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Abreviaturas

Ab: Antibody / Anticuerpo

Ad 2: Adenovirus type 2 / Adenovirus tipo 2

Ad 3: Adenovirus type 3 / Adenovirus tipo 3

Ad 5: Adenovirus type 5 / Adenovirus tipo 5

AID: Autoinhibitory Domain / Dominio de autoinhibicién

AN: Apertura Numérica

Ba71V: Badaj6z- 71 adaptado a Vero

BCA: Bicinchoninic Acid / Acido bicinconinico

BSA: Bovine Serum Albumin / Albumina de Suero Bovino

Cito D: Cytochalasin D / Citocalasina D

CME: Clathrin Mediated Endocytosis / Endocitosis mediada por clatrina
CLSM: Confocal Laser Scanning Microscopy / Microscopia 6ptica confocal
CV: Coxsackie Virus / Virus Coxsackie

CtBP/BARS: proteina-1 de unién C-terminal/brefeldina A-ADP sustrato ribosilado

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium | Medio Eagle modificado por Dulbecco
DMSO: Dimetilsulfoxido

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EE: Early Endosomes / Endosomas tempranos

EEA-1: Early Endosomes Autoantigen-1 / Autoantigeno-1 de endosomas tempranos (EEA1)
EGF: Epidermal Growth Factor / Factor de crecimiento epitelial

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor / Receptor del factor de crecimiento epitelial
EIPA: 5-etil-isopropil-amiloride

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay / Ensayo enzimético de inmunoadsorcion
E70: Espafia 70

EV1: Ecovirus type 1/ Ecovirus tipo 1

FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting / Citometria de Flujo

FBS: Fetal Bovine Serum / Suero fetal bobino

FESEM: Field Emission Scanning Electron Microscopy / Microscopia Electrdnica de Barrido

de Emision de Campo
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FLUAV: Influenza A Virus / Virus de la gripe A

GFP: Green Fluorescent Protein / Proteina verde fluorescente

h: hora

HCMV: Human Cytomegalovirus / Citomegalovirus humano

HEPES: Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil-(1)] etanosulfonico

HIV: Human Immunodeficiency Virus / Virus de la Inmunodeficiencia Adquirida Humana
hpi: horas post-infeccion

HPV: Human Papiloma Virus / Virus del papiloma humano

HSV: Herpes Simplex Virus / Virus Herpes Simplex

19gG: Immunoglobulin G / Inmunoglobulina tipo G

IPAM: Immortalized Porcine Alveolar Macrophages / Macrdfagos alveolares porcinos

inmortalizados
KHSV: Kaposi Sarcoma-associated Herpesvirus / Herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi
LY: LY294002

M-CSF: Macrophage Colony-Stimulating Factor / Factor estimulador de colonias de

macrofagos

MDI: Multiplicidad de Infeccion

min: minutos

PA: Pellet de Alta

PAGE: Polyacrylamide Gel Electrophoresis / Electroforesis en gel de poliacrilamida
PBD: Protein Binding domain / Dominio de unién a proteinas

PBS: Phosphate-buffered saline / Solucién salina tamponada con fosfato

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor / Factor de crecimiento derivado de plaguetas
PFA: Paraformaldehido

PIK5: Phosphatidylinositol kinase 5 / Fosfatidilinositol quinasa 5

P13K: Phosphatidylinositide 3-kinase / Fosfatidilinositol 3-quinasa

P1(4,5)P2: Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate / Fosfatidil-inositol 4,5 bifosfato
P1(3,4,5)P3: Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate / Fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato
PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate / 12 forbol-13 meristeato-acetato

PPA: Peste Porcina Africana

RIPA: Radio Immunoprecipitation Assay

RPMI: Roswell Park Memorial Institute Medium

18
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rpm: revoluciones por minuto

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate / Dodecil sulfato sédico

SeV: Sendai Viru / Virus Sendai

SFV: Semliki Forest Virus / Virus del Bosque Semliki

SV40: Simian Virus 40 / Virus Vacuolizante de Simios

TBS: Tris-Buffered Saline / Solucién salina tamponada con trizma base

TEM: Transmission Electron Microscopy /Microscopia electrénica de transmision
ufp: unidades formadoras de placa

VPPA: Virus de la Peste Porcina Africana

VSV: Vesicular Stomatitis Virus / Virus de la Estomatitis Vesicular

VV: Vaccinia Virus / Virus de la Vacuna
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Resumen

La Peste Porcina Africana (PPA) es actualmente endémica en Africa y Cerdefia y desde el
afio 2007 un nuevo brote en Georgia se ha extendido por toda Rusia pudiendo tener
consecuencias catastrdficas para la cabafia porcina en todo el mundo, ya que no existe vacuna
frente a la enfermedad. El agente causante de la PPA, el Virus de la Peste Porcina Africana
(VPPA), Unico miembro de la familia Asfarviridae, es uno de los virus mas complejos que
existen. Infecta a cerdos domésticos y otros miembros de la familia de los suidos, causando

fuertes hemorragias generalizadas en el animal infectado.

El VPPA es un virus con envuelta, morfologia icosaédrica y un didmetro medio de 200
nm. La particula viral esta formada por varias capas concéntricas en cuyo interior se encuentra
el genoma viral constituido por una molécula de ADN de doble banda lineal que codifica para
mas de 150 proteinas con funciones muy heterogéneas. En el animal infectado, el virus replica
principalmente en macréfagos alveolares porcinos, lo que es de gran importancia en la

patogenia de la enfermedad y en el establecimiento de la respuesta inmune.

La entrada del VPPA en la célula huésped tiene lugar mediante endocitosis, siendo un
proceso dependiente de energia, temperatura, pH vacuolar y colesterol. Aunque la
internalizacion viral depende de sitios de union saturable en la célula huésped, los receptores y
factores de unién implicados todavia no se conocen. En el presente trabajo describimos que uno
de los principales mecanismos endociticos utilizados por la cepa viral Ba71V del VPPA para
entrar en célula es la macropinocitosis. Mediante el analisis por microscopia electronica de
barrido (FESEM) demostramos que durante la internalizacion, el virus induce la formacion de
protrusiones de membrana compatibles con ruffles en células Vero o blebs en células IPAM.
Asimismo, mostramos que durante la entrada viral existe una importante restructuracién del
citoesqueleto de actina, fundamental para la eficiente internalizacién e infeccion. Ademas, la
internalizacion del virus induce la activacién de factores celulares importantes para la
macropinocitosis, como son el receptor de crecimiento epitelial (EGFR), la fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI13K), la GTPasa Racl y la quinasa Pakl, y es dependiente de la funcién de los

canales Na*/H", un hecho que se considera clave en este tipo de endocitosis.

En conclusion, nuestro estudio identifica a la macropinocitosis como un mecanismo
endocitico prioritario explotado por el VPPA para entrar en la célula huésped caracterizando los
factores celulares necesarios para orquestar la sefializacion celular que dirige la internalizacion

viral.

23






Summary







Summary

African Swine Fever (ASF) is presently endemic in Africa and Sardinia and a new
outbreak in Georgia from 2007 is wide spreading around Russia and neighbouring countries.
This uncontrolled dissemination represents expansion threats worldwide, because no specific

protection or vaccine against ASF is available.

ASF is caused by African Swine Fever Virus (ASFV), the sole member of Asfarviridae
family. ASFV is a very complex, enveloped virus, with an icosahedral morphology of about 200
nm in diameter that infects several members of suids, causing sub acute and acute hemorrhagic
disease. The viral particle is composed by several concentric domains and the viral genome is a
lineal double DNA molecule which encodes more than 150 different proteins with heterogenic
functions. ASFV replicates mainly in pig alveolar macrophages, which is an event very

important in the pathogenesis and for the establishment of the immune response.

The ASFV enters host cells by an endocytic mechanism depending on energy, vacuolar
pH, temperature and cholesterol. Although saturable binding sites mediate ASFV
internalization, the specific receptor(s) and attachment factor(s) involved in viral entry are still
unknown. In the present study we describe that one of the main endocytic mechanisms used by
the isolate ASFV-Ba71V to enter cells is macropinocitosis. By field emission electron scanning
microscopy (FESEM), we demonstrate that ASFV triggers cytoplasm membrane perturbation in
form of ruffles in Vero cells or blebs in IPAM cells in the course of internalization. We also
show that during viral entry exists an actin cytoskeleton restructuration which is important to
efficient viral internalization. Moreover, ASFV activates the macropinocitosis by activation of
cellular factors, such as epidermal growth factor receptor (EGFR), fosfoinositide -3 kinase
(PI13K), Racl GTPase and Pakl kinase whose functions are closely linked to macropinocytosis
an are essential for ASFV entry. Also, we describe that the viral entry depends on Na'/H"

channels, a specific macropinocitosis factor not involved in other endocytic routes.

In conclusion, this study identifies the macropinocitosis as a principal endocytic
mechanism used by ASFV to enter cells and describes the key cellular factors required for the

viral uptake and the cell signalling involved in this process.
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Introduccion

1.1. INTERACCION VIRUS-CELULA: LA ENTRADA VIRAL

Los virus son parasitos intracelulares obligados que requieren los sistemas bioldgicos de
la célula para su replicacion y produccidn de la progenie viral, que se transmite de una célula a
otra en el organismo huésped. El pequefio tamafo, la simplicidad estructural y la falta de
actividades metabdlicas, limitan los procesos que las particulas virales pueden llevar a cabo por
ellas mismas. Para contrarrestar estas deficiencias, han evolucionado explotando el
comportamiento y la fisiologia de sus huéspedes, lo que a nivel celular se manifiesta en la
regulacién de la expresion de determinados grupos de genes y de rutas de sefializacién celular.

El ciclo infectivo de un virus consta de varias etapas: entrada en la célula,
desencapsidacion viral, replicacion del material genético, sintesis de proteinas, ensamblaje de
nuevas particulas virales, liberacion de los virus al espacio extracelular y entrada de la progenie
viral en una nueva célula huésped. Obviamente, la entrada viral y el conocimiento de los
diferentes métodos virales para llevarla a cabo son esenciales en el campo de la medicina y
veterinaria, asi como en el desarrollo de nuevas vacunas y farmacos antivirales. En cada caso, el
mecanismo utilizado dependera de las caracteristicas estructurales y bioquimicas de la particula
viral, al igual que de su tamafio y complejidad, y aunque es un proceso rapido que transcurre en
pocos minutos, se pueden describir diferentes fases que acontecen de forma sucesiva y

perfectamente coordinada (Figura 1).

En primer lugar, el virion debe de reconocer vy fijarse a la superficie celular, en lo cual
participan tanto componentes de la particula viral como componentes presentes en la membrana
plasmatica de la célula. El reconocimiento especifico entre los elementos celulares y virales
define el tropismo, es decir, la capacidad de un virus de infectar s6lo a un tipo 0 a unos pocos
tipos de células de un 6rgano o tejido de una especie concreta. Las glicoproteinas localizadas en
la membrana externa de los virus con envuelta juegan un papel fundamental, como es el caso de
la glicoproteina gp120 del Virus de la Inmunodeficiencia Adquirida Humana (HIV) (Wilen y
col., 2012) o la hemaglutinina del Virus de la gripe A (FLUAV) (Luo, 2012).

En el caso de los factores celulares implicados, se diferencian factores de union vy
receptores virales. Los factores de union se encargan de concentrar y unir las particulas virales
en la superficie celular favoreciendo la infeccién. Normalmente, en estas interacciones
intervienen moléculas de glicosaminoglicanos como el heparan sulfato en la infeccion del HIV-
1 (Patel y col., 1993; Ugolini y col., 1999), de Rinovirus (Vlasak y col., 2005) o del Virus
Herpes Simplex (HSV) (WuDunn y Spear, 1989), aunque también participan carbohidratos
como el &cido siélico en el caso del FLUAV (Skehel y Wiley, 2000). Al mismo tiempo que
ocurren estas interacciones, los receptores virales se encargan de promover activamente la

entrada del virus mediante cambios conformacionales en la particula viral y la activacion de
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rutas de sefializacion celular que dirigen la internalizacién. Cualquier molécula presente en la
superficie de la célula puede actuar como receptor, aunque para cada virus, dicha molécula es
una determinada. En general, los receptores suelen ser proteinas y entre ellos se encuentra la
molécula de adhesion celular denominada CAR para el Virus Coxsackie (CV) y el Adenovirus 2
y 5 (Ad2 y Ad5) (Bergelson y col., 1997), asi como el cofactor de membrana para la accion del
complemento (CD46) en la infeccién por Adenovirus B (Marttila y col., 2005). La union de la
particula viral a la membrana plasmatica viene seguida de una serie de movimientos laterales en
la superficie celular que facilitan la interaccion del virus con otros receptores adicionales, o
correceptores, ayudando a que la entrada viral sea més eficiente (Burckhardt y Greber, 2009).
En los ultimos afios, cientos de receptores y factores de unién han sido caracterizados en los
distintos sistemas virales, tales como transportadores de iones, factores de adhesion, proteinas

de sefializacién, fosfolipidos, carbohidratos o glicolipidos (Schneider-Schaulies, 2000).

La sefializacién celular responsable de la internalizacion viral, ademéas de producirse a
través de la union directa del virus con su receptor, se genera mediante el reclutamiento de
proteinas y/o lipidos a la superficie celular. Entre las proteinas involucradas se han descrito
serinas/treoninas guinasas, tirosinas quinasas, fosfatidilinositol quinasas, fosfatasas y una gran
variedad de pequefias GTPasas que incluyen la familia de proteinas Arf, Rab y Rho GTPasas
(Greber, 2002; Liberali y col., 2008b). Por ejemplo, en el caso del Ad2, la interaccion de las
proteinas de la capsida viral con integrinas de la membrana plasmatica activa a la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) que a su vez, activa a las GTPasas Racl y Cdc42
promoviendo la polimerizacidn de actina y la internalizacion viral (Li y col., 1998; Nemerow y
Stewart, 1999). Otros ejemplos los encontramos en el Virus Vacuolizante de Simios (SV40),
cuya infeccion se ve dramaticamente disminuida en presencia de inhibidores de tirosinas
quinasas (Chen y Norkin, 1999; Pelkmans y col., 2002), o en la infeccion del Virus Ebola cuya
entrada depende estrictamente de la sefializacion mediada por la PI3K y Racl (Saeed y col.,
2008). Esta sefializacion también juega un papel fundamental en la consecucion de eventos

tempranos o tardios en el ciclo replicativo de muchos otros virus (Cooray, 2004).

