoV2

Figura 3: Representacion grdfica mostrando los elementos estructurales secundarios (imagen
superior), o la superficie (imagen inferior) de la estructura tridimensional de cuatro RdRps modelo.
En rosa se indica el subdominio correspondiente al pulgar (pueden observarse las diferencias en la
estructura de este subdominio dependiendo de la RdRp), en azul el subdominio catalitico de la palma
y en naranja subdominio dedos. A) HCV NS5b RdRp (n® de PDB 3mwv), B) ZIKV NS5 RdRp, donde se
pueden ver los metales de Zn?* y Mg?* representados como dos esferas verdes) y en amarillo la
estructura NSL (secuencia funcional de localizacién nuclear (Duan et al., 2017))( (n2 de PDB 5wz3), C)
WNV NS5 RdRp con los metales Zn**y Mg?*(n® de PDB 2hfz), D) SARS-CoV-2 RdRp con dos metales de
Zn?*y un metal de Mg?* (n2 de PDB 6xqb).

El tamano medio del cuerpo central de las RdRp suele ser menor de 500 aa y se
encuentra plegado en tres subdominios; pulgar, palma y dedos, caracteristicos de todas
las polimerasas de acidos nucleicos, (Steitz, 1998) y un subdominio adicional
denominado “punta de dedos” que une el subdominio dedos y pulgar, asemejandose
asi a la forma a una mano derecha cerrada ((Ferrero, Ferrer-Orta, & Verdaguer, 2018).
Estos dominios se encuentran principalmente involucrados en la unién de la cadena de
ARN molde, la polimerizacién y la entrada del nucledtido trifosfato (NTP) al sitio activo
de la enzima, (Venkataraman, Prasad, & Selvarajan, 2018)(Figura 3), (Figura 4).
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Numerosas polimerasas virales poseen dominios adicionales, como, por ejemplo;
dominios metiltransferasas. Esto indica que, el dominio polimerasa, puede interactuar
con otros factores para llevar a cabo una polimerizacion eficiente (Hyodo, Kaido, &
Okuno, 2014). El sitio activo de estas enzimas estd altamente conservado entre los virus
de ARN vy, ademas, muestra semejanzas con motivos pertenecientes a las ADN
polimerasas dependientes de ARN o retrotranscriptasas, indicando un mecanismo
general en la reaccion de transferencia nucleotidica.

[ bedos @ londe Mg [ Priming loop
B raima ® ondezn — Tunel NTP entrante
B ruigar [ Asp cataliticos Tunel de entrada de la hebra molde

Figura 4: Representacion de los tres subdominios de la RdRp. A) Imagen frontal de la estructura
terciaria del motivo RdRp del virus del Nilo Occidental (PDB 2hfz). Se observan los iones metdlicos, los
aspdrticos cataliticos y el priming loop caracteristico de las polimerasas capaces de iniciar la sintesis
de novo de ARN. B) Imagen dorsal de la RdRp. observarse observan los tuneles de entrada de la hebra
molde (circulo verde) y del nucledtido entrante (sefialado por una flecha negra). Los aspdrticos
cataliticos (en verde) se encuentran en el centro del tunel de entrada del dcido nucleico.

El subdominio de la palma se encuentra espacialmente ubicado entre los dedos v el
pulgar. En su secuencia contiene la mayoria de los motivos estructurales conservados y
que estan involucrados en la catdlisis enzimatica. Los Asp cataliticos y el motivo de
reconocimiento de ARN comprenden las tres laminas b que se pueden apreciar en la
estructura tridimensional (Ng et al., 2008)(Figura 4 A).Este subdominio es responsable
de la seleccién del NTP sobre el dNTP y de catalizar la reaccién de transferencia del
fosfato, mediante la coordinacidon con dos iones metalicos (hormalmente Mg?* o Mn?*),
que son necesarios para el correcto funcionamiento de la enzima (Ng et al., 2008; Cerny,
Cerna Bolfikova, Valdés, Grubhoffer, & Riizek, 2014).

El subdominio del pulgar incluye en su secuencia los residuos que se encuentran
involucrados en el reconocimiento de la hebra molde, permitiendo la estabilizacidn del
complejo formado por el NTP iniciador, el ARN y la proteina (Figura 4 B). Este
subdominio es capaz de facilitar la translocacion del molde después de la polimerizacién,
mediante cambios conformacionales de la estructura de la proteina y reordenamiento
de la hebra molde (te Velthuis, 2014).
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Ademads, es el mads diverso entre las RdRp y difiere en tamano y complejidad segun el
modo de inicio de la polimerizacion, el cual viene determinado por la familia virica del
virus en cuestion. Por ejemplo, aquellas polimerasas de las familias Picornaviridae y
Caliciviridae necesitan una molécula iniciadora de la replicacién, la cual puede ser de
naturaleza nucleica o proteica. De esta manera, el subdominio pulgar tiene residuos
conservados dentro de su estructura para facilitar la unién del iniciador. Por el contrario,
las RdRps de la familia Flaviviridae poseen dominios voluminosos para ayudar a la
sintesis de novo en la replicacion, es decir, en ausencia de iniciador (Ferrer-Orta, Ferrero,
& Verdaguer, 2015; J. H. Lee, Chung, & Kim, 2017; Lu & Gong, 2017). Estas polimerasas
a menudo poseen un priming loop o bucle b, dentro del subdominio del pulgar, que
actua como una plataforma de estabilizacién del primer nucleétido en el extremo 5’
durante el proceso de iniciacién (Figura 4 A).(Kidmose, Vasiliev, Chetverin, Andersen, &
Knudsen, 2010; A. J. Te Velthuis, Robb, Kapanidis, & Fodor, 2016; A. J. W. Te Velthuis &
Oymans, 2018).

Por ultimo, el subdominio de los dedos juega un papel fundamental en el ajuste de la
geometria del sitio activo. Ademas, estabiliza molde de ARN en el sitio correcto para
permitir la polimerizacion (Figura 4 B). La conformacién tridimensional de la polimerasa
forma dos tuneles de entrada en diferentes direcciones, conectando el centro catalitico
con el exterior de la proteina. El tunel del NTP entrante facilita la entrada del sustrato,
ademas de la entrada de los cationes divalentes al centro activo de la enzima (McDonald,
Tao, & Patton, 2009)(Figura 4 B). El tunel de entrada de la hebra molde, se encuentra
implicado también en el reconocimiento y posicionamiento del NTP entrante hacia el
centro catalitico para incorporarlo a la hebra en crecimiento. Estos tuneles, por su
importancia en la funcién de la enzima, se han convertido en importantes objetivos para
el desarrollo de farmacos inhibidores de polimerasa (Ferrer-Orta et al., 2015; Jdcome,
Becerra, Ponce de Ledn, & Lazcano, 2015).

3.2.2 Actividad de las RdRp

Todas las polimerasas virales sintetizan acidos nucleicos en direccién 5’a 3' mediante la
transferencia nucleotidica al grupo 3’-OH libre de la cadena naciente (Steitz, 1998). En
este caso, las RdRp catalizan la sintesis de la cadena complementaria de ARN a partir de
una hebra molde por un proceso que consta de dos pasos principales.

- La fase de iniciacidn supone la adicién de un residuo de NTP en extremo 3’-OH del
ultimo nucledtido incorporado del RNA naciente. Durante este proceso, se libera un
pirofosfato, dando lugar a un NMP que puede ser incorporado a la cadena de ARN de
nueva sintesis. Para que esta reaccidén se lleve a cabo, es necesaria la participacion de
los tres residuos de Asp, que se encuentran en el subdominio palma de la polimerasa.
Estos residuos, interactiian a su vez con los cationes metalicos que se encuentran en
el sitio activo, permitiendo que el residuo 3’-OH quede posicionado de manera
correcta para la catdlisis del iniciador.

Aunque diversos virus de ARN emplean diferentes tipos de replicacién, existen dos
principales mecanismos de iniciacion de sintesis de ARN : iniciacién de novo y la
iniciacion dependiente de iniciador (Z. Jin, Leveque, Ma, Johnson, & Klumpp, 2012) :
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Iniciacién por sintesis de novo o en ausencia de iniciador: Para este tipo de
iniciacion se requiere la interaccion del nucleétido trifosfato iniciador y un
segundo NTP. El NTP iniciador proporciona el 3’-OH libre para la adicién del
siguiente nucledtido (Figura 5 A). Este tipo de iniciacidn es caracteristico de las
polimerasas de la familia Flaviviridae, con una estructura priming loop en el
subdominio del pulgar que favorecen este proceso c. En la Figura 3 se pueden
ver las diferencias en el subdominio perteneciente al pulgar, en las imagenes
superiores correspondientes a A), B), C))(Kao, Singh, & Ecker, 2001).

La principal ventaja de la sintesis de novo para la replicacion del ARN viral es que
no hay pérdida de informacion genética durante la replicacion y no se necesitan
enzimas adicionales para generar el iniciador o para escindir la regidon entre el
ARN molde y la hebra naciente. Normalmente la sintesis de novo es seguida por
la elongacion, sin embargo, en algunos casos esta iniciacion conduce a la
formacion de productos de ARN abortivos que dan lugar a oligonucledtidos
cortos que pueden ser utilizados posteriormente como iniciadores (van Dijk,
Makeyev, & Bamford, 2004).

Iniciacion dependiente de iniciador: este tipo de iniciacion se da en aquellas
polimerasas que no son capaces de iniciar la sintesis de novo. En estas proteinas
la estructura del subdominio del pulgar se ve modificada, siendo mas pequefia
en comparacion con las otras RdRps (puesto que se pierde el priming loop Figura
3 y Figura 4). Esta modificacion permite formar una hendidura entre las hélices
que conduce directamente al sitio activo, de manera que el pulgar queda
acomodado en la plantilla, dejando un canal para el iniciador (Figura 5By C).

Cuando el iniciador es de naturaleza proteica, como ocurre con la RdRp del virus
de la fiebre aftosa (FMDV), este es sintetizado de manera natural en la
poliproteina viral. Es la propia polimerasa la que adiciona un residuo de UMP
(uridina monofosfato) a la Tyr que se esta en la posicion 3 del péptido iniciador,
que en este caso es denominado (VPg) (Ferrer-Orta et al., 2006; Nayak,
Goodfellow, & Belsham, 2005; Paul, van Boom, Filippov, & Wimmer, 1998; Paul
et al., 2003), ello hace que pueda formar un enlace con la molécula molde de
ARN y de este modo acomodar y estabilizar la hebra para que comience la
replicacion. Este primer proteico permanecera unido de manera constante a la
hebra de nueva sintesis (Figura 5 B).

Por otro lado, existen diferentes mecanismos a través de los cuales las RdRp
inician la replicacion mediante un iniciador de oligonucleétidos. De forma
natural las fuentes de origen de esos iniciadores son diversas, siendo las mas
comunes las siguientes (van Dijk et al., 2004)(Figura 5 C):

o Segmentos de oligonucledtidos que pueden provenir de:
= El extremo 5’ encapsulado del ARNm celular, descrito para virus de
ARN(-) (Hagen, Tiley, Chung, & Krystal, 1995).
= Unciclo abortivo de replicacion en el que se sintetizan de dos a cinco
nucledtidos, que serviran como iniciador para la replicacion
completa del genoma (McClure, 1985).
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o Sintesis de bucle invertido: formado por el extremo 3’ del ARN viral, que
repliega sobre si mismo dando lugar a un iniciador (Behrens, Tomei, & De
Francesco, 1996; Laurila, Makeyev, & Bamford, 2002; G. Luo et al., 2000;
Zhong, Ferrari, et al., 2000; Zhong, Gutshall, & Del Vecchio, 1998; Zhong, Uss,
Ferrari, Lau, & Hong, 2000).

- El segundo paso es denominado elongaciéon que sucede a partir del primer NMP
incorporado en el extremo 3’-OH. Como ocurria en el inicio el extremo 3’-OH del
primer NMP incorporado queda libre para la transferencia del siguiente nucledtido
entrante. De nuevo, se cataliza la reaccién mediante un enlace fosfodiester entre

ambos nucledtidos liberando pirofosfato, la cadena de nueva sintesis es creada en
sentido 5’a 3’.
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Figura 5: Representacion de los diferentes mecanismos de iniciacién en las RdRp. A) Esquema de
la sintesis de novo (WNV RdRp, PDB (2HFZ)), B) Esquema de la sintesis dependiente de iniciado
proteico (FMDV 3D RdRp, PDB (3DDK)), C) Esquema de la sintesis dependiente de iniciador proteico
(Influenza virus B RdRp, PDB (6QCT)). Imagen creada con Biorender.com.

3.2.3 Inhibidores de las RdRp

La necesidad indispensable de las RdRp en la sintesis de ARN viral y la ausencia de una
proteina homadloga en los seres vivos las convierte en una diana molecular preferencial
para el desarrollo de estrategias y fdrmacos antivirales especificos. Actualmente se han
desarrollado varias estrategias para el disefio de pequefias moléculas que actian como
moduladores o inhibidores de la RdRp, y que presentan diferentes mecanismos de
accion, como son; los analogos de Nucledtidos (IAN), los no analogos de nucleétidos
(INAN), inhibidores de interacciones proteina-proteina (IPP) e inhibidores covalentes
dirigidos (ICD) (Picarazzi, Vicenti, Saladini, Zazzi, & Mori, 2020).
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Inhibidores analogos de nucledtidos/nucledsidos (IAN): son moléculas que poseen
una alta homologia con las bases nucleotidicas tradicionales, su esqueleto
molecular estd compuesto por una base purina o pirimidina y un azucar, pero
carecen de un grupo 3’-OH libre. Actian en el sitio activo de la RdRp,
incorporandose en la cadena de ARN naciente y compitiendo con los NTPs
naturales. Una vez incorporados impiden la continuacion de la sintesis, lo cual
conlleva a la terminacién de la cadena de forma inmediata (inmediatamente
después de su incorporacidn) o retardada (varios nucledtidos después de su
incorporacion, debido a cambios estructurales en la topologia de la doble hélice
de ARN), dependiendo de las caracteristicas quimicas del inhibidor.

La principal limitacion de los IAN es su suministro intracelular en forma de
nucledtido trifosfatos (denominada forma bioactiva). De hecho, estos compuestos
tienen una baja permeabilidad en la membrana celular debido a la carga localizada
de los grupos fosfato en condiciones fisioldgicas. Para superar este problema, el
IAN se suministra como un profarmaco farmacoldgicamente inactivo que
experimenta transformaciones en el interior celular por las enzimas propias de la
célula (Slusarczyk, Serpi, & Pertusati, 2018). En el caso de los IAN, los profarmacos
son transportados y activados a través de varios pasos de fosforilacidn, lo cual
permite la incorporacion del IAN en forma trifosfato en la cadena de ARN con un
mecanismo semejante al proceso fisioldgico normal.

Un ejemplo del uso de un IAN en forma de profarmaco es el sofosbuvir (CID
Pubchem 45375808). El inhibidor sofosbuvir fue aprobado en 2013 por la FDA para
el tratamiento de la Hepatitis crénica producida por el virus de la hepatitis C (HCV)
(Gotte & Feld, 2016). Una vez que el sofosbuvir es metabolizado, el compuesto
bioactivo GS-461203 (2'-desoxi-2'-a-fluoro-B-C-metiluridina-5'-trifosfato) actua
como un terminador de cadena.

Este IAN, resultd ser prometedor para el tratamiento de esta enfermedad pues un
porcentaje elevado de pacientes pudo beneficiarse de sus efectos. Dado el alto
grado de similitud que poseen las RdRp de los virus ARN y mas dentro de la familia
Flaviviridae (Lim et al., 2013), este compuesto se ha empleado como antiviral de
amplio espectro para distintos miembros del género Flavivirus. El
reposicionamiento de este farmaco ha sido una de las aproximaciones abarcadas
para la inhibicion de las RdRp de ZIKV, DENV, WNV.

Este farmaco se probd contra el ZIKV en diferentes sistemas celulares y se
demostrd que inhibe directamente la replicacidon viral, actuando como un
terminador de cadena e induciendo mutaciones A/G en el genoma (Sacramento
etal.,2017). En el caso del DENV, demostré capacidad inhibitoria tanto en ensayos
celulares como bioquimicos (H. T. Xu, Colby-Germinario, et al., 2017).

Sin embargo, a pesar de estos resultados prometedores, actualmente existen
mutantes resistentes a la accion del sofosbuvir tanto para WNV como para HCV
(Dragoni et al., 2020).

Adicionalmente, su papel como antiviral de amplio espectro, esta siendo
estudiado actualmente para tratar las infecciones por SARS-CoV-2 (Jdcome et al.,
2015; Jdcome, Campillo-Balderas, Ponce de Ledn, Becerra, & Lazcano, 2020).
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Para la familia Flaviviridae, han sido descritos diferentes tipos de IAN, para el virus
de la Encefalitis Japonesa JEV (Lu & Gong, 2013), el virus del Dengue (DENV) (Noble
et al., 2010; Noble et al., 2013; Yap et al., 2007), el virus del Zika (ZIKV) (Godoy et
al., 2017; Saiz & Martin-Acebes, 2017), virus del Nilo Occidental (WNV) (Malet et
al., 2007)y el virus de la Hepatitis C (HCV) (Madhvi et al., 2017).

Otros ejemplos que actuan de manera similar y son considerados IAN son el
Remdesivir (Jockusch et al., 2020; Yin et al.,, 2020), el favipiravir (Escribano-
Romero, Jiménez de Oya, Domingo, & Saiz, 2017; Furuta et al., 2013) y la ribavirina
(Arias et al., 2008; Cavalletto et al., 2000; Crotty et al., 2001),. De la misma manera
gue el Sofosbuvir son administrados en forma de profarmaco y deben sufrir las
fosforilaciones consecutivas para actuar como forma bioactiva (Figura 6).

A pesar de todos estos avances, ningun farmaco (a excepcion del sofosbuvir), con
potencial efecto inhibidor ha superado la fase de ensayos preclinicos ya sea por su
toxicidad o por la aparicion de mutantes resistentes, por lo que actualmente estas
enfermedades provocadas por ZIKV, WNV y DENV son tratadas paliando lo
sintomas.
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Sofosbuvir Remdesivir

Figura 6: Estructura quimica de distintos inhibidores andlogos de nucledtidos (IAN) de RdRp.
A) Cordicepina, B) Ribavirina, C) Favipiravir, D) Sofosbuvir, E) Remdesivir.

Inhibidores No analogos de nucledsidos/nucledtidos (INAN): son inhibidores no
competitivos que se unen a distintos sitios alostéricos de la enzima. El mecanismo
de accion de los inhibidores alostéricos depende en gran medida del sitio de unién
y del estado conformacional de la polimerasa (Eltahla, Lackovic, Marquis, Eden, &
White, 2013; Eltahla, Luciani, White, Lloyd, & Bull, 2015). Los INAN que se unen en
la region del pulgar parecen actuar en el correcto posicionamiento de los
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subdominios palma y pulgar, inhibiendo la correcta unién entre la RdRp y el ARN
molde , promoviendo una disminucién de afinidad por el molde de ARN (Winquist
et al., 2013).

Por otro lado, los inhibidores que son capaces de unirse al subdominio de la palma
interaccionan con un bolsillo hidrofébico, alterando la conformacién del
subdominio (Mosley et al., 2012) o inhibiendo la formacién del enlace fosfodiester
entre el NTP entrante y la hebra de nueva sintesis (Tomei et al., 2004).

- Inhibidores de interaccién proteina-proteina (IPP): la inhibicién de la RdRp ocurre
durante la formacion del complejo replicativo (ver Figura 7), bloqueando la
interaccidn entre las proteinas esenciales que lo conforman. Un ejemplo de este
tipo de inhibicidn es el que se realiza mediante el bloqueo entre las subunidades
PAy PB1 de la RdRp del Influenza virus con diversas moléculas como el ANA-1 (3-
(2-clorofenil)-6-etil-7-metil[1,2,4] triazolo [4,3-a] pirimidin-5-ol), de esta manera
la RdRp no puede conformarse correctamente y la replicacién del virus queda
inhibida (Massari, Desantis, Nizi, Cecchetti, & Tabarrini, 2021).

- Inhibidores covalentes dirigidos (ICD): estan disefiados especificamente como
grupos funcionales capaces de interaccionar con un residuo especifico de la
proteina diana, formando un complejo covalente que conduce a la pérdida de
actividad de la proteina .Pueden ser divididos en dos grupos segln su mecanismo
de accidn; reversibles e irreversibles, dependiendo de si la unién entre el grupo
funcional y la enzima puede deshacerse o no, respectivamente (Gehringer &
Laufer, 2019; J. Singh, Petter, Baillie, & Whitty, 2011).

Actualmente este tipo de inhibidores presentan desventajas como una alta toxicidad e
hipersensibilidad. Ademas, las proteinas dianas deben ser altamente estudiadas, puesto
gue no todas son apropiadas para este tipo de inhibicidn por la alta tasa de reconversién
o degradacion del farmaco (Gehringer & Laufer, 2019; J. Singh et al., 2011). En este
sentido, la reutilizacién y el reposicionamiento de medicamentos se ha convertido
recientemente en un enfoque exitoso que tiene como objetivo identificar nuevas
indicaciones terapéuticas, diferentes a las originales para farmacos ya aprobados, en
fase de investigacion o retirados (Picarazzi et al., 2020).

Esta estrategia ofrece varias ventajas sobre el proceso candnico para desarrollar un
nuevo farmaco, dado que ya se han recopilado datos farmacocinéticos, toxicolégicos y
de seguridad en ensayos clinicos anteriores. De esta manera el riesgo de fracaso es
considerablemente menor.

Existen muchos ejemplos satisfactorios de la reutilizacion o reposicionamiento de
farmacos para diferentes patologias. Un ejemplo de ello ha sido la aprobacién del
remdesevir durante la pandemia provocada en 2019 por el SARS-CoV-2 (Elfiky, 2020;
Serafin et al., 2020; T. U. Singh et al.,, 2020), este farmaco inhibidor de RdRp fue
desarrollado originalmente contra HCV y propuesto posteriormente también como
tratamiento para la infeccién del virus del Ebola.
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4. La familia Flaviviridae
Los miembros pertenecientes a esta familia de virus de ARNmc(+) se encuentran
transmitidos principalmente por vectores artropodos y causan enfermedades que han
sido catalogadas como graves en los seres humanos.

La propagacién mundial y la transmision epidémica de estos virus (concretamente del
género Flavivirus) durante las Ultimas siete décadas ha ido en aumento de manera
alarmante (Pierson & Diamond, 2020). Un ejemplo de este incremento, ha sido el
experimentado por el Virus del Dengue (DENV).

Los mosquitos capaces de transmitirlo infectan aproximadamente a 400 millones de
seres humanos cada afio. Teniendo en cuenta que mas de una cuarta parte del mundo
la poblacidn vive en dreas donde el denge es endémico (Bhatt et al., 2013) y que existen
documentadas epidemias esporadicas desde la Segunda Guerra Mundial, la situacién
resulta preocupante (Bhatt et al., 2013).

Por otro lado, las introducciones del Virus del Nilo Occidental y del Virus del Zika en el
hemisferio occidental han sido definidas como rapidas propagaciones geograficas con
un gran numero de infecciones humanas provocando una alta morbilidad (Bhatt et al.,
2013; Pierson & Diamond, 2018).

Los Flavivirus son conocidos por infectar artropodos y humanos asi como a un amplio
rango de especies animales, lo que los convierte en importantes patéogenos humanos y
veterinarios (Mansfield, Hernandez-Triana, Banyard, Fooks, & Johnson, 2017). Estos
huéspedes animales constituyen importantes reservorios que benefician la transmision
de nuevas especies virales a los seres humanos (Pandit et al., 2018).

La amenaza continua por la reaparicidn de brotes provocados por estos virus, evidencia
la necesidad de la busqueda y obtencién de drogas capaces de inhibir la sintesis viral,
puesto que las vacunas para este género, o no han demostrado una alta eficacia (como
la vacuna contra el DENV (Dengvaxia)), o son inexistentes (como en el caso del ZIKV y
WNV)(Mao & Chao, 2020).

4.1 Caracteristicas generales

Esta familia se encuentra compuesta por mds de 80 especies descritas que construyen
los cuatro géneros principales: Hepacivirus, Pegivirus,Pestivirus, Flavivirus.

En todos los casos el virion tiene una estructura externa formada por tres proteinas
denominadas: proteina C (cdpside), proteina M (membrana), proteina E (envoltura). Su
capside tiene una forma icosaédrica, con una envoltura lipidica de un tamafio
aproximado de 40 a 60 nm. En el interior de la capside se encuentra su genoma de ARN
monocatenario con polaridad positiva.

De manera general, el ciclo replicativo entre los diferentes géneros es semejante,
aunque con pequenas diferencias que reflejan las distintas estrategias que estos virus
emplean para manipular a la célula huésped y crear un entorno favorable para la
replicacion viral.
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4.2 Clasificacion
Recientemente los virus que componen la familia Flaviviridae se han convertido en dos
grupos distintos (denominados grupo | y Il), con remarcadas diferencias en su ciclo
replicativo, especialmente en su estrategia de control de traduccién (Lindenbach,
Randall, Bartenschlager, & Rice, 2021)
El denominado grupo | estd compuesto por 3 géneros:

- Hepacivirus: compuesto por 14 especies, siendo posiblemente el mdas conocido de
todos ellos el Virus de la Hepatitis C (HCV), aunque también incluye el virus GBV-B
gue provoca la Hepatitis G.

- Pegivirus:: conformado por 11 especies, propuesto como género en 2011 (Stapleton,
Foung, Muerhoff, Bukh, & Simmonds, 2011), tiene como especie tipo el Pegivirus
humano (GB-C).

- Pestivirus: compuesto por 4 especies, destacando los virus de la diarrea viral bovina
(BVD) y peste porcina clasica (CSFV). Otras especies se han encontrado infectando
mamiferos no humanos y aun no han sido clasificadas (Neufeldt, Cortese, Acosta, &
Bartenschlager, 2018).

Todos los virus de este grupo se transmiten por contacto o por via sanguinea. La
caracteristica principal de este grupo es el control de su traduccidn mediante las
secuencias internas de entrada al ribosoma (IRES) (Figura 7).

El_grupo Il se corresponde con el género Flavivirus, con 53 especies. La mayoria de las
especies se transmiten y pueden replicarse en insectos o especies de acaros, aunque
también se ha visto que pueden trasmitirse entre roedores y murciélagos sin vectores
intermediarios conocidos.

Algunas de las especies mas caracteristicas de este grupo son; el virus de la fiebre
amarilla (YFV), el virus del Dengue (DENV), el virus del Nilo Occidental (WNV), el Virus
del Zika (ZIKV) y el virus de la encefalitis japonesa (JEV).

Como regla general, cada miembro perteneciente a este grupo controla su traduccién
mediante un mecanismo que consiste en la proteccion del extremo 5’ del ARN gendmico
(capping) catalizado por enzimas virales. Esta reaccion genera en este extremo una
estructura de tipo cap (7meGpppA2'Ome-RNA) que asemeja el ARN gendmico viral al
ARNm celular (Y. Song, Mugavero, Stauft, & Wimmer, 2019) (Figura 7).

4.3 Genoma y ciclo replicativo

El tamafio de los genomas de estos virus con envuelta oscila entre las 9Kb -13 Kb, siendo
los mas pequenos los genomas del género Flavivirus y los mds grandes los del género
Pegivirus (Bressanelli et al., 2004). El genoma es de polaridad positiva, por lo que se
emplea como molde para la creacion del intermediario de ARNmc (-) el cual, a su vez, es
empleado como molde por la RdRp para la amplificacién del genoma viral. Ademas, esta
cadena de polaridad positiva puede ser traducida directamente en el ribosoma para la
creacion de nuevos viriones (Butcher, Grimes, Makeyev, Bamford, & Stuart, 2001; Bugl
et al., 2000).
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Todos ellos contienen un Unico marco de lectura abierto (ORF), largo y flanqueado por
regiones no codificantes en los extremos 5’y 3’, que forman estructuras secundarias
necesarias para la replicacién y traduccién del genoma (Simmonds et al., 2017). El papel
de las regiones no codificantes no estd totalmente esclarecido, pero se ha sugerido que
participan en el reconocimiento de factores virales y celulares, asi como en la
estabilizacién del genoma, en el proceso de traduccién y empaquetamiento del ARN
(Chambers, Hahn, Galler, & Rice, 1990).

Como se ha indicado anteriormente, los géneros pertenecientes al grupo | inician la
traduccidn de su genoma a través de las secuencias IRES situadas en el extremo 5’. Por
el contrario, la traduccion de los genomas del género Flavivirus estan condicionados al
reconocimiento del cap por el ribosoma (Y. Song et al.,, 2019). En ambos casos, la
traduccidn da lugar a una poliproteina que debe ser procesada por proteasas virales y
celulares, para dar lugar a aproximadamente a 10-12 proteinas maduras (Figura 7).

El extremo amino terminal del genoma, codifica para proteinas estructurales (variando
sunumero de 3 a 5 dependiendo de la especie) que se ensamblan formando la particula
viral. El resto del genoma da lugar a 7 proteinas no estructurales (NS) que son esenciales
para la replicacion viral. (Figura 7).
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Figura 7: Diagrama esquematizado y generalizado de la organizacion y procesado de la
poliproteina viral en la familia Flaviviridae. En la parte superior se observa la organizacidn de las
proteinas estructurales y no estructurales del genoma. En el medio, la organizacion de las diferentes
proteinas que componen la secuencia superior. Por ultimo, se pueden observar los diferentes
complejos que se forman en el interior celular cuando se produce la infeccion una vez que la
poliproteina viral es procesada por la proteasa viral NS2B-3. Imagen creada con Biorender.com
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La internalizacién del virién en la célula huésped comienza con la interaccion de la
proteina E (envuelta) por los receptores celulares, permitiendo a los viriones una
absorcion en la superficie celular mediante endocitosis (Lindenbach et al., 2021). El
ambiente altamente acidificado de los endosomas de naturaleza glicoprotéica (en el
caso de Flavivirus) o lipoprotéica (en el caso de Hepacivirus, Pegivirus y Pestivirus)
permite la fusién de los viriones en el interior celular, creando las vesiculas virales
(Neufeldt et al., 2018). Estas vesiculas virales, son posteriormente desintegradas,
liberando en el citoplasma el material genético del virus, que es traducido por el
ribosoma dando lugar a la poliproteina completa. Esta poliproteina debe ser procesada
por las proteasas celulares y por las proteasas virales NS2B-NS3.

Una vez que es procesada la poliproteina viral, las proteinas no estructurales se asocian
formando complejos multiméricos. Estos complejos poseen actividades enzimaticas
indispensables para el ciclo replicativo del virus, como, por ejemplo; el complejo de
replicacion y el complejo de acciéon proteasa (Figura 7).

Por otra parte, las proteinas estructurales son ensambladas en la superficie del reticulo
plasmatico rugoso (RER) conformando el virién que contendrd en su interior el ARN viral.
Finalmente, las particulas virales pasan a través del aparato de Golgi donde son liberadas
al exterior por exocitosis (S. Chen, Wu, Wang, & Cheng, 2017).

4.4 Proteinas no estructurales
Las siete proteinas no estructurales, estan implicadas en las distintas etapas de la
multiplicacién del virus dentro de la célula. Entre ellas forman diversos complejos
enzimaticos con actividades esenciales para el desarrollo de la infeccion. Debido a la
importancia de su funcion, diferentes estudios han demostrado que, la maquinaria de
replicacion viral de estos virus es una diana prometedora para el desarrollo de
antivirales (Bollati et al., 2010).

4.4.1 Proteina NS1

Fue la primera en definirse como esencial para la replicacion viral. En su forma nativa
forma dimeros que se localizan en el lumen del RER y puede ser secretada al interior
celular. Las funciones de la NS1 que han sido descritas son numerosas; como la
interaccidn con otras proteinas virales para facilitar la replicacion viral, o su actuacién
como proteina de unidn a la membrana (J. Chen, Ng, & Chu, 2015; Glasner, Puerta-
Guardo, Beatty, & Harris, 2018; Gutsche et al., 2011; Watterson, Modhiran, & Young,
2016). Recientemente, un estudio ha demostrado que la NS1 es capaz de remodelar la
membrana del RER mediante invaginaciones hidrofdbicas, creando compartimentos
donde se produce la replicacion viral (Ci et al., 2020).

4.4.2 Proteina NS2

La proteina NS2 de Flaviviridae, es una proteina transmembrana que contiene un
dominio C-terminal donde se encuentra una subunidad catalitica cistein-proteasa
(Jirasko et al., 2010; Lorenz, Marcotrigiano, Dentzer, & Rice, 2006). Esta proteasa es un
heterodimero formado por las proteinas NS2A y NS2B con dos sitios activos: uno de los
mondmeros aporta la denominada triada catalitica Ser-His-Glu (implicada en la
replicacion viral mediante la maduracion de la poliproteina viral), mientras que la otra
subunidad aporta el residuo cisteina.
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Ademas de tener actividad como heterodimero, el mondmero NS2B (por si solo), es
capaz de mediar en el autoprocesamiento de la proteasa NS2-NS3, favoreciendo su
escision de la poliproteina viral (Boukadida et al., 2018; Lorenz et al., 2006).

4.4.3 Proteina NS3

Esta proteina es la segunda mas grande después de la NS5 y juega un papel fundamental
en el ciclo replicativo del virus. Posee dos dominios funcionales; el dominio N-terminal
es una proteasa encargada del procesamiento proteolitico de la poliproteina viral. Se
encarga de escindir las proteinas no estructurales.

Por otro lado, el dominio C-terminal posee una actividad helicasa de ARN dependiente
de nucledtidos (NTPasa) cuya actividad estd involucrada en la sintesis del ARN viral
(Lescar et al., 2008; K. Li, Phoo, & Luo, 2014; Lindenbach et al., 2021). Para llevar a cabo
su funcidn, esta proteina necesita como cofactor la proteina NS2B, el cual permite el
plegamiento preciso de la NS3 y la correcta formacion de su centro activo (Erbel et al.,
2006; D. Luo et al., 2008).

Algunas investigaciones sobre antivirales se han centrado en el impedimento de la unién
entre estas dos proteinas. De este modo, la proteina NS3 se plegaria de forma
incorrecta, por lo que no seria capaz de interaccionar con la replicasa viral (NS5) y por
lo tanto, la replicacién virica no seria viable (K. Li et al., 2014).

4.4.4 Proteina NS4

Las proteinas NS4A y NS4B son dos proteinas de membrana fusionadas, que se
encuentran unidas por una regién en el extremo C-terminal denominada fragmento 2K.
Este fragmento actla como péptido senal para el direccionamiento de la proteina hacia
el RER y, ademas, actua como cofactor en el proceso de plegamiento para dar lugar a
dos subunidades activas (Gopala Reddy, Chin, & Shivananju, 2018).

La subunidad NS4A, ha sido descrita como una proteina capaz de anclarse a membranas
invaginadas, lo que permite generar los complejos replicativos con accion proteasa en
el RER, para emplear la maquinaria celular como fabrica viral (Choksupmanee, Hodge,
Katzenmeier, & Chimnaronk, 2012). Ademas, diferentes investigaciones, han
relacionado esta proteina con la regulacidn de la repuesta inmune del hospedador en
infecciones virales, debido a su accidon inhibitoria de la secrecion del interferon (INF)
(Dalrymple, Cimica, & Mackow, 2015).

Através del fragmento 2K, la subunidad NS4B es capaz de penetrar en el interior del RER
para alterar su estructura. A su vez, NS4B interacciona con distintas proteinas, tanto
virales como celulares. Al ser capaz de remodelar la estructura del reticulo, NS4B trabaja
juntamente con NS1 para la formacidn de los compartimentos de replicacion o factorias
virales. Estos compartimentos se forman en el interior del RER, formando vesiculas en
cuyo interior se producen la progenie viral (Choksupmanee et al., 2012).

Al igual que la subunidad NS4A, la proteina NS4B es capaz de anclarse en la membrana
del RER, exponiendo un dominio citoplasmatico que interacciona con el dominio
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helicasa de la proteina NS3. De esta manera, cuando ambas proteinas interaccionan, la
NS3 se disocia del ARNmc y queda disponible para unirse a la siguiente hebra de ARNbc.
(Umareddy, Chao, Sampath, Gu, & Vasudevan, 2006).

4.4.5 Proteina NS5

Esta proteina es la mas grande expresada durante la infeccidn virica. Su secuencia
codifica para dos subunidades diferentes que pueden, o no, permanecer unidas: una
subunidad metiltransferasa (Mtasa) y una subunidad polimerasa (RdRp). Dependiendo
del género virico en el que se encuentre, se denominada con el nombre de la subunidad
con la actividad polimerasa. Asi, por ejemplo, para HCV se denominara NS5B. Sin
embargo, para virus como ZIKV y WNV, se denomina NS5 al presentar la misma proteina
las dos subunidades (Figura 8).

La subunidad Mtasa, de aproximadamente 30 kDa, es la responsable de generar la
estructura cap en el extremo 5’ de las hebras de nueva sintesis. Esta reaccion es
catalizada en dos pasos, generando la secuencia GpppN, que serd posteriormente
metilada para terminar de formar el cap tras la sintesis de nuevas hebras (Issur et al.,
2009; Sanford, Mears, Fajardo, Locker, & Sweeney, 2019).

La metilacion 2’-0 de la estructura cap del ARN viral previene su identificacién como un
ARN exdgeno por sistema inmune del huésped, facilitando la traduccién del material
genético del virus (Daffis et al., 2010; Fleith et al., 2018). Ademas, se ha demostrado que
el dominio MTasa ayuda a la funcidén polimerasa de la RdRp (Zhao et al., 2016).

Unido por una regidn conectora con la Mtasa, en el extremo C-terminal se encuentra la
subunidad polimerasa o RdRp (Figura 8). La RdRp es capaz de iniciar la sintesis de novo
mediante la unidn a una estructura altamente conservada en el ARN, denominado loop
A o priming loop que se encuentra en el extremo 5’ del genoma flaviviral (Bujalowski,
Bujalowski, & Choi, 2017; Fajardo et al., 2020; Filomatori et al., 2006)(Figura 3A,B,Cy
D, Figura 4 A, Figura 8 Ay D).

Estudios recientes han demostrado que el dominio MTasa ayuda a la funcién de la RdRp
de manera natural, es decir que no actian como subunidades independientes, como se
creia en un principio (Zhao et al., 2016).

Ademas de las funciones RdRp y Mtasa, la proteina NS5 juega un papel fundamental en
la interrupcidn de las vias de sefializacién inmunoldgicas del huésped (Best, 2017).

Por ejemplo, se ha demostrado que la proteina NS5 tanto de ZIKV como de DENV son
capaces de activar la traduccién del STAT2 (responsable de la activacion de la sintesis de
interferdn) para su degradacion en el proteasoma, lo que conlleva a una disrupcidn de
la sefializacidn y la sintesis de INF, deteniendo asi la respuesta antiviral celular (Ashour,
Laurent-Rolle, Shi, & Garcia-Sastre, 2009; Grant et al., 2016; Morrison et al., 2013).

Debido a la alta tasa de semejanza que poseen todas las RdRp (NS5) de la familia
Flaviviridae, las caracteristicas estructurales basicas, son compartidas por todas ellas
(Lim et al., 2013). Por lo general, estan conformadas por 900 aa aproximadamente y
comprenden los dos dominios mencionados anteriormente, con sus correspondientes
subdominios.
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El genoma de estos virus es de polaridad positiva, por lo que se emplea como molde
para la creacién del intermediario de ARNmc (-), el cual, a su vez, es empleado como
molde por la RdRp para la amplificacidon del genoma viral. Ademas, esta cadena de
polaridad positiva puede ser traducida directamente en el ribosoma para la creacion de
nuevos viriones (Butcher et al., 2001; Bigl et al., 2000).

El papel de las regiones no codificantes del extremo 3’ no esta esclarecido, pero se ha
sugerido que participan en el reconocimiento de factores virales y celulares, asi como
en la estabilizacion del genoma, y en el proceso de traduccién y empaquetamiento del
ARN (Chambers et al., 1990).

[ Dedos M Palma [ Pulgar IIDominio MTasa @ lon de Zn?* @lon de Mg?* [l Péptido conector ~ NSL

Figura 8: Representacion grdfica de la estructura terciaria generalizada de los dominios y
subdominios de las RdRp de la familia Flaviviridae. A, B, C) Representacion grdfica de NS5 RdRp y
Mtasa de ZIKV (PDB 5trf). D, E, F) Representacion grdfica de NS5 RdRp y Mtasa de WNV (PDB 2hfz).
En la imagen se reflejan diferentes grados de rotacion de la proteina para una mejor observacion del
dominio Mtasa (en verde) y la union entre ambos dominios en morado a través del péptido conector.

Flavivirus de importancia clinica

Este género estd constituido principalmente por patégenos humanos trasmitidos por
artropodos, que infectan a millones de personas cada afio. Como ya se ha mencionado
anteriormente, en este género se encuentran virus tan importantes como el DENV,
WNV, ZIKV, YFV, el virus de la encefalitis japonesa (JEV).

Para poner en perspectiva la importancia clinica que tienen estos virus, cabe destacar
gue solamente los cuatro serotipos conocidos de DENV infectan entre 50-100 millones
de personas anualmente, lo que resulta en aproximadamente 22.000 muertes al afio
(Gabriel, Alencar, & Miraglia, 2019; Guzman & Harris, 2015). Aunque la infeccién por
dengue en la mayoria de los casos conlleva una serie de sintomas leves semejantes a un
cuadro gripal, en algunos casos progresan a un sindrome de shock y fiebre hemorragica
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desarrollando el denominado Dengue hemorragico, el cual tiene un prondstico grave
gue, por lo general, acaba con la vida del paciente (Garcia et al., 2011).

Por otro lado, desde mediados del siglo XX el ZIKV se ha extendido desde las regiones
africanas (de Oliveira Dias et al., 2018; Weaver et al.,, 2016), al sudeste asiatico
(Salehuddin et al., 2017; Wikan & Smith, 2016) hasta América del sur, donde provocé un
brote severo en 2016 (Carlson, Dougherty, & Getz, 2016; Gyawali, Bradbury, & Taylor-
Robinson, 2016). La infeccién por este virus es una seria amenaza durante el embarazo,
ya que el virus es capaz de atravesar la placenta y afectar gravemente al feto,
provocando microcefalia o incluso la muerte (Brasil et al., 2016; Jaenisch et al., 2017).

Desde su auge en 1999 en Norte América((CDC), 1999; Ronca, Murray, & Nolan, 2019),
el WNV ha provocado en los humanos un espectro de enfermedades variadas y
sindromes no reconocidos previamente (Emig & Apple, 2004; Sejvar, 2014). Se estima
qgue mas del 80% de las personas infectadas permanecen asintomaticas, sin embargo,
una pequefia parte de la poblacidn que presenta sintomas, desarrollan enfermedades
neuroinvasivas graves como es la meningitis del oeste del Nilo (WNM por sus siglas en
inglés)(Sejvar et al., 2003). Esta enfermedad representa el mayor porcentaje de casos
de enfermedades neuroinvasivas en los grupos de edad mas jovenes, mientras que a
medida que aumenta la edad, los casos encontrados se asocian con encefalitis (Sejvar,
2016).

El desarrollo de vacunas ha sido fundamental para combatir YFV (C. C. Ferreira et al.,
2018) y la JEV (Yun et al., 2015). Sin embargo, incluso estas cepas han mostrado un
resurgimiento en los ultimos afios, probablemente debido a un control laxo de las
poblaciones de mosquitos, un mayor transporte de mercancias y personas, poblaciones
gue no pueden acceder al tratamiento y la devaluacion de la opinidn sobre la vacunacién
por la influencia de ciertos colectivos (X. Li et al., 2021)

Es evidente que existe una necesidad urgente de desarrollar medicamentos antivirales
gue permitan a los profesionales de la salud, curar o al menos disminuir la tasa virica 'y
los sintomas después de la infeccion. Varios estudios han producido farmacos
candidatos como la ribavirina y sus derivados (C. C. Lin, Philips, Xu, & Yeh, 2004), que
han superado los rigores de los ensayos clinicos para convertirse en opciones como
tratamiento para estos virus.

Por otro lado, existen numerosos estudios sobre moléculas con posible efecto antiviral
de diversas naturalezas como; el 2-benzavir (Gwon et al., 2020), el umifenovir (Haviernik
et al., 2018). Este tipo de moléculas, aunque prometedoras, alin se encuentran en fases
preclinicas y muchos tratamientos potenciales, tienen serias limitaciones. Todo ello,
junto con la apariciéon de resistencias virales, hace de la busqueda de nuevos
tratamientos sea una preocupacién constante (Manns et al., 2007).

Se hace evidente la necesidad de enfoques novedosos para el desarrollo de sistemas de

cribado de compuestos, que den lugar a la obtencién de medicamentos antivirales
eficaces para controlar las infecciones por Flavivirus.
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5.1 Virus del Zika (ZIKV)

Este virus perteneciente al género Flavivirus se aislé por primera vez en 1947 de un
mono Rhesus febril en el bosque Zika de Uganda. Posteriormente, diferentes
investigaciones, identificaron mosquitos del género Aedes africanus (portadores del
virus) en el mismo bosque (Dick, Kitchen, & Haddow, 1952). En 1954, se notificaron los
tres primeros casos de infecciones humanas en Nigeria (Macnamara, 1954), donde se
realizaron estudios de serovigilancia. Los resultados obtenidos, sugirieron que el virus
estaba altamente extendido en Africa, Asia y Oceania. Sin embargo, estos estudios
sobreestimaron la verdadera prevalencia del virus, dada la superposicidn seroldgica que
existe entre el ZIKV y los Flavivirus altamente relacionados, como el DENV y WNV (Baba,
.H., & C.K., 1999; Korhonen et al., 2016).

Historicamente, las infecciones sintomaticas por este virus se limitaban a casos
esporadicos o pequefios grupos de pacientes aislados, pero en 2007 este patréon cambio
radicalmente cuando aparecid el primer brote importante de infeccidn por este virus en
Yap (Estados Federados de Micronesia), donde aproximadamente el 73% de la poblacidn
se encontraba infectada y el 18% desarrollé la enfermedad de manera sintomatica grave
(Duffy et al., 2009).

Desde entonces, la infeccién por el ZIKV se ha propagado rdpidamente, produciéndose
brotes en la Polinesia Francesa, las Islas Cook (Roth et al., 2014), Isla de Pascua
(Tognarelli et al., 2016), Nueva Caledonia (Dupont-Rouzeyrol et al., 2015), y mas
recientemente en América (Fauci & Morens, 2016), con exportaciones esporadicas en el
continente Europeo. En 2015 este virus se notificd por primera vez en Brasil, donde
posteriormente se infectaron entre 44.000-130.000 personas. Todos estos hechos,
provocaron que la organizacion Mundial de la Salud, declarara en 2016, el ZIKV como
Emergencia de Salud Publica Global (Gulland, 2016).

5.1.1 Transmisién

ZIKV es un arbovirus que es transmitido por mosquitos vectores con dos ciclos
diferenciados. Por un lado, se encuentra el ciclo selvdtico, que provoca el
mantenimiento del virus entre los primates y mosquitos arboricolas en los bosques
(Figura 9 A) y por otro lado, existe un segundo ciclo urbano que involucra la transmisién
directa entre humanos y mosquitos urbanos de las ciudades (Figura 9 B)(Weaver et al.,
2016).

Actualmente, el ciclo urbano es el que ha provocado la alarma entre la sociedad
cientifica, identificando a dos agentes responsables de esa transmision. Ambos son
mosquitos de la especie Aedes: A. aegypti (considerado como vector principal, que
ademads puede ser portador de otros virus como DENV y YFV) y A. albopictus
(comunmente conocido como mosquito tigre, el cual puede ser portador de otros
patdégenos como WNV y el virus Chikungunya (CHIKV)) (B. H. Song, Yun, Woolley, & Lee,
2017).

Se ha documentado que la transmision directa de persona a persona del ZIKV se produce
por: (Figura 9 Cy D)
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- Via perinatal diferentes estudios han encontrado ARN viral en el liquido amniético,
la orina y el suero de madres de fetos con animalias cerebrales (Villamil-Gomez et
al., 2016; Weaver et al., 2016).

- Via sexual (ya que se han identificado particulas virales en el semen (Deckard et al.,
2016)).

- A través de la leche materna (Besnard, Lastere, Teissier, Cao-Lormeau, & Musso,
2014).

- Mediante transfusidon de sanguinea (Magnus et al., 2018; Musso, Stramer, Busch,
Committee, & Diseases, 2016)
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—— Transmisién vectorial
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Figura 9: Ciclos de transmision del ZIKV. A) Ciclo selvdtico entre monos Rhesus, macacos,
chimpancés y los mosquitos A. aegyptiy A. albopictus entre otros, B) Ciclo urbano entre poblacién
humana y los mosquitos de la especie A. aegypti y A. albopictus, C) Transmision no vectorial
horizontal entre humanos por via sexual y transfusiones sanguineas, D) Transmision no vectorial
vertical de la madre al feto por via transplacentaria o mediante la lactancia materna. La flecha
verde indica la posible transmision vectorial entre mosquitos del ciclo selvdtico y la poblacion
humana ocasional por transporte de personas y mercancias. Imagen creada con Biorender.com

5.1.2 Presentacidn clinica

Las infecciones virales provocadas por ZIKV son sintomaticas solo en el 20-25% de las
personas infectadas y se desarrolla una enfermedad leve y autolimitada, con un periodo
de incubacién de 4-10 dias. Los sintomas que se presentan son comunes o inespecificos
y se asemejan a un cuadro gripal (Cerbino-Neto et al., 2016). Sin embargo, en algunos
casos el cuadro se agrava apareciendo afecciones mas complejas, como son el sindrome
de Guillain-Barré en adultos y microcefalia en fetos nacidos de madres infectadas.

El sindrome de Guillain-Barré es una enfermedad de caracter autoinmune, en la que el
sistema inmune del paciente ataca al sistema nervioso periférico causando: espasmos,
debilidad muscular, paralisis e incluso la muerte (Créange, 2016).
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Hasta ahora, el mecanismo por el cual este virus es capaz de producir esta secuela es
desconocido (Goodfellow & Willison, 2016).

Uno de los efectos mas preocupantes y graves que causa este virus, es la microcefalia.
La microcefalia, estd definida como una afeccidn neuronal en bebés donde el cerebro
no se desarrolla apropiadamente, causando que la cabeza sea mucho mas pequefia de
lo normal. Esta microcefalia puede estar presente en el feto desde su desarrollo en el
Utero, la cual estd causada por una reduccién del nimero de neuronas, o bien puede
desarrollarse posterior al parto, la cual se encuentra asociada a la reduccion de los
procesos dendriticos y conexiones sinapticas (Alcantara & O'Driscoll, 2014; Klase et al.,
2016; Panchaud, Stojanov, Ammerdorffer, Vouga, & Baud, 2016). La esperanza de vida
para estos pacientes se reduce y suele verse afectada por las enfermedades derivadas
de la microcefalia, pudiendo llegar a morir prematuramente incluso antes de nacer
(Brasil et al., 2016; Group, 2016; Oliveira Melo et al., 2016; Sarno et al., 2016).

Desde el brote de 2015 en Brasil (ECDC, 2016), los datos acumulados hasta la fecha sobre
casos clinicos prenatales y postnatales sugieren que la infeccién por ZIKV se encuentra
relacionada con microcefalia y otras anomalias congénitas de diferentes grados de
gravedad.

5.1.3 Tratamiento y prevencién

Las infecciones por este virus se vuelven mdas complicadas debido a la falta de
disponibilidad de vacunas confiables, profilacticos activos y efectivos terapéuticos
(Javed et al., 2018).

Como se ha recalcado, actualmente no existe ningun farmaco aprobado para el
tratamiento de la infeccidn por ZIKV. Existen candidatos de vacunas que incluyen virus
inactivados, vacunas genéticas, particulas virales semejantes, vectores viricos... y un
largo etcétera de posibilidades que se encuentran en la fase | de ensayos clinicos (Munjal
et al.,, 2017). Sin embargo, hasta el momento, ninguna de ellas ha demostrado una
eficacia y seguridad suficiente para avanzar en fases.

Los farmacos disponibles se centran en paliar el dolor y disminuir la fiebre
(paracetamol). Existen a su vez, IAN aprobados recientemente por la FDA (Alam et al.,
2017), como son el sofosbuvir, 20-C-nucledsidos metilados, 7-deaza-20-C-
metiladenosina y el 20-fluoro-2-C-metil-UTP. Estos compuestos han demostrado ser
eficaces al provocar la terminacion prematura de la sintesis de ARN, aunque su uso esta
altamente cuestionado por los riesgos de seguridad que suponen para el paciente
(Govero et al., 2016).

También, alternativas como el tratamiento con INF (Bayer et al., 2016) , el uso de
anticuerpos neutralizadores , el reposicionamiento de diferentes farmacos (Adcock,
Chu, Golden, & Chung, 2017; Albulescu, Kovacikova, Tas, Snijder, & van Hemert, 2017)
y las terapias contra la proteasa NS2-NS3 han sido propuestos e investigados como
posibles tratamientos (Mastrangelo et al., 2012; Shiryaev et al., 2017).

No obstante, pese a todos los esfuerzos de la comunidad cientifica, no ha sido posible
determinar un tratamiento eficaz para la inhibicion viral de ZIKV.
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5.2 Virus del Nilo Occidental (WNV)

Fue aislado por primera vez en 1937 en Uganda en la regién del Nilo occidental
(Smithburn, Hughes, Burke, & Paul, 1940). Desde entonces, este virus se ha convertido
en endémico en numerosas partes de Africa, Europa, Asia, Australia y en Oriente medio
(Mackenzie, Gubler, & Petersen, 2004). A pesar de su distribucién mundial, no fue
detectado en EE. UU. hasta el brote del verano de 1999, cuando la ciudad de Nueva York
experimentd una mortalidad notablemente alta entre los cuervos y varias aves exdticas
en cautividad (Briese, Jia, Huang, Grady, & Lipkin, 1999). Por otro lado, en ese mismo
afio, se observd un aumento inusual de casos de encefalitis humanas atipicas con causa
desconocida ((CDC), 1999). A partir del brote de 1999, el virus ha dado lugar a un
estimado de 7 millones de personas infectadas, de los cuales 24.000 han desarrollado
problemas neuronales y mas de 2.300 muertes solo en Estados Unidos (Ronca et al.,
2019).

En Europa, durante el afio 2020, se notificaron 336 casos en humanos, de los cuales 77
fueron registrados en Espafia, donde el 95% necesitaron hospitalizacion y el 75%
presentd sintomatologia neuroldgica. En equinos y aves se ha observado que, de los 183
brotes reportados, 133 han sido en Espafia, concretamente en la zona mediterranea que
comprende desde Cadiz a Lleida (Garcia San Miguel Rodriguez-Alarcén et al., 2021).

En la actualidad, el WNV se considera una de las enfermedades veterinarias mas
importantes en todo el mundo. Este virus es un patdégeno animal importante en
América, puesto que ha causado mas de 28.000 casos en equinos y una alta mortalidad
en mas de 300 especies de aves, lo que ha provocado una disminucién masiva en la
poblacidén de al menos 23 especies, siendo responsable de la merma, por ejemplo en el
caso de cuervos americanos, de un 45% de los individuos (LaDeau, Kilpatrick, & Marra,
2007).

5.2.1 Transmision

Los mosquitos del género Culex son los mas implicados en la transmision del virus en los
humanos y aves. Las especies de Culex que han sido identificadas como las principales
responsables de transmisién virica son; C. pipiens y C. modestus (Andreadis, Anderson,
& Vossbrinck, 2001; Dandawate, Rajagopalan, Pavri, & Work, 1969). En menor medida,
puede ser transmitido por los mosquitos del género Aedes y Anopheles, asi como por
garrapatas (Gubler, 2007; Lawrie, Uzcategui, Gould, & Nuttall, 2004).

Sin embargo, este virus se ha encontrado en 65 especies diferentes de mosquitos, 326
especies de aves y en mds de 30 huéspedes no humanos, lo cual demuestra la alta
capacidad de adaptacién que presenta.

Dentro del ciclo enzodtico, las aves del orden Passeriformes, funcionan como huéspedes
amplificadores. Debido a su alta tasa de migracidn y viremia, son capaces de infectar a
grandes poblaciones de mosquitos distribuidos mundialmente (Lawrie et al.,
2004)(Figura 10 Ay B).

El segundo ciclo es el denominado epizodtico, en donde los humanos y los equinos se
consideran hospedadores accidentales finales, puesto que solo pueden trasmitir la
enfermedad, generalmente, a través de la picadura de un vector (Chancey, Grinev,
Volkova, & Rios, 2015) (Figura 10 Cy F). Este ciclo, que se ha instalado en las ciudades
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modernas, es el responsable de los ultimos brotes de WNV en Europa. Esto es debido a
las temperaturas mas templadas que se pueden encontrar en las riberas de los rios y
mares del continente, provocado por el cambio climatico. Dentro del ciclo epizodtico,
se consideran, ademas, otros medios de transmisién no menos importantes, como la
transfusion de sangre (Chancey et al., 2015; Meny, Santos-Zabala, Szallasi, & Stramer,
2011))(Stramer et al., 2005), el trasplante de drganos (Winston et al., 2014), la via
transplacentaria y mediante la ingesta de leche materna ((CDC), 2002)(Figura 10 Dy E).
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Figura 10: Ciclo de transmision de WNV. A) Ciclo enzodtico entre aves y mosquitos del género
Culex. B) Transmision fecal-oral entre aves, C) Transmision vectorial accidental a vertebrados no
aves, D) Transmision entre humanos, (ciclo epizodtico) no vectorial horizontal, mediante
trasplantes y transfusiones, E) Transmision no vectorial vertical, por via intrauterina y leche
materna. F) Transmisién a equinos. Imagen creada con Biorender.com

5.2.2 Presentacion clinica

El periodo de incubacion de la enfermedad se encuentra entre los 2-15 dias. Segun
diversos estudios, este virus posee un tropismo por los queratinocitos a partir de los
cuales, migrara a los islotes de Langerhans para multiplicarse y diseminarse por el
organismo (Suthar, Diamond, & Gale, 2013). La infeccion por WNV suele ser leve y
autolimitada siendo el 80% de los casos asintomaticos. En el 20% restante la
enfermedad se caracteriza por una presentacién aguda de fiebre, seguida de un cuadro
gripal acompanado de prurito y gastroenteritis (Anderson, Horn, Hoang, Gottlieb, &
Bennin, 2004; Sejvar, 2014).

Sin embargo, en algunos pacientes se presenta la denominada forma neuroinvasiva, la
cual da lugar a encefalitis, meningitis y paralisis flacida aguda. Estos sintomas
semejantes a la poliomielitis aguda, suelen provocar en el paciente cuadros de
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monoplejias, paralisis de musculos, el coma o la muerte de una manera radpida (David &
Abraham, 2016).

5.2.3 Tratamiento y prevencidn

Al igual que otros Flavivirus, no existe un tratamiento disponible para la infeccién por
WNV. La busqueda de la vacuna ha generado numerosos estudios en los que se han
empleado diferentes abordajes, como la obtencidn de vacunas atenuadas, inactivadas,
guiméricas, de péptidos sintéticos y genéticas (Ledgerwood et al., 2011; Smith et al.,
2011; Verstrepen et al.,, 2014; Woods et al., 2019). Alguna de estas propuestas de
vacunas, han llegado hasta la fase Il de ensayos clinicos (Biedenbender, Bevilacqua,
Gregg, Watson, & Dayan, 2011; Dayan, Bevilacqua, Coleman, Buldo, & Risi, 2012; Ulbert,
2019; Ulbert & Magnusson, 2014).

Sin embargo, aunque los resultados parecen prometedores, aun existen escollos que se
necesitan salvar, como por ejemplo la reactividad cruzada entre los Flavivirus y el riesgo
asociado de aumento de infeccién (Ulbert, 2019). Por otro lado, la inexistencia de
farmacos capaces de acabar con la infeccidn, provoca que el Unico tratamiento para
aquellos pacientes que sufren la forma neuroinvasiva de la enfermedad, sean cuidados
paliativos y de soporte (Sejvar, 2016).

Tras el hallazgo del andlogo de guanosina ribavirina como potente antiviral contra la
actividad de HCV, y bajo la suposicion de su posible efecto inhibitorio sobre la proteina
NS5 de WNYV, se establecié como la alternativa farmacoldgica viable para detener las
infecciones por este virus (Jordan, Briese, Fischer, Lau, & Lipkin, 2000). Estudios
posteriores, demostraron que la ribavirina no tiene efecto en modelos animales ni en
pacientes con neuroinvasion (Chowers et al., 2001; Hrnicek & Mailliard, 2004; Morrey
et al., 2004).

Desde entonces, se han investigado un gran nimero de compuestos para combatir al
WNV. Distintos IAN y otras pequefias moléculas con caracter competitivo, han sido
probadas tanto en modelos animales, como en modelos in vitro (Cannalire et al., 2019;
Eyer et al., 2019; Nelson, Roe, Orillo, Shi, & Verma, 2015; Tarantino et al., 2016). Una de
ellas, el favipiravir (Figura 6 C), ha demostrado ser un potente candidato (Furuta et al.,
2013; Morrey et al.,, 2008; Segura Guerrero, Sharma, Neyts, & Kaptein, 2018) con
actividad antiviral. Esta molécula, aunque fue inicialmente desarrollada para tratar la
infeccidn producida por el virus de la gripe, ha sido utilizada como antiviral en ensayos
clinicos frente a infecciones producidas por Ebola (Mentré et al., 2015) y mas
recientemente, como un potente inhibidor, tanto in vivo, como in vitro, de WNV y otros
virus de ARN (Abdelnabi et al., 2017; Escribano-Romero et al., 2017; Segura Guerrero et
al., 2018). Este compuesto produce la inhibicion de la sintesis de ARN a nivel de la RdRp,
ejerciendo su accion antiviral mediante mutagénesis viral, como asi lo confirman
estudios realizados en CHIKV (Abdelnabi et al., 2017). Sin embargo, esta medida solo es
efectiva durante los tres primeros dias tras infeccion, posteriormente, se ha demostrado
no tener efecto y menos en la forma neuroinvasiva de la enfermedad (Eyer et al., 2019).
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6. Nuevos virus: SARS-CoV-2

Los coronavirus humanos (HCoV) son miembros de los coronavirus (CoV), responsables
de multiples enfermedades respiratorias de diversa gravedad, que pueden ocasionar
desde un resfriado comun a una neumonia severa (Pene et al., 2003). Actualmente, los
HCoV son bien conocidos en la comunidad cientifica por su rapida evolucién debido a la
alta tasa de sustitucién y recombinacién de nucleétidos en su genoma (Vijgen et al.,
2005). Estos virus han aparecido histéricamente en diferentes lugares del mundo, y se
han relacionado con importantes brotes de neumonia mortal en humanos desde
principios del siglo XXI (F. Wu et al., 2020).

Uno de los brotes mas importantes, aparecié a finales del afo 2019, ocasionado en la
provincia de Wuhan (China), por una nueva cepa semejante al SARS-CoV, previamente
encontrado en murciélagos, clasificada como SARS-CoV-2, mundialmente conocida por
causar la pandemia de la COVID-19 (Zhu et al., 2020).

La pandemia global, esta presionando el sistema de salud y econédmico a escala mundial.
Esto ha provocado que la comunidad cientifica realice un esfuerzo multidisciplinario sin
precedentes, para hacer frente tanto a la urgente necesidad de tratamientos, como a la
prevencion frente SARS-CoV-2.

6.1 Transmision
Elinicio de la pandemia por SARS-CoV-2, se ha vinculado con el brote en un mercado de
animales vivos en Wuhan (China). El analisis genético de este virus sugirido que el
hospedador natural podria ser un murciélago (Chiroptera spp), ya que el grado de
homologia de este virus con los CoV que infectan normalmente estos animales (bat-SL-
CoVZ(C45, MG772933.1) era del 96% (Z. Xu et al., 2020; Zhou et al., 2020)(Figura 11 A).

Posteriormente, se sugiri6 que los pangolines (Manis spp) podrian ser posibles
huéspedes intermediarios, ya que el virus pangolin-CoV (descrito por (Xiao et al., 2020)
comparte una homologia con el SARS-CoV-2 del 99%. Sin embargo, el origen de la
zoonosis que ha dado lugar a esta pandemia sigue siendo objeto de estudio (Yi, Lagniton,
Ye, Li, & Xu, 2020) (Figura 11 B).

Después de la infeccidon en humanos del SARS-CoV-2, se han propuesto varios modos de
transmisién, incluidos los aerosoles, la contaminacidn de superficies, la ruta fecal-oral y
transmision a través de la conjuntiva ocular (Figura 11 D)(Mukhra, Krishan, & Kanchan,
2020). Aunque las posibles vias de transmisidon audn siguen siendo un objetivo de
investigacion, nuevos ensayos estan demostrando que podrian existir particulas virales
en la leche materna (Bardanzellu, Puddu, & Fanos, 2021) (Figura 11 Ey F).
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Figura 11: Ciclo de transmision del SARS-CoV-2: A) Ciclo natural con los murciélagos como posibles
hospedadores primarios del virus, B) Pangolin como posible hospedador secundario, C) Via de
transmision desconocida entre el pangolin y el hombre, D) Hombre como hospedador terciario con
desarrollo de sintomas y con capacidad para actuar como agente dispersante mediante diferentes
medios, indicados por colores en la imagen, E) Posible via de transmision sexual, F) Posible
transmision de la madre al feto por via intrauterina o mediante leche materna. Las vias E y F aun se
encuentran en fase de investigacion. Imagen creada con Biorender.com

6.2 Presentacion clinica
El SARS-CoV-2 fue originalmente catalogado como un agente causante de enfermedades
respiratorias atipicas. Actualmente, se conoce que este virus tiene un especial tropismo
por las células alveolares de los pulmones, las cuales expresan de manera elevada el
receptor ACE2, indispensable para la entrada del virus en la célula (Zou et al., 2020).