Una vez activada la célula, la internalizacion viral puede ser de dos tipos dependiendo de
si los virus lo hacen a través de la membrana plasmética o a través de endosomas. La
internalizacion a través de la membrana plasmatica, en el caso de que el virus no posea envuelta
externa, por lo general, conlleva la formacion de poros o la alteracion de la propia membrana
(Hogle, 2002). Por el contrario, si el virus posee envuelta externa, las membranas viral y celular
se fusionardn por la accién de proteinas presentes en la membrana del virus cuya actividad es
independiente de pH (Earp y col., 2005; Harrison, 2005). El prototipo de virus que utiliza este
tipo de entrada es el Virus Sendai (SeV) (Morgan y Howe, 1968) aunque al menos en algunos

tipos celulares, la entrada del HIV ocurre igualmente por fusion directa (Stein y col., 1987).
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La internalizacién a través de endosomas, o endocitosis, es la via mas comun utilizada
por los virus para entrar en la célula huésped al conferirles numerosas ventajas; debido a la
importancia que tiene en la consecucion de la infeccion viral, se explicara detalladamente en el

siguiente apartado.

l Reconocimiento

y unién

i Sefalizacion
v

Transporte e
intracelular

Fusién

Liberacién del 1

material genético

o,&. ..-&'

Figura 1. Etapas en el proceso de entrada de virus animales con envuelta. La entrada viral en la célula huésped es
un proceso gradual en el que se diferencian las siguientes etapas: 1) reconocimiento y fijacion de la particula viral a
factores de unién y receptores de la membrana plasmatica celular, 2) movimientos laterales que aumentan la
interaccion con la superficie celular (ML), 3) activacion de rutas de sefializacion que dirigen la internalizacion, 4)
internalizacion de la particula viral por fusion directa con la membrana plasmatica o mediante endocitosis a través de
endosomas y 5) liberacion del material genético y comienzo de la replicacion viral en sitios concretos de la célula; en
el caso de la endocitosis este proceso esta dirigido por la fusion de la membrana viral con la endosomal.
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1.2. ENDOCITOSIS

La endocitosis comienza con la formacion de una vesicula endocitica, el endosoma, a
partir de la invaginacion de la membrana plasmatica. En la membrana endosomal se localizan
varios factores implicados en su funcionalidad, y entre ellos, la enzima proton ATPasa vacuolar
se encarga de bombear protones al interior del mismo produciendo una disminucién gradual del
pH en su interior. Esta acidificacion dirige la maduracién del endosoma pasando por diferentes
estadios, desde endosomas tempranos (EE) con un pH entre 6,5 - 6,0, hasta endosomas tardios y
lisosomas con un pH ente 6,0 - 5,0 y 5,0 - 4,5, respectivamente (Kane, 2006; Lafourcade y col.,
2008). Otros componentes que definen la funcionalidad e identidad de los endosomas son las
proteinas de la familia Rab GTPasas, el autoantigeno-1 de endosomas tempranos (EEA1), el
marcador de endosomas tardios LAMP-1, los fosfatidilinositoles, asi como la actividad de la
PI3K (Barr y Lambright, 2010; Huotari y Helenius, 2011). Ademas, el programa de maduracién
endosomal se caracteriza por continuos cambios en los factores que conforman el endosoma en
cada etapa, consecuencia de los mecanismos de fusién y fision entre las vesiculas formadas a lo

largo del proceso endocitico (Huotari y Helenius, 2011).

Durante la entrada en la célula huésped, los viriones viajan internalizados en los
endosomas desde donde liberan el material genético al citosol o ndcleo celular para comenzar la
replicacion. Este proceso esta dirigido por proteinas localizadas en la envuelta del virus que se
activan en un ambiente de pH é&cido, provocando la fusion entre la membrana viral y la
endosomal. En el caso de los virus desnudos, el material genético se libera bien por lisis del
endosoma, o bien por la perturbacion de la membrana del mismo, siendo ambos procesos

inducidos por proteinas virales (Earp y col., 2005; Kielian y Rey, 2006).

En las células eucariotas existen diferentes tipos de endocitosis dependiendo de la
naturaleza del ligando, de los factores celulares implicados, de las sefiales necesarias para su
activacién y del destino final del material internalizado (Doherty y McMahon, 2009). A
continuacion se explican las diferencias entre las rutas endociticas mas comunes explotadas por
los virus para internalizar en la célula huésped y concretamente, aquellas mas importantes para

el desarrollo de esta Tesis Doctoral (Figura 2).

1.2.1. Endocitosis mediada por clatrina

La endocitosis mediada por clatrina (CME) es probablemente el mecanismo mejor
caracterizado para la entrada de particulas de diversa naturaleza en la célula (Mousavi y col.,
2004). Es un proceso réapido y eficiente que ocurre constitutivamente en todas las células de
mamiferos para internalizar nutrientes, factores de crecimiento, antigenos, patdgenos y

receptores de la membrana plasmaética (Mellman, 1996).
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Figura 2. Tipos de endocitosis empleados por virus animales. Los virus pueden internalizar en la célula huésped
mediante varios tipos de mecanismos endociticos. Por lo general, los virus con un tamafio inferior a 150 nm
internalizan por endocitosis mediada por clatrina (CME) o por caveolas, y los virus grandes, con un tamafio superior
a 150-200 nm, utilizan la macropinocitosis o fagocitosis. La CME y la endocitosis por caveolas se caracterizan por la
formacion de vesiculas endociticas provistas de cubierta proteica, y la escision de la vesicula a partir de la membrana
plasmética depende de la actividad de la GTPasa dinamina. En el caso de la macropinaocitosis y fagocitosis, la entrada
viral induce protrusiones en la membrana de la célula y las vesiculas por donde internaliza el virus no presentan
recubrimiento proteico. Otros mecanismos de endocitosis, como los dependientes de IL-2, flotilina, GEEC o Arf6 no
son utilizados cominmente por virus, aunque nuevos procesos endociticos estan siendo descritos para la entrada de
algunos virus. Es importante remarcar que en algunos casos un mismo virus puede entrar en la célula por mas de un
tipo de endocitosis. SFV, Virus del Bosque Semliki; VSV, Virus de la Estomatitis Vesicular; FLUAV, Virus de la
gripe A; Ad2/5, Adenovirus 2 y 5; KHSV, Virus Herpes Simplex asociado al sarcoma de Kaposi; HIV-1, Virus de la
Inmunodeficiencia Humana adquirida 1; V'V, Virus de la Vacuna; Ad3, Adenovirus 3; EV1, Ecovirus 1; CV, Virus
Coxsackie, HCMV, Citomegalovirus humano; SV40, Virus Vacuolizante de Simios; BK, Virus BK; AMPV,
Mimivirus; HSV-1, Virus Herpes Simplex; HPV-16, Papilomavirus humano 16. Adaptado de Mercer y col, 2010.

Hasta hace poco tiempo, se consideraba que la CME era la ruta endocitica mas comun
utilizada por los virus para entrar en la célula; sin embargo, cada vez mas trabajos describen
coémo los virus son capaces de explotar otros mecanismos endociticos de manera eficiente
(Ghigo, 2010; Marsh y Helenius, 2006; Mercer y col., 2010b).

Durante el proceso de la CME las particulas virales internalizan junto con sus receptores
a través de regiones especificas de la membrana plasmatica, denominadas invaginaciones con
recubrimiento proteico o coated pits, que forman rapidamente vesiculas recubiertas o coated
vesicles (Brodsky y col., 2001). EI componente principal de estas invaginaciones y vesiculas es

la clatrina, un complejo proteico formado por tres cadenas ligeras y tres cadenas pesadas que
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constituyen una unidad denominada el “trisquelion” cuya funcion es la de interaccionar con los
receptores celulares concentrandolos en los sitios especificos de endocitosis (Pearse, 1976;
Smith y Pearse, 1999). A su vez, la clatrina es reclutada a la membrana por el complejo
adaptador AP-2 y con la participacion de otras moléculas accesorias como AP180, Epsi5,
amfifisina, endofilina, ademas de fosfatidilinositoles, la membrana se invagina formando la
vesicula endocitica (Takei y Haucke, 2001). Finalmente, esta vesicula se escinde de la
membrana plasmatica por accion de la GTPasa dinamina, cuya funcién es imprescindible para
este tipo de endocitosis (Hinshaw, 2000; Mettlen y col., 2009; Sever y col., 2000). Una vez en el
citoplasma, las vesiculas pierden la clatrina y dan lugar a endosomas tempranos que contindan
con su proceso de maduracion (Marsh y Helenius, 2006). Recientemente, mediante ensayos de
ARN de interferencia en células Hela infectadas con el Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV),
se han descrito mas de 90 quinasas implicadas en regular la internalizacion mediada por
clatrina, ademas de algunas etapas tempranas de la infeccion. Estas quinasas pertenecen a tipos
muy diferentes incluyendo reguladores del citoesqueleto, del ciclo celular y del trafico de

membranas (Pelkmans y col., 2005).

El tamafio de las vesiculas recubiertas de clatrina oscila entre 85 y 120 nm dependiendo
del tipo celular, siendo un tipo de endocitosis utilizada, generalmente, por virus de pequefio
tamafio como son Ad2/5 (Meier y col., 2002; Meier y Greber, 2004), FLUAV (Chen y Zhuang,
2008) o el Virus del Bosque Semliki (SFV), como se muestra en la Figura 3 (Helenius y col.,
1980). Sin embargo, en los ultimos afios, algunos trabajos han descrito la participacion activa
del citoesqueleto de actina en la dindmica de la membrana plasméatica durante la CME
promoviendo la eficiente internalizacion de virus de mayor tamafio como es el VSV (Cureton y
col., 2009; Cureton y col., 2010) e incluso bacterias (Pizarro-Cerda y col., 2010; Veiga y
Cossart, 2005) y hongos (Moreno-Ruiz y col., 2009).

Las aproximaciones experimentales cominmente utilizadas para definir si un virus utiliza
la CME para entrar en la célula se basan en inhibir la ruta endocitica mediante la expresion de
construcciones dominante negativas de factores involucrados, como la proteina Epsl5
(Benmerah y col., 1999) y la dinamina (Damke y col., 1994), o mediante el tratamiento con
inhibidores farmacol6gicos como la clorpromazina y el dinasore que inhiben el ensamblaje del
trisquelion de clatrina y la funcién de la dinamina, respectivamente (Macia y col., 2006; Wang y
col., 1993).
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1.2.2. Macropinocitosis

La macropinocitosis se caracteriza por ser un proceso de endocitosis inducible y
transitorio asociado con la formacion de grandes extensiones de la membrana plasmatica
(ruffling) que conduce a la internalizacién de fluidos o particulas en vesiculas citoplasmaticas
denominadas macropinosomas (Swanson y Watts, 1995). Este tipo de endocitosis se observo
por primera vez en 1931 en macréfagos (Lewis, 1931), y en los Gltimos afios, numerosos
estudios han descrito como los virus se valen de esta ruta para entrar en la célula huésped
(Mercer y Helenius, 2009; Mercer y col., 2010b).

A diferencia de otros tipos de endocitosis, la macropinocitosis no esta necesariamente
regulada por la union selectiva entre ligando-receptor y el reclutamiento de moléculas efectoras
a sitios especificos de la membrana plasmatica para formar vesiculas recubiertas por donde
internaliza el ligando (Kerr y Teasdale, 2009; Mercer y Helenius, 2009; Swanson y Watts,
1995). En diversos tipos celulares se activa en respuesta a factores externos, como ésteres de
forbol o factores de crecimiento (Brunk y col., 1976; Davies y Ross, 1978), y aungue en
macrofagos y células tumorales es un proceso constitutivo, los tratamientos con el factor de
crecimiento epitelial (EGF), con el factor estimulador de colonias de macréfagos (rM-CSF) o
con el 12 forbol-13 meristeato-acetato (PMA), también la inducen de forma significativa
(Bryant y col., 2007; Racoosin y Swanson, 1989; Swanson, 1989; West y col., 1989). Como
consecuencia de esta estimulacion, se activan receptores celulares del tipo tirosina quinasa cuya
cascada de sefializacién provoca cambios en el citoesqueleto de actina, generando las
protrusiones de membrana caracteristicas. Dependiendo del tipo celular y del estimulo, las
extensiones de la membrana plasmatica pueden ser de tres tipos distintos: pliegues planos tipo
lamelipodio (ruffles planos), extensiones en forma de copa circular (ruffles circulares) o grandes

extrusiones redondeadas (blebs) (Mercer y Helenius, 2009). La Figura 4 muestra la formacion
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de diferentes protrusiones en la membrana plasmatica de la célula en respuesta a estimulos
externos e infecciones virales. Una vez formadas estas protrusiones, se retraen hacia la
superficie de la célula y la particula endocitada se internaliza en macropinosomas, que se
caracterizan por ser heterogéneos en tamafio y forma oscilando entre 0,5 y 10 uM (Swanson,
1989).

Tipos de protrusiones de membrana

=
(7 |
W NV

Ruffles planos.
tipo lamelipodio

Figura 4. Tipos de protrusiones de membrana generadas durante la macropinocitosis. A) Esquema de los
diferentes tipos de protrusiones de membrana que se forman durante la estimulacién de la macropinacitosis: ruffles
planos tipo lamelipodio, blebs o extrusiones redondeadas y ruffles circulares. Las imagenes de microscopia
electrénica de transmision (TEM) o barrido (SEM) muestran un ejemplo de estas formaciones en respuesta a
diferentes estimulos. B) Ruffles tipo lamelipodio en células A431 estimuladas con factor de crecimiento epitelial
(EGF). Adaptado de Mercer y Helenius, 2009. C) Ruffles circulares formados en macréfagos estimulados con el
factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF). Adaptado de Mercer y Helenius, 2009. D) Blebs formados
tras la infeccion de células Hela con el Virus de la Vacuna. Adaptado de Mercer y Helenius, 2009. E) Formacion de
Ruffles planos tras 10 min de internalizacion de Adenovirus 2 en células A431. Barra de escala 20 um. Adaptado de
Meier y col., 2002. F) Internalizacion del Virus de la gripe A (flecha) mediante ruffles planos en células A549. Barra
de escala 100 nm. Adaptado de Rossman y col., 2012.

Entre los factores celulares que controlan la macropinocitosis cabe destacar a las
pequefias GTPasas Racl y Cdc42. Ambas pertenecen a la superfamilia de las proteinas Ras y
son fundamentales en el control de la polimerizacion de los filamentos de actina en los sitios de
ruffling, asi como en la biogénesis de los macropinosomas (Bar-Sagi y Feramisco, 1986; Bar-
Sagi y col., 1987; Ridley, 2006). Estas proteinas se encuentran en la célula en dos estados
conformacionales diferentes, uno inactivo unido a GDP y otro activo unido a GTP, cuya
interconversion tiene lugar en respuesta a factores extracelulares (Etienne-Manneville y Hall,
2002). Rac1 esta implicada en la macropinocitosis y formacion de protrusiones de membrana en

respuesta a factores de crecimiento. Esta funcion se describid por primera vez en fibroblastos
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tratados con el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), donde la formacion de
ruffles y la reorganizacion de los filamentos de actina se vieron completamente inhibidos tras la
expresion de un mutante no funcional de la proteina (Ridley y col., 1992). En células dendriticas
inmaduras, donde la macropinocitosis es constitutiva, Racl es fundamental para la formacion de
los macropinosomas y la internalizacion de trazadores especificos, pero en este caso, la
formacidn de ruffles esta controlada por otras GTPasas de la familia Ras que actian a un nivel
superior en la cascada de sefializacion (West y col., 2000). En contraste con este trabajo, se ha
descrito que la inhibicion de la expresion de Racl en macréfagos murinos derivados de médula
Osea, provoca una importante disminucion del ruffling de la membrana en respuesta a rM-CSF-1
(Wells y col., 2004). Ademas de inhibidores especificos de la actividad de Racl o Cdc42,
compuestos como el amiloride o su analogo 5-etil-isopropil-amiloride (EIPA) son utilizados
para inhibir de forma especifica la macropinocitosis al prevenir la activacion de estas Rho-
GTPasas (Koivusalo y col., 2010).

Racl y Cdc42 dirigen la formacion de ruffles a través de la participacion de otros
componentes celulares, y entre ellos, la serina-treonina quinasa activada p21-1 (Pakl)
desempefia un papel esencial en este proceso siendo necesaria para todos los estadios de la
macropinocitosis (Dharmawardhane y col., 2000; Sells y Chernoff, 1997). En su forma GTP,
Racl y Cdc42 interaccionan con el dominio de union de Pakl (PBD) provocando que la quinasa
adquiera una conformacién pre-activada y sea susceptible de sufrir otras modificaciones
necesarias para su funcionalidad. Entre ellas, la auto-fosforilacion en el residuo treonina 423 se
ha descrito como un evento clave para su completa activacion (Chong y col., 2001; Manser y
col., 1994; Parrini y col., 2005; Zenke y col., 1999).

El papel de Pakl durante la macropinocitosis ha sido extensamente demostrado en
numerosos estudios. En fibroblastos Swiss 3T3 y en células Hela, se ha descrito que la
sobreexpresion de Pakl causa la formacion de ruffles, lamelipodios y filopodios en la
membrana plasmatica, siendo un importante regulador de la reorganizacion del citoesqueleto de
actina (Manser y col., 1997; Sells y col., 1997). Ademas, el tratamiento con PDGF bajo la
sefializacion mediada por Racl promueve la localizacion de Pakl en la membrana plasmatica a
partir de los 10 min post-estimulacion, donde colocaliza con los filamentos de actina en ruffles y
con vesiculas pinociticas, lo cual es inhibido por inhibidores especificos de macropinocitosis
(Dharmawardhane y col., 1997). El control que ejerce Pakl sobre la macropinocitosis depende
de su dominio quinasa, pues la internalizacion de solutos aumenta de forma significativa en
presencia de formas activas de Pakl y por el contrario, disminuye cuando se inhibe el dominio
catalitico de la quinasa (Dharmawardhane y col., 2000). Asimismo, Pakl interviene en el
control del cierre del macropinosoma y en la fisién de la membrana plasmatica mediante la

fosforilacion de la proteina-1 de union C-terminal/brefeldina A-ADP sustrato ribosilado
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(CtBP/BARS) (Liberali y col., 2008a). En ultimo lugar, es importante remarcar que, a diferencia
de otros factores involucrados en la macropinocitosis, Pakl se define como un factor especifico
de este tipo de endocitosis no interviniendo en otros procesos endociticos como la CME
(Dharmawardhane y col., 2000; Karjalainen y col., 2008).

Arf6 es otra GTPasa importante para la formaciéon de las protrusiones de membrana,
ademés de estar involucrada en la dinamica y trafico endosomal (Donaldson y col., 2009;
Radhakrishna y col., 1996; Schafer y col., 2000). Durante la formacion del macropinosoma,
remodela la membrana plasmética controlando la curvatura de la misma (Lundmark y col.,
2008) y en células Hela y fibroblastos mantiene la formacion de ruffles mediante el
reciclamiento de Racl desde los compartimentos endosomales hasta la membrana celular, donde
ambas proteinas colocalizan (Radhakrishna y col., 1999). Otra de sus funciones es controlar la
generacién y distribucién del fosfatidil-inositol 4,5 bifosfato (P1(4,5)P, 0 PIP,) en la membrana
celular (Brown y col., 2001), siendo el metabolismo de los fosfatidilinositoles muy importante
al regular la funcion de proteinas que interaccionan con los filamentos de actina (Araki y col.,
2007; Sechi y Wehland, 2000). Asimismo, tanto Racl (Carpenter y col., 1997; Hartwig y col.,
1995) como el colesterol son factores clave en regular la sintesis de estos fosfatidilinositoles ya
gue cuando el colesterol se elimina de células A431 estimuladas con PMA, la colocalizacion de
Racl y Arf6 se ve drasticamente perturbada, impidiendo la adecuada distribucién de los PIP, y

por tanto, del ruffling en la membrana plasmatica celular (Grimmer y col., 2002).

Uno de los enzimas principales en la sefializacion celular que, en muchos casos, media la
entrada viral por endocitosis, es la PI3K. Esta quinasa es, ademas, fundamental en el control de
otros procesos celulares como el crecimiento, la proliferacion y la sintesis de proteinas
desempefiando un papel central en el ciclo celular (Hawkins y col., 2006). Cuando la PI3K se
activa, fosforila a su sustrato, el PI(4,5)P,, produciendo fosfatidil-inositol-3,4,5 trifosfato
(PI(3,4,5)P5) en la membrana plasmatica de la célula, hecho que posibilita la fosforilacion y
activacion subsecuente de la proteina quinasa B o Akt, siendo esta quinasa el mayor efector de

la ruta de sefializacion (Alessi y col., 1996; Bayascas y Alessi, 2005; Sarbassov y col., 2005).

El papel que desempefia la PI3K en el ruffling y macropinocitosis se ha demostrado
ampliamente en diversos estudios donde se refleja que dependiendo del sistema celular
utilizado, la internalizacion del cargo depende en mayor o menor mediada de su actividad
quinasa. Por ejemplo, en macrofagos y células A431 estimulados con PMA/M-CSF y EGF,
respectivamente, la PI3K estd implicada en el cierre del macropinosoma concordando con la
localizacion de PI(4,5)P, en la membrana plasmatica y con un aumento en los niveles de
PI1(3,4,5)P3, consecuencia de su actividad quinasa. En ambos tipos celulares, la formacién de los
ruffles no se ve afectada en presencia de agentes farmacolégicos que inhiben especificamente a

la PI3K, sin embargo, afectan a la internalizacion de trazadores especificos de macropinocitosis
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(Araki y col., 2007; Araki y col., 1996). Por el contrario, en modelos de macropinocitosis
constitutiva, donde fibroblastos de rata presentan permanentemente activada la PI3K, tanto el
ruffling como la formaciéon de macropinosomas se ven afectados tras la inhibicion de la
actividad quinasa (Amyere y col., 2000). Estas diferencias demuestran que las particularidades
de cada ruta de sefalizacion que, finalmente conducen al ruffling y/o a la formacion de
macropinosomas, pueden diferir dependiendo de los receptores involucrados en la respuesta asi
como del tipo celular. En el caso de macrofagos, ademas de ser fundamental para la
macropinocitosis, la PI3K también lo es para la fagocitosis, regulando la formacion de los
fagosomas a partir de las copas fagociticas (Araki y col., 1996). Por ultimo, se ha descrito que la
actividad de Racl puede estar controlada por la propia PI3K (Hawkins y col., 1995; Kotani y
col., 1995; Wennstrom y col., 1994), siendo éste un ejemplo méas del complejo entramado
celular que orquesta la formacion de ruffles y dirige el reclutamiento de unos u otros efectores a

los macropinosomas.

La escision de los macropinosomas desde la membrana plasmatica, ademas de estar
controlada por Pakl, Arf6 y PI3K, parece estar dirigida por la actividad contractil de las
miosinas que se localizan en los ruffles de tipo circular (Araki y col., 2003; Buss y col., 1998) y
una vez liberados al citoplasma, comienzan su maduracion siendo un proceso rapido y
dependiente de pH. Los macropinosomas comparten muchas caracteristicas con otras vesiculas
del sistema endosomal; entre ellos, la GTPasa Rab 5, fundamental para la formacion de los EE,
se ha descrito también como un factor importante para su biogénesis (Lanzetti y col., 2004).
Asimismo, la funcién de su efector, la Rabanquirina 5, se relaciona con la formacion de nuevos
macropinosomas Yy colocaliza con marcadores de EE como es el EEA-1 (Schnatwinkel y col.,
2004). En los ultimos afos, se ha sefialado a las nexinas como importantes candidatos
reguladores del mecanismo de la maduracion de los macropinosomas (Kerr y col., 2006)

durante el trafico endosomal.

Como se ha comentado anteriormente, la macropinocitosis es un proceso constitutivo en
macréfagos y células dendriticas, y desde un punto de vista funcional, esta involucrada en la
internalizacion y presentacion antigénica, contribuyendo a la respuesta inmune y facilitando el
mantenimiento de la homeostasis celular de una forma rapida y eficaz (Kerr y Teasdale, 2009).
Sin embargo, muchos patdégenos explotan este tipo de endocitosis para entrar en la célula
huésped, lo que les permite evitar su destruccion por el sistema endosomal o su deteccion por
parte del sistema inmune. Por lo general, los virus que utilizan la macropinocitosis presentan un
tamafio mayor de 150 nm y entre ellos, distinguimos los que la utilizan de manera directa para
llevar a cabo una infeccion productiva, o los que la emplean indirectamente para favorecer la
internalizacion de las particulas virales que, sin embargo, entran por otro tipo de mecanismo

endocitico. Entre los primeros se encuentra el Virus de la Vacuna (VV) (Mercer y Helenius,
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2008; Schmidt y col., 2011), el Adenovirus tipo 3 (Ad3) (Amstutz y col., 2008), el CV-B
(Coyne y col., 2007) o el HSV-1 (Valiya Veettil y col., 2010). Ejemplos de virus que utilizan la
macropinocitosis para asistir la internalizacion viral son el Ad2/5 (Meier y col., 2002) y el Virus
de la Rubeola (Kee y col., 2004).

Debido a que los factores celulares que regulan la macropinocitosis desempefian, ademas,
otras funciones en la célula, se requiere la combinacidn de varias estrategias experimentales
para determinar si un virus utiliza esta ruta para entrar en la célula huésped. Por ello, el conjunto
de requisitos minimos que deben de cumplirse para definir que un virus entra por
macropinocitosis son los siguientes: 1) la infeccion debe inducir reordenamientos de membrana
en forma de ruffles o blebs, 2) la entrada viral debe estimular la internalizacion de fluidos o
marcadores especificos como el dextrano, 3) la entrada e infeccién deben ser sensibles a la
inhibicion de la actividad de Racl o Cdc42, de las quinasas PI3K y Pakl, asi como a la
inhibicion de la polimerizacién de los filamentos de actina y 4) la endocitosis e infeccion tienen
que ser completamente inhibidas por el amiloride o EIPA. La implicacion de otros factores
celulares mencionados anteriormente dependera del tipo de célula y aislado viral empleado en
cada estudio.(Mercer y Helenius, 2009).

1.2.3. Fagocitosis

La fagocitosis se define como la ingestion de particulas con un tamafio superior a 0,5 uM
realizada por células especializadas como son macrofagos, células dendriticas y neutréfilos,
eliminando la mayor parte de bacterias, hongos y protozoos del organismo (Aderem y
Underhill, 1999; Underhill y Ozinsky, 2002). La fagocitosis también requiere de una importante
activacién de la membrana plasmatica formando las copas fagociticas por donde internaliza el
ligando. Una de las caracteristicas mas importantes es que es un proceso dirigido estrictamente
por el reconocimiento especifico entre el ligando y receptor (Taylor y col., 2005). Entre los
factores implicados en la internalizacion se encuentran proteinas de unién a actina como Arp2/3,
Rho GTPasas (Racl, Cdc42 o RhoA), fosfolipidos y tirosinas quinasas como PI3K (Doherty y
McMahon, 2009). En contraste con la macropinocitosis, durante la fagocitosisis, la dinamina es
un factor critico para la escision del fagosoma y liberacion del mismo al citoplasma celular
donde comenzara su maduracion vesicular (Gold y col., 1999).

La fagocitosis es utilizada por bacterias, hongos y parasitos para infectar a fagocitos
profesionales; sin embargo, recientemente se ha demostrado que también puede ser utilizada por
virus de gran tamafio como el caso del Mimivirus Acantameba Polifaga (Ghigo y col., 2008) o

incluso por otros no tan grandes como HSV-1 (Clement y col., 2006).
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1.2.4. Endocitosis mediada por caveolas

La endocitosis mediada por caveolas es otra via endocitica que se encarga de endocitar
ligandos extracelulares como &cido félico o albumina y toxinas bacterianas. EI componente
estructural principal son las caveolinas, proteinas integrales de membrana asociadas a
microdominios ricos en colesterol y esfingolipidos (Parton y Simons, 2007). Tras la
estimulacién con el ligando, estas regiones de la membrana forman pequefias vesiculas
endociticas con un diametro entre 50-80 nm por donde internaliza el cargo, denominadas
caveosomas, recubiertas de caveolina. En este tipo de endocitosis participan factores como la
dinamina, la actina y algunas quinasas que dirigen la formacién de la vesicula endocitica
caracterizada por no presentar el marcador endosomal EEA-1 y cuyo pH es neutro (Pelkmans y
Helenius, 2002).