Los pacientes infectados con SARS-CoV-2, a menudo presentan una variedad de
sintomas similares a los de la gripe siendo los principales, fatiga, fiebre y tos (Huang et
al., 2020). Se trata de sintomas generales que han hecho que los diagndsticos sean
dificiles y poco fiables (Y. Jin et al., 2020). Actualmente los pacientes que son positivos
en este virus, se encuentran clasificados en cinco grandes grupos: Asintomaticos
(aquellos que no presentan cuadro clinico pero dan positivo en la prueba de deteccién
de ARN), leves (con cuadros agudos de infeccion del tracto respiratorio y complicaciones
gastricas), moderados (experimentan neumonia con lesiones pulmonares), graves
(presentan neumonia con hipoxemia y lesiones pulmonares graves) y criticos (presencia
de sindrome de dificultad respiratoria aguda junto con shock, encefalopatia, lesién
miocdrdica, disfuncién de la coagulacién, insuficiencia cardiaca y lesién renal aguda)
(Yuki, Fujiogi, & Koutsogiannaki, 2020).
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Los diferentes sintomas que se presentan en la infeccidon por SARS-CoV-2, varian por
poblaciones segun; el sexo, la edad, la etnia, los antecedentes clinicos y las patologias
previas presentes en el paciente. Ademas, con la pandemia de COVID-19, el SARS-CoV-
2 evoluciona de manera persistente y el nimero de variantes aumenta
significativamente. A excepcion de la alfa, que solo es altamente transmisible, las otras
variantes son altamente transmisibles, con una alta mortalidad. Entre todas las
variantes, la beta es la mds infecciosa y patdgena (Y. Zhang, Banga Ndzouboukou, Gan,
Lin, & Fan, 2021). Es por ello por lo que la infeccidén tiene un curso clinico impredecible
en cada individuo (Pollard, Morran, & Nestor-Kalinoski, 2020).

6.3 Genoma y ciclo replicativo

El SARS-CoV-2 es un virus de ARNmc (+) con un genoma de aproximadamente 30 Kb. Su
ARN gendmico comprende 14 (ORF), dos de los cuales son los principales (ORFla y
ORF1b) que se superponen con un cambio del marco lectura. Estas regiones
codificantes, abarcan dos tercios del genoma y se traducen en dos poliproteinas; 1la y
1b, respectivamente (Alanagreh, Alzoughool, & Atoum, 2020; Helmy et al., 2020) (Figura
12 Ay B). Estas poliproteinas son procesadas por proteasas virales (proteasa similar a la
papaina y la proteasa principal del virus), para dar lugar a las 16 proteinas no
estructurales del virus (nsp) (Y. Chen, Liu, & Guo, 2020).
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Figura 12: Representacion grdfica de la organizacion del genoma de SARS-CoV-2. A) Organizacion
principal donde se pueden distinguir las estructuras protectoras (CAP) y la separacion entre las
proteinas no estructurales y las estructurales, B) Marcos de lectura ORFla y 1b superpuestos que dan
lugar a dos poliproteinas 1a y 1b respectivamente, C)Organizacion de las proteinas estructurales junto
con las accesorias , D)Composicion de la particula viral, E) Posibles complejos de replicacion-
transcripcion junto con la RdRp, F) RTC estdndar, G) RTC multimérico, H) Posible RTC con accion
helicasa. Imagen creada con Biorender.com
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Algunas de estas 16 nsp, junto con cofactores del hospedador, forman el denominado
complejo de replicacién-transcripcion (RTC). Estos complejos son los encargados de
catalizar la replicacidn y transcripcion del genoma viral (Helmy et al., 2020; Romano,
Ruggiero, Squeglia, Maga, & Berisio, 2020) (Figura 12 E).

El tercio restante del genoma contiene varios ORF superpuestos que codifican para las
cuatro proteinas estructurales principales: Espicula (S), membrana (M), envoltura (E) y
nucleocapside (N) y otras proteinas accesorias (Arya et al., 2021) (Figura 12 Cy D).

6.3.1 Proteinas no estructurales

Dentro de la célula hospedadora, los ORFla y ORFl1a/b, se traducen en las poliproteinas
pplay ppla/b. A partir de estas poliproteinas, se generan 16 nsp mediante la escisidn
proteolitica llevada a cabo por nsp3 (proteasa similar a la papaina (PLpro)) y nsp5
(proteasa viral principal (Mpro / 3CLpro)) (Kadam, Sukhramani, Bishnoi, Pable, &
Barvkar, 2021).

Las proteinas no estructurales, realizan multiples funciones en el ciclo replicativo de los
virus pertenecientes a la familia Coronaviridae, manteniendo sus caracteristicas en los
diferentes géneros. Pueden agruparse segun sus funciones principales, sin embargo,
muchas de las proteinas realizan acciones multiples y superpuestas (Kadam et al., 2021):

- Las proteinas nspl, nsp2 y nsp3 intervienen en la inhibicidn del sistema inmune del
huésped (Claverie, 2020; Cornillez-Ty, Liao, Yates, Kuhn, & Buchmeier, 2009;
Schubert et al., 2020)

- La nsp3 es la proteasa viral secundaria con dominio similar a la papaina (PLpro)
encargada de escindir la poliproteina viral, ademas, es capaz de interactuar con el
ARN del huésped para evitar su traduccion (Koudelka et al., 2021; Lei, Kusov, &
Hilgenfeld, 2018).

- La nsp4 ha sido descrita previamente como responsable de la creacidn de la doble
membrana de las vesiculas virales (Angelini, Akhlaghpour, Neuman, & Buchmeier,
2013).

- Lansp5 es la proteasa viral principal con dominio (Mpro / 3CLpro) (Koudelka et al.,
2021).

- La nsp6 se encarga de la induccién de los autofagosomas, que permiten la entrada
de la progenie viral en las células hospedadoras colindantes (Angelini et al., 2013)

- La nsp9 es capaz de interactuar con las helicasas celulares para facilitar la
replicacion virica (Kadam et al., 2021).

- La nspl5 es una endoribonucleasa que escinde el ARN en los sitios de poliuridilato
(Kadam et al., 2021).

Ademas de las funciones especificas de cada proteina, las proteinas no estructurales
ensamblan el complejo de replicacién y transcripcion (RTC), cuya funcién es facilitar la
replicacién y la transcripcion del virus, como ya ha sido descrito anteriormente para
diferentes coronavirus (Ziebuhr, 2005).

En este complejo de replicacidn, la proteina principal es la nsp12, que funciona como

RdRp usando diferentes proteinas no estructurales como factores auxiliares (Figura 12
E,F,GyH):
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Complejo nsp12, nsp7 Y nsp8

La nsp12 es una RdRp de multiples dominios con un peso molecular de 103 kDa. Junto
con la nsp7 y nsp8, forma un complejo con accion replicasa para la replicacion y
transcripcién del genoma de ARN viral (Gao et al., 2020; Yan et al., 2020)(Figura 13).

La nsp12 contiene dos dominios diferentes; un dominio polimerasa (RdRp) y un
dominio de nucleotidiltransferasa asociada a nidovirus (NiRAN). Se cree que este
dominio semejante a los presentes en los nidovirus, puede tener una accién similar a
una quinasa sobre la hebra de ARN, facilitando la estabilidad estructural de la
proteina y por lo tanto su accién polimerasa (Dwivedy et al., 2021; Gao et al., 2020;
Kadam et al.,, 2021)(Figura 13 A).

El dominio polimerasa es capaz de realizar la reaccion de polimerizacién con una
eficacia extremadamente baja. Sin embargo, la presencia de las proteinas auxiliares
nsp7 y nsp8 estimulan enormemente la reaccidn. Este hecho previamente
documentado para SARS-CoV (Imbert et al., 2006; te Velthuis, Arnold, Cameron, van
den Worm, & Snijder, 2010), ha sido corroborado posteriormente en SARS-CoV-2
(Peng et al., 2020)(Figura 12 F) (Figura 13 B).

El complejo formado por nspl2-nsp7-nsp8 se define como el componente central
minimo para mediar en la sintesis de ARN por el virus.

Las estructuras cristalograficas y los modelos bioinformaticos sugieren que; el
complejo nsp7-8 forma un heterodimero, que necesita de una subunidad adicional
de nsp8 para unirse correctamente a la nsp12(Peng et al., 2020; Wilamowski et al.,
2021).

Este heterodimero formado por la nsp7-8 es capaz de unirse a los diferentes
subdominios de la polimerasa. Por un lado, es capaz de unirse al subdominio del
pulgar, ubicado frente al canal del NTP entrante. Por otro lado, es capaz de unirse al
subdominio de los dedos y al canal de entrada de la hebra molde de ARN. Estas
interacciones permiten una union con mayor afinidad de la polimerasa a la hebra
molde, lo que podria aumentar su procesividad (Gao et al., 2020; Peng et al., 2020;
Yin et al., 2020)(Figura 13 C).

Para lograr la transcripcion y replicacién completas del genoma viral, se requieren
otras unidades e interacciones de nsp para ensamblarse en un complejo de
holoenzimas (Peng et al., 2020). Diferentes estudios han demostrado que la nsp12
también interactua directamente con las proteinas nsp5, nsp9, y nsp13 (Brockway,
Clay, Lu, & Denison, 2003; Naidu, Mustafa, Clemens, & Naidu, 2021; Yoshimoto,
2021), mientras que la nsp8 tiene capacidad de interactuar con la nsp7, nsp9, nsp10,
nspl3 y nspl4, formando un complejo de replicacion multimérico (Brant, Tian,
Majerciak, Yang, & Zheng, 2021; von Brunn et al., 2007).

Otra de las uniones entre las proteinas no estructurales que se encuentran en
estudio, es la que forma el complejo nsp12-nsp7-nsp8 con la nsp13. Se cree que esta
unién codificaria para la formacion de dos helicasas de ARN (J. Chen et al., 2020).

Estas supuestas helicasas, trabajarian juntamente con el complejo de replicacién,
desenrollando la parte del ARN que actia como iniciador en la cadena molde,
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permitiendo la entrada de un nuevo complejo de replicacién (Arya et al., 2021; J.
Chen et al., 2020; Zeng et al., 2021) (Figura 12 H).
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Figura 13: Representacion grdfica del complejo minimo de RTC de SARS-CoV-2, A) Estructura
terciaria de la nsp12, donde se puede observar los tres subdominios y el dominio N-terminal en
verde, B) Estructura terciaria del RTC, con la proteina nsp7 (amarillo) y nsp8 (morado), C) Estructura
cuaternaria de todo el complejo RTC, con la cadena de ARN monocatenaria (rojo). Figura realizada
a partir del PDB 6xgb

Nspl10
Es una proteina pequena de 139 aa de longitud, que actia como andamio para

formar el complejo de metilacion del ARN (iError! No se encuentra el origen de la
referencia. A). Esta proteina trabaja juntamente con la nspl4 (con actividad
exonucleasa y N7-metiltransferasa, para formar el cap en el extremo 5’) y la nsp16
(2’-o-metiltransferasa, que aumentan la resistencia del ARN al efecto del sistema
inmune del huésped) (Romano et al., 2020). Diferentes estudios in vivo e in vitro han
demostrado que, esta proteina es imprescindible para la activacion de las
metiltransferasas (nsp14 y nspl16), y, por ende, es responsable de la proteccién del
ARN viral frente al sistema inmune del huésped (Arya et al., 2021; Ke et al., 2012;
Krafcikova, Silhan, Nencka, & Boura, 2020).

Nspl14
Es una proteina bifuncional, con un dominio exonucleasa 3’ 5’en el extremo N-

terminal y un dominio guanina-N7 metiltransferasa en el extremo C-terminal, como
se ha indicado anteriormente (Hassan, Sedenho, Vitale, Oliviera, & Crespilho, 2021;
Hsu, Laurent-Rolle, Pawlak, Wilen, & Cresswell, 2021). El dominio N-terminal esta
implicado en la correccién de errores de la RdRp cometidos durante la sintesis del
ARN vy su actividad esta estimulada por su interaccion con nsp10 (Krafcikova et al.,
2020; S. Lin et al., 2021). Este papel fundamental de correccion y proteccién del ARN
viral la convierten a nsp14 en un objetivo para el desarrollo de farmacos antivirales.
Por otro lado, la combinacion de estos inhibidores con los aquellos utilizados frente
a la actividad RdRp de nsp12, podrian tener un efecto sinérgico beneficioso (Morse,
Lalonde, Xu, & Liu, 2020; Saramago et al., 2021).
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6.4 Tratamiento y prevencion

A pesar de la gran variedad de vacunas que han sido desarrolladas, las que estan
clinicamente aprobadas no estan disponibles mundialmente, ademas de no poseer
actualmente datos de la eficacia y la seguridad de estas (Saramago et al., 2021; M. Y.
Wang et al., 2020). Por ello, actualmente no existe un tratamiento eficaz para la
infeccidn por SARS-CoV-2, por lo que las medidas médicas incluyen principalmente; la
vacunacion, la proteccion, el tratamiento de enfermedades subyacentes, el alivio de los
sintomas, la reduccion de las complicaciones y el apoyo a érganos vitales si se requiere.
En los pacientes graves y criticos se debe proporcionar oxigenoterapia y a menudo
ventilaciéon mecanica (Valdenassi et al., 2020).

Muchos han sido los farmacos empleados para tratar de paliar la infeccion, como por
ejemplo; antibidticos, antiparasitarios y glucocorticoides (Stasi, Fallani, Voller, &
Silvestri, 2020). Sin embargo, ninguno de ellos ha mostrado capacidad para inhibir la
accion del virus. La inmunoterapia, incluida la terapia con plasma de convalecencia y la
administracion de anticuerpos monoclonales humanos o policlonales, ha sido una parte
importante de la terapia integral. Por el contrario, la evidencia de su beneficio es
limitada para esta enfermedad y su seguridad y eficacia aun necesitan mas pruebas
basicas y clinicas (Y. Li et al., 2020)

Actualmente, se han empleado algunos compuestos de moléculas pequefias
(previamente descritos para otras infecciones), que han mostrado efectos inhibitorios
sobre este virus. El remdesevir ha demostrado ser capaz de inhibir significativamente la
polimerizacién del ARN en estudios in vitro, mediante su union a la hebra naciente y
promover su terminacion (Yin et al., 2020). Asi mismo, el Favipiravir es capaz de unirse
de manera analoga a la hebra naciente, bloqueando su polimerizacion. En ensayos
clinicos ha demostrado tener pocos efectos secundarios, propuesto, asi como el primer
compuesto anti-SARS-CoV-2 en China (Tu et al., 2020).

Recientemente, el molnupiravir parece haber cambiado el escenario en cuanto a
tratamientos contra el SARS-CoV-2 se refiere, es el primer farmaco oral que demuestra
un beneficio significativo en la reduccion de la hospitalizacidn o de la muerte por COVID-
19, cuando se presenta en su forma leve. Sin embargo, cuando la enfermedad se
presenta en su forma moderada o grave, su papel es cuestionable y son necesarios mas
estudios (C. C. Lee, Hsieh, & Ko, 2021; A. K. Singh, Singh, Singh, & Misra, 2021).

Hoy en dia, ha sido aprobado su uso en caso de emergencia bajo estrictos criterios
médicos, actualmente la FDA continda evaluando los riesgos asociados con el uso de
esta droga (FDA, 2021).

7. Busqueda de nuevos compuestos antivirales
Durante el desarrollo de un nuevo farmaco, pueden transcurrir de 12 a 15 afios desde
su concepcidn original hasta el lanzamiento al mercado de un producto terminado, con
un coste total superior a los 1000 millones de ddlares. Esto es debido a las numerosas
pruebas y ensayos que se deben realizar para que se pueda demostrar un efecto
terapéutico con una minima toxicidad, para dar lugar a la produccién de farmacos
seguros (Hughes, Rees, Kalindjian, & Philpott, 2011).
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Los datos mostrados en la introduccion de esta tesis doctoral hacen evidente la
necesidad urgente de desarrollar nuevos tratamientos para las infecciones provocadas
por virus de ARN emergentes.

En el caso de la enfermedad causada por ZIKV, es necesaria la busqueda de farmacos
gue inhiban la replicacion del virus, que, ademads, en el caso de mujeres embarazadas,
pudieran evitar los efectos negativos sobre los fetos en desarrollo. Ademas, la obtencion
de inhibidores frente a la polimerasa de este virus, podrian permitir su utilizacion en
pacientes que sufran la forma neuroinvasiva causada por WNV, debido a la alta
homologia de secuencia entre las polimerasas de estos dos Flavivirus.

Por otro lado, durante la pandemia de la COVID-19, diferentes empresas farmacéuticas,
asi como diferentes centros de investigacion, han desarrollado vacunas para controlar
la propagacion del virus. Aunque el protocolo de inmunizacidén avanza rapidamente en
todo el mundo, la eficacia real de estas vacunas no ha sido demostrada para todos los
casos, y tampoco lo ha sido para las diferentes cepas viricas que estan surgiendo.

Los diferentes enfoques para el descubrimiento de moléculas pequefnas con posible
potencial inhibidor incluyen el cribado de bibliotecas quimicas, modelado molecular y
cribados virtuales (Sebera et al., 2018). Aunque se han logrado avances prometedores,
hasta la fecha, siguen sin existir tratamientos eficaces y aprobados para su uso extensivo
en pacientes con enfermedades causadas por ZIKV, WNV y SARS-CoV-2 (B. Wang,
Thurmond, Hai, & Song, 2018). Debido a la gran cantidad de moléculas candidatas
posibles, es necesario desarrollar sistemas que permitan un cribado rdpido y eficaz que
sirva como paso previo al estudio con modelos in vivo (Sinigaglia, Peta, Riccetti, &
Barzon, 2020).

En consecuencia, el desarrollo de métodos de alto rendimiento para el cribado de
moléculas con propiedades anti-RdRp supondria un gran avance en la lucha contra estos
patdégenos. Aunque se han llevado a cabo distintos abordajes experimentales para tratar
esta cuestion, existen varias limitaciones practicas que dificultan su implementacién
como plataformas de cribado de alto rendimiento. Entre otros problemas, estos
métodos utilizan compuestos radioactivos que implican el uso de infraestructuras de
bioseguridad adicionales, o una configuracién experimental complicada que dificulta su
miniaturizacion (Campagnola, Gong, & Peersen, 2011; Gong et al., 2013; Madhvi et al.,
2017; Su et al., 2010).

En la presente Tesis Doctoral, se describen diferentes métodos para medir la actividad
polimerasa de distintas RdARp mediante medida de fluorescencia. Ademas, se describe
el uso aplicado de este sistema como una plataforma que permite el cribado rapido y
eficaz de distintos compuestos con potencial efecto inhibitorio sobre la polimerasa.
Finalmente se ejemplifica su uso con una prueba de concepto en la que se hallan varios
antivirales frente a ZIKV aislados a partir del cribado de una quimioteca de compuestos
sin efecto antiviral previamente descrito. De esta manera, estos métodos fluorimétricos
pueden suponer una forma rapida y econdmica para el cribado de compuestos,
acortando asi los tiempos de seleccion actuales, y facilitando el reposicionamiento y el
avance de la investigacién de diferentes farmacos con posibles efectos terapéuticos.
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Ill. OBJETIVOS
El objetivo principal del proyecto es el desarrollo de una plataforma de alto rendimiento
basada en fluorescencia para medir a tiempo real la actividad polimerasa de las RdRps
virales, de virus con un alto impacto clinico.

Dentro de este objetivo principal, se encuentran tres objetivos especificos que
permitiran trabajar con tres polimerasas virales distintas para poner a punto el sistema
en diferentes virus de ARN.

Objetivo 1: Clonaje, expresion y purificacion de la ZIKV NS5 RdRp para el desarrollo de
una plataforma basada en fluorescencia capaz de detectar la actividad polimerasa a
tiempo real, a través de la cual sea posible la caracterizacién bioquimica y la busqueda
de inhibidores de la polimerasa viral.

Objetivo 2: Clonaje, expresion y purificacion de la WNV NS5 RdRp para el desarrollo de
una plataforma basada en fluorescencia capaz de detectar la actividad polimerasa a
tiempo real, a través de la cual sea posible la caracterizacién bioquimica y la busqueda
de inhibidores de la polimerasa viral.

Objetivo 3: Expresion y purificacion del complejo replicativo transcriptivo formado por
SARS-CoV-2 nsp12 RdRp, nsp7 y nsp8 para el desarrollo de una plataforma basada en
fluorescencia capaz de detectar la actividad polimerasa a tiempo real, a través de la cual
sea posible la caracterizacidn bioquimica y la busqueda de inhibidores de la polimerasa
viral.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1 Medios de cultivo
Los medios de cultivo, LB deshidratado y el agar para bacteriologia fueron suministrados
por Panreac Applichem. Los medios TB y SOC, fueron fabricados siguiendo las
indicaciones proporcionadas por Green y Sambrook (Green & Sambrook, 2012).

1.2 Reactivos generales
Los antibidticos empleados en todos los protocolos fueron adquiridos desde Panreac
Applichem, y sus concentraciones fueron empleadas como figura en la Tabla 2. El MnCl,,
NaCl, MgCl,, ZnCl; C,H;NO,, asi como Glicerina, Imidazol, el IPTG, DTT, PMSF, EDTA y
Bis-Tris para soluciones tampdn, fueron compradas a Panreac Applichem.

Los detergentes utilizados en la purificacion de proteinas y en la realizaciéon de
tampones, Tween 20 y SDS fueron suministrados por Bio-Rad Laboratories.

La resina de purificacion HisPur™ Ni-NTA y asi como las soluciones stock de ATP, GTP y
la tincidon para acidos nucleicos verde fluorescente SYTO 9®fueron obtenidos de
ThermoFisher Scientific.

La heparina (HEP), los analogos de nucledtidos; cordicepina 5’-trifosfato (3'dATP) y
rivabiridina 5’-trifosfato (RTP), asi como el DMSO vy la tincidon para acidos nucleicos
fluorescente verde: SYBR® Green Il, fueron procurados por Sigma-Aldrich.

Los ARN homopoliméricos empleados para los ensayos de polimerizacién: acido
poliuridilico, acido poliadenilico y acido acido policitidilico (denominados poli-U, poli-A
y poli-C, respectivamente) todos ellos de unos 300 residuos de longitud, se compraron
a Amersham Biosciences.

Los oligonucleétidos de ADN fueron sintetizados bajo demanda por la empresa Eurofins-
megalab.

Los plasmidos de expresion bacteriana pET28a y pET16b fueron obtenidos de Novagen.
Los nucledtidos marcados con radioactividad [a-32P]JATP y [a-32P]GTP fueron
suministrados por Perkin Elmer.

El péptido sintético VPgl, fue elaborado por el Servicio de Quimica de Proteinas y
Sintesis de Péptidos del Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa” (CSIC-UAM). Este
péptido contiene la secuencia aminoacidica (GPYAGPLERQRPLKVRAKLPRQE) de la VPg-
1 de FMDV-S8c1: (Sobrino, Davila, Ortin, & Domingo, 1983).

Las células E. coli BL21(DE3)-pRIL Yy E. coli DH5a electrocompetentes se prepararon en el
laboratorio utilizando el método estandarizado por (Green & Sambrook, 2012)

GlaxoSmithKline proporciond las tres cajas quimicas antikinetoplastidas gracias al
acuerdo de transferencia de material MTA: MTARG566.
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Los compuestos CoH26Ns (4- (5-Amino-4-ciclohexil-3-propan-2-ilpirazol-1-il) -6-piridin-
2-il-1,3,5-triazin-2-amina) con PubChem CID: 91800701 y TCMDC-143406 y C;1H23Ns0
(1- (6- (piridin-2-il) -2- (p-tolilamino) pirimidin-4-il) piperidin-3-ol con PubChem CID:
91800580 y TCMDC-143215, denominados Compuesto 6 y Compuesto 15
respectivamente, fueron sintetizados en polvo seco y suministrados por Enamine.Ltd.

La quimioteca FLA_IQM fue cedida por la Profesora Maria Jesus Pérez Pérez del Instituto
de Quimica Médica, (IQM-CISC).

1.3 Enzimas
Las enzimas de restriccion empleadas como Dpnl, Ndel y Xhol y T4 Ligasa, asi como los
componentes necesarios para su funcionamiento, fueron suministrados por New
England Biolabs. Las enzimas responsables de la PCR de alta fidelidad como
Phusion® High-Fidelity DNA polymerase (HF-pol) y Gibson Assembly® Mdster Mix,
fueron también adquiridos de New England Biolabs.

1.4 Plasmidos con regiones codificantes
El pldasmido pcDNA ZIKV, que codifica por el genoma completo del virus ZIKV (aislado
PRVABC59; Puerto Rico 2015, ATCC: VR-1843 (Lanciotti, Lambert, Holodniy, Saavedra, &
Signor, 2016)), fue cedido por el Dr. Armando Arias Esteban del Centro Regional de
Investigaciones Biomédicas (CRIB-UCLM).

El plasmido pUC-NS5, que contiene en su interior la secuencia completa de la region NS5
de WNYV del aislado Serbia Novi Sad/12 (KC407673.1 (Petrovic¢ et al., 2013), fue cedido
por el Dr. Miguel Angel Martin Acebes (INIA-CSIC).

Los plasmidos pET28a que contienen los genes codificantes de las proteinas nsp12, nsp8
y nsp7 del virus SARS-CoV-2 se obtuvieron de la empresa Genscript tras el disefio en el
laboratorio.

La secuencia de los genes nsp7, nsp8 y nspl2 pertenecen al virus SARS-CoV-2 , descrito
en 2020 durante la pandemia mundial desatada en Wuhan (F. Wu et al., 2020). Estos
genes codifican para una proteina de 83 aa (nsp7), 198 aa (nsp8) y 932 aa (nsp12). El
constructo nsp7L8 es una proteina de fusién entre nsp7 y nsp8 separadas por una regién
de 6 glicinas.

Los genes nsp7, nsp8 y el constructo codificante de la proteina nsp7L8 se clonaron
dentro del plasmido pET28b entre las dianas de Ncol y Notl, obteniéndose los plasmidos
pET28a-SARS-CoV2-nsp7, pET28a-SARS-CoV2-nsp8 vy pET28a-SARS-CoV2-nsp7L8,
respectivamente.

Estos plasmidos codifican para las correspondientes proteinas unidas a un tracto de 11
aminodcidos (secuencia: AAALEHHHHHH) en el extremo C-terminal.

El gen nspl2 se clond dentro del mismo plasmido, entre las dianas de Ncol y Xhol,
obteniéndose el plasmido pET28a-SARS-CoV2-nsp12, que codifica la proteina nsp12
Los pesos aproximados de las diferentes proteinas recombinantes son los siguientes: 14
kDa (nsp 7), 23 kDa (nsp 8), 33 kDa (nsp 7L8) y 107 kDa (nsp 12).

Los plasmidos pET-28a-3Dpol y pET-28aD338A, que codifican para para la polimerasa
3D-WT pol de FMDV, y para la variante cataliticamente inactiva 3D-D338A pol,
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respectivamente, fueron cedidos por el Dr. Rubén Agudo Torres. Su construccion ha sido
descrita previamente (Arias et al., 2005; Ferrer-Orta et al., 2004).

El pldsmido Jc1FLAG2(p7-nsGluc2a) fue cedido por la Dra. Celia Perales Viejo (CNB-
CSIC). Este vector es un plasmido infeccioso que da lugar al genoma quimérico de HCV,
Jcl. Este genoma se generd a partir de dos cepas de genotipo 2a de HCV aisladas de
pacientes: JFH1y J6CF (Marukian et al., 2008). El plasmido Jc1FLAG(p7-nsGluc2A) /GNN,
cedido también por la Dra. Celia Perales Viejo, contiene unas mutaciones en la regién
NS5b de Jcl. Estos producen los cambios D318N y D319N en la polimerasa, haciéndola
cataliticamente inactiva (Marukian et al., 2008).

1.5 Reactivos para las reacciones en geles de poliacrilamida y agarosa

La agarosa (SeaKem® LE Agarose) empleada para la realizacion de geles de electroforesis
fue suministrada por la empresa Lonza Biosciences. El MIDORIGreen Advance, empleado
como agente intercalante de dcidos nucleicos en geles de agarosa y el marcador de peso
molecular FastGene 1 kb DNA Marker Plus, fueron suministrado por la empresa Nippon
Genetics Co. Ltd. El tampdn de carga para acidos nucleicos Gel Loading Dye, Purple (6X)
fue adquirido a New England Biolabs. Tanto los geles de agarosa, como los tampones de
electroforesis TAE y TBE, y el tampdn de carga azul de bromofenol/xileno-cianol fueron
fabricados siguiendo protocolos estandarizados de laboratorio.

La solucion Acrilamida/Bis 37,5:1, el APS, y el TEMED, fueron comprados a SERVA
Electrophoresis GmbH, Panreac Applichem (ITW reagents) y Bio-rad Laboratories,
respectivamente. Los tampones Tris-HCI pH 8.8; Tris-HCl pH 6.8; asi como el SDS-10%
necesarios para la preparacion de los geles, se realizaron siguiendo los protocolos
estandarizados de (Green & Sambrook, 2012). El tampdn Tris-Glicina con SDS se obtuvo
como un preparado concentrado 10X en Bio-rad Laboratories. Los marcadores de peso
molecular FastGene® DNA ladders de 1kb y de 100 bp asi como el marcador de proteinas,
PiNK Prestained Protein Ladder (5-175 kDa), empleados durante todos los experimentos
realizados durante esta tesis pertenecen a la empresa Nippon Genetics Co. Ltd. El
tampdén de carga para proteinas en condiciones desnaturalizantes, fue fabricado
siguiendo las indicaciones de (Green & Sambrook, 2012)

El analisis del grado de purificacion de las proteinas recombinantes se realizé mediante
electroforesis en geles de acrilamida conteniendo 0,1% SDS (SDS-PAGE)(Laemmli, 1970).
La tinciéon empleada para el revelado de los geles de acrilamida se realizé con Azul
Brillante de Comassie ([0,25% Coomassie Brilliant Blue R250 (BioRad), 40% metanol, 10%
acido acético]) y se destifid con una solucidén 40% metanol, 10% acido acético.

1.6 Oligonucledtidos

Tabla 1: Oligonucledtidos utilizados en las diferentes estrategias de clonaje y mutagénesis dirigidas
empleadas en la presente tesis doctoral.

Y Nombre o __. Secuencia(5a3’) .
: : TTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGTCCATGTCATACTC :
, NS5B_HCV_Fw , ,
S N ___________GQGGAcCeGeGCTC .
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T R GCGACACGCTGTG :
| Nspl2 D760-761 A Fw | ATCCTGAGCGCTGCCGCGGTGGTTTGCTTTAACAG :
| Nspl2 D760-761 Arv_ ! AACCACCGCGGCAGCGCTCAGGATCATCATGCTG :
' _PETI6 Fw L CTCGAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCG !
L PET16 rv_ . CATATGCGACCTTCGATATGGCCGCTGCTG !
L PET28a_Fw . __ CATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTC |
o ____PET28arv L CTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATC l
. __ _WNV _GAAFw _ ,  CCGTCAGCGGTGCTGCCTGCGTGGTGAAACCTTTGGAC! |
| ___WNV_GAARv |  TITCACCACGCAGGCAGCACCGCTGACGGCCATGCGAC' |
! ' AGCAGCGGCCATATCGAAGGTCGTCATATGAATTCTGATACTAGCA '
| BILNEE Rl Ry AGATCAAGAACCG :

i TTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCCTCGAGTTATTACAAAACAGT I
GTCCTCAACTACAATGGTGTCTTCATACCTCC

____WNV_Xholrv | CGCTTCGTTCTCTAGGTCAGCTTTGGTGATGCG'
| _ ZIKV_NS5_GNN_Fw__ | GCAGTCAGTGGAAATAATTGCGTTGTGAAGCCAATTG! |
| __ZIKV_NS5_GNN_rv ' TTCACAACGCAATTATTTCCACTGACTGCCATTCGTTTG! !
: ZIKV_NS5short_pET16_F : AGCAGCGGCCATATCGAAGGTCGTCATATGAAGATCATTGGTAACC :
1 w 1 GCATTGAAAGGATC 1
" ZIKV. NSSshort_pET16.rv | TTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCCTCGAGTTATTACAGCACTCCA |
S S GGTGTAGACCCTTCTTCAC |
| ZIKV_NS5_H713W_Fw | GTTTTGCTCCTGGCACTTCAACAAGCTCCATCTC |
| _ZIKV_NS5_H713W Rv | TGTTGAAGTGCCAGGAGCAAAACGGAACTTCTTC |
| _ZKV_NS5_H713A_Fw ' GTTTTGCTCCGCCCACTTCAACAAGCTCCATCTC !
| _ZIKV_NS5_H713ARv ' TGTTGAAGTGGGCGGAGCAAAACGGAACTTCTTC | |
. _ZIKV_NS5 Y768A Fw 1 GCAGCTCCTTGCTTTCCACAGAAGGGACCTC :
| _ZIKVNSSY768ARV | TTCTGTGGAAAGCAAGGAGCTGCCACATITGCG |
| _ZIKV_NS5_Y768W_Fw | ¢ GCAGCTCCTTTGGTTCCACAGAAGGGACCTC l
| _ZKV_NS5_ Y768W Rv | TTCTGTGGAACCAAAGGAGCTGCCACATTTGC |
| _ZIKV_NS5_Y768F Fw | AGAACTACCTGGTTCATCCATGGAAAGGGAGAATG |
| _ZIKV_NS5 Y798F Rv ' CTTTCCATGGATGAACCAGGTAGTTCTCCCAGTTG !
| _ZIKV_NS5_T796F Fw ' - TGGGAGAACTTTCTGGTCAATCCATGGAAAGGG |
1 ZIKV NS5 T796F Rv 1 GGATTGACCAGAAAGTTCTCCCAGTTGGAACCC 1

e e e R, - e e e e e o o = o o o o o o == o o o o o o o o o o o o e o o e = = =k

Las letras en color azul indican el coddn que ha sido modificado para la mutagénesis dirigida.