Los virus que utilizan esta via para entrar en la célula huésped se caracterizan por tener
un tamafo pequefio debido a las restricciones impuestas por el didmetro de la vesicula, asi como
ser independientes del pH vacuolar, tales como el SV40 (Pelkmans y col., 2001; Pelkmans y
col., 2002) .

1.2.5. Otros tipos de endocitosis

El resto de rutas endociticas descritas se conocen como vias independientes de clatrina y
caveolina entre las que se encuentran la ruta dependiente de Arf6, de flotilina, de IL2 y la ruta
GEEC. En algunos aspectos, presentan caracteristicas comunes entre si dirigiendo la
internalizacion de cargos especificos en cada caso (Doherty y McMahon, 2009) y por lo
general, no son mecanismos endociticos utilizados activamente para la entrada de virus en la

célula.

Actualmente, se estdn describiendo nuevos procesos endociticos explotados por virus
para internalizar en la célula huésped, aunque los factores celulares especificos que intervienen

en el proceso y dirigen la endocitosis todavia no estan bien definidos.

Por tanto, como puede observarse, los virus son capaces de utilizar una o varias de las
rutas de endocitosis existentes controlando una compleja red de factores celulares en su propio
beneficio, tal y como se revisa en Mercer y col, 2010 (Mercer y col., 2010b). Como resumen de
este apartado, en la Tabla 1 se muestran los factores celulares implicados en los tipos de

endocitosis mas comunes utilizados por los virus mencionados en este trabajo.
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CME Macropinocitosis Fagocitosis Caveolas
Vespulas Si; Clatrina No No Si; Caveolina
recubiertas
Fac_to_n:es Dinamina-2 Desconocido Dinamina-2 Dinamina-2
escision
Citoesqueleto Actina y Actina, microtibulos micggggjl’os Actina
q microtibulos y miosinas . y
miosinas
AP2 Canales Na*/H* Tirosinas quinasas Tirosinas
quinasas
Factores Eps-15 Tirosinas quinasas PI3K, PKC Fosfatasas
reguladores
PI1(3,4)P Pak1, PI3K, Racl Ras, RhoA PKC
P1(4,5)P, CtBP1 Colesterol RhoA
Colesterol Colesterol

Tabla 1. Factores celulares implicados en diferentes tipos de endocitosis. En la tabla se muestran los factores
celulares més importantes que intervienen en la endocitosis mediada por clatrina (CME), mediada por caveolas, en la
macropinocitosis y en la fagocitosis. Se marca con un * si el factor celular interviene o no en el proceso endocitico
dependiendo del modelo de estudio.

1.3. EL VIRUS DE LA PESTE PORCINA AFRICANA (VPPA)

1.3.1. Aspectos generales de la infeccién con el VPPA

El Virus de la Peste Porcina Africana (VPPA) es uno de los virus mas complejos que
existe. Es el Gnico miembro de la familia Asfarviridae (Dixon y col., 2004; Dixon, 2012) y
debido a que las garrapatas del género Ornithodoros pueden ser infectadas actuando como
vectores bioldgicos y reservorios virales, es el Gnico virus ADN clasificado en el género

arbovirus, es decir, capaz de replicar en artrépodos (Burrage, 2013; Costard y col., 2013).

El VPPA infecta a cerdos domésticos (Vifiuela, 1985) y otros miembros de la familia de
los suidos, tales como cerdos salvajes y jabalies, en los que generalmente la enfermedad es
subclinica (Montgomery, 1921). En cerdos domésticos, la Peste Porcina Africana (PPA) se
caracteriza por la coagulacién intravascular diseminada con hemorragias generalizadas que
conducen a la muerte del animal en un periodo entre 6 y 13 dias (Villeda y col., 1993) aunque
las formas clinicas de la enfermedad varian con la virulencia de las cepas virales,
distinguiéndose la forma hiperaguda, aguda, subaguda, crénica y subclinica (Blome y col.,
2013).
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En el animal infectado, el VPPA replica principalmente en macrofagos y monocitos, lo
cual es de gran importancia en la patogenia de la enfermedad y en el establecimiento de la
respuesta inmune; no obstante, también se han detectado particulas virales en otros tipos
celulares como fibroblastos y células endoteliales en estadios tardios de la enfermedad (Gomez-
Villamandos y col., 2013; Vifiuela, 1985). En cultivos in vitro el virus puede replicar en varias
lineas celulares establecidas tras procesos de adaptacion (de Leon y col., 2013; Enjuanes y col.,
1976; Garcia-Barreno y col., 1986; Granja y col., 2006a).

Actualmente, la PPA es endémica en Africa y en Cerdefia; sin embargo, existe un fuerte
riesgo de diseminacién a varios paises de la Unién Europea pues en el afio 2007 se notifico un
nuevo brote en Georgia (Rowlands y col., 2008) que se ha extendido descontroladamente a
través de toda Rusia, lo cual podria tener consecuencias catastréficas para la cabafia porcina

europea si se produce el contagio, al no existir vacuna frente a la enfermedad.

Durante afios, numerosos estudios han analizado los posibles mecanismos de proteccion
frente a la infeccion (Escribano y col., 2013; King y col., 2011; Revilla y col., 1992; Takamatsu
y col., 2013; Wardley y col., 1985), no habiendo todavia hoy en dia, ningun resultado
completamente concluyente. Los primeros intentos de vacunacion emplearon extractos celulares
infectados e irradiados o virus inactivados que en ningln caso protegieron de la infeccion,
sugiriendo que los anticuerpos generados frente al virus no son protectores. En este sentido, el
papel de la respuesta inmune humoral en la proteccion frente al VPPA ha sido ampliamente
estudiada (Escribano y col., 2013). Asi, se ha descrito que sueros de cerdos inmunizados con las
proteinas virales p72, p54 y p30 neutralizan la infeccion in vitro pero no son capaces de
proteger frente a cepas virulentas en experimentos in vivo (Gomez-Puertas y col., 1998; Gomez-
Puertas y col., 1996). Uno de estos estudios también apunta a que la inmunizacién con una
mezcla de proteinas virales recombinantes disminuye parcialmente la patogénesis y mortandad,
aunque estos resultados no se han reproducido en trabajos similares (Neilan y col., 2004).
Incluso el empleo de vacunas ADN que expresan las proteinas p54 y p30 ha demostrado que a
pesar de inducir una importante respuesta humoral, no sélo no protegen de la infeccidn, sino que
exacerban la viremia (Argilaguet y col., 2011). Por tanto, de estos estudios se deduce que la
PPA se caracteriza por la ausencia de anticuerpos neutralizantes, impidiendo el desarrollo de
una vacuna que induzca una respuesta inmune humoral protectora mediante la inmunizacion con
virus inactivado y/o proteinas virales recombinantes. De hecho, nuevos trabajos apuntan a la
importancia de la inmunidad celular inducida tras la inmunizacién con vacunas ADN como
mecanismo de proteccion frente a cepas virulentas, sin que ello, no obstante, haya dado lugar

mas que a una proteccion parcial frente a la infeccion (Argilaguet y col., 2012).
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1.3.2. El virién: estructura, replicacion y transcripcién génica

El VPPA presenta morfologia icosaédrica y un diametro promedio de unos 200 nm. La
particula viral estd formada por varias capas concéntricas que de dentro a fuera se clasifican
como: el ndcleo o core, donde se localiza el material genético, el dominio intermedio,
constituido por una fina capa de proteinas, la envuelta lipidica interna, la capsida viral y la
envuelta 0 membrana externa adquirida a partir de la membrana plasmatica celular durante el
proceso de gemacion de las particulas virales (Figura 5) (Andres y col., 1997; Breese y DeBoer,
1966; Carrascosa y col., 1984).

Mediante técnicas de microscopia electronica y el analisis bidimensional de los viriones
extracelulares, se han identificado hasta 54 proteinas con pesos moleculares entre 10.000 y
150.000 Dalton (Carrascosa y col., 1986; Esteves y col., 1986; Salas y Andres, 2013). Entre
ellas destaca la proteina pl2, localizada en la membrana externa (Carrascosa y col., 1993) e
identificada como el factor de unio6n viral a la célula (Carrascosa y col., 1991), la proteina CD2,
que media la hemadsorcion de las células infectadas (Dixon, 2012; Rodriguez y col., 1993) y la
p72 que es la proteina mayoritaria de la cpsida viral constituyendo un tercio de la masa total
del virion (Carrascosa y col., 1986; Garcia-Escudero y col., 1998; Sanz y col., 1985). Ademas,
las proteinas p54 y p32 (6 p30) parecen se importantes por sus propiedades antigénicas, tal y
como se ha explicado anteriormente (Gomez-Puertas y col., 1996; Rodriguez y col., 2004). El
genoma viral se localiza en el nlcleo del viridn, junto con proteinas y con la maquinaria
necesaria para la sintesis temprana de los ARNm virales. Cabe sefialar, que a diferencia de otros
muchos virus, el virién del VPPA no presenta ninguna glicoproteina estructural aunque si se han

descrito ciertos glicolipidos (del Val y col., 1986).

Figura 5. Estructura del viridn extracelular del Virus de la Peste Porcina Africana. A) Imagen de microscopia
electronica de transmision de la particula viral extracelular del VPPA y B) representacion esquemética de la misma.
De fuera hacia dentro se diferencian varias capas: 1) membrana lipidica externa, 2) capsida viral, 3) membrana
interna, 4) dominio intermedio y 5) nucleo con el material genético. Adaptado de Carrasco y Almendral, 2006
(Carrasco y Almendral, 2006).

46



Introduccion

El genoma del VPPA es una molécula de ADN de doble hebra lineal con un tamafio que
varia entre 170 y 190 Kpb dependiendo de la cepa viral, y que codifica para mas de 150
proteinas con funciones muy heterogéneas tales como proteinas estructurales, enzimas,
proteinas de replicacion y transcripcion viral, asi como proteinas involucradas en la interaccion
virus-huésped (Dixon y col., 2013; Yafiez y col., 1995). El ciclo de replicacion del virus es
principalmente citoplasmatico aunque también se ha descrito una fase de replicacion nuclear a
tiempos tempranos de la infeccion (6 horas post-infeccion; hpi) (Ballester y col., 2011; Garcia-
Beato y col., 1992; Rojo y col., 1999). Los sitios concretos del citoplasma donde tiene lugar la
fase tardia de replicacion viral, alrededor de las 12 hpi, asi como la morfogénesis de los
viriones, se denomina factoria viral. El transporte y mantenimiento de las particulas virales
inmaduras en las factorias virales depende de la interaccion entre la proteina viral p54 vy la
cadena ligera de la dineina, desplazandose por el citoplasma a través del sistema de
microtibulos (Alonso y col., 2001). Este componente del citoesqueleto también media el
transporte de los viriones maduros hacia la membrana plasmatica por donde salen al exterior
mediante gemacion (de Matos y Carvalho, 1993); y aunque la membrana celular parece que es

necesaria para la salida, no lo es para la infectividad del virus (Andres y col., 2001).

Aproximadamente el 20% del genoma viral codifica proteinas que participan en la
regulacion de la transcripcién, lo que confiere al virus una importante autonomia. La
transcripcion génica ocurre bajo una estricta regulacion temporal distinguiendo cuatro tipos de
transcritos: inmediatamente tempranos, tempranos, intermedios y tardios. Estos ARNm se
diferencian, principalmente, en que su expresién depende o no de la replicacién viral,
transcribiéndose los tempranos e inmediatamente tempranos antes de que el ADN viral replique,
y haciéndolo los intermedios y tardios después de la replicacién. Se cree que los factores
codificados por los genes tempranos son necesarios para la expresion de los genes intermedios,
y el producto de éstos para la expresion de los tardios (Almazan y col., 1992; Rodriguez y Salas,
2013; Rodriguez y col., 1996).

1.3.3. Mecanismos relevantes de interaccion con la célula huésped

Entre las proteinas codificadas por el genoma viral destacan aquellas implicadas en la
interaccion con la célula infectada y en particular, las involucradas en evadir la respuesta
inmune del huésped. Ejemplos de estas proteinas son la proteina A179L, homdlogo a la familia
de proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 (Revilla y col., 1997); A224L, homologo a la familia de
inhibidores de apoptosis IAPs (Nogal y col., 2001) y EP153R, homélogo a las lectinas tipo C
(Hurtado y col., 2004).

Entre estos productos virales cabe destacar a la proteina A238L. Este factor viral es

homologo a la familia de proteinas IkB (Revilla y col., 1998) y ha demostrado ser un elemento
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fundamental en la inhibicién de la transcripcién de genes relacionados con la respuesta inmune
e inflamatoria durante la infeccion viral. El mecanismo de accién de A238L ha sido
ampliamente estudiado en nuestro laboratorio y tras la publicacion de varios estudios, revisados
recientemente (Sanchez y col., 2013), se ha propuesto un modelo de regulacién transcripcional
muy preciso y poco frecuente en otros sistemas virales. Estos trabajos han demostrado que
durante la infeccion, la proteina A238L viaja al nucleo celular donde interacciona con el
coactivador transcripcional p300 impidiendo la fosforilacion, mediada por la PKC-6, en el
residuo Serina 384 del coactivador. La fosforilacion de este residuo es fundamental para la
correcta trans-activacion de p300 al localizarse en su dominio regulador CH1/KIX y como
consecuencia del bloqueo mediado por A238L, la activacion de los factores de transcripcion
NFAT, NF«kB y c-Jun por parte de p300 se ve fuertemente bloqueada durante la infeccion. Esto
conduce a que la expresion de genes pro-inflamatorios regulados por dichos factores de
transcripcion como son la ciclooxigenasa-2, el factor de necrosis tumoral o y la enzima 6xido
nitrico sintasa inducible, criticos para el desarrollo de la respuesta inmune, estad fuertemente
inhibida durante la infeccién del VPPA (Granja y col., 2006a; Granja y col., 2004; Granja y
col., 2008; Granja y col., 2006b; Granja y col., 2009).

Ademas del control que ejerce el virus sobre la transcripcién celular como mecanismo de
evasion viral, nuestro grupo recientemente ha descrito que el VPPA controla la maquinaria de
traduccion celular para asegurarse la sintesis de sus propias proteinas durante la infeccion. Esta
manipulacion la lleva cabo regulando tanto la activacion de los factores del complejo de
iniciacion de la traduccion (elFs), como la localizacion de los mismos en la célula infectada, de
tal forma que a tiempos tardios de la infeccidn los elFs, mitocondrias y ribosomas se distribuyen
en las factorias virales donde tiene lugar la replicacion y la morfogénesis viral (Castello y col.,
2009). Ademas, la regulacion de los elFs debe ser un factor importante a controlar durante la
infeccion, pues altimos resultados apuntan a que el virus también modula su expresion a nivel

transcripcional aunque el mecanismo molecular no se conoce todavia (Sanchez y col., 2013).

1.3.4. Mecanismos de entrada del VPPA

El VPPA, al igual que otros muchos virus, entra en la célula huésped mediante
endocitosis. Este proceso se observé por primera vez en estudios de microscopia electrénica de
transmision (TEM) en los que se muestra como las particulas virales internalizan en vesiculas
citoplasmaéticas a partir de la membrana celular, asi como en experimentos donde la infeccion
esta inhibida en presencia de drogas lisosomotrdpicas que aumentan el pH vacuolar (Alcami y
col., 1989a; Valdeira y Geraldes, 1985).
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Aunque hoy en dia la identidad de los receptores celulares que median la entrada viral no
se conoce, en la década de los 90 Alcami y col. describieron que en macrofagos porcinos y
células Vero la entrada del VPPA estd mediada por receptores saturables presentes en la
membrana plasmatica de la célula y que estos son los responsables de la unién, internalizacion,
sintesis ADN, y produccion viral (Alcami y col., 1989b; Alcami y col., 1990). No obstante,
posteriormente, se describié que la existencia de estos receptores es necesaria, pero no
suficiente, para la eficiente produccion viral ya que no son los Unicos factores que garantizan la
permisividad de la célula a desarrollar una infeccion productiva (Carrascosa y col., 1999). Estos
trabajos también demostraron que el virus puede unirse a la membrana celular mediante una
unién no saturable, permitiendo en algunos casos como en macréfagos de conejo, la
internalizacion viral e incluso la sintesis de proteinas tempranas aunqgue la infeccion es abortiva

en dichas células (Alcami y col., 1989b; Alcami y col., 1990).

La presencia de receptores celulares que median la union, internalizacion y produccién
viral, apunta a que deben de existir factores virales que interaccionen con ellos en la superficie
celular. En el caso del VPPA, se ha descrito que la proteina viral p12 es el factor responsable de
esta unién (Carrascosa y col., 1991), blogueandose la infeccidn in vitro cuando las células se
incuban con la proteina recombinante (Angulo y col., 1993). Sin embargo, aunque la
inoculacion de animales con la proteina pl2 o virus inactivo genera anticuerpos especificos
contra la proteina viral, estos antisueros no son capaces ni de inhibir la unién del virus a la
célula, ni de neutralizar la infectividad, lo que sugiere que este factor no es el Unico responsable
de mediar la adsorcién viral (Angulo y col., 1993). A este respecto, como se ha explicado
anteriormente, existen evidencias de la posible implicacion de las proteinas virales p30, p72 y
p54 en las etapas tempranas del ciclo infectivo, obtenidas a partir de experimentos de bloqueo y
neutralizacion de la infeccién in vitro con anticuerpos frente a las proteinas recombinantes

(Gomez-Puertas y col., 1998; Gomez-Puertas y col., 1996).

La caracterizacion de los receptores celulares importantes para la entrada del VPPA en
macrdfagos alveolares porcinos, célula diana en el animal infectado, también ha sido objeto de
estudio. En este sentido, uno de los trabajos publicados defiende que la infeccién no tiene lugar
a través de los receptores Fc, y por lo tanto, que la entrada viral dependiente de anticuerpos no
favorece la infeccion (Alcami y Vifiuela, 1991) como ocurre en otros sistemas virales, aunque
esto estd en discusion en base a los ultimos resultados obtenidos en un reciente estudio
(Argilaguet y col., 2011). Otro ensayo apunta al receptor CD163 como un posible factor
importante para la entrada viral en macrofagos, pues poblaciones positivas para dicho receptor
son mas susceptibles a la infeccion y ésta se inhibe de forma dosis-dependiente cuando las

células se incuban con un anticuerpo especifico frente a CD163 (Sanchez-Torres y col., 2003).
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La internalizacién del VPPA se caracteriza por ser un proceso dependiente de
temperatura y energia. En células Vero incubadas durante 3 h con el virus, se ha demostrado que
el porcentaje de particulas virales capaces de unirse a la membrana plasmética a 37°C es el
doble que a 4°C y que la internalizacion se ve completamente bloqueada en presencia de
inhibidores metabolicos o 4°C de temperatura (Alcami y col., 1989a; Valdeira y col., 1998).
Igualmente, durante la endocitosis, el colesterol juega un papel importante en el proceso de
fusion entre la membrana viral y endosomal siendo critico para el avance de la infeccion
(Bernardes y col., 1998).

Estudios de TEM han demostrado que la internalizacion del virus tiene lugar a través de
dos tipos de invaginaciones de la membrana plasmatica; unas presentan un recubrimiento
proteico mostrandose como zonas electrodensas al microscopio electrénico similares a coated
pits, sin embargo, otras invaginaciones estan desprovistas de este recubrimiento proteico
electrodenso. Tras la internalizacion viral y una vez que se produce la escision del endosoma a
partir de la membrana, las particulas virales viajan por el citoplasma dentro de vesiculas
endociticas, que hasta el momento, no se han caracterizado como vesiculas recubiertas (coated
vesicles) de clatrina o caveolina (Alcami y col., 1989a; Valdeira y Geraldes, 1985). En la

Figura 6 se muestra cémo tiene lugar la internalizacion del VPPA.

Figura 6. Internalizacion del Virus de la Peste Porcina Africana en células Vero. A) Adsorcion de los viriones a
la membrana plasmatica. Durante la adsorcidn, el VPPA (flechas) se localiza adyacente a protrusiones de membrana
(puntas de flecha) compatibles con ruffles planos de tipo lamelipodio. Barra de escala 1 pm. Adaptado de Sanchez y
col., 2012. B-D) Internalizacion del VPPA. El virus se localiza en invaginaciones de membrana electrodensas al
microscopio electrdnico e internaliza rapidamente en vesiculas citoplasmaticas. Barra de escala 200 nm. Adaptado de
Alcami y col., 1989a. Imagenes adquiridas mediante TEM.

La desencapsidacion viral y liberacion de los cores al citoplasma desde los endosomas
comienza a partir de los 60 minutos post-infeccion (mpi) siendo un proceso dependiente de la
acidificacion vacuolar pues esta inhibido en presencia de drogas lisosomotropicas afectando, por

lo tanto, al inicio de la transcripcion temprana y el progreso de la infeccion (Valdeira y
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Geraldes, 1985). Recientemente, se ha demostrado que los endosomas tardios son claves para la
liberacion de la capsida viral estando controlado por la actividad de la GTPasa Rab7 localizada
en la membrana endosomal (Cuesta-Geijo y col., 2012). Igualmente, tanto las proteasas como
los fosfatidilinositoles juegan un papel fundamental en esta etapa del ciclo viral (Alcami y col.,
1989a; Cuesta-Geijo y col., 2012; Geraldes y Valdeira, 1985; Valdeira y col., 1998; Valdeira y
Geraldes, 1985). Estudios de TEM han demostrado que la fusion de la membrana celular con la
membrana viral se puede inducir de forma artificial por una disminucién del pH en el medio, en
cuyo caso, hay replicacion viral. Sin embargo, si la internalizacion a pH &cido tiene lugar en
presencia de drogas lisosomotrépicas no hay produccion viral, sugiriendo que, en esta situacion,
los viriones son degradados en el citoplasma y que s6lo puede haber infeccion productiva si el
virus internaliza por endocitosis (Cuesta-Geijo y col., 2012; Valdeira y col., 1998; Valdeira y
Geraldes, 1985).

En los Gltimos afios ha emergido un gran interés por profundizar en el conocimiento del
tipo de ruta endocitica especifica utilizada por el VPPA para internalizar en la célula huésped,
ya que existe cierta controversia sobre la naturaleza del mecanismo utilizado. Aunque la
endocitosis dependiente de clatrina ha sido recientemente descrita por otro laboratorio como
mecanismo de entrada (Hernaez y Alonso, 2010), se requiere de procedimientos experimentales
gue definan con mayor precisién la entrada viral, lo cual constituye uno de los motivos
fundamentales de la presente Tesis Doctoral. El esclarecimiento de este proceso puede ser
critico en la elaboracion tanto de reactivos para el diagnostico precoz de la infeccion, como en
el desarrollo de vacunas, especialmente si se determina la naturaleza del receptor(es) y los

factores virales implicados.
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Objetivos

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral ha sido determinar si la
macropinocitosis es el mecanismo endocitico empleado por el VPPA para entrar en la célula
huésped. Las causas que nos llevaron a centrarnos en el estudio de este tipo de endocitosis
durante la infeccién fueron: 1) los virus con un tamafio superior a 150-200 nm, como es el caso
del VPPA, internalizan, por lo general, por mecanismos diferentes a CME o caveolas; 2) la
macropinocitosis es uno de los mecanismos endociticos mas importantes en macrofagos, célula

diana del VPPA en el animal infectado.

El planteamiento experimental se realiz6 por un lado, analizando si durante la entrada del
VPPA se inducen y activan procesos o factores especificos de la macropinocitosis, y por otro, si

la inhibicion dichos factores afecta a la internalizacion viral.
Los objetivos concretos que nos planteamos fueron:

1- Analizar si la entrada del virus produce la formacion de protrusiones de membrana

tipicas del proceso de macropinocitosis en la célula infectada.

2- Analizar si la entrada del VPPA depende de la funcion de los canales Na*/H™ y el virus

internaliza junto con marcadores tipicos de macropinocitosis.

3- Estudiar si la entrada viral provoca la restructuracion del citoesqueleto de actina,

fundamental para la formacion de protrusiones de membrana.

4- Determinar si los factores celulares que dirigen la sefializacion durante la
macropinocitosis se activan durante la entrada del VPPA vy si la inhibicion de esta
actividad tiene efecto sobre la internalizacion virus. En concreto, nos centramos en el

analisis de las rutas de sefializacién controladas por EGFR, PI3K, Racl y Pakl.
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Materiales y Métodos

3.1. LINEAS CELULARES

Las células Vero (CCL 81) y Cos-7 (CLR 1650) (ambas de rifion de mono verde africano)
se obtuvieron de American Type Culture Collection (ATCC) y se cultivaron en medio minimo
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Dulbecco y Freeman, 1959), suplementado con
5% de suero fetal (FBS). Las células IPAM, pertenecientes a una linea celular de macrofagos
alveolares de cerdo (CRL-2843) se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con FBS al
10%. Todos los cultivos celulares fueron mantenidos a 37°C de temperatura y bajo atmésfera
controlada con un 97% de humedad relativa y 7% de CO,. El medio de cultivo fue
suplementado con 2 mM L-glutamina, 0,05 mg/ml de gentamicina y 0,4 mM de aminoéacidos no

esenciales.

3.2. VIRUS

En el presente trabajo se utilizaron las siguientes cepas del VPPA: el aislado virulento

Espafia 70 (E70) y el adaptado a crecer en células Vero, Ba71V (Enjuanes y col., 1976).

Las preparaciones virales fueron obtenidas a partir de la infeccién en botellas de células
Vero en el caso de Ba71V, y de células Cos-7 en el caso de E70, con una multiplicidad de
infeccion (MDI) de 0,2 ufp/célula. Tras 72 horas de infeccidn, las células se centrifugaron a
3000 rpm durante 15 min para eliminar los restos celulares y el sobrenadante se clarifico
durante 16 horas a 7000 rpm y 4°C. Finalmente, las particulas virales producidas se
resuspendieron en medio completo suplementado con 2% de suero fetal, se sonicaron y
almacenaron a -80°C. La preparacion viral resultante de este procedimiento se denomina Pellet
de Alta (PA) y para la completa purificacion del aislado viral Ba71V, el PA fue sometido a la
purificacion mediante gradiente de Percoll tal y como se describe previamente (Carrascosa y
col., 1985). El aislado viral E70 fue titulado mediante ensayos de plaqueo en Cos-7 (Granja y
col., 2006b; Hurtado y col., 2010), mientras que el aislado Ba71V fue titulado en células Vero
(Enjuanes y col., 1976).

3.3. INHIBIDORES FARMACOLOGICOS Y REACTIVOS

Los inhibidores farmacoldgicos utilizados en el presente trabajo fueron los siguientes:

5 etil-isopropil-amiloride (EIPA), inhibidor de los canales Na*/H" (Sigma); Citocalasina
D (Cito D), inhibidor de la polimerizacion de filamentos de actina (Sigma); Genisteina,
inhibidor de proteinas tirosina quinasa (Sigma); IPA-3, inhibidor de la proteina quinasa Pakl
(Sigma); Nocodazol, inhibidor de la dinamica de microtdbulos (Sigma); Blebistatina (&),
inhibidor de la miosina Il no muscular (Calbiochem); 324674, inhibidor del EGFR
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(Calbiochem); NSC23766, inhibidor de la GTPasa Racl (Calbiochem); LY294002, inhibidor de
la PI3K (Echelon). Todos ellos fueron preparados en agua o DMSO siguiendo las indicaciones
del fabricante y se utilizaron a las concentraciones indicadas en cada caso.