1.7 Soluciones empleadas
Tabla 2:Concentraciones de uso de los antibidticos empleados en los protocolos de expresion de las
polimerasas virales

. ______ Nombre .______Concentraciondeuso |
.___ Ampicilina Sal Sodica BioChemica | 100mg/mL_ |
\____Kanamicina Sulfato BioChemica |~ 50mg/mL :
T Cloramfenicol BioChemica e e 100mg/mL_ \
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Tabla 3:Composicidn de los tampones empleados en los protocolos de purificacidn de las polimerasas
virales.

e 50 mM Tris-HCl pH 7.5 :

e 300 mM NacCl :o ZIKV NS5 RdRp

e 400 mM CyH;NO, :O WNV NS5 RdRp

1

1

:

1

; cle HCV NS5b RdR

Tampén de Lisis e 4 mM MgCl, '2 SARS.Cov. NsF:)12

e 10 % Glicerol
1
1
1
1

1
' RdRp, Nsp7, Nsps,
e 10 mM Imidazol : Nsp;)LS P P
e 0.1% (v/v) Tween 20 |

e 50 mM tampodn fosfato pH 7.8
________________ e 300mMNaCl_ L
'e 50 mM Tris-HCl pH 7.5-8 o ZIKV NS5 RdRp
‘e 300 mM NaCl 'c  WNV NS5 RdRp
e 4 mM MgCl, 'o  HCV NS5b RdRp
Tampdn de Lavado e 10 % Glicerol 10 SARS-CoV-2 Nsp12
e 10 mM Imidazol ' RdRp, Nsp7, Nsp8,
I I
1 1

e 0.1% (v/v) Tween 20 Nsp7L8
o FMDV 3D pol RdRp

! e 50 mM tampdn fosfatopH6 ! !
500 mM NacCl ! .

e 50 mM Tris-HCl pH 7.5-8

e 300 mM NacCl

e 4 mM MgCl,

e 10 % Glicerol

e 10 mM Imidazol

e 0.1% (v/v) Tween 20

ZIKV NS5 RdRp
WNV NS5 RdRp
HCV NS5b RdRp
SARS-CoV-2 Nsp12
RdRp, Nsp7, Nsp8,
Nsp7L8

o FMDV 3D pol RdRp

O O O O

Tampon de Lavado
con imidazol

- Gradiente de imidazol:
25 mM, 50 mM, 60 mM, 70
mM, 80 mM, 90 mM, 100
mM, 125 mM.

________________ - _Hnal:400mM ..

e 50 mM Tris-HCl pH 7.5-8

e 150 mM NaCl

e 5mM MgCl,

e 10 % Glicerol

e 0.5% (v/v) Tween 20

e 1mMDTT

________________ e 50mMTrisHCIpH7.58 .
e 150 mM Nacl o SARS-CoV-2 Nsp12

1
1
|
e 50 % Glicerol : RdRp, Nsp7, Nsp8,
|
1
1

ZIKV NS5 RdRp
WNV NS5 RdRp
HCV NS5b RdRp

o O O

Tampon de Dialisis Il
e 0.5% (v/v) Tween 20 Nsp7L8
e 1mMDTT
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1o 50 mM Tris-HCl pH 7.5-8 . |
1 1

1o 100 mM NaCl I |
1 1

10 % Glicerol 1o FMDV 3D pol RdRp 1
I I

1 1

1 1

-
Q
3
T
O\
=}
Q.
(]
=
N
@,
(7]
_. -

e 1mM EDTA
L ______ie AmMDTT__ o
2. Métodos

2.1 Clonaje y mutagénesis dirigida
2.1.1 Virus del Zika
a) Clonaje del dominio RdRp de ZIKV NS5 en el plasmido pET16b

Para la realizacion de este proceso, el dominio polimerasa ARN dependiente de ARN
(RdRp) de la proteina ZIKV NS5 se cloné en el plasmido de expresién pET16b entre las
dianas de corte de Ndel y Xhol mediante Gibson Assembly (Gibson, 2011).
Con este fin, se realizd una reaccion de PCR utilizando el vector pET16b como molde con
los componentes y condiciones experimentales indicadas en las Tabla 4 y Tabla 5,
respectivamente, utilizando los oligonucledtidos NS5 short_pET16_ Fw y NS5_pET16_rv
(Tabla 1). Por otro lado, se amplificd el dominio RdRp (que abarca los residuos de
aminoacidos 275-903 de la proteina NS5) del pldasmido pcDNA ZIKV. La amplificacion
por PCR fue similar a la descrita anteriormente, pero utilizando los cebadores especificos
NS5 short_pET16_Fw y NS5_pET16_rv (Tabla 1).

Ambos productos de PCR fueron purificados con el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean
up (Macherey Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras este proceso, el
vector y el inserto se mezclaron en presencia de 2x Gibson Assembly Master Mix (New
England Biolabs) utilizando las concentraciones y condiciones mostradas en las Tabla 7
y Tabla 8 respectivamente. El producto ensamblado resultante, se transformd mediante
electroporacién con el aparato Bio-Rad Gene Pulser Il Electroporator dentro de E.
coli BL21(DE3)-pRIL electrocompetentes, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente las bacterias se sembraron en placas de agar LB con Ampicilina (para la
seleccidn de las bacterias que contienen el plasmido pET16b) y Cloranfenicol (antibidtico
al que son resistentes las bacterias que contienen el plasmido pRIL), y se incubaron a
372 C toda la noche.

Al dia siguiente, se aislaron y cultivaron 4 colonias independientes de las que
posteriormente se extrajo su ADN plasmidico mediante el uso del kit NucleoSpin®
Plasmid EasyPure kit (Macherey Nagel) siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante. Este ADN fue secuenciado para comprobar el éxito del clonaje. El resto de
cultivo no utilizado para la extraccidon de ADN se guardd a -802C en glicerol al 20% para
su conservacion.

El pldasmido resultante, llamado pET16b-ZIKV-NS5RdRp, codifica el dominio RdRp de la
proteina ZIKV NS5 fusionado a un tracto de 17 aminodcidos (secuencia
HHHHHHHHHHSSGHIEG) en el extremo N-terminal. Esta regidon es empleada para la
purificacion de la proteina recombinante por afinidad utilizando resina HisPur™ Ni-NTA.
El peso molecular aproximado de esta proteina es de 75 kDa.
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b) Mutagénesis del pldsmido pET16b-ZIKV-NS5RdRp para la generacién de un mutante
cataliticamente inactivo
Para crear un mutante cataliticamente inactivo de la ZIKV NS5 RdRp, se realiz6 una PCR
mutagénica utilizando como molde el plasmido pET16b-ZIKV-NS5RdRp vy los
oligonucledtidos NS5 _GNN_Fw y NS5 _GNN_rv (Tabla 1). Los componentes y
condiciones experimentales de esta PCR se describen en las Tabla 4 y Tabla 6
respectivamente. El producto de la mutagénesis fue purificado mediante el kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean up (Macherey Nagel) y se utilizé para transformar
bacterias E. coli BL21(DE3)-pRIL electrocompetentes. El proceso de transformacion y
posterior comprobacidn del éxito de la mutagénesis mediante secuenciacion se realizé
tal y como se describe en el apartado anterior. El plasmido resultante se denomina
PET16b-ZIKV-NS5RdRp-GNN. Este plasmido codifica para la proteina ZIKV NS5-GNN
RdRp, que contiene un par de mutaciones que dan lugar a los cambios D665N y D666N
en dos de los asparticos cataliticos de la enzima (Godoy et al., 2017).

c) Mutagénesis del plasmido pET16b-ZIKV-NS5RdRp para la generacién de mutantes del
bolsillo N.
Para la generacion de los diferentes mutantes del bolsillo N, se tomé como molde el
plasmido pET16b-ZIKV-NS5RdRp para realizar las PCR mutagénicas con los
correspondientes oliginucledtidos que se describen a continuacion. Los componentes y
condiciones experimentales de esta PCR se describen en las Tabla 4 y Tabla 6
respectivamente.

- Mutante simple H713W: ZIKV_NS5_H713W_Fw y ZIKV_NS5_H713W_Ruv.

- Mutante simple Y768A: ZIKV_NS5_Y768A_Fwy ZIKV_NS5_Y768A_Ruv.

- Mutante simple Y768W: ZIKV_NS5_Y768W_Fw y ZIKV_NS5_Y768W_Rv.

- Mutante simple Y798F: ZIKV_NS5_Y798F_Fwy ZIKV_NS5_Y798F_Ruv.

- Mutante simple T796 : ZIKV_NS5_T796_Fw y ZIKV_NS5_T796_Ruv.

- Mutante doble H713A- Y768A: ZIKV_NS5_H713A_Fw y ZIKV_NS5_H713A_Rv con
ZIKV_NS5_Y768A_Fw y ZIKV_NS5_Y768A_Rv.

- Mutante doble H713A- Y768W: ZIKV_NS5_H713A_Fw y ZIKV_NS5_H713A_Rv con
ZIKV_NS5_Y768W_Fw y ZIKV_NS5_Y768W_Ruv.

- Mutante doble H713W- Y768W: ZIKV_NS5_H713W_Fwy ZIKV_NS5_H713W_Rv con
ZIKV_NS5_Y768W_Fw y ZIKV_NS5_Y768W_Ruv.

Los productos de la mutagénesis fueron purificados mediante el kit NucleoSpin® Gel and
PCR Clean up (Macherey Nagel) y se utilizd para transformar bacterias E. coli BL21(DE3)-
PRIL electrocompetentes. El proceso de transformacion y posterior comprobacion del
éxito de la mutagénesis mediante secuenciacidn se realizd tal y como se describe en el
apartado anterior.

2.1.2 Virus del Nilo Occidental
a) Clonaje del dominio RdRp de WNV NS5 en el plasmido pET16b
Este procedimiento se realizd a partir de la regidn NS5 del virus del Nilo occidental
correspondiente al aislado Serbia Novi Sad/12 (Petrovi¢ et al., 2013). Este gen codifica
una proteina de 905 aminodcidos con actividad metiltransferasa y RdRp. La region RdRp
se extiende entre los aminodcidos 273 y 905.

55



Antes del clonaje de este dominio en el plasmido pET16b, se eliminé una diana de
restriccidon Xhol (ctcgag) presente en la regidn codificante para el dominio RdRp, puesto
que la enzima de restriccidon fue empleada en el clonaje.

Por lo tanto, se realizd una PCR mutagénica utilizando los iniciadores WNV_Xhol_rm_Fw
y WNV_Xhol_rm_rv (Tabla 1) y el pldsmido pUC-NS5, manteniendo las condiciones
recogidas en la Tabla 4 y la Tabla 6 para alterar este sitio de reconocimiento de Xhol. El
producto de PCR se purificd y transformdé como se describe apartado 2.1.1 a).

A partir de las bacterias obtenidas, se realizaron cultivos celulares para la extraccion del
ADN plasmidico y su secuenciacion para comprobar el éxito del clonaje.

El resultado fue un plasmido pUC-NS5 con una mutacion sinébnima C->A en la tercera
posicidn de diana de la secuencia ctcgag, que altera la region de reconocimiento de Xhol.
Este plasmido se denomind pUC-NS5(A).

Posteriormente, el dominio RdRp de WNV presente en el pldsmido pUC-NS5(A), se cloné
en el plasmido de expresion pET16b entre los sitios de Ndel y Xhol. Para ello, en primer
lugar, el plasmido pUC-NS5(A) se utilizé como molde de una PCR en la que se utilizaron
los iniciadores WNV_NS5B_pET16_Fw, WNV_NS5B_pET16_rv (Tabla 1) utilizando las
condiciones mostradas en la Tabla 4 y la Tabla 5 .El producto de amplificacién (inserto)
se purificd como se describe anteriormente.

Por otro lado, el plasmido pET16b se digiridé con las enzimas Ndel y Xhol (10 Unidades
de cada una por cada microgramo de ADN) durante 2 h a 372C. El producto total de
digestiéon se cargd en un gel de agarosa (0,8%) corrido a 100 V durante 30 min. El
plasmido digerido (vector) se purificé de la agarosa mediante el kit NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up siguiendo las instrucciones del fabricante.

Finalmente, el inserto se ligd con 100 ng de vector manteniendo una ratio molar de 7:1
(inserto:vector). La reaccion se llevd a cabo en presencia de la enzima T4 Ligasa a 162C
durante toda la noche. 2ulL de la reaccidén de ligacidn se transformaron en bacterias
electrocompetentes tal y como se ha descrito previamente. A partir de colonias aisladas
de las bacterias obtenidas, se realizaron cultivos celulares para la extraccion del ADN
plasmidico y su posterior secuenciacion para comprobar el éxito del clonaje.

El resto de cultivo no utilizado para aislar el ADN se guardd a -802C en glicerol al 20%
para su conservacion.

El plasmido resultante se denomina pET16b-WNV-NS5RdRp, y codifica para el dominio
RdRp de la proteina NS5 de WNV unido a un tracto de 17 aminodacidos (secuencia
HHHHHHHHHHSSGHIEG) en el extremo N-terminal. Esta regidon es empleada para la
purificacion de la proteina recombinante por afinidad utilizando resina HisPur™ Ni-NTA.
El peso molecular aproximado de esta proteina es de 73 kDa.

b) Obtencidon de un mutante cataliticamente inactivo para WNV NS5 RdRp
La creacion del mutante cataliticamente inactivo para WNV NS5 RdRp, se llevd a cabo
mediante la mutagénesis dirigida del plasmido pET16b-WNV-NS5RdRp. Esta
mutagénesis, tiene como objetivo generar una variante con los cambios en las
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posiciones D668A y D669A, los cuales corresponden a los asparticos cataliticos del
motivo C de WNV NS5 RdRp (Malet et al., 2007).

Este proceso se realizd tal y como se describe en el apartado 2.1.1 b), utilizando en la
PCR mutagénica las condiciones y componentes generales mostrados en las Tabla 4 y
Tabla 6, el ADN del plasmido pET16b-WNV-NS5RdRp y los oligonucledtidos
WNV_GAA Fw y WNV_GAA rv (Tabla 1). El resultado de este proceso es un plasmido
denominado pET16b-WNV-NS5RdRp-GAA, el cual codifica para la polimerasa del Virus
del Nilo Occidental cataliticamente inactiva.

2.1.3 Virus SARS-CoV-2
a) Obtencién de un mutante cataliticamente inactivo para la nsp12 de SARS-CoV-2

La obtencion de un mutante cataliticamente inactivo de nsp12, se realiz6 mediante PCR
mutagénica con las condiciones y componentes generales mostrados en la Tabla 4 y la
Tabla 6, utilizando como molde el pldsmido pET28a-SARS-CoV2-nsp12 vy los iniciadores
nspl2_D760-761_A_Fwy nspl2_D760-761_A_rv (Tabla 1).

Los procedimientos experimentales subsiguientes hasta la comprobacion del éxito de la
mutagénesis mediante secuenciacidn se realizaron tal y como se describe en apartado
2.1.1 b). El pldsmido resultante, denominado pET28a-SARS-CoV2-NSP12-GAA, codifica
para una proteina nspl2 que contiene el cambio D>A en las posiciones 760 y 761,
cataliticos del motivo RdRp de la proteina.

2.1.4 Virus de Hepatitis C
a) Clonaje de la proteina HCV NS5b en el plasmido pET28a
Este proceso se llevé a cabo mediante recombinacidn in vitro por la técnica Gibson
Assembly (Gibson, 2011). El pldsmido pET28a, se amplific6 por PCR utilizando los
oligonucleétidos pET28a_Fw y pET28a_rv (Tabla 1), con los componentes y condiciones
experimentales indicadas en la Tabla 4 y Tabla 5, respectivamente, obteniéndose de
este modo el vector empleado en la reaccién de ensamblaje.

El inserto de esta reaccion se obtuvo por PCR, utilizando el pldasmido Jc1FLAG2(p7-
nsGluc2A) como molde, y los oligonucledtidos NS5B_HCV_Fw and NS5B_A21 HCV_rv
(Tabla_1) como iniciadores. Para esta reaccion de amplificacion se emplearon las
condiciones experimentales de la Tabla 4 y la Tabla 5.

El vector y el inserto se ensamblaron tal y como se describe en el apartado 2.1.1 a) .Tras
el proceso de transformacién y secuenciacidon de ADN, se confirmd la obtencion de un
plasmido denominado pET28-HCV-NS5bA21, codificante para la proteina HCV NS5b
RdRp, la cual tiene una delecién de los ultimos 21 aminoacidos del extremo C terminal
(NS5Ab21), sustituidos por un tramo de 8 aminoacidos con la secuencia LEHHHHHH.
Este tramo de polihistidinas sera empleado en la purificacién de la enzima por
cromatografia de afinidad. El peso molecular aproximado de esta proteina es de 65 kDa.

b) Obtencidon de un mutante cataliticamente inactivo para HCV NS5b RdRp
La obtencién de un plasmido que codifica para la proteina cataliticamente inactiva NS5b
de HCV, se realizé tal y como se describe en el apartado anterior, pero utilizando como
molde en la reaccion de amplificacién por PCR del inserto el plasmido Jc1FLAG(p7-
nsGluc2A) /GNN. Como resultado del proceso de recombinacidn in vitro, se obtuvo el
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plasmido denominado pET28-HCV-NS5bA21-GNN, el cual codifica para la una
polimerasa recombinante HCV NS5b RdRp cataliticamente inactiva.

2.1.5 Protocolos y componentes empleados en las reacciones de mutagénesis y
amplificacion de las polimerasas virales.

Tabla 4:Componentes necesarios para la reaccion estdndar de PCR de alta fidelidad con la polimerasa

Phusion HF.

. _Componente | Concentracion final freaccion
L Tampén 5x Phusion HF . X "
R 10mMdNTPs . 200mM_ |
' _Oligonucledtidos del gen empleado* + | 025mM
. ADN plasmidico . lpgl0ng . !
S Polimerasa Phusion HF ' _______O5unidades !
' H,0 desionizada estéril ! Hasta 25 ul !

*Los oligonucledtidos empleados en las distintas reacciones se encuentran reflejados en la Tabla 1

Tabla 5:Condiciones de amplificacion para la reaccion estdndar con Polimerasa Phusion HF.

___________ Temperatura ~ Tiempo . Cicos
________________ 98C o i.80s i
________________ 9seC ¢ . 10s |

_____________ 4s-72ec* . 20s 25-35
________________ 72¢C . 1530s/kb* o
_______________ 72C o dwmin Y
| 2o 1 . |

*Las diferencias entre las TM y el tiempo de extension final dependen de los o//gonuc/eot/dos
seleccionados y el fragmento amplificado respectivamente.

Tabla 6: Condiciones de amplificacion para PCR mutagénica con Polimerasa Phusion HF.

————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

__________ Temperatura =~ Tiempo = Cicles

e ogeC E 3min .

A ogec 155

____________ 51-54°c* .  20s 30

_______________ 72 ¢+ Amin

_______________ 72¢c. . 0Omn ¢ 1
49 0

*Las diferencias entre las TM y el tiempo de extension final dependen de los o//gonuc/eot/dos
seleccionados y el fragmento amplificado respectivamente.

58



Tabla 7:Componentes necesarios para una reaccion estdndar de Gibson Assembly

___________________________________________ ADN = deADN . T
Concentracion de 0.02-0.5 pmol (Xml) 0.2-1pmol 10 ml

L ADN
Gibson Assembly 10 ml 10 ml 10ml

Coomastermix(2x) .o
H>O de5|lornzada 10-X ml 10-X ml i

coestenl

_______ Volumentotal — :  20ml | ~ 20ml . 20ml ¢

Tabla 8:Condiciones estdndar para el clonaje por el método Gibson Assembly

. Fragmentos 23 46

___________ Temperatyra . ~ seec

Tiempo 15 min 60 min

________________________________________________________________________________________________________________

2.2 Expresion de las polimerasas virales

2.2.1 ZIKV NS5 RdRp
Para la expresién de la ZIKV NS5 RdRp, células electrocompetentes de E. coli BL21(DE3)-
PRIL), se transformaron con el plasmido pET16b-ZIKV-NS5RdRp y se sembraron en
placas de LB-agar con Amp y Chlor (Tabla 2). Al dia siguiente, una colonia aislada se
inoculé en 10 ml de LB en presencia de Amp y Chlor (Tabla 2). Este cultivo se incubé a
37°C con agitacion constante a 180 rpm (Incubador con agitacion orbital SH MAXI R,
Controltecnica) durante toda la noche.

Posteriormente, 7 ml de este cultivo se inoculan en 200 ml de medio liquido LB con Amp
y Chlor (Tabla 2) y se incubaron a 372C con agitacién continua a 180 rpm, hasta alcanzar
una DO aproximada de 0.6 medida a 600 nm (Thermo Scientific™ Espectrofotdmetro
GENESYS™ 10S Vis). En ese momento, se indujo la sobreexpresion de proteinas del
cultivo bacteriano mediante la adiciéon de 500 uM de IPTG. Ademds, se afiadié 50 uM
MgCl> y 50 uM ZnSO0.. El cultivo se incuba entonces durante 24 h a 30 2C y agitacién de
180 rpm. Tras este periodo, las células se aislaron por centrifugacién a 5000 rom durante
5 minutos (Centrifuga 5810 R rotor FA-45-6-30, Eppendorf). El sobrenadante se descarto
y el sedimento de células se guardd a -802C para su posterior purificacion.

Este mismo procedimiento se realizd para la expresidon de la proteina ZIKV NS5 GNN
RdRp, utilizando como punto de partida células E. coli BL21(DE3)-pRIL transformadas
con el plasmido pET16b-ZIKV-NS5RdRp-GNN como se describe anteriormente.

Los mutantes simples y dobles fueron expresados siguiendo el protocolo descrito para
ZIKV NS5 WT.

2.2.2 WNV NS5 RdRp
La sobreexpresidn de proteinas y posterior precipitacion de bacterias correspondiente
a las células transformadas con los plasmidos pET16b-WNV-NS5RdRp y pET16b-WNV-
NS5RdRp-GAA se realizé tal y como se describe en el apartado 2.2.1.
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2.2.3 SARS-CoV-2 nspl12 RdRp, nsp7, nsp8, nsp7-8, nsp7L8

El crecimiento e induccidn de las proteinas codificadas por los plasmidos pET28a-SARS-
CoV2-NSP7, pET28a-SARS-CoV2-NSP8, pET28a-SARS-CoV2-NSP7L8 y pET28a-SARS-

CoV2-NSP7-8, pET28a-SARS-CoV2-NSP12 y pET28a-SARS-CoV2-NSP12-GNN, se llevo a
cabo de manera similar a como describe el apartado 2.2.1 ,con las siguientes
modificaciones: Tanto las placas de LB-agar, como los medios de cultivo, incorporaban
los antibidticos Kan y Chlor en las concentraciones indicadas en la Tabla 2.

Ademas, no se aflade 50 uM MgCl, y 50 uM ZnSOs y la incubacion realizada durante el
proceso de sobreexpresion de las proteinas se lleva a cabo en incubacién a 180 rpm de
agitacion durante 24 h a 18 eC.

2.2.4 HCV NS5b RdRp

La sobreexpresidn de proteinas y posterior precipitacion de bacterias correspondiente
a las células transformadas con los plasmidos pET28-HCV NS5bA21 y pET28-HCV
NS5bA21-GNN, se realizé de manera similar a como describe en el apartado 2.2.1. En
este caso, tanto las placas de LB-agar, como los medios de cultivo, incorporaban los
antibioticos Kan y Chlor en las concentraciones indicadas en la Tabla 2.

2.2.5 FMDV 3D RdRp

2.3

Para la sobreexpresion de la proteina 3D pol del virus de la fiebre aftosa, se
seleccionaron colonias de bacterias E. coli BL21(DE3) transformadas con los plasmidos
pET-28a-3Dpol y pET-28aD338A y, crecidas en placas de LB-agar con Kan y Chlor (Tabla
2). Al dia siguiente, se inocularon en 10 mL de LB en presencia de Kan y se incub6 a 372C
con agitacidn constante a 180 rpm durante toda la noche.

Posteriormente, el volumen total de este preindculo se afiadié a 200 ml de medio liquido
LB conteniendo Kan y Chlor (Tabla 2).

Las bacterias se incubaron a 372C con agitacidn continua a 180 rpm, hasta alcanzar una
DO aproximada de 1 medida a 600 nm. En ese momento de fase exponencial de
crecimiento bacteriano, se afiadid IPTG a una concentracién final de 500 uM. Los
cultivos se crecieron entonces durante 2.5 horas mas. Tras este periodo de incubacién,
las células se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se descartd
y el sedimento de células se guardd a -802C para su posterior purificacion.

Purificacion de las polimerasas virales
El proceso completo de purificacion de todas las proteinas utilizadas durante esta tesis
doctoral se realizé en camara fria a 42C.

2.3.1 ZIKV NS5 RdRp

Los sedimentos bacterianos recuperados de la induccién en 200 ml de LB, se
resuspendieron en 20 ml de Tampdn de Lisis (Tabla 3) en presencia de 200 uM PMSF.
Las muestras se sonicaron introducidas en un bafio de hielo durante 5 ciclos de 20s
alternando con 5 ciclos en pausa de 10s. Este proceso se llevé a cabo con el aparato
Qsonica Sonicator Q125 (Qsonica) utilizando una amplitud del 90%. La fraccién soluble
se recuperd mediante centrifugacién a 10.000 rpm durante 30 min a 4 oC, (Centrifuga
5810 R rotor FA-45-6-30, Eppendorf). El sobrenadante resultante de este proceso se
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mezclé con 800uL de la resina HisPur™ Ni-NTA, previamente equilibrada con 20
volumenes de Tampdn de Lavado (Tabla 3).

El lisado se incubo en batch durante 1h con agitacién suave utilizando el aparato Multi
Bio RS-24 (Biosan), ello permite la interaccidn del tracto de histidinas de la proteina
recombinante con el niquel de la resina.

Tras este proceso, se deja reposar la muestra y se elimina el liquido por decantacion. La
resina se lava con 20 voliumenes de Tampdn de Lavado (Tabla 3) y se vierte sobre una
columna vacia (Poly-Prepd Chromatography Columns (Bio-Rad Laboratories)). Una vez
gue la resina se ha compactado por decantacién, se realizan tres lavados sucesivos
utilizando 20 volumenes de Tampdn de Lavado conteniendo 25 mM imidazol, 20
volumenes de Tampdn de Lavado conteniendo 35 mM imidazol y 5 volumenes de
Tampon de Lavado conteniendo 50 mM imidazol.

Posteriormente, la muestra se eluyd en presencia de concentraciones crecientes de
imidazol, utilizando en cada caso 1 volumen de columna de Tampdén de Lavado
conteniendo de 100 a 250 mM imidazol, recogiéndose el volumen eluido de cada una
de las fracciones. Tras el gradiente, se realiza una elucion final con 400 mM de imidazol
en 1 volumen de columna de Tampdn de Lavado.

La presencia de la proteina recombinante en cada una de las fracciones recogidas se
analiz6 mediante de 0,1% SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Las fracciones que
contienen la proteina pura (posterior a la confirmacién por tincidn con azul de
Coomassie), se dializaron durante un minimo de 3 horas a 42C con una membrana de
12.000-14.000 MWCO (VISKING dialysis tubing, MWCO 12 000 - 14 000 SERVA
(Electrophoresis GmbH) frente a 200 volumenes del Tampon de Didlisis | (Tabla 3).
Finalmente, la proteina se recuperd se y almacend a -80 2C para su posterior uso.

La cantidad de proteina obtenida tras la purificacion se cuantific6 mediante absorbancia
medida a 280 nm con NanoDrop™ One (Thermo Scientific™), utilizando para su célculo
un valor de aproximado €=166.000 M~1cm™. Este valor tedrico, se calculd a partir de la
secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante obtenida con ayuda de la
herramienta de acceso libre en internet Expasy (https://web.expasy.org/protparam/).
Esta proteina se denomind ZIKV NS5-WT RdRp.

La purificacidon de la variante de ZIKV NS5 RdRp que contiene los cambios D665N y
D666N se realizd como se describe en el parrafo anterior. La proteina resultante de este
proceso se denominé ZIKV NS5-GNN RdRp.

La purificacion de los diferentes mutantes del bolsillo N, son purificados siguiendo el
protocolo descrito para ZIKV NS5 WT. Las proteinas obtenidas se denominaron ZIKV
NS5-H713W RdRp, ZIKV NS5-Y768A RdRp, ZIKV NS5-Y768W RdRp, ZIKV NS5-Y798F RdRp,
ZIKV NS5-T796 RdRp, ZIKV NS5-H713A-Y768A RdRp, ZIKV NS5-H713A-Y768A RdRp, ZIKV
NS5-H713W-Y768W RdRp.
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2.3.2 WNV NS5 RdRp

El proceso de purificacion de las enzimas codificadas por los plasmidos pET16b-WNV-
NS5RdRp y pET16b-WNV-NS5RdRp-GAA, se llevd a cabo como se describe en el
apartado anterior. En este caso, para el cadlculo mediante absorbancia de la cantidad de
proteina recombinante purificada, se utilizé un valor aproximado de € =168.000 M*cm"
! calculado tedricamente como en el caso anterior.

Las proteinas recombinantes obtenidas se denominaron WNV_NS5-WT RdRp y WNV
NS5-GNN RdRp, respectivamente.

2.3.3 SARS-CoV-2 nsp12 RdRp, nsp7, nsp8, nsp7-8, nsp7L8
La purificacidn de todas las proteinas recombinantes de SARS-CoV2 se realizé siguiendo
el protocolo descrito para ZIKV NS5 RdRp con las siguientes modificaciones:

El sedimento bacteriano resuspendido en Tampdn de Lisis (Tabla 3) y se sonicé en bafio
de hielo durante 5 ciclos de 20s alternando con 5 ciclos en pausa de 30s. Se emplea una
amplitud del 80% en un Qsonica Sonicator Q125 (Qsonica).

Ademas, una vez que la resina se hubo compactado por decantacidn, se realizaron los
lavados sucesivos de 20 volumenes de Tampon de Lavado conteniendo 25 mM imidazol
y 20 volimenes de Tampén de Lavado conteniendo 35 mM imidazol. Adicionalmente, la
resina se sometid a lavados sucesivos de 1 volumen de columna de Tampdn de Lavado
con concentraciones crecientes de imidazol: 50mM, 60mM, 70mM, 80mM, 90mM,
100mM, 400mM. Cada una de estas fracciones se recogieron para su posterior analisis.

Aquellas fracciones que tras ser analizadas mediante SDS-PAGE contenian la proteina
pura, se dializaron durante al menos 3 horas a 4 2 en presencia de 200 voliumenes de
Tampon de Dialisis |l (Tabla 3).

Las proteinas obtenidas se denominaron SARS-CoV-2 nspl12 RdRp y SARS-CoV-2 nsp7,
nsp8, nsp7-8, nsp7L8. Para el calculo mediante absorbancia de la cantidad de cada una
de las proteinas recombinantes purificadas, se utilizaron los valores aproximados de €
=5.600 Mcm™ (nsp7), 20.000 M1cm™ (nsp8), 25.400 Micm™ (nsp7L8), 25.300 Micm™?
(nsp7-8) y 138.000 Mtcm™ (nsp12). Estos valores se obtuvieron tal y como se describe
en el apartado 2.3.1 de este capitulo.

2.3.4 HCV NS5b RdRp
La purificacion de las polimerasas recombinantes codificadas por los plasmidos pET28-
HCV_NS5bA21 y pET28-HCV NS5bA21-GNN, se llevd a cabo siguiendo el mismo
protocolo que el empleado en la purificacidn de la proteina ZIKV NS5 RdRp.

El calculo de la cantidad de proteina recombinante purificada se realizé mediante
absorbancia. Se utilizdé un valor aproximado de € =81.930M* cm™, calculado como se
indica en el apartado 2.3.1 de este capitulo.

Las proteinas recombinantes obtenidas se denominaron HCV NS5b-WT RdRp y HCV
NS5b-GNN RdRp, respectivamente.
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2.3.5 FMDV 3D pol RdRp

24

La purificacién de FMDV 3D-WT pol RdRp y FMDV 3D-D338A pol RdRp se realizé en el
laboratorio modificando ligeramente el protocolo descrito anteriormente (Ferrer-Orta
et al., 2004)

El sedimento de bacterias obtenido tal y como se describe en el apartado 2.2.5 del
capitulo Métodos se resuspendid en 20 mL de Tampdn de Lisis Il (Tabla 3) incluyendo
0,1 mg/ml lisozima y 200 uM PMSF. Esta muestra se sonico en hielo durante 4 ciclos de
30s alternando con 4 ciclos en pausa de 30s con una amplitud del 70% utilizando un
aparato Qsonica Sonicator Q125 (Qsonica).

La fraccion soluble se recuperdé mediante centrifugacién a 10.000 rpm durante 30 min a
4 9C. El sobrenadante se pasa a través de 800uL de resina HisPur™ Ni-NTA que habia
sido previamente equilibrada en Tampon de Lisis Il. Tras este proceso, se deja reposar
la muestra y se elimina el liquido por decantacion. La resina se lava con 20 volUmenes
de Tampdn de Lisis Il y se vierte sobre una columna vacia Poly-Prepd Chromatography
Columns (Bio-Rad Laboratories). Se contintan los lavados con 10 volimenes de Tampén
de lavado Il conteniendo 25 mM imidazol.

Posteriormente, la muestra se eluyé en presencia de concentraciones crecientes de
imidazol, utilizando en cada caso 1 volumen de columna de Tampdn de Lavado |l
conteniendo de 50 a 500 mM imidazol, recogiéndose el volumen eluido de cada una de
las fracciones.

El grado de pureza de proteina purificada en cada fraccion se evalué por SDS-PAGE y
posterior tincion con azul de Coomassie. Aquellas que contenian la proteina pura se
juntaron y se dializan durante 3 horas a 49C frente a 200 volumenes del Tampdn de
Dialisis Ill (Tabla 3).

La proteina purificada se distribuyd en alicuotas y se congelé a -80 2C. La concentracion
de proteina se determind mediante por absorbancia medida a 280 nm tal y como se
describe en el apartado 2.3.1. de este capitulo. En este caso, se utilizé un valor tedrico
de € =51.700 Mcm calculado como se ha indicado anteriormente.

Ensayo de fluorescencia basado en la actividad polimerasa a tiempo real

Para la deteccion de la sintesis de ARNbc por las diferentes RdRp, se establecié un
ensayo de fluorescencia medida a tiempo real. El desarrollo de esta técnica es una
adaptacidon un método que han sido descrito previamente para la deteccion de ADN
sintetizado por PrimPol humana (Agudo, Calvo, Martinez-Jimenez, & Blanco, 2017)

El ensayo desarrollado en esta Tesis registra la polimerizacién de ARNbc empleando,
como molde de la reaccidon, un ARN adaptado a las caracteristicas de cada polimerasa.
Adicionalmente, puede anadirse un iniciador de la reaccién de polimerizacion en el caso
de que lo precise la enzima. La deteccion de la actividad por aumento de fluorescencia
se basa en la alta afinidad que tiene el colorante fluorescente por el ARN de doble
cadena (ARNbc).
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Durante la reaccidn se producira la unién del fluoréforo al ARNbc de nueva sintesis. Esta
unién produce la excitacién, y posterior emision, de fluorescencia por parte del SYTO
9®. Esta puede ser monitorizada utilizando un fluorimetro mediante el uso de filtros de
excitacidon y emisiéon de 485 y 520 nm, respectivamente. La cantidad de fluorescencia
medida es proporcional a la cantidad de ARN formado, y, por lo tanto, a la actividad
polimerasa de la enzima.

Las reacciones se llevaron a cabo en placas negras de 96 pocillos (FluoroNunc™, Nunc™)
de fondo plano, adaptadas para medir fluorescencia.

En todos los experimentos realizados, se afiadié un control negativo en ausencia de
enzima para evaluar la fluorescencia basal de los componentes de la mezcla de reaccién
en cada ensayo.

2.4.1 ZIKV NS5 RdRp
a) Puesta a punto general del método
Para llevar a cabo la reaccion con las RdRp recombinantes de ZIKV se empled un molde
homopolimérico de acido poliuridilico (Poli-U) de 300 residuos de media de longitud y
ATP como sustrato. La reaccion estandar se realizé en 50 plL conteniendo: tampdn 50
mM Tris-HCI pH 7,5, 2,5 mM MnCly, 500 uM ATP, 20 pg/mL poli-U, 0,1 mg/mL BSA, 5
mM DTTy 0,25 uM SYTO 9°®. El ensayo se inicid con la incorporacién de 1 pL de proteina
ZIKV RdRp (200-300 nM).

La fluorescencia se monitorizd a 302C, durante un tiempo variable dependiendo de la
informacidn que se quisiera extraer de cada ensayo. La actividad de polimerizacidon se
obtuvo a partir de los datos de fluorescencia medidos durante los 10 minutos
posteriores a los primeros 5 minutos de reaccién.

Las variaciones en este ensayo, como por ejemplo el uso de diferentes concentraciones
de reactivos y/o la presencia de compuestos, se indican especificamente en el apartado
correspondiente del capitulo Resultados.

Para la representacién grafica de los datos obtenidos se resté el valor de fluorescencia
en el tiempo 0 de reaccién de cada uno de los valores medidos durante el ensayo. Los
resultados fueron expresados como media + desviacién estandar, calculados con el
programa informdtico Excel (Microsoft). En el capitulo Resultados, el nimero de
repeticiones de cada experimento se indica en la leyenda de la figura correspondiente
al experimento.

b) Determinacion de la Km v la Vimax de la enzima
Para determinar las constantes cinéticas Km y Vmax de ZIKV NS5 RdRp para el poli-U en el
ensayo de fluorescencia, se llevaron a cabo reacciones estandar utilizando
concentraciones crecientes de molde (0,5 a 50 pug/ml) en presencia de 500 uM ATP. Las
constantes cinéticas para el ATP se obtuvieron a partir de ensayos en presencia de
concentraciones crecientes (200-2250 uM) de este nucleétido y usando 3 pg/mL de poli-
u.
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A partir de los datos obtenidos, se calculd la velocidad de reaccidén, medida como
incremento de fluorescencia/tiempo, en cada experimento. El analisis de las constantes
cinéticas se realizd, a partir de los datos de velocidad, mediante regresién no lineal,
utilizando el programa informatico SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc).

c) Busqueda de inhibidores de ZIKV NS5 RdRp en las quimiotecas con actividad
antikinetoplastida.
Se llevaron a cabo ensayos de actividad medida por fluorescencia para la busqueda de
compuestos capaces de inhibir la ZIKV NS5 RdRp. Para ello, se realizé el cribado de la
quimioteca formada por tres cajas de productos quimicos (592 compuestos) con
actividad antikinetoplastida y de acceso abierto, (Pefia et al., 2015) proporcionada por
la empresa Glaxo SmithKline (GSK).

Los principios activos fueron suministrados en placas de 96 pocillos de fondo plano listas
para usar y realizar el analisis completo de la quimioteca por triplicado. Ademas, cada
placa contiene pocillos suficientes para realizar 3 controles positivos de actividad en
presencia de DMSO (utilizado como diluyente de todos los compuestos con potencial
inhibitorio analizados durante esta tesis doctoral) y 3 controles negativos realizados en
ausencia de polimerasa. Cada pocillo de placas contiene 0.5 uL de cada producto
quimico (10 mM utilizando DMSO como diluyente).

El ensayo se inici6 mediante la adicidn de 49.5 pL de solucion de reaccién estandar (la
cual, en este caso, contiene 250 nM de la enzima) a la placa mediante el uso de una
pipeta multicanal automatica (Eppendorf Research® plus, 8 canales, variable 10-100ml).

El proceso de llenado de la placa de 96 pocillos tiene una duracién estimada de un
minuto. De este modo, el efecto en la inhibicion, producido por la diferencia de tiempo
en la adicién de la solucién estandar entre pocillos, fue insignificante puesto que el
aumento de fluorescencia solo es detectable pasados 3-5 min.

d) Célculo de la ICso de los inhibidores de ZIKV NS5 RdRp
Para medir el efecto en la actividad polimerasa de los distintos compuestos utilizados
durante esta tesis doctoral se calculd el valor ICso. Este estimador indica la concentracién
necesaria para inhibir el 50% la actividad a de la RdRp medida por fluorescencia.

El valor ICso se determind midiendo la actividad enzimatica de la polimerasa frente a
concentraciones crecientes de cada uno de los compuestos diluidos en DMSO. El valor
de fluorescencia obtenido se compard con un control positivo de la reaccion en
presencia de DMSO. El rango de concentraciones utilizado para el calculo de las ICso
dependié de cada uno de los compuestos utilizados y se indica en el correspondiente
apartado del capitulo Resultados.

Las curvas dosis-respuesta de los distintos compuestos, asi como su posterior analisis,

incluyendo el cdlculo de la media + desviacién estdndar de cada valor, se realizaron
utilizando el programa informatico SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc).
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2.4.2 WNV NS5 RdRp

a)

b)

Puesta a punto general del método

El procedimiento para la puesta a punto del método fluorimétrico para medir la
actividad polimerasa de la WNV NS5-WT RdRp se realizé tal y como se describe para la
polimerasa de ZIKV en el apartado 2.4.1 a) de este capitulo. En este caso, para iniciar la
reaccion estandar, se afiadiol pL de proteina purificada WNV NS5-WT RdRp (200-300
nM).

Las variaciones en este ensayo, como por ejemplo el uso de diferentes concentraciones
de reactivos y/o la presencia de compuestos, se indican especificamente en el apartado
correspondiente del capitulo Resultados.

Determinacion de la Km vy 1a Vmax de la enzima

La determinacion de los parametros cinéticos Km y Vmax para el ensayo de actividad
polimerasa de la proteina WNV NS5 RdRp se realizé de manera similar a como se
describe en el apartado 2.4.1 parrafo b) de este capitulo.

En este caso, para el calculo de las constantes correspondientes al molde, se realizaron
reacciones estandar de polimerizacion utilizando concentraciones crecientes de poli-U
(0.5- 30 pug/ml) en presencia de 500 uM ATP. Para el calculo de las constantes del ATP,
se realizaron ensayos en presencia de concentraciones crecientes de este nucleétido
(200-1800 uM) fijando la concentracidon de molde poli-U en 20 ng/ml.

Los valores de cinéticos de la enzima fueron calculados como se describe en el apartado
2.4.1 b) de este capitulo.

Actividad polimerasa en presencia de inhibidores de amplio espectro

Posteriormente al ajuste de las condiciones estandar y el calculo de los pardmetros
cinéticos de la enzima, se llevan a cabo diferentes ensayos en presencia de inhibidores
tipo de polimerasas.

Para llevar a cabo las reacciones se emplean los componentes de la reaccidén estandar
fijando la concentracion de poli-U en 1ng/ml y 500mM de ATP, afiadiendo diferentes
concentraciones de los inhibidores; HEP (20 ng/ml), 3'dATP (10-100 mM).

Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado, durante 30 min a 302C.

d) Actividad en presencia de compuestos potencialmente inhibitorios

Se realizaron ensayos de actividad medida por fluorescencia para el cribado de la
quimioteca de compuestos denominada FLA_IQM. Esta quimioteca esta formada por 98
compuestos sin actividad antiviral descrita.

El analisis de estos compuestos se realizé con las condiciones estandar de ensayo,
incluyendo en cada pocillo 0.5ml de cada uno de compuestos quimicos previamente
disueltos en DMSO (concentracién final 10 mM) e iniciando la reaccidon con la
incorporacion de 1 pL de proteina WNV NS5 RdRp (200-300 nM).
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El posible efecto inhibitorio de los compuestos se evalué en presencia de un control
positivo y negativo como se ha descrito en el apartado 2.4.1 de este capitulo y por
triplicado.

El muestreo de la quimoteca se realizé en diferentes series, en las que se analizaban
ocho compuestos cada vez por triplicado. De este modo, el posible efecto inhibitorio
producido por la diferencia de tiempo en el llenado queda minimizado.

e) Célculo de la ICso de los inhibidores de WNV NS5 RdRp
El calculo de los valores de ICso de los compuestos con actividad inhibitoria de la
actividad de WNV NS5 RdRp, se llevé a cabo tal y como se describe en el apartado 2.4.1
d) de este capitulo.

2.4.3 SARS-CoV-2 nsp12 RdRp, nsp7, nsp8 y nsp7L8

a) Puesta punto del ensayo con el complejo replicativo transcriptivo formado por SARS-
CoV-2 nsp12 RdRp, nsp7, nsp8 y nsp7L8
La reaccion de polimerizaciéon medida por fluorescencia de la actividad polimerasa de
nsp12 RdRp, se realizé utilizando un complejo molde/iniciador de ARN, denominado SS-
ARN, y ATP como sustrato. El ensayo estandar contenia tampdn 50 mM Tris-HCl pH 7.5,
2 mM MgCl,, 100 uM ATP, 1 mM SS-ARN, 5mM DTT, 0.25 uM SYTO 9%, 1 uL nsp7 y 1 uL
nsp128.

Los ensayos se realizaron en 50 L, iniciando la reaccion mediante la adicion de 1 plL de
nspl2. De este modo, la concentracidn de cada de una de las proteinas recombinantes,
nsp7, nsp8 y nspl2, en el ensayo estandar fue =150 nM, =300 nM y =300 nM,
respectivamente. La reaccion se monitorizd en tiempo real durante 30 minutos a 372C.

Las variaciones de este ensayo para estudiar el efecto en la actividad polimerasa del uso
de distintas moléculas de ARN, la presencia de distintos componentes en la reaccion, o
el uso de las proteinas recombinantes nsp7L8 y nsp7-8 en la reaccion, como posibles
sustitutos de nsp7 y nsp8, se indican especificamente en el apartado correspondiente
del capitulo Resultados. Para la representacion grafica de los datos obtenidos, se resté
el valor de fluorescencia en el tiempo 0 de reaccion de cada uno de los valores medidos
durante el ensayo. El analisis y representacion grafica de los resultados se realizaron tal
y como se indica en el apartado 2.4.1.a) de este capitulo.

2.4.4 HCV NS5b RdRp
Los ensayos de actividad medida por fluorescencia de las proteinas HCV NS5b-WT RdRp
y HCV NS5b-GNN RdRp se realizaron tal y como se describe para la polimerasa de ZIKV
en el 2.4.1 a) de este capitulo.

La reaccidn se inicid con la incorporacion de 1 pL de enzima recombinante (200-300 nM)
y la fluorescencia se monitorizé en tiempo real a 302C durante 30 minutos.

La representacion grafica de estos resultados de actividad se realizé restando el valor
de fluorescencia en el tiempo 0 de reaccién de cada uno de los valores medidos durante
el ensayo. La representacion grafica de los resultados obtenidos se realizo tal y como se
indica en el apartado 2.4.1.a) de este capitulo.

67



2.4.5 FMDV 3D pol RdRp
Los ensayos para la deteccion de la actividad polimerasa de las proteinas FMDV 3D-WT
pol RdRp y FMDV 3D-D338A pol RdRp se llevaron a cabo siguiendo las indicaciones
previamente descritas por (Arias et al., 2005; Ferrer-Orta et al., 2004). En estos
experimentos se emplea como molde poli-A, UTP como sustrato y el péptido VPg1 como
iniciador de la sintesis de ARNbc.

Para la deteccion de actividad polimerasa la reaccién estandar esta compuesta por: (50
mM Tris-HCI pH 7.5, 0.6 mM MnCl;, 33 mM NacCl, 100 uM UTP, 40 pg/mL poli-A, 8% de
glicerol (vv), 150 uM VPg1, 0.1 mg/mL BSA 'y 0.25 uM de SYTO 9°©).

La reaccidn se inicia con la adicion de 1 L (1 uM) y la fluorescencia se monitorizé en
tiempo real a 37 2C durante 30 minutos.

2.5 Ensayos de actividad basados en fluorescencia medidos a tiempo final

2.5.1 ZIKV NS5 RdRp
Las reacciones fluorométricas medidas a tiempo final se realizaron en placas de 96
pocillos negras de fondo plano. Se llevaron a cabo ensayos utilizando las condiciones de
reaccion estandar indicados en el apartado 2.4.1 parrafo a) de este capitulo en ausencia
de SYTO 9°.

La reaccién comenzd con la adicién de 1 uL de enzima recombinante (200-300 nM) y se
incubd a 302C en estufa. Transcurridos 60 minutos, la reaccion se detuvo afiadiendo una
solucién de parada que contenia 25 mM EDTA y 0.25 mM SYTO 9®, o 4X SYBR Green Il,
dependiendo del ensayo realizado (el fluoréforo utilizado en cada ensayo se indica en el
correspondiente apartado del capitulo Resultados). Esta mezcla se deja incubar a
temperatura ambiente durante 5 minutos para permitir la estabilizacién de los
complejos formados entre el ARN y el fluoréforo.

Se llevd a cabo un control en paralelo para medir la fluorescencia basal y compararla
con el aumento de fluorescencia producido por la actividad polimerasa. Para ello, se
realizé un ensayo en el que la reaccién de polimerizacidn es detenida con 25 mM EDTA
inmediatamente después de comenzar la reaccidon. Trascurrida una hora de incubacién,
se anadio a la muestra 0.25 mM SYTO 9%, o 4X SYBR Green Il, tal y como se indica en el
parrafo anterior.

Finalmente, la fluorescencia emitida se mide con el fluorimetro, (Fluostar Optima; BMG
Labtech), empleando como filtros de excitacion y emisidon los de 485 y 520 nm,
respectivamente.

2.5.2 WNV NS5 RdRp
En este caso, los ensayos medidos a tiempo final se resuelven en geles de agarosa al 1%
con 1X MIDORIGreen Advance. Los ensayos de actividad se realizaron tal y como se
describe en el 2.4.2 a) de este capitulo, incubando la reaccién a 30 2C en una estufa.
Transcurrido este tiempo, se afadid a la muestra tampdn de carga azul (1X) de
bromofenol/xileno-cianol. Los productos de reaccidn se resolvieron por electroforesis
en tampon TBEa 90 V.
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2.6

Una vez terminada la electroforesis, los geles se visualizaron con el aparato ChemiDoc
XRS (BioRad).

Las variaciones en este ensayo, como, por ejemplo, la presencia o ausencia distintos
reactivos, se indican especificamente en el apartado correspondiente del capitulo

Resultados.

Ensayos de actividad basado en radioactividad medidos a tiempo final

2.6.1 ZIKV NS5 RdRp y HCV NS5b RdRp

2.7

Estos experimentos se basan en la sintesis de poliadenilato o poliguanidilato mediante
la incorporacion de residuos de adenosina-5’-monofosfato guanosina-5’-monofosfato,
respectivamente. En estos ensayos se utiliza como molde la reaccién una molécula de
poli-U o de poli-C, en funcidn de la necesidad de cuantificar la polimerizacién utilizando
residuos de AMP, o GMP, respectivamente.

Los ensayos de radiactividad se realizaron en reacciones de 10 L conteniendo: tampdn
50 mM Tris-HCl pH 7.5, 2.5 mM MnCl,, 0.1 mg/ml BSA y 500 uM ATP, 16 nM [a-32P] ATP
y 20 pg/ml poli-U; o GTP 500 uM, 16 nM [a-32P] GTP y 20 pg / mL poli-C.

Las reacciones se realizaron a 30 2C y se iniciaron mediante la adiciéon de 1 pL (1 uM) de
polimerasa recombinante de ZIKV o HCV. La reaccion se detuvo en diferentes momentos
mediante la adicién de 2 pL de tampdn de carga de formamida (EDTA 10 mM,
formamida al 95% (v / v), 0.03% (p/v), xileno-cianol).

Los productos de reaccion se resolvieron mediante electroforesis al 20% en geles de
poliacrilamida que contenian tampdn TBE y urea 8 M, a 30V durante 120 min.

Los polinucledtidos sintetizados de novo se detectaron por autorradiografia o mediante
el uso de una placa de fésforo fotoestimulable medida en un densitdmetro
Phosphorimager BAS-1500 (Fujifilm) usando el programa Tina 2.09 (Raytest
Isotopenmessgerate Gmbh).

Los ensayos con nucledtidos radiactivos se llevaron a cabo en las Instalaciones del
Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa” (CBMSO-CSIC) en el laboratorio del
Profesor Luis Blanco Davila.

Analisis de la idoneidad del ensayo de fluorescencia como plataforma de muestreo de
alto rendimiento

Para llevar a cabo este analisis, tanto para la ZIKV NS5 RdRp como para la WNV NS5
RdRp, se realizaron reacciones estandar tal y como se indican en los apartados 2.4.1.y
2.4.2. parrafos a) del capitulo Métodos, respectivamente, por triplicado y en diferentes
dias.

Como control negativo, se realizaron ensayos por triplicado y en diferentes dias con las
condiciones de reaccidn estandar en ausencia de MnCl,. Los datos utilizados se
analizaron segun se indica en (J. H. Zhang, Chung, & Oldenburg, 1999) para calcular el
valor Z’, que determina la idoneidad de un ensayo para poder ser incorporado en una
plataforma de muestreo de alto rendimiento.
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El valor Z’ se calculd de la siguiente manera:
Z' =1 -[(3DSc+ + 3DSc-) / (mediac+ - mediac-)]

Donde:

Z’: factor Z, determinante de la calidad de un ensayo HTS.

DS: es la desviacidon estandar.

c+: es la actividad que se encuentra en un ensayo con condiciones estandar.

c-: es la actividad no especifica que se encuentra en un ensayo en ausencia del metal
MnC|2.

Dependiendo del valor Z' obtenido, se categoriza el nivel de idoneidad del ensayo
siguiendo las indicaciones de (J. H. Zhang et al., 1999):

Z’=1 - idoneidad ideal
Z’=<1y 20,5 - idoneidad excelente
Z’=<0,5y2>0 - idoneidad baja
Z’=0 - inadecuado
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V. RESULTADOS

1. Virus del Zika
El virus del Zika (ZIKV) es un patégeno emergente que se ha asociado con un gran
nimero de casos de enfermedad neurolégica grave, incluido el sindrome de Guillain-
Barré y la microcefalia. A pesar de su reciente establecimiento como un grave problema
de salud publica mundial, no existen terapias autorizadas para controlar este virus. Por
consiguiente, existe una necesidad urgente de desarrollar métodos para el cribado de
alto rendimiento de agentes antivirales (Plourde & Bloch, 2016). Debido a las
propiedades Unicas de las RdRp virales que las hacen un potente objetivo terapéutico,
estas proteinas son la base fundamental del sistema de fluorescencia presentado, capaz
de identificar inhibidores virales.
La polimerasa de ZIKV fue expresada y purificada para caracterizar su actividad y
enfrentarla a diferentes compuestos con potencial inhibitorio.

1.1 Purificacion y caracterizacion bioquimica de la ZIKV NS5 RdRp
El dominio RdRp de la proteina NS5 de ZIKV (proteina ZIKV NS5-WT RdRp), y su
correspondiente mutante cataliticamente inactivo (proteina ZIKV NS5-GNN RdRp),
fueron expresados y purificados como se describe en los apartados 2.2 y 2.3 del capitulo
Materiales y Métodos. La pureza de las proteinas obtenidas fue aproximadamente de
un 95% a juzgar por los resultados visibles en gel de acrilamida SDS-PAGE vy la tincion
con Azul Brillante de Coomassie R-250 (Figura 14).
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Figura 14: Expresion y purificacion de ZIKV NS5 RdRp. Resolucién en gel de poliacrilamida al 10%.
A) Marcador de peso molecular de proteinas “Pink Prestained Protein Marker”, B) Sobrenadante
total del cultivo no inducido C) Sobrenadante total del cultivo inducido con IPTG 500mM, donde se
puede apreciar la banda correspondiente a la proteina, D) Purificacion de ZIKV NS5 WT y E)
Purificacion de ZIKV NS5 GNN.

Para la evaluacion preliminar de la actividad in vitro de la polimerasa, se adaptd un
ensayo de polimerizacion, basado en la deteccion de nucleétidos radioactivos, los cuales
son incorporados por la enzima durante la sintesis del nuevo ARN. Se emplearon moldes
de ARN de poliuridina (poli-U) o policisteina (poli-C) en ausencia de iniciador, puesto que
esta polimerasa es capaz de iniciar la sintesis de novo segun se describe en (Butcher et
al., 2001; Calmels, Ventura, Aknin, Metifiot, & Andreola, 2017; McKercher et al., 2004;
Q. Wang et al., 2012).

Las reacciones se llevaron a cabo como se describe en el apartado 2.6 del capitulo
Materiales y Métodos.

72



Los productos de polimerizacidn se resolvieron en geles de poliacrilamida al 20%, con
8M urea.

La sintesis de ARN en ausencia de iniciador pudo observarse tanto en presencia de poli-
Uy [a-32P] ATP (Figura 15 A) como en presencia de poli-Cy [a-32P] GTP (Figura 15 C)
demostrando que la enzima es capaz de emplear el molde poli-U con mayor eficiencia
gue el molde de poli-C y que, ademas, la polimerizacidn es prolongada en el tiempo,
pudiendo observar actividad hasta al menos 3 horas después de iniciarse la reaccion.
Estos resultados muestran que los moldes homopoliméricos, como el poli-C y el poli-U
pueden ser empleados por ZIKV para iniciar la replicacion de novo del ARN, como
previamente se ha documentado en (Butcher et al., 2001; Calmels et al., 2017,
McKercher et al., 2004; Q. Wang et al., 2012).

Tiempo Tiempo

Ac__ * B

Figura 15: Electroferogramas representativos de las reacciones de polimerizacion realizadas por
ZIKV NS5 WT en presencia de [a-3>P] ATP, utilizando poli-U como molde y MnCl, como donante
de metal. A) Polimerizacion de ARN a diferentes tiempos de 0 a 3 horas. “C- “: control negativo sin
enzima, B) Polimerizacion de ARN en presencia de MgCl, como donante de metal (1), en ausencia
de metal (2) o producida por la proteina recombinante ZIKV NS5-GNN RdRp (3) tras 3 horas de
ensayo. C) Electroferograma representativo de la polimerizacion de empleando poli-C como molde
y [a-32P] GTP a diferentes tiempos de incubacién. “*” Posicién de los nucleétidos marcados no
incorporados. La llave superior indica el producto de elongacion.

Por otro lado, se observa que la actividad de polimerizacién de novo, es dependiente de
la presencia Mn?*, no detectdndose elongacion de ARN cuando el metal presente es
Mg?*(comparar Figura 15 A con Figura 15 B), hecho que coincide con investigaciones
previas (H. T. Xu, Hassounah, et al., 2017).
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Se realizaron ensayos adicionales en presencia de la proteina recombinante
ZIKV_NS5_GNN que contiene mutaciones en dos de los asparticos cataliticos. En este
caso no se observo producto de reaccién tras 3 horas de reaccion (Figura 15 B: Carril 3).

Por lo tanto, estos resultados demuestran que la proteina recombinante ZIKV NS5-WT
RdRp presenta actividad ARN polimerasa dependiente de ARN. Ademas, los moldes
homopoliméricos, como el poli-C y el poli-U, pueden ser empleados por esta enzima
para iniciar la replicacién de novo del ARN.

Para valorar si la sintesis de ARN observada en los experimentos de la Figura 15,
proviene de la sintesis de la nueva hebra creada a partir de un mecanismo de novo, o
sin embargo pudiera deberse a la actividad transferasa terminal ya descrita para otras
RdRps (Calmels et al., 2017; Potisopon et al., 2014; J. Wu, Lu, Zhang, & Gong, 2015) se
llevaron a cabo experimentos adicionales.

Se realizaron ensayos de sintesis utilizando y poli-U y poli-C como molde, en presencia
de [0-3?P] GTP y [a-32P] ATP, respectivamente. Se asumid que la posible actividad
transferasa permitiria la incorporacién, no dirigida por molde, de estos nucledtidos en
el extremo 3’ del poli-U o el poli-C, respectivamente. Como se puede ver en la Figura
16, no se detectd producto de elongacidn con estas condiciones.

1 2

-

Figura 16: Electroferograma representativo de la actividad de transferasa terminal de ZIKV NS5-
WT RdRp en presencia de poli-U y [a-32P] GTP (carril 1) o poli-C [a-32P] ATP (carril 2). * Posicién de
los nucledtidos marcados no incorporados.
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Este resultado respalda la idea de que la actividad detectada se ha debido a la sintesis
de novo y no a una posible actividad ribonucleotidil transferasa terminal.

1.2 Deteccion de la actividad polimerasa de ZIKV RdRp mediante ensayos fluorimétricos a
tiempo real.
De acuerdo con los resultados anteriores, se decidid poner a punto un método de
polimerizacién mas rapido y econdmico, que permitiera observar el proceso de
polimerizacién en tiempo real.

Para ello, se realizé6 una adaptacion de un método de deteccidn de sintesis de ADNbc
por la primasa-polimerasa PrimPol humana descrito anteriormente (Agudo et al., 2017).
Este método se basa en la cuantificacidn de la sintesis de acidos nucleicos mediante el
incremento la fluorescencia emitida por un fluoréforo, el cual se intercala en la doble
cadena de nueva sintesis producida por la polimerasa.

Inicialmente, el fluoroforo que se decidié emplear fue el SYBR Green I, el cual tiene
mayor afinidad por el ARN que por el ADNbc. Sin embargo, los ensayos preliminares
indicaron que, este colorante, apenas permite visualizar el incremento de fluorescencia
en ensayos medidos a tiempo final (agregando el agente intercalante una vez finalizada
la reaccién (Figura 17 A y B). Por lo tanto, se decidié buscar una alternativa a este
compuesto.

Estudios anteriores determinaron que el colorante SYTO 9®, una molécula con afinidad
por acidos nucleicos, especialmente por aquellos de doble banda, permite la medida de
la sintesis de ADNbc en tiempo real (Gudnason, Dufva, Bang, & Wolff, 2007; Monis,
Giglio, & Saint, 2005). Por lo tanto, se decidié evaluar su posible uso en el ensayo de
fluorescencia para medir ARNbc.

Se realizaron ensayos estandar de actividad medidos a tiempo real y a tiempo final
utilizando este fluoréforo y se compararon los resultados obtenidos (Figura 17 Cy D).

El aumento relativo de la fluorescencia emitida (definido como; la relacién entre los
valores de fluorescencia obtenidos, después de una reaccion a 60 minutos y el valor de
fondo observado a tiempo 0), resulté similar en ambos tipos de reaccion (obteniéndose
un aumento relativo de 4.5 veces en ambos casos).

Ademas, se observo una gran reproducibilidad entre las diferentes muestras, tanto en
el caso de los ensayos medidos en tiempo final, como los medidos en tiempo real (Figura
17 Cy D). Estos datos sugieren que la unién del SYTO 9® no inhibe la actividad de ZIKV
RdRp durante la sintesis de ARNbc, y, por lo tanto, es apto para la deteccién de la
actividad polimerasa a tiempo real. Esta reproducibilidad entre las diferentes muestras
experimentales favorecio la puesta a punto de ensayos para monitorizar las diferencias
entre la emision de fluorescencia a tiempo final y en tiempo real, empleando poli-U
como molde.
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Figura 17: Ensayo de polimerizacion de ZIKV NS5 RdRp (GNN y WT) en presencia de diferentes moldes
de ARN y fluoroforos. A) y B) Fluorescencia obtenida en un ensayo medido a tiempo final tras 60 min
de reaccion (barras negras), comparada con la fluorescencia a tiempo 0 de reaccion (barras blancas),
utilizando ZIKV NS5-GNN (NS5-GNN) y ZIKV NS5-WT (NS5-WT) en presencia de SYBR Green |Il. Se
muestran los resultados de un ensayo con ATP y Poli-U (A), y un ensayo con GTP y Poli-C (B). Las
diferencias estadisticamente significativas entre la fluorescencia registrada a 60 min y 0 min de
reaccion se indican mediante “*” (* P <0,01). C) Relacion entre la fluorescencia tras 60 min de reaccion
(PF, barras negras) y la fluorescencia a tiempo 0 (CN, barras blancas) en un ensayo medido a punto
final. D) Relacion entre la fluorescencia medida en tiempo real registrada durante 1 h (TR) en un ensayo
estdndar de polimerizacion con respecto a la fluorescencia obtenida en un ensayo en ausencia de
enzima (CN). En (C) y (D) se utilizo SYTO 9®como fluordforo. Los valores representados en todos los
casos corresponden al promedio de cuatro experimentos independientes. El aumento relativo de
fluorescencia se indica al lado derecho de la llave en (C) y en (D).

Posteriormente, se llevaron a cabo diferentes experimentos para determinar los
requerimientos bdsicos del ensayo basado en la determinacion de fluorescencia. Se
observé que la sintesis de ARNbc fue lineal hasta 60 min alcanzando una acumulacién
maxima del producto, en el intervalo de tiempo comprendido entre los 150-180 min
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(Figura 18 A). Se demostrd que la actividad de ZIKV NS5 WT es dependiente de la
presencia de Mn?* en el ensayo.

También se pudo demostrar que: la alteracidn del sitio catalitico de la polimerasa (ZIKV
NS5 GNN), el uso de nucleétidos diferentes al ATP, asi como el uso de Mg?* como metal
catalitico, supone la pérdida completa de la actividad polimerasa (Figura 18 B). Todos
estos resultados concuerdan con observaciones previas obtenidas en los ensayos
basados en radioactividad (Figura 15 B).
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Figura 18: Representaciones grdficas de emision de fluorescencia medida en tiempo real
producida por ZIKV NS5. A) La actividad de polimerizacion se registré como el aumento relativo de
la fluorescencia durante 180 min en un ensayo estdndar utilizando ZIKV NS5 WT. Los valores
representados estdn obtenidos a partir de tres experimentos independientes. B) Ensayo de
polimerizacion medido por fluorescencia en ausencia o presencia de distintos componentes de la
reaccion. En la leyenda se indica subrayados los componentes, que, en cada caso, difieren de aquellos
que se encuentran en la reaccion estdndar representada (circunferencias negras). Los valores
representados estdn obtenidos a partir de tres experimentos independientes.