Los reactivos y soluciones utilizadas fueron las siguientes: solucion salina tamponada con
fosfato (PBS); albumina de suero bovino (BSA); &cido etilendiaminotetraacético (EDTA);
tampon HEPES pH 7,4; tampon fosfato (Na,HPO,, NaH,PO, 0,1M pH 6); tamp6n &cido
(Acetato sddico 0,1 M; NaCl 0,05 M; pH 5,5); solucién de marcaje para citometria de flujo
(BSA al 5%; 0,01% acida sddica en PBS); tampon RIPA (Radio Immunoprecipitation Assay)
modificado (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; 1% de Nonidet NP-40; Deoxicolato sédico al 0.25%;
NaCl 150 mM; EDTA 1mM); tampén TBS (Tris.HCI 500 mM pH 7.4 y NaCl 1500 mM);
inhibidores de fosfatasas (PhosphoStop, Roche) e inhibidores de proteasas (Complete mini-
EDTA free, Roche); tampon de lisis para Rac1l-GTP (HEPES 25 mM pH 7,5; NaCl 150 mM;
1% de Nonidet NP-40; MgCl, 10 mM; EDTA 1 mM, 2% de glicerol).

3.4. SUEROS, ANTICUERPOS Y SONDAS

Los anticuerpos empleados para el estudio fueron los que se detallan a continuacion:

Antigeno Anticuerpo | Tipo Dilucion Técnica utilizada Fuente
Cell Signaling
Akt | Akt pAb 1:500 Western blot Technology;
9272
. Fosfo-Akt Cell Signaling
ég;gf;gré?g)a (Thr308) MAD 1:500 Western blot Technology;
C31E5E 2965
. Cell Signaling
Akt fosforilada Fosfo-Akt . )
(serina 473) (Sera73) pAb 1:500 Western blot Technology;
9271
Subunidad p85 de . S Millipore; 06-
PI3K PI3Kp85 pAb 1:200 Inmunoprecipitacion 195
Santa Cruz
Pak1 Pak1 mADb 1:500 Western blot Biotechnology
; SC-166887
. Santa Cruz
(Pterllggnﬁ?ls;‘c;rzlgda (F.I(_)ﬁtgépgé)‘kl pAb 1:500 Western blot Biotechnology
; SC-12925
Ab Santa Cruz
Rock1 Rock1 C-19 | P 1:50 Inmunofluorescencia | Biotechnology
; SC-6055
Ab Santa Cruz
B-actina B-actina P 1:1000 Western blot Biotechnology
; SC-1616
Proteina verde . Roche;
fluorescente GFP mADb 1:100 Western blot 11814460
Racl Racl 23A8 | mAb 1:500 Western blot ?l\’/ilagllpore; 05-
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Antigeno Anticuerpo | Tipo Dilucién | Técnica utilizada Fuente
Cell Signaling
Receptor del EGF | EGFR pAb 1:100 FACS Technology;
4267
; Cell Signaling
EGFR fosforilado | Fosfo- . .
(Tirosina 1068) EGFR PAD 1:500 FACS g;’gg”o'ogy'
Proteina p32 del . (Prados y col.,
VPPA p32 mAb 1:1000 Western blot 1993)

| Ingenasa
Proteinap72del | 7517 p3 | mAb | 1:100 FACS (Sanz y col.,
VPPA

1985)

j Ingenasa
Proteina p72 del p72 17LD3 | mAb 1:250 Inmunofluorescencia | (Sanzy col.,
VPPA

1985)
. Alexa Fluor- | PAD . FACSe Invitrogén(
19G de raton 488 1:500 Inmunofluorescencia | A-21202)
] Alexa Fluor- | PAb _ .| Invitrogén (A-
19G de ratén 555 1:500 Inmunofluorescencia 31570)
Alexa Fluor- . . Invitrogén (A-
19G de cabra 555 pAb 1:500 Inmunofluorescencia 21431)
19G de conejo Rabb'.t N/D 1:10000 Western blot A_mer_sham
peroxidasa Biosciences
1gG de ratén Mouse N/D 1:4000 Western blot A_mer_sham
peroxidasa Biosciences
IgG de cabra Goat . N/D 1:20000 Western blot Sigma'
peroxidasa ' Aldrich

mADb, Anticuerpo monoclonal; pAb, Anticuerpo policlonal; N/D, no determinado.

Las sondas utilizadas en este estudio fueron las que se detallan a continuacion:

Marcador de Sondas Dilucién Técnica utilizada Fuente
Filamentos de Actina | Faloidina Alexa Fluor-488 | 1:100 Inmunofluorescencia | Invitrogén
Filamentos de Actina | Faloidina TRITC 1:500 Inmunofluorescencia | Sigma

Acidos nucleicos Topro3 1:500 Inmunofluorescencia | Invitrogén
Endocitosis Dextrano Texas Red 3 KDa | 0,5 mg/ml | Inmunofluorescencia | Invitrogén
Endocitosis Dextrano Alexa Fluor-647 | 0,05 mg/ml | FACS Invitrogén
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3.5. PLASMIDOS DE EXPRESION

Los plasmidos de expresion utilizados en el presente trabajo fueron los siguientes:
- pPEGFP-C2: vector de expresién que codifica para la proteina GFP (Invitrogén).

- pPEGFP-actina: vector de expresion que codifica para la proteina f3-actina fusionada a
GFP. Cedido amablemente por el Dr. Jason Mercer (ETH Zurich, Institute of Byochemistry,

Zurich, Switzerland).

- pEGFP-Racl: vector de expresion que codifica para la proteina GTPasa Racl
fusionada a GFP. Cedido amablemente por el Dr. Jason Mercer (ETH Zurich, Institute of

Byochemistry, Zurich, Switzerland).

- pGFP-Rac1-N17: plasmido que expresa la GTPasa Racl fusionada a GFP. La proteina
Racl presenta una mutacion en la posicion 17 cambiando el aminoacido treonina por aspartico.
Este cambio impide la unién de Racl a GTP y compite con Rac1-WT por unirse a los GEFs
funcionando como dominante negativo. El plasmido fue cedido amablemente por el Dr. Ricardo
Madrid (Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”, Madrid, Espaiia).

- pEGFP-Pak1-WT: vector de expresion que presenta la proteina quinasa Pakl-WT
fusionada a GFP. Fue amablemente proporcionado por el Dr. Jonathan Chernoff (Fox Chase
Cancer Center, Philadelphia, PA, USA).

- pEGFP-Pakl1-AlD: vector de expresion que presenta el dominio de autoinhibicion
(AID) de la quinasa Pakl fusionado a GFP. EI dominio AID se une a las proteinas Pak1-WT e
inhibe su funcién actuando como dominante negativo. El plasmido fue amablemente
proporcionado por el Dr. Jonathan Chernoff (Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, PA,
USA).

- pPEGFP-Pak1-T423E: plasmido de expresion que presenta la quinasa Pakl en su forma
constitutivamente activa fusionada a GFP. El plasmido fue amablemente proporcionado por el
Dr. Jonathan Chernoff (Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, PA, USA).

3.6. TIPOS DE INFECCION VIRAL

La infeccion viral se realiz6 de dos maneras diferentes segln el tipo de experimento:

- Infeccion sincroénica: la adsorcién viral tiene lugar durante 90 min a 4°C en medio
completo tamponado con HEPES 25 mM pH 7,4, periodo en el que los virus se adhieren a la
membrana plasmatica. Seguidamente, la monocapa celular se lava dos veces con PBS frio y las
células se incuban a 37°C permitiendo la infeccion hasta los tiempos indicados. Antes de

realizar la infeccidn las células se incuban a 4°C durante 15 min.
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- Infeccion asincronica: la adsorcién viral tiene lugar durante 90 6 60 min a 37°C
(segun se indique en cada experimento), las células se lavan una vez y se incuban a 37°C para
que la infeccion viral progrese hasta los tiempos indicados.

Las células Vero fueron infectadas con el aislado viral Ba71V y las células IPAM con

E70 o Ba71V segun se indique. Todas las infecciones se realizaron en medio sin FBS y la MDI

utilizada varid en los diferentes experimentos desde 1 a 100 ufp/célula.

3.7. TRATAMIENTO CON INHIBIDORES FARMACOLOGICOS
El tratamiento con inhibidores farmacoldgicos se realizé de dos maneras distintas:

- Pre-tratamiento: las células se incubaron con los inhibidores farmacoldgicos durante
60 min a 37°C antes de la adicion del virus y el inhibidor se mantuvo durante la adsorcion e
infeccion viral. Este es el procedimiento estandar que se realiza a lo largo de todo el estudio si

no se indica especificamente lo contrario (Figura 7A).

- Post-tratamiento: las células se incubaron con los inhibidores farmacolégicos
después de 60 min de adsorcion viral a 37°C y se mantuvieron a lo largo de la infeccién (Figura
7B). Esta aproximacion se realiz6 para el estudio de los niveles de expresion de proteinas virales

por Western blot, tal y como se indica en el apartado 3.9.

En todos los casos, como control positivo, la infeccion se realiz6 en presencia de DMSO

a una concentracion equivalente a la méaxima concentracién utilizada con cada inhibidor.

A. Pre-tratamiento B. Post-tratamiento

IF © - o IF
l l 4 1

t=0 t=60 min l l t=0 t=60 min VL l

hpi hpi

Figura 7. Esquema de los tipos de tratamiento realizados con inhibidores farmacoldgicos. A) Las células se
incuban con el inhibidor farmacoldgico 60 min antes de la adicion del virus o B) 60 min después de la adsorcidn viral
a 37°C. En ambos casos el inhibidor esta presente a lo largo de todo el periodo de infeccién hasta los tiempos
indicados. IF, Inhibidor farmacolégico
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3.8. ANALISIS DE LA INTERNALIZACION VIRAL

Las células fueron pre-tratadas con DMSO o inhibidores farmacolégicos, infectadas
sincrénicamente con una MDI de 10 ufp/célula y tras la adsorcion de los virus a la membrana,
se incubaron durante 60 min a 37°C para permitir la infeccion viral. Posteriormente, la
monocapa celular se lavé con PBS y la internalizacion viral se analizd6 mediante citometria de

flujo o microscopia Optica confocal como se describe a continuacion.

3.8.1. Analisis mediante citometria de flujo (FACS)

Después de la infeccion, las células se trataron con tripsina-EDTA durante 10 min a 37°C
para eliminar los virus que permanecen adheridos a la membrana plasmatica y se lavaron una
vez con PBS al 1% de FBS. Tras la fijacion y permeabilizacién celular, las particulas virales
internalizadas se marcaron con el anticuerpo monoclonal anti-p72 17LD3 seguido del
anticuerpo secundario Alexa Fluor-488, como se detalla en el apartado 3.19. La Figura 8
muestra diferentes condiciones experimentales realizadas con el fin de determinar cuél era la
mejor condicion para cuantificar la internalizacion viral mediante este método. En primer lugar,
realizamos la infeccién a diferentes MDIs y concentraciones del anticuerpo anti-p72, y como
muestra la Figura 8A y 8B, la deteccion del nimero de células infectadas es directamente
proporcional a la MDI utilizada asi como a la concentracion del anticuerpo. Basandonos en
estos datos, decidimos utilizar una MDI de 10 ufp/célula y una dilucién 1:100 del anticuerpo
para los experimentos de internalizacién viral. La efectividad del tratamiento con tripsina-
EDTA para eliminar los virus adheridos a la membrana plasmatica que no han internalizado se
muestra en la Figura 8C, donde el porcentaje de células p72 positivas disminuye alrededor de
un 70% cuando las células son tripsinizadas tras un periodo de adsorcién viral de 90 min a 4°C.
Los datos obtenidos a partir del anélisis por FACS se representan como como el porcentaje
medio de células p72 positivas (porcentaje de internalizacion) en presencia del inhibidor
farmacoldgico respecto a las células DMSO control; en todos los casos el analisis se realizé al

menos tres veces por duplicado.

3.8.2. Analisis mediante microscopia 6ptica confocal (CLSM)

Las células infectadas se fijaron y la inmunofluorescencia se realiz6 tal y como se
describe en el apartado 3.20. Para detectar las particulas virales internalizadas, las células se
incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-p72 17LD3 a una dilucion 1:250 seguido del
anticuerpo secundario Alexa Fluor-488 y en este caso, las muestras también se incubaron con
faloidina-TRITC y Topro3 para visualizar los filamentos de actina y el ndcleo, respectivamente.
Tras la inmunofluorescencia, el analisis se realiz6 mediante CLSM (apartado 3.21.) tomando

entre 13 y 18 planos seriados en el eje horizontal (plano x-y). Un ejemplo de la visualizacion de
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las particulas virales a los 60 mpi tras la proyeccion vertical de los diferentes planos celulares
tomados se muestra en la Figura 9. La cuantificacion de la internalizacion viral se realizé de
forma automatica mediante un algoritmo especifico creado por el departamento de Microscopia
Optica y Confocal del CBMSO a través del programa Image J, en el que el nimero de particulas
virales en cada uno de los planos tomados se contabilizd mediante el Threshold Intermode. Los
resultados se representan a partir de la suma de la informacion obtenida en cada plano como el
porcentaje de internalizacion viral por célula en relacion a la muestra DMSO control. Para cada
condicion se analizd 100 células en tres experimentos independientes. En la Figura 10 se
muestra un ejemplo de las particulas virales contabilizadas por el programa informatico en los

diferentes planos celulares.
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Figura 8. Optimizacion del andlisis de la internalizacion viral mediante FACS. A) Optimizacion de la
concentracion del anticuerpo anti-p72 17LD3. Las células Vero se infectaron sincrénicamente durante 60 min con
diferentes MDIs, se incubaron con concentraciones crecientes del anticuerpo monoclonal anti-p72 17LD3 y se
analizaron mediante FACS. B) Optimizacion de la MDI. La infeccion sincrdnica se realizé con una MDI de 5 y 10
ufp/célula durante 60 min y la dilucidn utilizada de anti-p72 17LD3 fue de 1:100 (n=2; media + D.E.). C) Analisis del
tratamiento con tripsina. Las células fueron incubadas con el VPPA a una MDI de 10 ufp/célula durante 90 min a
4°C. Tras el periodo de adsorcion, las células se tripsinizaron o se levantaron con una espatula y las particulas virales
adheridas a la membrana plasmatica se detectaron con el anticuerpo anti-p72 17LD3 a la dilucion 1:100. Los
resultados se representaron como el porcentaje de células p72 positivas respecto las células control (mock o no
tripsinizadas).
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Mock

60 mpi

Particulas virales

Figura 9. Visualizacion de las particulas virales internalizadas mediante CLSM. Las células Vero se infectaron
sincrénicamente con una MDI de 10 ufp/célula durante 60 min. Posteriormente, tanto las células no infectadas
(mock) como las infectadas (60 mpi), se procesaron para inmunofluorescencia y las particulas virales se detectaron
con el anticuerpo monoclonal anti-p72 17LD3. Los filamentos de actina y el nicleo celular se visualizaron incubando
a las células con las sondas faloidina TRITC y Topro3, respectivamente. La adquisicion de las imagenes se realiz6
mediante CLSM tomando varios planos seriados de la célula y representandolos como la maxima proyeccion en el
plano horizontal (plano x-y).