1.3 Optimizacion del ensayo de deteccion basado en fluorescencia
Una vez determinados los requerimientos basicos para el ensayo de fluorescencia, se
llevaron a cabo experimentos para ajustar las condiciones éptimas del ensayo. Para este
fin, se realizaron diferentes experimentos en donde se varié de la concentracion de
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NaCl, DTT, MnCl; y enzima, manteniendo en cada caso el resto de los pardmetros

constantes.
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Figura 19: Optimizacion de las condiciones bioquimicas para el ensayo basado en fluorescencia
para ZIKV NS5 RdRp. Se examind el efecto de las variaciones en la concentracion de diferentes
reactivos en el ensayo: A) Actividad en presencia de diferentes concentraciones de NaCl, B)
Actividad en presencia de diferentes concentraciones de DTT, C) Actividad en presencia de
diferentes concentraciones de MgCl> o MnCl, (En el caso de un ensayo en presencia de MgCl,, la
actividad fue relativa a una reaccion estdndar en presencia de 2.5 mM de MnCl,.) y D) Actividad en
presencia de diferentes concentraciones de RdRp. Se representa en todos los casos la media y

desviacidon estdndar de tres experimentos independientes.
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Se observd que la presencia o ausencia de NaCl y DTT, no tuvo un efecto significativo en
la sintesis de ARNbc, la cual solo se vio ligeramente impedida a altas concentraciones
(Figura 19 Ay B). La actividad maxima de la enzima se registré con una concentracién
de 2.5 mM de MnCl;, mientras que altas concentraciones de este metal inhibian la
reaccién, como ocurre en reacciones con presencia de cualquier concentracion de MgCl,
utilizada (Figura 19 C). Por otro lado, la determinacion de la velocidad de la reaccion
demostrd una correlacidn lineal con el aumento de la concentracién de la enzima dentro
del rango de 10-250 nM, lograndose la velocidad mdaxima a una concentracion de 750
nM de ZIKV NS5 WT (Figura 19 D).

Finalmente, se calcularon los parametros cinéticos Km y Vmax del ATP y del poli-U,
obteniéndose los siguientes valores: Km 561 + 38 UM y Vmax 69 + 3 pmol/h para el ATP y
una Km de 3.3 £ 3 ug/mLy Vmax 65 = 3 pmol/h para el poli-U (Figura 20).
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Figura 20: Cinética de Michaelis-Menten (estado estacionario) de ZIKV NS5 RdRp usando un
método basado en fluorescencia. Cada valor ha sido obtenido mediante la medicidn de tres ensayos
independientes. A) Representacion grdfica para el cdlculo de los pardmetros cinéticos Vmax y Km para
el molde de poli-U y B) Representacion grdfica para el cdlculo de los pardmetros cinéticos Vmax y Km
para ATP como sustrato. El procedimiento experimental para el cdlculo de estas constantes se
describe en Métodos.

Por lo que las condiciones éptimas del ensayo de fluorescencia para ZIKV NS5 WT son
50mM Tris-HCI, pH 7.5, 2.5 mM MnCl,, 500 uM ATP, 1 ug/mL poly-U, 0.1 mg/mL BSA y
0.25 uM SYTO 9° (solucion stock a 50 UM en tampdn TE pH 7.5).

1.4 Adaptacion del ensayo fluorométrico para la deteccion de compuestos con potencial
inhibitorio de la polimerasa de ZIKV.
A partir de los resultados obtenidos, se planteé la hipdtesis de que este ensayo de
actividad pudiera ser util para el desarrollo de métodos de cribado para la identificacién
de inhibidores frente a la polimerasa de ZIKV. Con este fin, se realizaron ensayos de
actividad en presencia de diferentes moléculas que han sido previamente catalogadas
como; IAN (inhibidor andlogo de nucleétido) e INAN (inhibidor no analogo de
nucledtido) de otras polimerasas. En estos experimentos, se calculé la concentracion
necesaria para inhibir 50% de la actividad enzimatica medida como incremento de
fluorescencia (IC50) ( Figura 21 A).
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Como INAN, se utilizé heparina, conocida por ser un inhibidor universal de polimerasas
(Bai, Fischer, Keshavjee, & Liu, 2000; Beutler, Gelbart, & Kuhl, 1990). La adicion de este
compuesto dio lugar a la total anulacién de la actividad polimerasa a concentraciones
muy bajas, obteniendo una ICso de 81 + 21 nM (Figura 21 Ay Figura 22 B).
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Figura 21: Actividad enzimdtica de ZIKV NS5 RdRp en presencia de compuestos inhibidores en
tiempo real. A) Actividad enzimdtica en presencia de heparina (HEP). B) Actividad enzimdtica en
presencia de ribavirina trifosfato (RTP). C) Actividad enzimdtica en presencia de cordicepina trifosfato
(3’dATP). *Todos los compuestos fueron afiadidos en forma trifosfato. Los valores de actividad
mostrados son el valor promedio y desviaciones estdndar de al menos tres experimentos
independientes.
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Asimismo, se evaluaron dos compuestos catalogados como IAN: cordicepina 5'-
trifosfato (3'dATP; analogo de ATP terminador de cadena (Arnold, Smidansky, Moustafa,
& Cameron, 2012; Izuta, Kohsaka-Ichikawa, Yamaguchi, & Saneyoshi, 1996; Rose, Bell,
& Jacob, 1977) y ribavirina 5'-trifosfato (RTP; un andlogo de purina con capacidad
inhibitoria, pero que permite la elongacion del ARN durante la replicacion viral (Arias et
al., 2008; Crotty et al., 2000; Maag, Castro, Hong, & Cameron, 2001; Sierra et al., 2007)).

Ambos compuestos inhibieron la actividad de polimerizacion en diferente medida,
resultando 20 veces mejor inhibidor el 3’dATP (ICsp = 54 + 7 uM) con respecto a la RTP
(ICso = 946 + 46) uM, probablemente debido a que la estructura del 3’dATP se asemeja
mas al sustrato natural ATP que la RTP ( Figura 21 By C).

Para confirmar estos resultados, se realizaron ensayos adicionales empleando poli-U
como molde, y [a-2P] ATP como sustrato. El resultado de las reacciones (llevadas a cabo
durante 3 horas) se resolvié en geles de poliacrilamida al 20% con 8M urea.

Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
A - + B - + C - + D - +
C- ] C- ] C- ] C-

Estandar 1.5 uM HEP 500 uM RTP 50 uM 3’dATP

Figura 22: Electroferogramas de la actividad enzimdtica de ZIKV NS5 RdRp en presencia de
compuestos inhibitorios medida en diferentes tiempos (de 0 a 3 h). A) Actividad enzimdtica en
reaccion estdndar, B) Actividad enzimdtica en presencia de heparina (HEP) C) Actividad enzimdtica
en presencia de ribavirina trifosfato (RTP) y D) Actividad enzimdtica en presencia de cordicepina
trifosfato (3’dATP). *Posicion de los nucledtidos radioactivos no incorporados. La llave superior indica
el producto de elongacion. En la parte inferior de cada electroferograma se indica la concentracion
de inhibidor utilizada en cada caso. “C- “control negativo en ausencia de enzima.
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Como se puede observar, el comportamiento de la enzima en presencia de los diferentes
tipos de inhibidores se correlaciond con lo previamente visto en el ensayo de
fluorescencia, reafirmando asi que el método basado en fluorescencia es apto para
medir en tiempo real la actividad polimerasa en presencia de un inhibidor (Figura 22).

La utilizacidn de un ensayo como método de cribado rapido y fiable de compuestos con
un potencial efecto inhibitorio, requiere que pueda establecerse como una plataforma
de alto rendimiento, o High-throughput (HTP).

Por lo tanto, se decidié estudiar si en el ensayo de fluorescencia medido a tiempo real
presentaba las caracteristicas necesarias para ser catalogado como un método HTP.
Para ello, se determind el valor Z' del ensayo. Este parametro, es una medida estadistica
estandar para evaluar la calidad de las plataformas HTP descrito por (J. H. Zhang et al.,
1999). Se llevaron a cabo 8 experimentos en presencia, o ausencia de CIMn; (ensayos
denominados positivo y negativo, respectivamente) realizados por triplicado y en dias
independientes (ver Materiales y Métodos Apartado 2.4.1.c).

Los valores de actividad relativa se determinaron como la velocidad de polimerizacion
registrada durante los primeros 10 min de la reaccidn. El valor de Z 'obtenido fue 0.62,
que, al ser mayor de 0.5, califica el método como un ensayo “excelente” para
aplicaciones de cribado de alto rendimiento, segun (J. H. Zhang et al., 1999)

1.5 Busqueda de nuevos inhibidores en quimiotecas comerciales
Una vez demostrada la idoneidad de este ensayo de fluorescencia como un sistema HTP
de deteccidn de inhibidores de polimerasa, se decidid realizar una prueba de concepto
mediante su utilizacidén en el analisis de la quimioteca de acceso abierto previamente
desarrollada para kinetoplastidos de la empresa GlaxoSmithKline (GSK) (Pefia et al.,
2015).

Después de un cribado inicial de 592 compuestos por triplicado, se identificaron dos
posibles inhibidores para la ZIKV NS5 RdRp: TCMDC-143406, CID Pubchem 91800701
(denominado compuesto “6”) y TCMDC-143215, CID Pubchem 91800580 (denominado
compuesto “15”) (Figura 23 Ay B). A una concentracion de 100 mM, estos compuestos
exhibieron una inhibicién total de la actividad asociada a la fluorescencia en
comparacion con un control en presencia del disolvente DMSO (Figura 23 C).

Para caracterizar mas profundamente el efecto inhibitorio de estos compuestos, se
calculé el valor ICsp de cada uno de ellos. Ambos compuestos fueron activos en
concentraciones de uM, ejerciendo el compuesto 6 una inhibiciéon aproximadamente
seis veces mas potente que el compuesto 15, como asi lo reflejan los valores obtenidos
de 1Cso (5,21 uM y 28,32 uM, respectivamente) (Figura 24).
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Figura 23: Compuestos con potencial efecto inhibitorio sobre ZIKV NS5 RdRp. A) Estructura
quimica del compuesto 6, B) Estructura quimica del compuesto 15, C) Representacion grdfica de la
actividad basada en fluorescencia de ZIKV NS5 WT, en ausencia (circulos negros) y en presencia de
los compuestos 6 y 15. Los valores mostrados son la media y desviacion estdndar de tres
experimentos independientes.
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Figura 24: Representacion grdfica de parametros cinéticos de ZIKV NS5 RdRp en presencia de los
compuestos 6 y 15 (l). A) Representacion grdfica para el cdlculo de ICso del compuesto 6, B)
Representacion grdfica para el cdlculo de ICso del compuesto 15. Los valores mostrados son la media
y desviacion estdndar de al menos tres experimentos independientes.
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Se realizaron ensayos adicionales para caracterizar mejor el tipo de inhibicién ejercida
por estos compuestos. Para ello, se calculé la velocidad de la reaccidén en presencia de
concentraciones crecientes de ATP y de los compuestos 6 y 15. Los resultados obtenidos
se representaron mediante graficas de Lineweaver-Burk (Figura 25 Ay B).
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Figura 25: Representacion grdfica de parametros cinéticos de ZIKV NS5 RdRp en presencia de los
compuestos 6 y 15 (ll). A) Representacion grdfica de Lineweaver-Burk de la actividad de ZIKV NS5
WT. Se muestran los resultados de actividad en presencia de concentraciones crecientes de ATP y
en ausencia (circulos negros), o presencia de 40 uM (cuadrados blancos), o 70 uM (triangulos
blancos), de compuesto 6. B) Igual que A utilizando 10 uM (cuadrados blancos), o 20 uM (triangulos
blancos), de compuesto 15. Para cada valor, se representan los valores medios de tres medidas
independientes, C) Representacion grdfica de las posibles interacciones entre compuestos con
potencial inhibitorio. El eje x representa las concentraciones de compuesto 6 y compuesto 15,
respectivamente, en la mezcla utilizada en cada ensayo. La linea discontinua de puntos indica el
limite entre sinergismo y antagonismo. Se representan los valores medios y desviaciones estdndar
de 4 experimentos independientes.
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El lugar de corte de las rectas de velocidad obtenidas en el eje de abscisas, indicé que el
tipo de inhibicidn corresponde con una inhibicién no competitiva de los compuestos
sobre la enzima.

Por ultimo, se abordé la posible interaccidn entre los dos compuestos mediante ensayos
de inhibicién con mezclas diferentes de 6 y 15 en la reaccidn. A partir de los resultados
obtenidos, se calculé el indice combinatorio (IC) de los compuestos en estos
experimentos. En este tipo de ensayos, el valor que tome el IC (< 1, =1 0 >1), determina
si la interaccion de los compuestos es sinérgica, aditiva o antagdnica, respectivamente
(Chou, 2006). El IC observado en todos los ensayos de combinacién fue superior a 1, lo
gue sugirid que los compuestos ejercian actividad antagdnica inhibitoria entre ellos

(Figura 25).

Los resultados obtenidos en los ensayos de tipo de inhibicién e interaccién son
compatibles con que ambos compuestos reconocen y compiten por unirse al mismo sitio
alostérico de la enzima (ver capitulo Discusion).

1.6 Construccion de mutantes para la polimerasa de ZIKV
Para determinar la posible interaccidén de los compuestos con la polimerasa, se llevé a
cabo un ensayo in sillico, en colaboracion con el grupo de la Dra. Maria JesUs Pérez Pérez,
del instituto de quimica médica del CSIC (IQM-CSIC).

El analisis bioinformatico se basé en la existencia de un sitio alostérico, denominado
bolsillo N. Este bolsillo ha sido localizado previamente en la polimerasa de ZIKV y otras
RdRp de la misma familia (Gharbi-Ayachi et al., 2020; Godoy et al., 2017; Kamiyama et
al., 2017).Utilizando como sustrato modelo el compuesto 6, se seleccionaron distintos
residuos que podrian estar implicados en la unidn del compuesto en la regidn alostérica
del bolsillo N de la polimerasa (Figura 26).

Dedos [l Palmall Pulgar M Residuos del bolsillo N lon de Zn2*

Figura 26: Representacion grdfica del bolsillo N en ZIKV. La imagen muestra en detalle el interior
del bolsillo N en la estructura tridimensional de la RdRp (recuadro azul con lineas discontinuos). Se
indican en rojo los residuos seleccionados del bolsillo N que podrian estar implicados en la interaccion
ZIKV NS5 RdRp WT con el compuesto 6 segtn el estudio bioinformdtico desarrollado por el grupo de
la Dra. Maria Jesus Pérez Pérez (IQM-CSIC). Figura realizada a partir del PDB 5wz3.
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Para evaluar el papel de estos residuos en la unién del compuesto 6 con la polimerasa,
se construyeron distintas proteinas mutantes que contenian cambios en alguna o varias
de estas posiciones.Estas proteinas se expresaron y purificaron siguiendo los protocolos
descritos en los puntos 2.2.1y 2.3.1 del capitulo Materiales y Métodos.
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Figura 27: Expresion y purificacion de mutantes para ZIKV NS5 RdRp. Resolucion en gel de
poliacrilamida al 10%. A) Marcador de peso molecular de proteinas “Pink Prestained Protein Marker”,
B) ZIKV NS5 WT, C) ZIKV NS5 H713A, D) ZIKV NS5 H713W, E) ZIKV NS5 H713A-Y768A, F) ZIKV NS5
H713A-Y768W, G) ZIKV NS5 H713W-Y768W, H) ZIKV NS5 Y768A, 1) ZIKV NS5 Y768W, J) ZIKV NS5
Y798F.*El mutante para la posicion T796 no pudo ser purificado debido a su baja expresion.

Se llevaron a cabo experimentos para determinar la actividad siguiendo el protocolo y
las condiciones establecidas anteriormente para ZIKV NS5 WT. Se realizaron ensayos de
polimerizacién medidos por fluorescencia y se observd que la mayoria de las enzimas
mutantes eran inactivas. Solo las Proteinas ZIKV NS5 H713A y ZIKV NS5 Y768A mostraron
actividad medible en un ensayo estandar (Tabla 9). Sin embargo, el bajo nivel de
actividad basal de estas enzimas impidié obtener valores de inhibicidn confiables en los
ensayos realizados en presencia del compuesto 6.

Tabla 9: Actividad de los mutantes de ZIKV NS5 en ensayo estdndar de fluorescencia medido en
tiempo real. Se indica la actividad relativa de cada uno de los mutantes purificados con respecto a
ZIKV NS5 WT. Se le otorgd un valor arbitrario de 100% a la actividad de ZIKV NS5 WT en estos ensayos.
“-“Indica que no se observd actividad con ese mutante. “N.A.” indica que no se determind la actividad
de ese mutante por el bajo rendimiento obtenido durante su purificacion. Se muestra la media y
desviaciones estdndar de 3 experimentos independientes

~ Mutante  Actividad%
 ZKVNSSwT 10010 |
ZIKV NS5 H713A 268

. ZIKVNS5Y768A . 136
_______ ZKVNSSY768W - -
ZIKV NS5 Y798F N.D

___________________________________________________________________________
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2. Virus del Nilo Occidental
Debido a los resultados obtenidos con la puesta a punto de la plataforma para ZIKV NS5
RdRp, se decidié llevar a cabo nuevos experimentos que permitieran emplear una
técnica similar para utilizar la polimerasa de otro Flavivirus con alta importancia clinica,
como es el virus del Nilo Occidental (WNV).

El virus del Nilo Occidental es responsable de numerosos casos de morbilidad y
mortalidad en aves, equinos y seres humanos. Las epidemias que se han reportado hasta
el dia de hoy se han localizado en Europa, Africa, Oriente Medio y partes de Asia. A
finales de la década de 1990, el virus se volvié mas virulento, extendiéndose a América
del Norte (Mackenzie et al., 2004).En los seres humanos la presentacion clinica varia,
pudiendo ser desde asintomatica (observada con una mayor frecuencia), hasta causar
encefalitis/pardlisis y en algunos casos la muerte. Actualmente no existe una vacuna
autorizada para uso humano, y su Unico tratamiento se basa en paliar la sintomatologia
junto con los cuidados paliativos del paciente en casos con mayor gravedad (Ulbert,
2019). Por lo tanto, como en el caso de ZIKV, encontrar moléculas inhibitorias de la
replicacion viral, es urgente para parar la expansién y diseminacion del virus.

2.1 Expresion y purificacion WNV NS5 RdRp
El crecimiento y sobreexpresion de la region RdRp de NS5 del virus WNV NS5 (WNV NS5
WT), asi como la correspondiente obtencién de un mutante cataliticamente inactivo
(WNV NS5 GNN), se llevd a cabo bajo las mismas condiciones que ZIKV NS5 RdRp. (Véase
el apartado 1.1 del capitulo Resultados).

Tras el proceso de purificacion (apartado 2.3.2. del capitulo Materiales y Métodos), el
grado de pureza de las proteinas obtenidas fue 2 95%, segun los resultados visibles por
electroforesis en gel de acrilamida SDS-PAGE (Figura 28).
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Figura 28: E Expresion y purificacion de WNV NS5 RdRp. Resolucion de las proteinas
recombinantes purificadas en gel de poliacrilamida al 10%. A) Marcador de peso molecular de
proteinas “Pink Prestained Protein Marker”. B) y C) Extracto soluble de cultivo de bacterias
transformadas con plasmido pET16b-ZIKV-NS5RdRp sin inducir (B), o tras 24 h de induccién con
IPTG 500 uM (C). D) proteina WNV NS5 WT purificada. E) Proteina WNV NS5 GNN purificada.
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2.2 Deteccidn de la actividad polimerasa a tiempo real
Para el desarrollo de un ensayo que permitiese medir por fluorescencia la actividad de
WNV NS5, como punto de partida, se utilizaron las condiciones estandar previamente
utilizadas en el ensayo de fluorescencia medida a tiempo real con ZIKV NS5 (apartado
2.4.1 del capitulo Materiales y Métodos), incluyendo el uso de SYTO 9® como fluoréforo.
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Figura 29: Representaciones grdficas de emision de fluorescencia medida en tiempo real utilizando
WNV NS5 WT. A) Ensayo de polimerizacion medido por fluorescencia en ausencia, o presencia, de
distintos componentes. En la leyenda se indica subrayados los componentes, que, en cada caso,
difieren de aquellos que se encuentran en la reaccién estdndar (circunferencias negras). Los valores
representados estdn obtenidos a partir de cinco experimentos independientes. Aquellos componentes
no indicados no estaban presentes en la reaccion correspondiente, B) Ensayo de actividad estdndar
con WNV NS5 WT revelado en gel de agarosa. Gel representativo de un ensayo en presencia (+), o en
ausencia (-) de distintos componentes (indicados a la izquierda) presentes en la reaccién de
polimerizacion.
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Inicialmente, se determinaron los requerimientos basicos del ensayo de fluorescencia,
de manera analoga a lo previamente realizado para ZIKV NS5 RdRp. Para ello, se
realizaron diferentes experimentos en los que uno de los componentes de la reaccion
es cambiado o eliminado (Figura 29 B). Sélo se observé incremento de fluorescencia
cuando todos los componentes principales de la reaccion estaban presentes.

Se realizaron ensayos de polimerizacion con WNV NS5 WT medidos a tiempo final
mediante su visualizacion en geles de agarosa, tal y como se indica en el apartado 2.5.2.
del capitulo Materiales y Métodos. La combinacion de todos los componentes
principales de la reaccion permitié observar en el gel de agarosa una mancha continua
compatible con la polimerizacidon de acidos nucleicos sobre un molde de tamafio
variable, como es el caso del poli-U utilizado (Figura 29 A carril A). Sin embargo, los
experimentos realizados en ausencia de cualquier de estos componentes, no mostraron
ningun producto de elongacién (Figura 29 A carriles B-E). Estos resultados confirman
gue el incremento de fluorescencia observado en ellos ensayos de fluorescencia se
deben a la sintesis de ARNbc por parte de WNV NS5 WT.

De una manera similar a lo ocurrido con ZIKV NS5 WT, los resultados obtenidos, indican
qgue el MnCly, pero no el MgCly, es capaz de sustentar la actividad polimerasa medida
como un incremento de la fluorescencia. Ademas, el incremento de la fluorescencia no
es observable en ausencia de molde o nucledtidos o cuando se afiade el mutante
cataliticamente inactivo WNV NS5 GNN en presencia del resto de componentes (Figura
29).

Se ha descrito previamente que la polimerasa de WNV, como otras polimerasas del
género Flaviviridae, tiene preferencia por comenzar la sintesis de novo utilizando
purinas en el extremo 3’ del molde de ARN (Malet et al., 2008; Selisko et al., 2006) Esta
observacion concuerda con los resultados obtenidos con WNV NS5 WT en el ensayo de
fluorescencia, puesto que solo el molde poli-U, pero no el poli-A, permitié observar un
incremento de fluorescencia en la reaccion de polimerizacion. (Figura 29 B).

2.3 Optimizacion del ensayo de deteccidon basado en la fluorescencia
Con el fin de optimizar el ensayo estandar de fluorescencia utilizando la WNV NS5 WT,
se llevaron a cabo ensayos variando diferentes parametros. Se vario la temperatura y
concentraciones de los componentes de la reacciéon (NaCl, DTT, MnCl, y enzima),
manteniendo en cada caso, el resto de las condiciones fijas, de manera analoga a lo
realizado con la proteina recombinante ZIKV NS5 WT.

La maxima actividad se obtuvo utilizando 2.5 mM de MnCl,, mientras que ninguna de
las concentraciones de MgCl, utilizadas fue capaz de sustentar la actividad polimerasa
medida como un aumento de fluorescencia (Figura 30 C) tal como sucedié previamente
con ZIKV NS5 (Figura 19 C).

La presencia de NaCl sélo afecté ligeramente la actividad a altas concentraciones (Figura
30 A). Por otro lado, la presencia de DTT favorece la accidn polimerasa de la enzima,
exhibiendo su maxima actividad a 10 mM (Figura 30 B). Ademads, se estudié la
importancia de la temperatura a la que se desarrolla el ensayo, demostrando afectar
gravemente cuando se superan los 252C (Figura 30 E). Se observé una correlacion lineal
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entre la velocidad de reaccidn y el aumento de la concentracién de la enzima dentro del
rango de 100-600 nM, alcanzandose la velocidad mdaxima en presencia de 180 nM de
WNV NS5 WT (Figura 30 D).
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Figura 30: Optimizacion de las condiciones bioquimicas para el ensayo basado en fluorescencia
para WNV NS5 RdRp. Se examind el efecto de las variaciones en la concentracion de diferentes
reactivos en el ensayo: A) Actividad en presencia de diferentes concentraciones de NaCl, B) Actividad
en presencia de diferentes concentraciones de DTT, C) Actividad en presencia de diferentes
concentraciones de MgCl, o MnCl; (En el caso de un ensayo en presencia de MgCl,, la actividad fue
relativa a una reaccion estandar en presencia de 2.5 mM de MnCl,.) y D) Actividad en presencia de
diferentes concentraciones de RdRp. Se representa en todos los casos la media y desviacion estandar
de tres experimentos independientes.
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Finalmente, se realizaron ensayos de velocidad a concentraciones variables de poli-U y
ATP para determinar los parametros cinéticos Km y Vmax de WNV. Los resultados
mostraron unos valores de Kmy Vmax para poli-Ude 3.1 = 0.1 ug/mLy 76.7 £ 1.3 pmol/h
respectivamente y unos valores de Km y Vmax para ATP de 339 = 14 uM y 107+ 14
pmol/h respectivamente (Figura 31 Ay B).

Por lo que las condiciones dptimas del ensayo de fluorescencia para WNV NS5 WT son
50mM Tris-HCI, pH 7.5, 2.5 mM MnCl,, 500 uM ATP, 1 ug/mL poly-U, 0.1 mg/mL BSA,
10mM DTT y 0.25 uM SYTO 9° (solucién stock a 50 uM en tampdn TE pH 7.5).
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Figura 31: Cinética de Michaelis-Menten (estado estacionario) de WNV RdRp usando un método
basado en fluorescencia. (A) Representacion grdfica para el cdlculo de los pardmetros cinéticos
Vmax ¥ Kmdel molde poli-U y (B) Representacion grdfica para el cdlculo de los pardmetros cinéticos
Vmax ¥ Km del ATP. Cada valor representado, asi como la desviacion estdndar se obtuvo mediante la
medicion de tres ensayos independientes. El procedimiento experimental para el cdlculo de estas
constantes se describe en el capitulo Materiales y Métodos.

2.4 Actividad polimerasa en presencia de antivirales de amplio espectro
La sencillez y a la rapidez del método para determinar el potencial inhibitorio de un
compuesto que reflejaron los resultados obtenidos con ZIKV NS5 RdRp (punto 1.4 de
este capitulo) animd a poner a punto un sistema similar con la RdRp recombinante de
WNV.

De manera similar a como se habia realizado en el caso de ZIKV NS5 WT, inicialmente se
llevaron a cabo ensayos de actividad con WNV NS5 WT en presencia de diferentes
inhibidores modelo de polimerasa. Para agilizar el proceso, en este caso sdlo se evalud
someramente la capacidad inhibitoria de la heparina y el 3’dATP. Se pudo observar que
3'dATP posee un efecto inhibitorio dependiente directamente de la concentracién
(Figura 32 A). En el caso de la heparina, se evalud una Unica concentracion (20 ng), que
causo la total inhibicion de la reaccién (Figura 32 B).

Finalmente, se valoré el potencial de este ensayo para adaptarse a métodos de HTS para
el cribado de posibles inhibidores de WNV NS5 RdRp. Para ello, se calculé valor Z’ del
ensayo, mediante la realizacién de 8 mediciones de actividad por triplicado y en dias
independientes, tal y como se describe en el punto 2.7 del capitulo Materiales y
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Métodos. Tras los cdlculos realizados a partir de los resultados obtenidos, se obtuvo un
valor Z’= 0.65. Este valor, al ser mayor de 0.5 (J. H. Zhang et al., 1999), demuestra la
idoneidad de este método fluorimétrico como un sistema adaptable a HTS para el
cribado de compuestos con efecto inhibitorio frente a RdRp de WNV.
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Figura 32: Representacion grdfica de la actividad polimerasa de WNV NS5 RdRp en presencia de
inhibidores tipo. A) Actividad de WNV NS5 WT en presencia de diferentes concentraciones crecientes
de 3’dATP (10-100mM) comparadas con la reaccion estandar (circulos negros). B) Actividad de WNV
NS5 RdRp en presencia de 20 ng de heparina (circulo blanco) comparada con la reaccion estdndar
(circulos negros). Se representan en todos los casos el valor medio y desviacién estdndar de tres
replicas experimentales independientes.

2.5 Actividad polimerasa en presencia de los compuestos provenientes de la libreria FLA-
[o] Y]
Para evaluar el potencial HTP de este ensayo, como prueba de concepto se sometio a
muestreo la bateria de compuestos “IQM_FLA” cedidos por la Dra. Maria Jesus Pérez
Pérez del “Grupo de Nucledsidos y Analogos” del Instituto de Quimica Médica (IQM-
CSIC). Esta quimioteca se compone de 98 sintetizados para diversos fines no
relacionados con la busqueda de antivirales (Cuartas et al., 2019; Jiménez et al., 2018)

Durante el muestreo inicial, se midié el efecto inhibitorio de cada compuesto de la
quimioteca FLA_IQM a una concentracién de 50 uM. Tras el analisis, se seleccionaron
11 compuestos que inhibieron el incremento de fluorescencia durante el desarrollo
completo de lareaccidn. Se realizé entonces un estudio pormenorizado de la capacidad
inhibitoria de cada compuesto, utilizando el rango de concentraciones comprendido
entre 1 y 50 uM. En este segundo analisis se escogieron los tres compuestos que
ejercieron la inhibicién mas potente: “IQM_FLA_43” (compuesto 43), “IQM_FLA_100”
(compuesto 100) e “IQM_FLA_103” (compuesto 103) (Figura 33).

Posteriormente, se caracterizo el potencial inhibitorio de estos compuestos calculado
sus ICso. Los valores obtenidos fueron los siguientes: 7.5 £ 0.7 uM para el compuesto 46,
7.2+ 0.7 uM para el compuesto 100,y 7.2 £ 0.7 uM para el compuesto 103.
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Figura 33: Representacion grdfica de la actividad polimerasa de WNV NS5 RdRp en presencia de
los tres compuestos con mayor efecto inhibitorio de la quimioteca “IQM_FLA”. Se muestran las
cinéticas de inhibicion de los compuestos FLA 046, FLA 100 y FLA 103 sobre la actividad
enzimdtica de WNV NS5 WT en comparacion con el ensayo estdndar en ausencia de inhibidor

(circulo negro). Los valores y desviaciones estdndar representados son el resultado de tres medidas
independientes.:

2.6 Actividad polimerasa en presencia de los compuestos 6 y 15
Teniendo en cuenta la alta homologia de secuencia existente entre las polimerasas de
Flavivirus, se decidio evaluar el posible efecto inhibitorio de los compuestos inhibitorios
de ZIKV NS5 WT, 6 y 15, sobre la polimerasa de WNV NS5 WT. Para ello se calcularon las
ICso de estos compuestos, obteniéndose unos valores mayores que los obtenidos

anteriormente (43.5 + 3.7 uM y 81.3 + 13.4 uM para los compuestos 6 y 15,
respectivamente).
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3. Validacién del método en otras polimerasas de interés clinico.

3.1 Virus de la Hepatitis C y Virus de la Fiebre aftosa
A partir de la experiencia obtenida con la puesta a punto del sistema fluorimétrico para
medir la actividad de dos polimerasas de Flavivirus, se decidié estudiar la versatilidad
del método adaptandolo para la monitorizar la actividad de otras RdRps virales. Se
eligieron polimerasas capaces de utilizar moldes homopoliméricos de ARN in vitro y
pertenecientes a virus de alto interés clinico.

Una de esas RdRps fue la denominada NS5b, del virus de la Hepatitis C (HCV). Este virus
pertenece a la misma familia virica que el virus ZIKV y WNV, y su polimerasa comparte
con ellas muchas caracteristicas estructurales y bioquimicas, como la capacidad de
sintesis de ARN de novo (Ferrari, He, Palermo, & Huang, 2008). Por lo tanto, se pensé
gue los requerimientos del ensayo de fluorescencia serian similares en ambos casos, lo
que facilitaria su puesta a punto.

Para determinar la capacidad de la plataforma para medir actividad polimerasa en
proteinas que no son capaces de realizar la sintesis de novo, se trabajo con la RdRp del
virus de la fiebre aftosa (FMDV). Este virus perteneciente a la familia Picornaviridae tiene
un alto impacto veterinario. Provoca la enfermedad denominada fiebre aftosa en
animales de pezufia hendida, la cual se manifiesta con aftas o llagas en las pezuias y
boca del animal (Diaz-San Segundo, Medina, Stenfeldt, Arzt, & de Los Santos, 2017).
Aunque la mortalidad de este virus no es muy alta, si lo es su morbilidad. Esto supone
grandes pérdidas al sector ganadero de varios millones de euros (Knight-Jones &
Rushton, 2013) puesto que actualmente no hay un tratamiento efectivo para detener la
infeccidn. Una de las principales caracterisitica de la polimerasa de este virus es que es
dependiente de iniciador proteico, denominado VPg. La polimerasa de FMDV,
denominada 3D pol, cataliza la unién covalente de residuos UMP al péptido iniciador.
Esto permite a la VPg ser utilizada como cebador de la reaccidn de sintesis mediante el
reconocimiento de residuos de AMP en el extremo 3’ del molde de ARN (Paul et al.,
1998; Paul et al., 2003).