3.9. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS VIRALES

El tratamiento con DMSO o con inhibidores farmacolégicos se realizd 60 min antes de la
adsorcion del virus (Pre-tratamiento), o 60 min después de la adsorcion viral (Post-tratamiento)
y las células se infectaron asincronicamente con una MDI de 1 ufp/célula. Tras la adsorcion, en
presencia 0 ausencia del inhibidor farmacolégico, la infeccion tuvo lugar durante 16 horas.
Finalmente, los extractos celulares fueron procesados y analizados por Western blot como se
describe posteriormente en los apartados 3.22 y 3.23. Los niveles de expresién de las proteinas
virales se examinaron con los anticuerpos anti-p72, anti-p32 y anti-VPPAt, segln se indique. El

analisis se realizé tres veces de forma independiente.

3.10. ANALISIS DE LA FORMACION DE FACTORIAS VIRALES

Las células cultivadas en cubre-objetos y tratadas con DMSO o con inhibidores
farmacologicos fueron infectadas asincrénicamente con una MDI de 5 ufp/célula y tras la
adsorcién viral, la infeccion tuvo lugar durante 16 h. Posteriormente, las células se lavaron con
PBS frio y fijaron para continuar la inmunofluorescencia y el analisis mediante CLSM, tal y
cémo se describe en el apartado 3.20 y 3.21, respectivamente. La Figura 11 muestra la
formacion de una factoria viral tras la incubacion con el anticuerpo monoclonal anti-p72
17LD3, seguido del secundario Alexa Fluor-488. Los filamentos de actina y el nacleo celular
asi como el ADN viral, se visualizaron incubando las muestras con faloidina-TRITC y Topro3,
respectivamente. Tras el analisis de 100 células por condicion, se represento el porcentaje de las

factorias virales desarrolladas en tres experimentos independientes.
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Figura 10. Analisis de la internalizacion de las particulas virales en planos seriados celulares. Las células Vero
se infectaron sincrénicamente con una MDI de 10 ufp/célula durante 60 min y tanto las células mock como las
infectadas se procesaron mediante inmunofluorescencia. Las particulas virales se detectaron con el anticuerpo
monoclonal anti-p72 17LD3 y los filamentos de actina y el ndcleo celular se visualizaron con las sondas faloidina
TRITC y Topro3, respectivamente. Las imagenes se adquirieron mediante CLSM tomando varios planos seriados de
la célula y el contaje automético del nimero de particulas virales en cada uno de los planos se realizé en el programa
Image J con el Threshold Intermodes. En la figura se muestran 7 planos celulares de los 18 adquiridos en este campo.
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o-p72 Faloidina Topro3 Merge

.

Figura 11. Andlisis del desarrollo de factorias virales durante la infeccion del VPPA. Las células Vero fueron
infectadas asincrénicamente con una MDI de 5 ufp/célula y tras 16 hpi se procesaron para inmunofluorescencia. Las
factorias virales (punta de flecha) se visualizaron incubando a las células con el anticuerpo anti-p72 17LD3, y los
filamentos de actina asi como el ADN celular y viral, se marcaron con faloidina-TRITC y Topro3, respectivamente.
Las iméagenes fueron adquiridas mediante CLSM.
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3.11. ANALISIS DE LA PRODUCCION VIRAL

Las células se trataron con DMSO o con inhibidores farmacol6gicos y se infectaron
asincronicamente con una MDI de 1 ufp/célula. Tras 48 h de infeccion, se recogié en
sobrenadante y el numero de particulas virales productivas se analizd6 mediante ensayos de
plagueo en células Vero, como se describi6 previamente (Enjuanes y col., 1976). El titulo viral
se calculé cémo la cantidad de unidades formadoras de placa por mililitro (ufp/ml); en todos los

casos se realizd el experimento por triplicado de forma independiente.

3.12. ANALISIS DE LA FOSFORILACION DE AKT, PAK1 y EGFR

Para analizar la fosforilacion de la quinasa Akt durante la infeccién viral, las células se
cultivaron sin FBS durante 24 h, se infectaron con una MDI de 5 6 10 ufp/célula y tras la
adsorcién a 37°C 6 4°C durante 60 6 90 min, se recogieron los extractos celulares a diferentes
tiempos de infeccidn. La fosforilacion de Pakl y del EGFR fue analizada en extractos de células
Vero infectadas sincronicamente con una MDI de 5 y 10 ufp/célula, respectivamente, a los
tiempos indicados.

Para el analisis de la fosforilacion de Akt y Pakl, los extractos totales de celulas
infectadas se procesaron como se indica en el apartado 3.22 y la fosforilacion de las proteinas se
analiz6 mediante Western blot utilizando los anticuerpos primarios anti-fosfo Akt (Treonina
308), anti fosfo Akt (Serina 473) y anti-fosfo Pakl (Treonina 423). Los niveles totales de Akt y

Pakl se analizaron con anticuerpos especificos, asi como los niveles de B-actina como control
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de carga. En el caso de la fosforilacion del EGFR, las células se procesaron para el analisis
mediante FACS, como se especifica en el apartado 3.19, y la fosforilacion se detect con el
anticuerpo fosfo-EGFR (Tirosina 1068). Los niveles de EGFR se detectaron con un anticuerpo
especifico frente al receptor.

3.13. ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE ACTINA, RAC1 Y ROCK1

La distribucidn de actina, tanto la endégena como la transfectada con el plamido pEGFP-
actina, se analizé en células infectadas asincrénicamente sin periodo de adsorcion y con una
MDI de 50 ufp/célula. En el caso de Racl, su distribucion se analiz6 tras la transfeccién
transitoria de pEGFP-Racl e infeccidén sincronica con una MDI de 10 ufp/célula, y la
localizacion de Rockl se examin0 en células infectadas sincronicamente con una MDI de 50
ufp/célula. En todos los casos, tras el periodo de infeccion, las células se lavaron con PBS frio y
se fijaron a los tiempos indicados para continuar con la inmunofluorescencia. En el caso de la
distribucion de actina enddgena, la inmunofluorescencia se realizé incubando las células con la
sonda faloidina Alexa Fluor-488 y para visualizar la proteina Rock1 las células se incubaron con
el anticuerpo anti-Rock1 seguido de Alexa Fluor-555. Las particulas virales se visualizaron con
el anticuerpo anti-p72 17LD3 seguido de los secundarios Alexa Fluor-488 o Alexa Fluor-555 y
el nucleo celular con Topro3. Todas las preparaciones se analizaron mediante CLSM como se

describe en el punto 3.21.

3.14. ANALISIS DE PROTRUSIONES DE MEMBRANA

3.14.1. Microscopia Electronica de Barrido de Emisién de Campo (FESEM)

Las células fueron cultivadas en cubre-objetos sin FBS durante 24 h antes de ser
infectadas sincronicamente con una MDI de 50 ufp/célula. A los tiempos post-infeccion
indicados, las células se fijaron durante 3 h a 4°C en 2,5% de glutaraldehido y 4% de
paraformaldehido (PFA) en tampén fosfato 0,1 M (pH 7,4). Posteriormente, se lavaron tres
veces con el mismo tampdn en agitacion y se trataron con tetréxido de osmio al 2% en agua
(OsO4/H,0) durante 60 min a temperatura ambiente. Tras tres lavados consecutivos en agua
destilada, las células fueron deshidratadas a temperatura ambiente durante 10 min en
concentraciones crecientes de acetona o etanol como sigue: 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% y
100%. Para una completa deshidratacion, las muestras se sometieron al proceso de punto critico
durante 2 h y fueron cubiertas con grafito y oro para aumentar su conductividad. Finalmente,
fueron analizadas a diferentes aumentos y con un voltaje de 5kV en un microscopio electrénico
de barrido con cafidn de emision de campo, modelo JSM-6335-F (JEOL) (Centro Nacional de

Microscopia Electronica, Universidad Complutense de Madrid).
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3.14.2. Microscopia 6ptica de Contraste de Fases

Para estudiar a tiempo real en célula viva las perturbaciones de membrana producidas tras
la infeccion, las células se cultivaron durante 24 h en ausencia de FBS y la adsorcion viral tuvo
lugar durante 90 min a 4°C con una MDI de 100 ufp/célula. Tras la adsorcion, las células se
lavaron dos veces con PBS frio y la infeccion se monitoriz6 durante 30 min con una cdmara
digital Orca R2 (Hamamatsu) acoplada a un microscopio de campo ancho (LeicaDMI6000B,
Leica Mycrosystems) a 37°C y atmosfera controlada con 7% de CO,. Las imagenes se
capturaron cada 1/485 segundos con el software LAS AF version 2.6.0. (Leica Mycrosystems) a
una resolucion de 1344 x 1024 pixeles, con un objetivo 20x, 0,40 AN y un aumento de 1,6x. Las

imagenes fueron analizadas y montadas con el programa Image J.

3.14.3. Microscopia 6ptica mediante Normasky.

La visualizacion de protrusiones de membrana en células IPAM se llevd a cabo tras la
infeccion sincrénica a una MDI de 50 ufp/célula. A los tiempos post-infeccion indicados, las
células se lavaron 3 veces con PBS frio y se fijaron con PFA al 4% durante 20 min a
temperatura ambiente. Las imagenes fueron tomadas con una camara ccd monocroma
(Hamamatsu) acoplada a un microscopio invertido (Axiovert, Zeiss) con un objetivo 63x, 1,4

AN. Finalmente, las imagenes se importaron y procesaron con el programa Image J.

3.15. ANALISIS DE MARCADORES DE ENDOCITOSIS

Para analizar la endocitosis de dextrano mediante citometria de flujo, las células fueron
cultivadas en medio sin FBS durante 24 h y posteriormente se incubaron con DMSO o EIPA.
Después del tratamiento, fueron infectadas sincrénicamente a una MDI de 10 ufp/célula o
estimuladas con PMA (200 nM) durante 30 min a 37°C, en ambos casos. A los 15 min de
infeccion o estimulacién, las células se incubaron con 0,05 mg/ml dextrano-647 y tras 15 min a
37°C, se lavaron tres veces con PBS frio y una vez con tampdn 4cido (Acetato sédico 0,1 M,
Cloruro sédico 0,05 M, pH 5,5) durante 10 min para eliminar los restos de dextrano adheridos a
la membrana plasmaética celular. Finalmente, las células se levantaron de la placa, se lavaron
con PBS frio, se centrifugaron durante 3 min a 2000 rpm y 4°C, diluyeron en medio de marcaje
(BSA al 5% y 0,01% acida sodica en PBS) y 2x10° células fueron analizadas en un citémetro de
flujo FACSCalibur (BD Science). La internalizacion de dextrano se representé como la media
de fluorescencia de tres experimentos independientes, y la barra de error representa la
desviacion estandar entre los mismos. Como control de que el tampdn acido elimind el dextrano
adherido a la membrana, se analizo la internalizacion del trazador en células no tratadas con

dicho tampon.
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La colocalizacion de dextrano con las particulas virales internalizadas se analiz6 mediante
CLSM. En este caso, las células se cultivaron sin FBS 4 horas y se infectaron asincrénicamente
durante 45 min con una MDI de 2 ufp/célula. A los 30 min de infeccion las células se incubaron
con dextrano Texas-Red a una concentracion de 0,5 mg/ml durante 15 min a 37°C.
Posteriormente, se lavaron tres veces con PBS frio para detener la internalizacion y una vez con
tampon &cido durante 10 min para eliminar el dextrano adherido a la membrana. La
inmunofluorescencia se realizd con el anticuerpo primario policlonal anti-p72 seguido del
secundario Alexa Fluor-488 para marcar las particulas virales. El analisis de la colocalizacion
del virus con el dextrano se realizé mediante CLSM como se indica en el punto 3.21.

3.16. ENSAYO DE ACTIVACION DE LA PI3K

Las células fueron tratadas con DMSO o LY?294002 durante 60 min a 37°C después de
ser cultivadas en ausencia de FBS durante 24 horas y se infectaron asincrénicamente con una
MDI de 10 ufp/ célula y un periodo de adsorcion de 60 min. A los tiempos post-infeccion
indicados, la subunidad p85 de la PI3K fue inmunoprecipitada de los lisados celulares y la
actividad de la quinasa se midié como la produccién de PI(3,4,5)P; mediante un ensayo
enzimatico de inmunoadsorcion (ELISA) siguiendo las instrucciones del distribuidor
(Kit#1001s Echelon). La actividad de la PI3K se representa como la cantidad de PI(3,4,5)P;
generado a partir de PI(4,5)P,. Los resultados mostrados son representativos de dos

experimentos independientes realizados cada uno por duplicado.

3.17. ENSAYO DE ACTIVACION DE RAC1

Las células se infectaron sincronicamente con una MDI de 10 ufp/célula después de 24 h
de cultivo en ausencia de suero. Tras la adsorcién, se lavaron con PBS frio y se incubaron a
37°C hasta los tiempos post-infeccion indicados. La activacion de Racl en las diferentes
muestras se midié mediante dos métodos. La primera medida se realiz6 con un kit de activacién
G-ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante (Kit#BK128 Cytoskeleton, Inc), en el que
los niveles de activacion de Racl son inversamente proporcionales a la absorbancia obtenida a
490 nm. EIl segundo ensayo realizado se fundamenta en un pull down de Racl mediante la
incubacion de los extractos celulares con el dominio PBD (Protein Binding Domain) de la
proteina Pakl. Las células se lavaron dos veces con PBS frio y se incubaron en hielo durante 10
min con el buffer de lisis complementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (HEPES
25mM pH 7,5, NaCl 150mM, 1% de NP-40, MgCl, 10mM, EDTA 1mM, 2% de glicerol). Tras
la incubacion, se separ6 una fraccion del lisado celular como extracto total y el resto se incubd

con 40 pl de solucion PBD en la noria durante 1 h a 4°C. Finalmente, las muestras se
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centrifugaron 10 min a 14000 rpm, el pellet se lavo 3 veces con el buffer de lisis y se prepard
para ser analizado mediante Western blot. La cantidad de Rac1-GTP unida al dominio PBD se
analizé con un anticuerpo primario anti-Racl. En ambos tipos de experimentos el andlisis se

realizo por triplicado de forma independiente.