Con el fin de obtener la RdRp de HCV y la 3D pol de FMDV, se purificaron las proteinas
recombinantes HCV NS5b WT y HCV NS5b GNN, asi como la 3D-WT pol RdRp y 3D-D338A
pol RdRp a partir de la sobreexpresion en células de E. Coli transformadas con los
plasmidos pET16a-NS5bHCV y pET16a-NS5bHCV-GNN (Figura 34 A) y pET28a-NS5bHCV
y pET28a-NS5bHCV-GNN( Figura 34 B).

La sobreexpresion y purificacidon de las proteinas codificantes para el dominio RdRp de
HCV se realizaron siguiendo el protocolo empleado para ZIKV NS5 RdRp, tal y como se
describe en los apartados 2.2.4 y 2.3.4 del capitulo Materiales y Métodos.

Por otro lado, La sobreexpresion y purificacidn de las proteinas correspondientes a la 3D

pol RdRp de FMDV, se llevaron a cabo como se describe en los apartados 2.2.5y 2.3.5
del capitulo Materiales y Métodos.
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Figura 34: Purificacién de las polimerasas virales de HCV y FMDV. |)Expresion y purificacion de
HCV NS5b RdRp. Resolucion en gel de poliacrilamida al 10%. A) Marcador de peso molecular de
proteinas “Pink Prestained Protein Marker”, B) Sobrenadante total del cultivo no inducido C)
Sobrenadante total del cultivo inducido con IPTG 500uM, donde se puede apreciar la banda
correspondiente a la proteina, D) Purificacion de HCV NS5b y E) Purificacion de HCV NS5b GNN. 11))
Expresion y purificacion de 3D RdRp de FMDV. Resolucion en gel de poliacrilamida al 10%. A)
Marcador de peso molecular de proteinas “Pink Prestained Protein Marker”, B) Sobrenadante total
del cultivo no inducido C) Sobrenadante total del cultivo inducido con IPTG 500uM, donde se puede
apreciar la banda correspondiente a la proteina, D) Purificacion de 3D WT pol y E) Purificacion de 3D
D338A pol.

Para medir la actividad polimerasa de la HCV NS5b WT, se realizé un ensayo con las
condiciones estandar descritas para ZIKV NS5 WT (apartado 2.4.4. del capitulo
Materiales y Métodos). En el caso de 3D WT, las condiciones de ensayo se ajustaron a
partir de las descritas previamente (apartado 2.4.5. del capitulo Materiales y Métodos).

Como se observa en la Figura 35 en los ensayos realizados con ambas polimerasas, la
actividad solo pudo ser registrada cuando todos los componentes necesarios para la
reaccién se encuentran presentes, incluyendo la presencia del péptido VPg en el caso
de 3D WT. Sin embargo, no se registrd actividad cuando se utilizaron los mutantes
cataliticamente inactivos de cualquiera de las dos RdRp recombinantes (HCV NS5b GNN
y 3D D338A).
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Figura 35: Representaciones grdficas de emision de fluorescencia medida en tiempo real
producida por HCV NS5b RdRp y FMDV 3D pol A) Ensayo de polimerizacion medido por
fluorescencia realizado con HCV NS5b RdRp. En la leyenda se indican subrayados los componentes,
que, en cada caso, difieren de aquellos que se encuentran en la reaccion estdndar (circunferencias
negras). Los valores representados estdn obtenidos a partir tres experimentos independientes.
Aquellos componentes no indicados no estaban presentes en la reaccion correspondiente. EI
resultado mostrado es la media y desviaciones estdndar obtenidas a partir de tres experimentos
independientes. B) Actividad de polimerasa de novo realizada por HCV NS5b RdRp recombinante en
presencia de [a-3P] ATP usando poli-U como molde. Cada carril representa una reaccién detenida
en un momento diferente (de 0 a 2 horas; carriles 2 a 6). Los ensayos de polimerizacién en presencia
de MgCl; (carril 7), en ausencia de cualquier donante de metal (carril 8) o usando GNN mutante
inactivo (carril 9) no mostraron actividad detectable. El carril 1 representa una reaccion de control
negativo en ausencia de enzima. La posicién del nucleétido no incorporado marcado se indica (*).
C)lgual que A) con FMDV 3D pol.

96



3.2 Virus SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus de la familia de los coronavirus humanos. Es causante de
patologias gastrointestinales y respiratorias, las cuales pueden evolucionar a graves
problemas respiratorios que comprometen la vida del paciente. La falta de informacion
sobre el efecto de la vacunacidon a largo plazo por un lado, y de un tratamiento
terapéutico aprobado hasta la fecha, por otro, hacen que el desarrollo de nuevos
farmacos y el reposicionamiento de los existentes, sea una prioridad para combatir la
pandemia mundial (V'kovski, Kratzel, Steiner, Stalder, & Thiel, 2021).

Como en la mayoria de los virus de ARN, SARS-CoV-2 posee una ARN polimerasa
dependiente de ARN que es capaz de transcribir y replicar su genoma. Como otras
muchas replicasas virales, la RdRp de los coronavirus forma complejos
heteropoliméricos con otras proteinas no estructurales, creando el denominado
complejo de replicacién-transcripcion (RTC), que son necesarios para llevar a cabo su
funcién.

La proteina no estructural nsp12 es la RdRp de los coronavirus (Ahn, Choi, Taylor, & Oh,
2012) y es capaz de realizar la reaccidn de polimerizacién con una eficiencia
extremadamente baja por si sola, mientras que su unién con las proteinas accesorias
nsp7 y nsp8 con las que forma el RTC, provoca un alto estimulo en su actividad,
mejorando su rendimiento (Subissi et al., 2014).

Asi, la asociacion de las proteinas nspl2, nsp7 y nsp8, conformaria el complejo
replicativo minimo con capacidad de producir la sintesis de ARN in vitro. Sin embargo,
para lograr la transcripcion y la replicacién completa del genoma viral, se requieren otras
proteinas no estructurales formando parte del RTC, como la nsp9, nsp10, nsp13, nspl4
y NSP16. Todas estas proteinas se ensamblan en el complejo RTC, formando una
intrincada red de interacciones con diversas funciones (apartado 4.4 del capitulo
Introduccidn), muchas de las cuales, se encuentran en estudio (Adedeji et al., 2012;
Lehmann et al., 2015; Sevajol, Subissi, Decroly, Canard, & Imbert, 2014; Ziebuhr, 2005).

Como en otros virus de ARN, la RdRp de SARS-CoV-2 es altamente prometedora como
diana de farmacos antivirales. Mas aun teniendo en cuenta su alto grado de
conservacion, en comparacion con las proteinas de membrana o de superficie del virus,
gue presentan mucha mds variabilidad (Peng et al., 2020).

Por lo tanto, como objetivo adicional de esta Tesis doctoral, se decidié desarrollar un
sistema de deteccidn rdpida por fluorescencia de la actividad polimerasa de SARS-CoV-
2 para su posterior uso como plataforma de cribado de compuestos con potencial efecto
antiviral.

3.3 Expresidn y purificacion del complejo replicativo de SARS-CoV-2
La sobreexpresion y purificacién de las proteinas recombinantes de del SARS_CoV_2
NSP12, NSP7 y NSP8 se realizd como se describe en el apartado 2.2.3 del capitulo
Materiales y Métodos (Figura 36).
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Figura 36: Expresion y purificacion del complejo replicativo de nsp7, nsp8 y nsp12 de SARS-CoV-
2. Resolucion de las proteinas recombinantes purificadas en gel de poliacrilamida al 10%. A)
Marcador de peso molecular de proteinas “Pink Prestained Protein Marker”. B) y C) Extracto soluble
de cultivo de bacterias transformadas con pldsmido pET28a-SARS-CoV2-Nsp12 sin inducir (B), o tras
24 h de induccion con IPTG 500 uM (C). D) proteina nsp12 purificada. E) Extracto soluble de cultivo
de bacterias transformadas con pldsmido pET28a-SARS-CoV2-Nsp8 tras 24 h inducido con IPTG 500
UM. F) Proteina nsp8 purificada. G) y H) Igual que (E) y (F) utilizando pET28a-SARS-CoV2-nsp7 y
nsp7, respectivamente.

3.4 Deteccion de la actividad polimerasa a tiempo real
En la puesta a punto de un sistema de deteccion de la actividad polimerasa de NSP12
basado en fluorescencia, se tuvo en cuenta su necesidad de utilizar proteinas accesorias
para mostrar actividad in vitro (Subissi et al., 2014) y que ademas, esta actividad es
dependiente de un ARN iniciador (te Velthuis et al., 2010). Por lo tanto, se tuvieron que
realizar ciertas modificaciones con respecto a los ensayos con moldes homopoliméricos
empleados para medir la sintesis de ARN en la presente Tesis Doctoral.

Para minimizar el efecto de la fluorescencia basal producida por la presencia de un
complejo molde-iniciador de ARNbc en el ensayo y optimizar el incremento de
fluorescencia debido a la sintesis, se escogié un complejo denominado sym/sub (SS)
(Arnold & Cameron, 2000). Se trata de moléculas de ARN que, por secuencia, aparean
con otras igual que ellas. De este modo, generan una estructura de doble cadena, que
puede ser utilizada como complejo molde-iniciador, con dos extremos de cadena
sencilla, que pueden ser elongados (Figura 37).

El SS de ARN (SS-ARN) empleado contiene dos tractos de 21 residuos de uridina, lo cual
lo hace semejante a los moldes homopolimérico empleados tanto para ZIKV NS5 como
para WNV NS5. De esta manera, se pretendié mantener unas condiciones similares en
el uso de componentes entre los diferentes ensayos.
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Figura 37: Estructura del molde e iniciador de ARN Sym-Sub. La parte superior de la imagen muestra
dos moléculas de ARN idénticas. Debido a su secuencia, pueden hibridar entre ellas por su extremo
3’. El apareamiento de bases da lugar a un complejo molde-iniciador (recuadro verde) con dos hebras
que pueden ser utilizadas como molde (sefialado en naranja), dependiendo de la orientacién en la
que se una la polimerasa.

Diferentes autores, han confirmado que solo cuando la nsp7 y nps8 se encuentran
presentes en ensayos in vitro, la nsp12 es capaz de llevar a cabo su funcién (Imbert et
al., 2006; te Velthuis et al., 2010). En consecuencia, se realizaron ensayos de
polimerizacién para evaluar el papel de estas dos proteinas accesorias en la sintesis de
ARN medida como incremento de fluorescencia (Figura 38). Se observé un aumento de
fluorescencia cuando ambas proteinas accesorias se encuentran presentes en la
reaccién. Asi mismo se pudo observar como la presencia de nsp8 estimula levemente la
reaccion, hecho no detectable cuando sélo la proteina nsp7 se encuentra presente.
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Figura 38: Representacion grdfica de la cinética de emision de fluorescencia en ausencia o
presencia de proteinas accesorias. Ensayo de polimerizacion estdndar medido por fluorescencia
realizado con NSP12. En la grdfica se representa el promedio y la desviacion estdndar de tres
experimentos independientes de actividad en presencia de los reactivos mostrados de la leyenda.
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Para evaluar la dependencia de la RdRp nspl12 SARS-CoV-2 de un complejo molde-
iniciador de ARN para ejercer su actividad polimerasa, se realizaron ensayos adicionales
con distintos moldes de acidos nucleicos. El uso de un molde homopolimérico de poli-U
no permitié la deteccion de fluorescencia del complejo NSP12-NSP7-NSP8, tanto en
presencia de Mg?*, como de Mn?* (Figura 39). Adicionalmente, se realizd un ensayo de
polimerizacién en presencia de un molde SS con la misma secuencia que el SS-ARN
(anteriormente descrito), pero compuesto por desoxirribonuclétidos (SS-ADN) (Figura
39). Como resultado, no se observé incremento de fluorescencia en presencia de este
molde-iniciador de acuerdo con los resultados obtenidos previamente con la polimerasa
de SARS-CoV-1 por (te Velthuis et al., 2010).

Finalmente, para comprobar que el aumento de fluorescencia se debia especificamente
a la actividad enzimatica de la nspl2, se realizd un ensayo utilizando una proteina
recombinante nspl2 con los cambios D760A y D761A (enzima nspl2-SAA), que
modifican los dos residuos cataliticos del motivo C de la polimerasa nsp12. De acuerdo
con lo esperado, no se observd ningun incremento de fluorescencia durante todo el
tiempo de ensayo (Figura 39).

Todos estos resultados indican que el incremento de fluorescencia observado en los
ensayos realizados complejos molde-iniciador de ARN y las proteinas nspl2, nsp7 y
nsp8, se debe a la actividad ARN polimerasa dependiente de ARN de la proteina nsp12.
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O SS-ADN + ATP + MnCl, + NSP7 + NSP8 + NSP12
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Figura 39: Representacion grdfica de la cinética de emision de fluorescencia en presencia de
distintos componentes. Ensayo de polimerizacion estdndar medido por fluorescencia realizado con
proteinas recombinantes de SARS-CoV-2. En la grdfica se representa el promedio y la desviacion
estdndar de tres experimentos independientes de actividad en presencia de los reactivos mostrados
de la leyenda

Se realizaron ensayos adicionales de actividad medida por fluorescencia en presencia de
MgCl, para comprobar si el Mg? pudiera ser utilizado como metal catalitico en la
reaccién. se comprobd que si que existia un incremento de fluorescencia con respecto
al tiempo, a diferencia de lo que ocurre con las RdRp recombinantes de ZIKV y WNV.
Con el objetivo de fijar las condiciones dptimas de reaccion, se llevaron a cabo ensayos
en presencia de diferentes concentraciones de MnCl; y MgCl,. Las concentraciones
ensayadas de Mn?* y Mg?* en las que se observé un mayor incremento de fluorescencia
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fueron 1y 2 mM, respectivamente. En ambos casos las concentraciones altas de metal
provocan disminuciones en la actividad.

Estudios previos realizados con proteinas recombinantes de SARS-CoV (Subissi et al.,
2014) sugieren que el hecho de necesitar un complejo replicativo minimo formado por
tres proteinas diferentes (nsp12, nsp7 y nsp8) puede ser un factor limitante para la
obtencién de una alta actividad polimerasa in vitro. Para intentar minimizar este
problema, Subissi et al. crearon dos tipos de constructos genéticos donde ambas
proteinas se expresan fusionadas. Uno de los constructos presentaba una region
separadora donde el extremo C-terminal de nsp7 estaba unido al extremo N-terminal
de nsp8 proteina nsp8 a través de 6 residuos de glicina (proteina denominada nsp7L8).
El otro constructo no presentaba separacion entre nsp7 y nsp8 (proteina nsp7-8) (Subissi
et al.,, 2014). Se demostré en estos estudios que nsp7L8 estimulaba la actividad
polimerasa de nsp12 mucho mas que la presencia combinada de nsp7 y nsp8, mientras
gue el complejo nsp12 y nsp7-8 no mostré actividad polimerasa (Subissi et al., 2014).

Para testar el efecto que podria tener el uso de estos constructos en el sistema de
fluorescencia, se construyeron las proteinas quiméricas nsp7-8 y nsp7L8 a partir de la
secuencia de SARS-CoV-2 y se purificaron siguiendo el protocolo descrito en apartado
2.3.3 del capitulo Materiales y Métodos (Figura 40 B).

Se llevaron a cabo reacciones de polimerizacion en presencia de nsp12 y los diferentes
constructos utilizados como proteinas accesorias. Como puede observarse en la Figura
40, la presencia del constructo nsp7L8 empleado como proteina accesoria, estimuld la
actividad de nsp12 reflejado como un aumento de fluorescencia, superior al observado
cuando en la reaccidn se incorporan las proteinas accesorias nsp7 y nps8.

Estos datos estan en consonancia con lo observado anteriormente en el caso de SARS-
CoV. Ademas, indican que el uso de nsp7L8 podria facilitar la puesta a punto de una
plataforma para medir la actividad polimerasa por fluorescencia, mediante la utilizacion
de una combinacion de dos proteinas (nsp12 y nsp7L8) en lugar de tres (nspl2, nsp7 y
nsp8).

Los resultados obtenidos, aunque se encuentran en una fase inicial de desarrollo y han
de ser corroborados por ensayos bioquimicos adicionales, indican que el sistema de
medida basado en fluorescencia de actividad de nsp12 de SARS-CoV-2, podria ser un
método prometedor para el muestreo de manera rapida de compuestos con actividad
inhibitoria frente a esta proteina.
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Figura 40: A) Expresidn y purificacion del complejo replicativo de SARS-CoV-2. Resolucion en gel de
poliacrilamida al 10% A) Marcador de peso molecular de proteinas “Pink Prestained Protein Marker”,
B) Sobrenadante total del cultivo no inducido C) Sobrenadante total del cultivo inducido con IPTG
500mM, donde se puede apreciar la banda correspondiente a la proteina nsp7-8, D) Purificacion de
la proteina quimérica nsp7-8 E) Sobrenadante total del cultivo inducido con IPTG 500mM, donde se
puede apreciar la banda correspondiente a la proteina nsp7L8, F) Purificacion de la proteina
quimérica nsp7L8.B) Representacion grdfica de la cinética de emisién de fluorescencia registrada
durante 15 min para la nsp12 en conjunto con diferentes construcciones proteicas de las nsp7 y
nsp8. La grdfica se encuentra representada como el promedio de tres experimentos independientes
en presencia de los reactivos que se pueden observar en la leyenda inferior.
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VI. DISCUSION

Los virus de ARN, ademas de ser los mas abundantes de la virosfera, son causantes de
un gran numero de enfermedades infectivas en humanos, animales y plantas. La
reaparicion de varios virus patégenos en la ultima década, para los cuales no se dispone
de un tratamiento antivirico especifico, subraya la necesidad de hallar antivirales
potentes que sean capaces de combatir las infecciones. De hecho, los medicamentos
antivirales que estan disponibles para el tratamiento especifico de ciertas
enfermedades, se reducen a un nimero limitado de virus como por ejemplo: el virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV), el virus de la hepatitis B (HBV) o el virus de la
hepatitis C (HCV) (Delang, Abdelnabi, & Neyts, 2018). Aun asi, aunque sean tratadas, las
infecciones producidas por estos virus en la mayoria de los casos conducen a una
enfermedad crénica persistente (Nelemans & Kikkert, 2019).

La distribucion de los virus de ARN es cada vez mds extensa (Pierson & Diamond, 2020).
El hacinamiento urbano, los viajes internacionales generalizados y la invasién humana
en areas no desarrolladas en los trépicos, han actuado en concierto con la adaptabilidad
ambiental de muchos de estos virus. Estos factores han aumentado su distribucion,
culminando en recientes emergencias sanitarias (Fauci & Morens, 2016; Salzberger et
al., 2021; Weaver et al., 2016; Weaver & Reisen, 2010). Este hecho se encuentra
notablemente evidenciado en aquellos virus, como el virus del Zika (ZIKV), el virus del
Nilo occidental (WNV), el virus del Dengue (DENV) y el virus del Chicungunya CHIKV, que
son transmitidos por artrépodos y capaces de producir zoonosis (Weaver & Reisen,
2010).

Los farmacos antivirales mas prometedores se centran en la inactivacion directa de
proteinas estructurales (Yu et al., 2013) y la inhibicién de enzimas imprescindibles para
la transcripcion y replicacidn viral, como son las proteasas y las polimerasas de ARN
dependientes de ARN (RdRp) (Kiser & Flexner, 2013; Vilas Boas, Campos, Berlanda, de
Carvalho Neves, & Franco, 2019). Estas ultimas, no solo son responsables de la
replicacion viral, sino también de la evolucién genética de los virus (Selisko,
Papageorgiou, Ferron, & Canard, 2018). Las polimerasas de los virus de ARN muestran
una alta tasa de error durante la replicacién debido a su baja fidelidad (Selisko et al.,
2018) y la ausencia de actividad correctora de errores (Picarazzi et al., 2020). Asi, estas
polimerasas son el principal agente de la gran variabilidad que presentan los genomas
de ARN, lo cual dificulta la obtencidn de un tratamiento eficaz frente a los virus con este
tipo de material genético. Por otro lado, debido al papel fundamental que desarrollan
en el ciclo de replicacion viral, las RdRp son enzimas altamente conservadas entre virus
de ARN.

Todo ello, junto con la ausencia de una proteina homologa en células de mamiferos y el
amplio conocimiento sobre su estructura y funcién, las convierte en una diana
preferente para el desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos antivirales (de
Farias, Dos Santos Junior, Régo, & José, 2017).

A partir de estas premisas, el objetivo de la presente tesis doctoral ha sido el desarrollo

de sistemas basados en fluorescencia sencillos, rdpidos y eficaces para la busqueda y
cribado de compuestos con potencial efecto inhibitorio de la actividad polimerasa de las

104



RdRps de ZIKV y WNV. Ademas, la puesta a punto y el desarrollo de este método ha
puesto las bases para la exportacion de este a otros sistemas replicativos de virus ARN
como son; el virus de la fiebre aftosa (FMDV), HCV y el SARS-CoV-2.

El ensayo fluorométrico desarrollado es capaz de medir la actividad polimerasa a
tiempo real.

El sistema desarrollado durante la presente tesis doctoral se ha adaptado a partir del
método de deteccion de sintesis de ADNbc realizado por la primasa-polimerasa humana
PrimPol (Agudo et al., 2017). Este se basa en la unién de un colorante fluorescente con
la doble hélice de acido nucleico que se genera por la actividad enzimdtica de la
polimerasa. La interaccidon del colorante con el acido nucleico provoca un aumento
medible de la fluorescencia emitida por el fluoréforo.

Las mediciones fluorométricas de la actividad polimerasa de ZIKV NS5 RdRp realizadas
en presencia y ausencia de los componentes esenciales para la reaccidn, asi como
utilizando una polimerasa recombinante cataliticamente inactiva, indicaron que el
incremento de fluorescencia observado se correlaciona con la polimerizacién de ARN de
doble cadena producido por la polimerasa. Esta observacién ademads esta de acuerdo
con resultados obtenidos utilizando un ensayo tradicional de sintesis de ARN basado en
la incorporacion nucledtidos radioactivos (Comparativa entre la Figura 15 Ay B con la

Figura 18 B)

Diversos autores han afirmado que las polimerasas de los virus pertenecientes a la
familia Flaviviridae son capaces de emplear moldes homopoliméricos de ARN como un
sustrato eficiente para la polimerizacion (Ackermann & Padmanabhan, 2001; Steffens,
Thiel, & Behrens, 1999; H. T. Xu, Hassounah, et al., 2017).

Para determinar el molde homopolimérico mas efectivo para la actividad de ZIKV NS5
RdRp, se ensayaron diferentes condiciones experimentales, incluyendo el uso de
diferentes concentraciones tanto de SYBR Green Il como de SYTO 9®° como agentes
intercalantes. Se comprobd que el molde de poli-U era el unico que permite medir la
actividad polimerasa en tiempo real en el ensayo de fluorescencia. Contrariamente a lo
descrito anteriormente en ensayos medidos a tiempo final o de radioactividad, (Beerens
et al., 2007; Ranjith-Kumar, Gutshall, Kim, Sarisky, & Kao, 2002; Tilgner & Shi, 2004) el
molde de ARN homopolimérico poli-C, no era un sustrato adecuado para la deteccion
de la actividad polimerasa en los ensayos de fluorescencia medidos en tiempo real. Sin
embargo, este ARN si puede ser utilizado como molde en ensayos medidos a tiempo
final utilizando nucledtidos marcados radiactivamente. Este hecho podria estar
relacionado con la formacion de estructuras G-cuadruplex no candnicas como resultado
de la replicacion de un molde de poli-C (Fay, Lyons, & lvanov, 2017). Es posible que esta
estructura altamente estable dificulte el acceso del agente intercalante. Por otro lado,
como se observa en la (Figura 17 B), existe una pequefia incorporacién de fluoréforo en
los ensayos de fluorescencia medidos a tiempo final. Por tanto, podria ser posible que
la unién del fluoréforo en este ARN impidiera la elongacién de la polimerasa y el
posterior registro del incremento de fluorescencia en tiempo real. Sin embargo, en los
ensayos medidos a tiempo final, el agente intercalante podria incorporarse a una
estructura de ARNbc ya formada.
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Diferentes estudios han demostrado que un exceso del intercalante SYBR Green | (el
cual se encuentra quimicamente relacionado con el SYBR Green Il) puede inhibir la
actividad polimerasa, de enzimas como la Taq (Driscoll, Rentergent, & Hay, 2014) o la
PrimPol humana (Agudo et al., 2017). De acuerdo con estos datos, el resultado obtenido
en el ensayo demostrd una inhibicion de la actividad polimerasa cuando un exceso del
intercalante SYBR Green Il se encontraba presente en la reaccidn. Por el contrario, el
SYTO9®resulté ser un fluroréforo adecuado para este tipo de reacciones, puesto que la
fluorescencia acumulada al final de una reaccién medida en tiempo real (unién del
fluoréforo durante la creacion de ARNbc) era similar a la fluorescencia observada en una
reaccién medida a tiempo final (unién del fluoréforo tras la creacion de ARNbc), cuando
se empleaba este intercalante (Figura 17 Cy D).

Todos estos resultados, se tuvieron en cuenta a la hora de poner a punto un sistema
similar basado en fluorescencia para medir la actividad polimerasa de la RdRp de WNV.
Las RdRp de la familia Flaviviridae comparten un alto grado de homologia en su
estructura y funcion (Lim et al., 2013), por lo tanto, el trabajo con la WNV NS5 RdRp se
llevd a cabo con condiciones experimentales similares ya descritas para la polimerasa
de ZIKV. En estas condiciones, se observé una gran similitud en los requerimientos
enzimaticos de ambas polimerasas en los ensayaos flurométricos, incluyendo el uso
especifico de un molde de poli-U, o el uso de MnCl, como donador de metal (Figura 19

y Figura 30)

La alta reproducibilidad observada en el método puesto a punto permitio calcular los
parametros cinéticos Vmax Y la Km, de los sustratos poli-U y el ATP, tanto de la RdRp de
ZIKV como la de WNV. Los graficos demostraron que las enzimas siguen un modelo
ajustable a la cinética de Michaelis-Menten en el caso del poli-U. Sin embargo, en
cinéticas de estado estacionario para el ATP, la grafica muestra una forma sigmoidea
similar a la que presentan otras polimerasas del género Flaviviridae, como las de HCV,
BVDV (Virus de la diarrea viral bovina), DENV y WNV (Selisko et al., 2006) y que es
caracteristico de enzimas multiméricas.

Se ha demostrado in vitro que la polimerasa de HCV requiere una concentracion mucho
mas alta de nucleétidos durante el inicio de la sintesis de novo que durante la elongacion
del ARN. Durante esta elongacion la Km de la RdRp por el nucledtido es mucho mas baja
(Ferrari et al., 2008). Este hecho justificaria la obtencién de una cinética sigmoidea de
velocidad, en la que la reaccidén global polimerizacién (como suma de la iniciacién mds
la elongacidn) es ineficiente hasta alcanzar una concentracidn minima necesaria de ATP
para que se produzca una la iniciacidn de novo eficiente que dé paso a una tapa rapida
de elongacién (Figura 20 y Figura 31).

Es probable que la estructura del extremo del ARN gendmico, asi como la interaccion
con otras proteinas virales disminuya la Kn de la polimerasa in vivo, incrementando la
eficiencia del proceso de sintesis de novo en las células infectadas por HCV, y que algo
similar ocurra en el caso de las infecciones por ZIKV.
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2. El ensayo fluorométrico puede ser empleado como plataforma de cribado de
compuestos.
El ensayo a tiempo real de la actividad polimerasa fue puesto a punto empleando como
soporte placas preparadas para medir fluorescencia en formato de 96 pocillos. Este
formato permite medir de manera rapida y simultanea la actividad polimerasa en
aproximadamente 100 reacciones. Los resultados obtenidos, permitieron plantear la
utilizacion de este ensayo como un sistema de cribado de alto rendimiento o High-
throughput Screening (HTS) para la evaluacién de diferentes compuestos en pocos
minutos permitiendo la identificacion de inhibidores virales frente a las polimerasas de
dos virus de gran importancia sanitaria como son ZIKV y WNV.

Como parte del ajuste del ensayo para poder ser utilizado como método de cribado, se
llevaron a cabo experimentos con inhibidores modelo. Se observd, que RTP (ribavirina
5'-trifosfato), un analogo de purina no terminador de la sintesis de acidos nucleicos que
ha sido descrito como inhibidor de varios virus (Arias et al., 2008; Crotty et al., 2000;
Maag et al., 2001; Sierra et al., 2007), inhibe la polimerizacidn de ZIKV NS5 RdRp in vitro
(Figura 21) ,lo que estd de acuerdo con el efecto antiviral observado en infecciones
virales de ZIKV tratadas con este compuesto (Bassi, Sempere, Meyn, Polacek, & Arias,
2018). De una manera similar a lo previamente descrito para WNV NS5 RdRp (Chowers
et al., 2001; Hrnicek & Mailliard, 2004; Morrey et al., 2004), la inhibicidn ejercida por
RTP podria deberse a la dificultad que la enzima puede encontrar para incorporar un
nuevo nucledtido tras el residuo de RMP (ribavirina monofosfato) recién incorporado
en el ARN. Asimismo, el uso de la cordicepina 5'-trifosfato (3'dATP) catalogado como un
analogo de ATP con capacidad de terminacidn de la sintesis de acidos nucledtidos en
varias polimerasas, demostrd una disminucion de la actividad polimerasa proporcional
al aumento de la concentracidn del 3’ATP, tal y como ocurre en otros sistemas virales
(Becker & Olshevsky, 1973; Bibi, Hasan, Wang, Papadakos, & Yu, 2021; Miiller et al.,
1991).

Los valores de inhibicidn obtenidos mostraron que RTP es capaz de inhibir la reaccion
menos eficazmente que 3'dATP, probablemente debido a la mayor similitud que este
ultimo compuesto presenta con respecto al ATP utilizado como sustrato (Figura 21 C).

Una vez determinada la capacidad del ensayo fluorimétrico para medir el efecto
inhibitorio de compuestos modelo, se examind la solidez e idoneidad de los métodos
descritos con la idea de ser utilizados como plataformas prospectivas de alto
rendimiento que seleccionen compuestos inhibitorios de la actividad polimerasa. De
este modo, se calculd el valor Z' del ensayo, una medida estadistica estandar para
evaluar la calidad de las plataformas de muestreo de alto rendimiento (J. H. Zhang et al.,
1999). Los resultados obtenidos en los ensayos realizados con ambas enzimas fueron
superiores a 0.5, (0.62 para ZIKV NS5 y 0.65 para WNV NS5) lo que de acuerdo con (J. H.
Zhang et al., 1999), significa que ambas plataformas son de una calidad excelente para
evaluar el efecto inhibitorio de cientos o miles de candidatos frente a la actividad de
estas proteinas. Esto es debido a la gran diferencia y alta reproducibilidad existente
entre la obtencion de un resultado negativo (“compuesto no inhibitorio”) y un resultado
positivo (“compuesto inhibitorio”) que se observaria durante la realizacion de un
cribado de compuestos con potencial inhibidor.
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2.1 Compuestos antivirales: nuevos horizontes en su descubrimiento y cribado

Varios estudios sobre el efecto antivirico de los inhibidores andlogos de nucleésidos
(IAN) contra la actividad RdRp han arrojado resultados prometedores, como es el caso
del sofosbuvir (A. C. Ferreira et al., 2017), la ribavirina (Kamiyama et al., 2017), el
favipiravir (Kim, Seong, Kumar, & Shin, 2018) y el Remdesevir (Angamo, Mohammed, &
Peterson, 2021; Beigel et al., 2020; Jockusch et al., 2020) ademads de los ya catalogados
como inhibidores de amplio espectro (Julander et al., 2017). Sin embargo, las terapias
gue estan basadas en estos IAN presentan desafios que deben ser salvados para la
correcta administracién de este tipo de sustancias (Slusarczyk et al., 2018). El principal
de ellos reside en el estado quimico del farmaco, puesto que para que puedan actuar
correctamente deben ser administrados en forma de profarmacos. Estos compuestos al
ser altamente hidrofilicos no son capaces de atravesar la membrana plasmatica. Para
conseguir que los IAN penetren correctamente en la célula, deberan ser activados
mediante fosforilaciones en el interior celular, complicando asi su modo de accidn
(Balimane & Sinko, 1999; Wiemer & Wiemer, 2015). Ademas, estos profarmacos no son
ideales para ser suministrados por via oral (requisito casi indispensable para la
normalizacién de la vida del paciente cuando sufre una enfermedad crénica), puesto
gue la cantidad disponible del mismo en el lugar de accién se encuentra limitada (Hecker
& Erion, 2008).

Alternativamente y aunque sus limitaciones son semejantes a las anteriormente
descritas, los inhibidores no andlogos de nucledsidos (INAN) que actian de forma
alostérica, constituyen una opcidn interesante que puede beneficiarse de la
combinacidn con los IAN (Gharbi-Ayachi et al., 2020; Y. Lin et al., 2019; Yang et al., 2018).

Con esta premisa, como prueba de principio de las capacidades de la plataforma de
cribado puesta a punto para la RdRp de ZIKV, se llevé a cabo el muestreo de una
guimioteca de compuestos de acceso libre cedida por la empresa GSK que cuenta con
aproximadamente 600 compuestos catalogados como antiparasitarios (Pefia et al.,
2015). Durante este cribado se encontraron dos de ellos, compuestos 6 y 15, que
anularon completamente la actividad polimerasa de ZIKV NS5 asociada a la
fluorescencia (Figura 23).

El hallazgo de estos dos compuestos ha sido un fendmeno similar al denominado
reposicionamiento de medicamentos. Este consiste en reutilizar un compuesto
farmacéutico activo que ya esta en el mercado para una nueva indicacién. Esta
estrategia tiene una serie de inconvenientes y ofrece ciertos desafios, pero también
posee muchas ventajas, que incluyen la disminucién en el tiempo de validacién vy el
ahorro en costes derivados de los ensayos relacionados con el descubrimiento de
nuevos farmacos (Jourdan, Bureau, Rochais, & Dallemagne, 2020; Pushpakom et al.,
2019). En este caso, aunque los compuestos de la quimioteca de acceso abierto de GSK
no estan validados para su uso humano, su reutilizacion con otros fines terapéuticos
supone un ahorro y optimizacién en el disefio y sintesis de nuevas moléculas.

Los ensayos adicionales para caracterizar en profundidad la inhibicién de estos dos

compuestos indicaron que 6 y 15 ejercian una inhibicion no competitiva y mostraron un
efecto antagonista entre ellos (Figura 25). Ambas caracteristicas son compatibles con la
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unién de ambos inhibidores a un mismo sitio regulador alostérico de la enzima. La
identificacion de sitios alostéricos capaces de inhibir la accién polimerasa de esta familia
virica fue inicialmente descrita en la RdRp de DENV (Lim et al., 2016). Se observd que
uno de los sitios alostéricos con mayor importancia para la accién de compuestos con
actividad inhibitoria de la polimerizacidn es el denominado bolsillo N, que se encuentra
situado entre los subdominios de la palmay el pulgar, cerca del priming loop y del centro
activo de la enzima (Lim et al., 2016).

Diversos estudios han demostrado que este bolsillo podria ser un objetivo potente para
los INAN en diferentes polimerasas del género Flavivirus. Asi, diversos ensayos en
cultivos celulares han demostrado que la unién de distintos INAN en este sitio de
regulacion disminuye la actividad polimerasa, incluso a bajas concentraciones (Gharbi-
Ayachi et al., 2020; Lim, Noble, Nilar, Shi, & Yokokawa, 2018; Lim et al., 2016).

Considerando todo lo anteriormente descrito, se planted la posibilidad de que los
compuestos 6 y 15 pudieran tener afinidad también por este bolsillo. A partir de esta
hipdtesis, se construyeron varios mutantes (Figura 26 y Figura 27) para la ZIKV NS5 RdRp
con cambios en algunos de los aminodacidos que conforman esta regidn. Los residuos
fueron seleccionados a partir de estudios bioinformaticos realizados por el grupo de la
Dra. Maria Jesus Pérez Pérez del instituto de quimica médica del CSIC (IQM-CSIC),
utilizando el compuesto 6 como ligando. Tras la expresion y purificacién de los varios
mutantes simples y dobles, todos mostraron ninguna o muy poca actividad enzimatica,
lo que impidid su caracterizacion posterior en presencia de inhibidores de Ia
polimerizacidn.

Es probable que la causa de la inactividad radique en que estos residuos se encuentran
muy cercanos al centro catalitico de la enzima, pudiendo afectar a su conformacién y
por lo tanto a la capacidad de la proteina para llevar a cabo su funcién (Gharbi-Ayachi
et al., 2020).

En la actualidad, en colaboracién con el grupo de la Dra. Nuria Verdaguer del instituto
de Biologia Medica del CSIC (IBMB-CSIC), se estan intentado obtener cristales de la
proteina ZIKV NS5 RdRp en complejo con los compuestos 6 y 15 para poder estudiar el
tipo de interaccién y mecanismo de inhibicién que ejercen estos ambos compuestos
sobre la polimerasa de este virus.

3. Los resultados del ensayo fluorométrico se correlacionan con los resultados en
ensayos celulares.

3.1 Cultivos celulares infectados con ZIKV
Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral indican que los compuestos 6 y 15
inhiben fuertemente la actividad polimerasa de ZIKV en los ensayos in vitro realizados
en nuestro laboratorio (Figura 24).

En colaboracién con el Dr. Miguel Angel Martin Acebes (INIA-CSIC), se han realizado
experimentos en cultivos celulares infectados con el virus ZIKV en presencia de los
compuestos 6 y 15 para evaluar si efecto inhibitorio observado in vitro podia traducirse
en una actividad antiviral. En concordancia con los resultados in vitro, se comprobd que
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el compuesto 15, y principalmente el 6, produjeron un marcado efecto antiviral (Figura
41AyB).

Ademas, en los ensayos de infecciones en cultivos celulares se observé que estos
compuestos no afectan a la integridad del virién (Figura 41 D) y que el ARN viral estd
disminuido durante el curso de la infeccién en presencia estos compuestos (Figura 41 C
y E), lo que concuerda con que estos compuestos estén dirigidos especificamente frente
a la polimerasa viral, tal y como determinan los ensayos fluorimétricos.

En comparacion con los valores de ICsp obtenidos en los ensayos fluorimétricos, los
valores de ECso (del inglés effective concentration, que mide la concentracidon de
compuesto a la que el rendimiento del virus se inhibe en un 50%) de estos compuestos
en cultivos fueron 10 veces mds bajos (como se puede ver en la Tabla 10 y la Tabla 11).
Esta disparidad puede deberse a la propia naturaleza del ensayo in vitro. En estos
experimentos, se utiliza un sistema minimo de replicacién donde Unicamente se
encuentra presente el dominio RdRp de ZIKV en presencia de un ARN homopolimérico
sintético. Estas condiciones artificiales son muy diferentes a lo que ocurre in vivo en el
reticulo endoplasmatico, donde estos complejos multiméricos se forman en las células
infectadas (S. Chen et al., 2017).

Por otro lado, en los ensayos in vitro, se utiliza solamente el motivo RdRp de ZIKV y no
la proteina NS5 completa del virus. Esto podria influir en la diferencia observada en Ia
medida de inhibicion del ensayo fluorométrico con respecto al efecto antiviral mostrado
en los experimentos en cultivos celulares. Al inicio de esta Tesis Doctoral se planted
utilizar la versidn recombinante de NS5 completa de ZIKV, pero se obtuvo un bajo
rendimiento en su produccién. Teniendo en cuenta la principal funciéon del motivo
Mtasa, que es la formacidon del cap en el extremo 5’ del ARN viral y que distintos estudios
indican que en ZIKV su actividad no parece interferir en la polimerizacién de la RdRp
(Decroly, Ferron, Lescar, & Canard, 2011; Dong et al., 2010), se decidié prescindir del
dominio Mtasa para favorecer la expresion y purificacion del dominio RdRp. Asi mismo,
esta estrategia se eligio para el clonaje, expresion y purificacion de la RdRp de WNV.
Aunque la solucién escogida resulta ser eficaz para la puesta a punto de una plataforma
HTS como han demostrado los resultados, la purificacion de la NS5 completa es un
objetivo deseable para mejorar la fiabilidad de la plataforma de cribado. Se ha descrito
gue en otros Flavivirus que el dominio Mtasa puede influir en la sintesis de ARN
producida por el dominio RdRp (Potisopon et al., 2014). Ademas, la presencia de la
enzima completa podria dar lugar al uso de la plataforma basada en fluorescencia para
realizar ensayos de combinacidn de compuestos que sean capaces de interaccionar con
los dos dominios o, mediante modificaciones en el ensayo, medir ambas actividades
enzimaticas.

110



>
w

125 7

125 7

100

75 7

50

25 7

Porcentaje por encima del control (%)

Porcentaje por encima del control (%)

2 1 0 1 2 2 1 0 1 2
Log [Compuesto 6] (LM) Log [Compuesto 15] (uM)
C D E
Produccién viral 8 7  Capacidad virucida Copias de ARN viral
87 - 8 -
pmso 77 —®— pMsoO

7 7
= - 6 =
E 6 E 6
& 6 —A— . > 67
2 s E - Z —4— 15
g s- £ £¥} i
£ 3 2
2 44 S 47 a4
8 8
£ i )
T 3 3 T 3
S o
g -
& 2 2 ] 2
]

1 T T T T T T T 1 1 - T 17 T T T T T T T 1

0 6 12 18 24 30 36 42 48 g 0 6 12 18 24 30 36 42 48

Q' . . o2
Tiempo post-infeccién (h) Qo@ N Tiempo post-infeccién (h)

Figura 41: Actividad antiviral de los compuestos 6 y 15 frente ZIKV medida en cultivos celulares. A)
y B) Curvas de dosis-respuesta de ZIKV frente al compuesto 6 (A) y compuesto 15 (B). Se infectaron
células Vero con una multiplicidad de infeccion (m.d.i.) de 1 unidad formadora de placa por célula
(UFP/c). Las células se trataron con cantidades crecientes de cada uno de los compuestos y se
determind el titulo viral mediante plaqueo (lineas azules y rojas, en (A) y (B), respectivamente) a las
24 h post infeccion (h.p.i.). La citotoxicidad de los compuestos se estimo en paralelo mediante la
cuantificacion de ATP celular (lineas negras) a las 24 h en muestras no infectadas tratadas con la
cantidad de compuesto indicada. Tanto la reduccion en el titulo viral, como la citotoxicidad, se
expresan como porcentaje con respecto a un ensayo en ausencia de compuesto. Las lineas
discontinuas indican una reduccion del 50% en el titulo viral. Se muestran los valores medios y
desviaciones estdndar de al menos tres experimentos independientes. C) Inhibicion de la produccion
de ZIKV por los compuestos 6 y 15. Se infectaron células Vero con ZIKV (m.d.i. de 1 UFP/c) y se
trataron con DMSO (linea negra), 15 uM compuesto 6 (linea azul), o 15 uM compuesto 15 (linea roja).
El titulo viral se determiné mediante plaqueo a diferentes h.p.i. (n = 3). D) Ausencia de efecto virucida
de los compuestos 6 y 15. Se trataron viriones de ZIKV (4x10° UFP aprox.) con DMSO (barra negra),
5mg ml EGCG (galato de epigallocatequina; barra blanca), 15 uM compuesto 6 (barra azul), o 15 uM
compuesto 15 (barra roja) durante 1h a 37 °C. Posteriormente se determind la infectividad en cada
muestra mediante ensayo de placa. EGCG se incluyd en el experimento como un compuesto de control
positivo con actividad virucida. La representacion se ha realizado a partir de las medias y desviaciones
estdndar cuatro experimentos independientes). E) Cuantificacion de ARN viral. El ARN se cuantifico
en muestras de sobrenadantes obtenidos de los cultivos celulares infectados y tratadas mostrados en
el aparado (A). Experimentos realizados por la Dra. Nereida Jiménez de Oya en el laboratorio del Dr.
Miguel Angel Martin Acebes (INIA-CSIC). Imagen modificada de (Sdez-Alvarez et al., 2021).




Tabla 10: Tabla resumen comparativa de las ICso en ensayos in vitro con la ECsp en ensayos en
cultivos celulares para los compuestos 6 y 15.

Compuesto

1Cs0 (WM)

Ensayo in vitro

*ECso (LM)
Cultivos celulares

Tabla 11: Tabla resumen con los indices de selectividad de los compuestos 6 y 15 para ZIKV NS5
RdRp.

Compuesto **CCso (LM) ECso (M) ***|S (CCs0/ECs0)

6

15

*CE50: concentracion de farmaco a la que la produccion del virus se inhibe en un 50%. La produccion
del virus se determiné mediante ensayo de infeccién en placa durante 24 horas (MOI de 1 UFP/
célula). Los datos se expresan como media * DE (n = 2-4). **CC50: concentracion citotoxica
semimdxima: concentracion a la cual existe una reduccion del 50% de la cantidad de ATP celular
después de 24 o 48 h de tratamiento de células no infectadas. ***IS: indice de selectividad es la
relacion entre CC50 y EC50. Se utilizé CC50 después de 24 h de tratamiento para calcular el SI. Todos
los datos se expresan como media * DE (n = 2-4).

Finalmente, con el objetivo de caracterizar el mecanismo de accién de estos compuestos
en las infecciones realizadas en cultivos celulares, el grupo del Dr. Martin Acebes realizé
el cultivo seriado de células infectadas en presencia de cada uno de los compuestos con
la finalidad de aislar mutantes de resistencia en la polimerasa viral.

Tras diez pases en serie en presencia de los compuestos, no se encontraron mutantes
resistentes a estos inhibidores en el gen NS5. Teniendo en cuenta que una de las
principales causas de fracaso en la busqueda de antivirales es la aparicién de
poblaciones virales resistentes (McCluskey, Siedner, & Marconi, 2019; Parlati & Pol,
2018), la falta de resistencia podria indicar un alto beneficio en cuanto a posibles
enfoques terapéuticos futuros. Sin embargo, la falta de seleccion de mutantes
resistentes no permite excluir que otros mecanismos, no relacionados directamente con
la interaccién de los compuestos 6 y 15 con la polimerasa viral, también podrian
contribuir a la actividad antiviral observada. Podrian existir otras razones por las que no
haya surgido una resistencia en la regién NS5 tras los pases seriados en presencia de
compuestos, como la necesidad de cambiar el régimen de adicion de compuesto
durante los pases (Sierra et al., 2007), la union del fluoréforo del ARN de doble cadena
viral que podria desestabilizar la estructura (Chukwudi, 2016) , o que la resistencia se
hubiera originado en una region del genoma fuera de la regidn codificante de la
polimerasa viral (Agudo, de la Higuera, Arias, Grande-Pérez, & Domingo, 2016).
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Podria ser inusual encontrar que candidatos anti-kinetoplastidos sean potentes
inhibidores de la RdRp, pero actualmente existen ejemplos de otros farmacos con accién
antiparasitaria que han demostrado accién antiviral contra la ATPasa de Flavivirus (NS3)
como la ivermectina (altamente empleada como tratamiento antihelmintico)
(Mastrangelo et al.,, 2012). Por otra parte, los estudios de reutilizacion o
reposicionamiento de drogas han sefalado las propiedades anti-ZIKV de otros
antiparasitarios, antibidticos, antiprotozoarios, o antifingicos (Delvecchio et al., 2016;
Z.lietal., 2017;Y. Lin et al., 2019; Yang et al., 2018).

3.2 Cultivos celulares infectados con WNV
Aprovechando el sistema fluorométrico para medir la actividad enzimatica de la NS5-
RdRp de WNYV, se evalué la capacidad de los compuestos 6 y 15 de inhibir la actividad
de esta polimerasa. Aunque en menor medida que en el caso de la RdRp de ZIKV, ambos
compuestos tuvieron efecto inhibitorio de la actividad polimerasa de la RdRp de WNV
(Figura 42).
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Figura 42: Actividad antiviral de los compuestos 6 y 15 frente a WNV medida en cultivos celulares.
A) y B) Curvas de dosis-respuesta de ZIKV frente al compuesto 6 (A) y compuesto 15 (B). Se
infectaron células Vero con una m.d.i. de 1 UFP/c. Las células se trataron con cantidades crecientes
de cada compuesto y se determind el titulo viral mediante plaqueo (lineas azules y rojas, en (A) y
(B), respectivamente) a las 24 h.p.i. La citotoxicidad de los compuestos se estimé en paralelo
mediante la cuantificacion de ATP celular (lineas negras) a las 24 h en muestras no infectadas
tratadas con la cantidad de compuesto indicada. Tanto la reduccion en el titulo viral, como la
citotoxicidad, se expresan como porcentaje con respecto a un ensayo en ausencia de compuesto.
Se muestran los valores medios y desviaciones estdndar de al menos tres experimentos
independientes. Experimentos realizados por la Dra. Nereida Jiménez de Oya en el laboratorio del
Dr. Miguel Angel Martin Acebes (INIA-CSIC). Imagen modificada de (Sdez-Alvarez et al., 2021).

En ensayos en cultivos celulares infectados con el virus ZIKV realizados en el laboratorio
del Dr. Miguel Angel Martin Acebes se observé que estos dos compuestos presentaban
una actividad antiviral frente a WNV concordante con los resultados de inhibicion
obtenidos in vitro, ya que el efecto antiviral frente a este virus era menor que el
observado frente a ZIKV. (Comparacion entre la Tabla 10, Tabla 11 y Tabla 12, Tabla 13).
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A pesar de que las RdRps de ambos virus presentan una alta homologia de secuencia
(71,5%), este resultado puede reflejar diferencias en los residuos implicados en la
interaccidon de estos compuestos en el sitio de unién alostérico, o incluso la existencia
sitios distintos de unidn de estos compuestos para cada una de las enzimas.

El indice de selectividad los compuestos 6 y 15 frente ZIKV, y en mayor medida frente a
WNYV, no los capacita para evaluar su efecto antiviral en modelos animales con garantia.
Sin embargo, un resultado muy prometedor de los resultados obtenidos es el hecho de
gue ambas moléculas tengan actividad antiviral frente a dos Flavivirus, lo que podria
indicar que son potenciales compuestos quimicos lideres que, mediante modificacién,
podian dar lugar a la creacién de inhibidores dirigidos especificamente contra las
polimerasas de este género.

Tabla 12: Tabla resumen comparativa de las ICso en ensayos in vitro con la ECso en ensayos en
cultivos celulares para los compuestos 6 y 15.

Compuesto

ICs0 (LM)
Ensayo in vitro

*ECso (LM)
Cultivos celulares

Tabla 13: Tabla resumen con los indices de selectividad de los compuestos 6 y 15 para WNV NS5
RdRp.

20.05 4.03 4.97
54.99 8.25 6.66

4. La plataforma de cribado basada en fluorescencia permite la identificacion de
compuestos inhibitorios frente a la polimerasa de WNV.
Los buenos resultados obtenidos con el cribado de la quimioteca de acceso libre de GSK,
y el hallazgo de varios compuestos con actividad antiviral frente a ZIKV, hicieron que se
evaluara la capacidad de cribado de la plataforma que utiliza la RdRp de WNV. Para ello,
se analizé la quimioteca denominada FLA_IQM, formada por 98 compuestos sin
actividad antiviral documentada, cedida por la Dra. Maria Jesus Pérez Pérez (IQM-CSIC).
Durante el muestreo de estos compuestos, se encontraron tres moléculas
(FLA_IQM_46, FLA_IQM_100y FLA_IQM_103) con un alto potencial inhibitorio frente a
la WNV NS5 RdRp (Figura 33).

Ademads, este sistema se ha utilizado para demostrar que 2 farmacos comerciales
también muestran efecto inhibidor frente a estas polimerasas (Figura 43).
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Figura 43: Representacion grdfica de la actividad polimerasa de WNV NS5RdRp en presencia de
los compuestos comerciales seleccionados. Se muestran los dos compuestos en comparacion con
el ensayo estdndar representado con la circunferencia negra

Teniendo en cuenta la relacion directa entre la inhibicién encontrada en los ensayos in
vitro, y la actividad antiviral observada en el caso de los compuestos 6 y 15 para ZIKV, se
decidid evaluar el efecto antiviral de todos estos compuestos en infecciones de WNV
realizadas en cultivos celulares.

Los ensayos preliminares realizados por el grupo de Dr. Miguel Angel Martin Acebes han
indicado que al menos los compuestos comerciales Ay B, y el compuesto FLA_IQM_100
y tienen efecto antiviral medido en infecciones en cultivos celulares (Figura 44). El
compuesto FLA_IQM_103 no presentd efecto antiviral en las condiciones de ensayo. En
este caso, como se ha indicado anteriormente para el caso de ZIKV, esta disparidad entre
los resultados de inhibicidn in vitro y los de cultivos celulares probablemente se deba a
la diferente naturaleza y caracteristicas de cada uno de estos ensayos. Por otro lado, el
compuesto FLA_IQM_46 no fue empleado en infecciones celulares debido a su alta
toxicidad documentada en otros estudios (informacién directa de la Dra. Maria Jesus
Pérez Pérez).

Estos resultados, aunque son preliminares, resultan altamente prometedores y estan
siendo ahora mismo complementados en colaboracién con el grupo del Dr. Miguel Angel
Martin Acebes mediante estudios adicionales en cultivos celulares, asi como con
ensayos in vitro para caracterizar el tipo de inhibicidon ejercida por estas moléculas.

De este modo, los estos resultados obtenidos demuestran que la utilizacidon de una
plataforma de alta eficiencia para el cribado de un gran nimero de compuestos permite
reevaluar quimiotecas en un corto periodo de tiempo, de moléculas disefiadas
inicialmente con otros fines, apoyando los procesos de reutilizacién y reemplazamiento
de productos farmacéuticos.
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Figura 44: Actividad antiviral de los compuestos IQM_FLA_100 y los compuestos comerciales A 'y
B para WNV. Curvas de dosis-respuesta de WNV frente a A) Compuesto IQM_FLA 100, B)
Compuesto comercial A C) Compuesto comercial B. Se infectaron células Vero (MOI de 0.5 UFP /
célula) y se trataron con cantidades crecientes de los compuestos y se determind el rendimiento de
virus en el sobrenadante a las 24 h.p.i. La citotoxicidad de los compuestos se estimé en paralelo
mediante la cuantificacion de ATP celular en muestras no infectadas a las 24 h (n = 2-4). Las lineas
discontinuas indican una reduccion del 50%. Los datos se expresan como media + DE. Experimentos
realizados en el laboratorio del Dr. Miguel Angel Martin Acebes (INIA-CSIC). Imagen cedida por el
Dr. Miguel Angel Martin Acebes.

Puesta a punto del ensayo para medir la actividad de otras polimerasas virales de ARN
Debido a la alta versatilidad y sencillez del método, se investigd su potencial para ser
trasladado y permitir la deteccidn de la actividad de RdRps de otros virus de alta
importancia clinica y veterinaria, capaces de utilizar in vitro moldes homopoliméricos
como sustrato, como son las de HCV y FMDV, respectivamente (Grubman & Baxt, 2004;
Phelps, Walker, & Honegger, 2021).

En ambos casos, se observéd incremento de fluorescencia solamente utilizando una
polimerasa recombinante activa en presencia de Mn?* y un molde homopolimérico de
poli-U o poli-A, en concordancia con los resultados obtenidos utilizando nucledtidos
radiactivos y estudios anteriores (Arias et al., 2005; Crotty et al., 2001; Maag et al., 2001)
Ademds, en el caso de la polimerasa recombinante 3D de FMDV, fue necesario el uso de
la VPgl1 como iniciador de la reaccidn, tal y como ha sido demostrado anteriormente en
ensayos in vitro utilizando nucledtidos radiactivos(Arias et al., 2005).

En conjunto, los resultados obtenidos muestran el potencial del sistema de
fluorescencia para poder medir in vitro de forma adecuada el comportamiento
enzimatico de diferentes RdRp de distintos virus, permitiendo la monitorizacién de la
replicacién en tiempo real de manera rapida y barata, lo que podria ser de gran interés
para la identificacién de mutantes de RdRp, estudios enzimaticos, o plataformas de
muestreo frente a agentes inhibitorios de la actividad polimerasa.
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6. Puesta a punto del ensayo para medir la actividad de la nspl2 de SARS-CoV-2
empleando un complejo molde-iniciador
Uno de los virus de reciente aparicion, responsable, hasta el momento de la escritura de
esta memoria, de aproximadamente 5.2 millones de muertes a nivel mundial, es el SARS-
CoV-2. Detener la rapida transmision y expansion de este virus es un desafio. La
propagacion de este virus se da principalmente por el contacto con una persona
infectada, a través de aerosoles, superficies y diferentes fluidos corporales, haciendo la
transmisién sencilla y rdpida entre la poblacién (Meyerowitz, Richterman, Gandhi, &
Sax, 2021).

Los esfuerzos sin precedentes de la comunidad cientifica y farmacéutica han producido
potentes vacunas en un corto periodo de tiempo aprobadas por la OMS. Estas han sido
empleadas indistintamente a nivel mundial, siendo las mas conocidas las creadas por las
empresas como Pfizer, Moderna y Johnson & Johnson, asi como las creadas en
colaboracidén con centros de investigacion como Oxford / AstraZeneca (Chadha, Khullar,
& Mittal, 2021). No obstante, aunque las vacunas son el primer paso para la erradicacién
de este virus, el sistema inmune de muchos pacientes continuta colapsando, provocando
su ingreso en las unidades de cuidados intensivos de los hospitales. Esto hace que sea
imprescindible encontrar nuevas estrategias terapéuticas y para ello, desarrollar
sistemas que agilicen la busqueda de nuevos farmacos antivirales.

Aprovechando el conocimiento adquirido en la construccidon de las plataformas de
cribado de compuestos frente a las polimerasas de los Flavivirus ZIKV y WNV, se decidié
poner a punto un método fluorométrico para medir la actividad de la polimerasa de
SARS-CoV-2. Para utilizar este ensayo como sistema de deteccién de posibles
compuestos con actividad antiviral, se llevaron a cabo diferentes ajustes experimentales
con respecto a las bases previamente establecidas, ya que a diferencia de los modelos
mostrados hasta ahora en esta Tesis Doctoral, la proteina encargada de la actividad
polimerasa de este coronavirus (nspl2) es dependiente de un iniciador de dacidos
nucleicos y ademas necesita in vitro un minimo de proteinas accesorias, como son las
proteinas no estructurales nsp7 y nsp8, necesarias para desarrollar su actividad (Imbert
et al., 2006; te Velthuis et al., 2010).

Como solucién a la necesidad de un iniciador de acidos nucleicos, se empled una
molécula de ARN capaz de hibridar con otra idéntica a ella para formar un complejo
molde-iniciador. Esta molécula estd modificada de una previamente empleada en la
realizacion de ensayos enzimaticos con la polimerasa de poliovirus, la cual ha sido
descrita previamente y denominada “symsub” (Arnold & Cameron, 2000). La utilizacion
de este tipo de ARN supone una mejora de los recursos, ya que optimiza la obtencién
de complejos molde-iniciador abaratando su coste. El uso de este “symsub” ha
permitido medir en tiempo real el incremento de la fluorescencia durante el ensayo
gracias a la incorporacién del SYTO 9®a la doble banda de nueva sintesis (Figura 39).

El uso del complejo, ademds, aumenta la cantidad relativa de fluorescencia medida
generada durante el curso del ensayo (obteniéndose un producto de elongacidn final de
ARNbc de 48 residuos), con respecto a la fluorescencia basal del molde-iniciador (un
ARNbc de 6 residuos) (Figura 38).

117



Gracias al uso de este tipo de molde, los ensayos para monitorizar la actividad
polimerasa de la nsp12 en presencia de las proteinas accesorias nsp7 y nsp8 pudieron
realizarse de una manera sencilla. Los resultados de actividad de la nsp12 medida como
incremento de fluorescencia mostrados en esta Tesis Doctoral son preliminares y seria
necesario complementarlos con métodos directos de medicién de la polimerizacion,
como ensayos de incorporacion con nucleétidos radiactivos resueltos en geles de
acrilamida. Sin embargo, todos los datos obtenidos hasta el momento referentes a los
requerimientos del ensayo fluorométrico, como son la necesidad un donador de metal,
uso de un complejo molde-iniciador de ARN, necesidad de una nspl2 con la triada
catalitica integra y presencia de las proteinas accesorias nsp7 y nsp8 en el ensayo (o del
sustituyente nsp7L8), son indicativos de que el aumento registrado de fluorescencia estd
directamente relacionado con la actividad polimerasa de la nspl2 recombinante de
SARS-CoV-2 (Figura 40 B).

De este modo, los datos obtenidos hasta el momento, tanto en sistemas que emplean
complejos molde-iniciador, como en aquellos basados en la sintesis de novo a partir de
un ARN de cadena sencilla, demuestran la validez y la versatilidad del método
fluorométrico en tiempo real para la puesta a punto de plataformas de alto rendimiento
para el cribado de farmacos frente a polimerasas de toda clase de virus.

Previamente, numerosos autores han descrito y validado varios métodos para la
deteccidn de farmacos de alto rendimiento contra las RdRp (Campagnola et al., 2011;
Eltahla et al., 2013; Gong et al., 2013; Madhvi et al., 2017; Niyomrattanakit et al., 2011;
Su et al., 2010). Sin embargo, existen varias limitaciones practicas a estos enfoques,
como el requisito de sustancias radiactivas, que implican medidas adicionales de
bioseguridad (Gong et al., 2013) y arduas configuraciones experimentales (Madhvi et
al., 2017; Su et al., 2010) en comparacién con los métodos basados en fluorescencia
(Campagnola et al.,, 2011; Eltahla et al., 2013; Niyomrattanakit et al., 2011). Los ensayos
fluorimétricos que se han desarrollado durante esta Tesis Doctoral se presentan como
una alternativa a las limitaciones practicas presentes en los métodos tradicionales.
Ademas de ser mas accesibles, ya sea por el uso de moldes homopoliméricos de bajo
coste, como por la optimizacion de moldes heteropoliméricos, que permiten la
deteccion de la actividad en tiempo real con una alta fiabilidad. Esto permite reducir el
tiempo del cribado a unos pocos minutos con efectividad demostrada, mediante la
obtencién de dos compuestos con capacidad antiviral frente a ZIKV tras el cribado una
quimioteca de compuestos sin actividad antiviral previa documentada (Sdez-Alvarez et
al., 2021).

Ademas, la puesta a punto de este método en un formato de placas de 96 pocillos facilita
la posible miniaturizacién y automatizacion del método en formatos de mayor
rendimiento, como puede ser la utilizacién de placas de 364 o 1536 pocillos para
cribados rapidos y masivos de quimiotecas de compuestos de pequefias moléculas
(Campagnola et al., 2011; Eltahla et al., 2013; Niyomrattanakit et al., 2011).

En conclusion, los resultados obtenidos durante la presente Tesis Doctoral demuestran
que los métodos basados en fluorescencia que se han desarrollado son facilmente
adaptables a los requerimientos de polimerizacion de diferentes RdRps virales para
medir su actividad en tiempo real. Esta adaptabilidad fortalece el método, haciendo de
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él una base para el posterior desarrollo de herramientas de alto rendimiento, que
permitan la caracterizacién inicial de polimerasas virales, asi como un rapido cribado de
guimiotecas de moléculas pequenas con potencial efecto inhibitorio frente a la
polimerasa que puedan dar lugar a fdrmacos antivirales. De este modo, la creacion y
desarrollo de este tipo de plataformas, se revela como una herramienta basica y
necesaria para la busqueda de estrategias antivirales frente a Flavivirus y a otros virus
emergentes sin tratamiento disponible.
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Conclusiones



VII. CONCLUSIONES

1. Laplataforma desarrollada basada en fluorescencia es capaz de medir a tiempo real
la actividad polimerasa de ZIKV NS5 RdRp y WNV NS5 RdRp, empleando como
agente intercalante SYTO 9® y poli-u como molde homopolimérico.

2. La alta fiabilidad y reproducibilidad del método permite la caracterizacién
bioquimica de la ZIKV NS5 RdRp y WNV NS5 RdRp, a través del calculo de los
parametros Vmax Y la Km para ambos sustratos enzimaticos.

3. La plataforma desarrollada para las polimerasas de ZIKV y WNV permite su
exportacion para la medida de la actividad polimerasa en proteinas de virus de la
misma familia virica (HCV NS5 RdRp) y polimerasas pertenecientes a virus de
diferente familia virica que necesitan un péptido como iniciador (FMDV 3D pol
RdRp).

4. La plataforma desarrollada posee un indice Z' que la describe como idénea para su
empleo en HTS para el descubrimiento de compuestos con potencial efecto
inhibitorio para ZIKV y WNV.

5. La rdpida capacidad de cribado de la plataforma permite el muestreo de un alto
numero de compuestos provenientes de quimiotecas, como la cedida por GSK en
un corto periodo de tiempo.

6. Los compuestos 6 y 15 obtenidos de la quimioteca de GSK inhiben la actividad
polimerasa de ZIKV NS5 RdRp reflejada como una ausencia del incremento de
fluorescencia. Ambos compuestos parecen poseer el mismo sitio de unién
alostérico (Bolsillo N) y su actividad es antagdnica.

7. Cultivos celulares infectados con ZIKV y posteriormente tratados con los
compuestos 6 y 15, demostraron una correlacion directa con los estudios in vitro,
corroborando que la inhibicidn se da a nivel de la polimerasa, puesto que la cantidad
de material genético del virus se ve disminuido cuando estos compuestos estan
presentes, ademas su accién no modifica la integridad del virién.

8. Aunque en menor medida, los compuestos 6 y 15 son capaces de inhibir la WNV
NS5 RdRp en cultivos celulares infectados por el WNV. En ambos casos los indices
de selectividad no los capacita para probar su efecto en modelos animales con
garantia.

9. Laplataforma puesta a punto para medir la actividad polimerasa de WNV NS5 RdRp,
permite el cribado de quimiotecas de compuestos con actividad antiviral
desconocida. El compuesto IQM-FLA-100 perteneciente a la quimioteca IQM-FLA y
dos compuestos comerciales seleccionados demostraron una capacidad inhibitoria
frente a la WNV NS5 RdRp tanto en ensayos in vitro como en cultivos celulares
infectados por WNV.
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10. La plataforma desarrollada es capaz de adaptarse a las necesidades intrinsecas de
los ensayos planteados, como asi lo demuestra los ensayos realizados para la
optimizacidn de la reaccion con el complejo replicativo de SARS-CoV-2, donde se ha
empleado un iniciador de ARNbc y se han introducido tres proteinas.
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