3.18. ENSAYOS DE BY-PASS A pH ACIDO

Las células se trataron con el inhibidor farmacol6gico EIPA durante 60 min a 37°C en
medio sin suero fetal. La adsorcion viral tuvo lugar durante 90 min a 37°C a pH neutro (7,4) o
pH écido (5,0) con una MDI de 1ufp/célula, y tras lavar la monocapa con PBS, las células se
incubaron a 37°C en medio a pH neutro en presencia o ausencia del inhibidor. Finalmente, tras
16 h de infeccidn, los extractos celulares se recogieron y prepararon para el analisis mediante

Western blot utilizando el anticuerpo primario anti-VPPAL.

3.19. CITOMETRIA DE FLUJO (FACS)

Tras la infeccion viral, las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min en PBS al
1% de FBS y se fijaron con PFA al 2% en PBS durante 30 min a 4°C. Seguidamente, se
permeabilizaron con saponina al 2% en solucién de marcaje (BSA al 5% y 0,01% acida sddica
en PBS) durante 15 min a temperatura ambiente. Tras un lavado, las células se incubaron con
los anticuerpos primarios correspondientes durante 30 min a 4°C, se lavaron una vez en solucion
de marcaje, y se incubaron el mismo tiempo en oscuridad con el anticuerpo secundario.
Finalmente, tras dos lavados consecutivos, 2x10* células fueron analizadas en un citémetro de
flujo FACSCalibur (BD Science).

3.20. INMUNOFLUORESCENCIA

Las células fueron crecidas sobre cubre-objetos y a los tiempos post-infeccion indicados
se fijaron con PFA al 4% en PBS durante 20 min a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces
con PBS frio. A continuacién, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,2% en PBS y
bloguearon con BSA al 1% durante 30 min. Seguidamente, las células se incubaron con el
anticuerpo primario diluido en BSA al 1% a temperatura ambiente durante 60 min y tras tres
lavados en agitacion se incubaron con el anticuerpo secundario en oscuridad en las mismas
condiciones. Finalmente, las células fueron lavadas sucesivamente con BSA al 1% en PBS,
agua destilada y etanol, y la preparacion fue montada sobre un porta-objetos utilizando medio
de montaje Prolong Gold (Invitrogén). Tras el secado del medio de montaje, el anélisis de las

muestras se realizé mediante CLSM.
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3.21. MICROSCOPIA OPTICA CONFOCAL (CLSM)

Las muestras fueron analizadas en un microscopio de barrido laser confocal (Zeiss
LSM510 META) acoplado a un microscopio invertido Axiovert200 (Zeiss) con un objetivo 63x,
1,4 AN. En los experimentos en los que se analiz6 el nimero de particulas virales internalizadas
asi como la distribucion de actina y Rockl se tomaron varios planos por imagen y se
representaron como la méxima proyeccion en el plano vertical (plano x-z) y/o la méaxima
proyeccion en el plano horizontal (plano x-y). Para el anélisis de la formacion de las factorias
virales y de la colocalizacion del virus con el dextrano se tom6 un plano medio, que en el caso
de los experimentos de colocalizacion fue de un grosor de 0,3 micras. La distribucion de Racl
se analiz6 tomando varios planos seriados o sélo un plano celular. Los pardmetros de
adquisicion del confocal se ajustaron tomando la muestra mock como control negativo. Las
imagenes obtenidas mediante el microscopio fueron digitalizadas y procesadas utilizando el
programa Image J. En todos los casos se muestra una imagen representativa de al menos dos

experimentos independientes.

3.22. EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Para obtener extractos de proteinas totales a los tiempos post-infeccién indicados, las
células fueron lavadas dos veces con PBS frio y resuspendidas en tampén RIPA modificado,
conteniendo: Tris-HCI 50 mM pH 7,5; Nonidet NP-40 al 1%; Deoxicolato sddico al 0,25%;
NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; Inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas. Las células
se mantuvieron en el tampdn de lisis 30 min a 4 °C y los extractos se centrifugaron durante 5
min a 14000 rpm y 4°C para eliminar el DNA celular. Finalmente, la concentracién de proteinas
en el sobrenadante, se determind utilizando el método espectrofotométrico del acido

bicinchoninico (BCA) Protein Assay Kit (Pierce), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.23. ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

Partiendo de extractos celulares completos se analizaron entre 15- 50 ug de proteina total
de cada muestra a estudiar, a los que se afiadié tampdn de carga Laemmli e incubaron a 95°C
durante 5 min. Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) en condiciones reductoras. El porcentaje de acrilamida vario
en funcion de las proteinas a analizar. Las proteinas fueron transferidas a membranas de
Inmobilon-P (Millipore) y tras lavar la membrana en etanol 100% y dejar secar durante 30 min a
temperatura ambiente, se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario

correspondiente diluido en solucion de bloqueo (tampén TBS con leche en polvo desnatada al
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1% o BSA al 5%). A continuacidn, tras un lavado de 5 min con tampén TBS, las membranas
fueron incubadas con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa seguido de tres lavados
con tampon TBS. La dilucion utilizada para cada anticuerpo se indica en el apartado 3.4. Para
identificar las bandas de proteina especificas se utiliz el método de quimioluminiscencia ECL
Western Blotting Andlisis System (Amersham Pharmacia), siguiendo las indicaciones del
proveedor.

3.24. TRANSFECCION TRANSITORIA

Las células se transfectaron de forma transitoria con 1pg del pldsmido de expresion
especifico por cada 10° de células mediante el sistema de LipofectAMINE PLUS Reagent
(Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Las células se incubaron a 37°C durante
4 h en medio sin FBS y sin antibidticos, se lavaron una vez y se incubaron a 37°C en medio con
2% de FBS. Después de 16 6 24 h las células se infectaron a la MDI indicada y los extractos
celulares se analizaron mediante Western blot o en el caso de los experimentos de

inmunofluorescencia las células se analizaron mediante CLSM.

3.25. ANALISIS DE VIABILIDAD CELULAR

Tras el tratamiento con los inhibidores farmacoldgicos a las concentraciones y tiempos
indicados, las células se tripsinizaron durante 5 min a 37°C, se lavaron con PBS al 2% de suero
fetal y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente en solucién azul Trypan en PBS
(Invitrogén). En cada caso, las células se contaron por duplicado en un hemocitometro y el
porcentaje de células muertas se representd como nimero de células azules respecto al nimero

total de células.

3.26. ANALISIS DENSITOMETRICOS

Tras los ensayos de Western blot, las bandas obtenidas por quimioluminiscencia fueron
digitalizadas y cuantificadas mediante el software Image J. Los datos se normalizaron después
de substraer los valores de fondo, y se calcularon como el ratio frente al valor obtenido més alto
0 méas bajo. Todas las cuantificaciones representan la media de tres experimentos

independientes.
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41. EL VPPA INDUCE ALTERACIONES DE LA MEMBRANA
CITOPLASMATICA DURANTE SU ENTRADA EN LA CELULA

Como se ha descrito en Introduccion, la macropinocitosis se diferencia de otros procesos
endociticos por una importante restructuracion en el citoesqueleto de actina, generandose
protrusiones de membrana a través de las cuales el cargo especifico entra en la célula (Swanson
y Watts, 1995). El tamafio y la forma de estas protrusiones varia dependiendo del estimulo y del
tipo celular; por ejemplo, la estimulacién de macréfagos con factores de crecimiento o PMA, la
expresion constitutiva de proteinas Ras en fibroblastos, o la infeccion de células A549 con
FLUAYV induce la formacion de estructuras en forma de ruffles (Amyere y col., 2000; Araki y
col., 1996; Rossman y col., 2012), mientras que la infeccién de células Hela con VV promueve

la formacidn de blebs durante la internalizacion del virus (Mercer y Helenius, 2009).

En el caso del VPPA, tal y como se ha mostrado anteriormente en estudios de TEM,
durante la adsorcion del virus a la membrana plasmaética los viriones se localizan adyacentes a
protrusiones de membrana (Alcami y col., 1989a; Valdeira y Geraldes, 1985), lo que abre la
posibilidad de que la macropinocitosis sea el mecanismo, o uno de los mecanismos, utilizado(s)
por el virus para entrar en la célula huésped. Para evaluar esta posibilidad y como punto de
partida de este estudio, nos propusimos analizar la morfologia y naturaleza de estas estructuras
tras la infeccion mediante otros métodos analiticos de microscopia distintos a los empleados

hasta el momento.

4.1.1. Formacién de ruffles en células Vero durante la entrada del VPPA

En primer lugar, analizamos el perfil de la membrana plasmética durante la infeccion de
celulas Vero con el aislado viral Ba71V. Las células se cultivaron durante 24 h en ausencia de
FBS para disminuir la activacion basal celular, se infectaron de forma sincrénica durante 10, 60
y 90 min, y el perfil de la membrana plasmética se analiz6 mediante FESEM como se describe
en Materiales y Métodos. La Figura 12A muestra como la infeccion provoca una importante
alteracion en la estructura de la membrana plasmatica celular ya que en comparacion con las
células mock que muestran un perfil liso y con filopodios, la membrana de las células infectadas
tiene un aspecto rugoso generalizado y presenta protrusiones de aproximadamente 1 pM
compatibles con ruffles planos tipo lamelipodio. Las diferentes imégenes adquiridas durante la
internalizacion viral sugieren que la formacion de estas estructuras es un evento transitorio
durante la infeccion, formandose en mayor medida a partir de los 10 min y disminuyendo
paulatinamente hasta los 90 mpi, donde no se visualizan. Esta temporalidad en la activacion de

la membrana celular estd en consonancia con otros estudios que describen que a los 60 mpi
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alrededor del 65% de los virus han internalizado (Alcami y col., 1989a) y por lo tanto, es de
esperar que a tiempos posteriores el nivel de activacion de la membrana plasmaética vuelva a su
estado basal. Ademés de las perturbaciones en forma de ruffles, en las células infectadas
también se visualizan otras estructuras con morfologia redondeada y un tamafio entre 0,3 - 1
HUM. En base a sus dimensiones, estas estructuras podrian ser consideradas blebs aunque no
parece probable, pues hasta el momento, ningin estudio ha demostrado que un Unico estimulo
induzca la formacion de protrusiones de membrana diferentes en un mismo tipo celular. Esto
nos lleva a pensar que tal vez su formacion esté dirigida por algiin contaminante presente en la
preparacion viral, ya que a diferencia de los ruffles que desaparecen a partir de los 90 mpi
coincidiendo con la completa internalizacion del virus, las protrusiones circulares se mantienen
después de este tiempo de infeccion. Por otro parte, aunque las particulas virales no fueron
marcadas con ningun anticuerpo especifico para su reconocimiento, se observan pequefias
esferas adyacentes a los ruffles con un didmetro aproximadamente de 200 nm, coincidente con

el tamafio del virus (Figura 12B).

Finalmente, monitorizamos la infeccion en células Vero durante los primeros 30 min
mediante microscopia dptica de contraste de fases (ver Video 1 para células mock y Video 2
para células infectadas en el CD adjunto que acompafia a la Tesis). La Figura 12C muestra el
montaje de parte de la secuencia de imagenes obtenidas donde se observa que la internalizacion
viral provoca una alteracion morfol6gica generalizada en la membrana celular, en comparacion

con las células mock cuya membrana plasmatica presenta un perfil uniforme.

4.1.2. Formacion de blebs en células IPAM durante la entrada del VPPA

Como se ha comentado con anterioridad, la morfologia de las perturbaciones de
membrana en cada tipo celular depende del estimulo que las induce, e incluso, en el caso de
algunos virus como VV, la morfologia de estas perturbaciones en un mismo tipo de célula varia

segun el aislado viral (Mercer y col., 2010a).

Para estudiar si durante la infeccion con el VPPA la formacién y el patrén de protrusiones
de membrana dependen del tipo celular y aislado viral, analizamos el perfil de la membrana
plasmaética en la linea celular de macrdéfagos porcinos IPAM, tras la infeccion tanto con la cepa
viral E70, como con la cepa Ba71V. El andlisis mediante FESEM muestra que la infeccion
sincrénica con la cepa E70 provoca visibles cambios morfologicos en toda la membrana
plasmaética tan pronto como a los 10 mpi, indicando que, al igual que en las células Vero, existe
un cambio generalizado en presencia del virus (Figura 13). Si bien la morfologia de estas

protrusiones no corresponde exactamente a ruffles, los datos revelan la incipiente aparicion de
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Figura 12. Induccion de perturbaciones de membrana en células Vero durante la internalizacién del VPPA. A)
Las células fueron infectadas sincrénicamente a una MDI de 50 ufp/célula y procesadas para el analisis mediante
FESEM a los tiempos post-infeccion indicados. Las imagenes en lado inferior derecho de las fotografias muestran en
detalle una regién de la superficie celular analizada. Las puntas de flecha indican perturbaciones de la membrana
compatibles con ruffles y las flechas estructuras con morfologia redondeada. B) Detalle de la superficie de la
membrana plasmatica de una célula infectada sincrénicamente durante 10 min y analizada mediante FESEM. La
flecha apunta a estructuras esféricas con un tamafio de 200 nm (posibles particulas virales) adyacentes a ruffles (punta
de flecha). C) Las células se infectaron sincronicamente con una MDI de 100 ufp/célula y la infeccién se monitorizé
durante 30 min mediante microscopia optica de contraste de fases. La graduacién numérica de cada una de las
imagenes corresponde a un lapso de tiempo expresado en min:sec. Los videos correspondientes se adjuntan en el CD
que acompafia a la Tesis.
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estructuras que, en algunos casos, parecen adoptar una morfologia esférica formada por
subunidades menores. Para intentar esclarecer esta observacion, las células infectadas fueron
analizadas, en paralelo, mediante Normasky a los 30, 45 y 60 mpi, y como muestra la Figura
14A, mediante este andlisis pudimos diferenciar claramente que durante la internalizacion de
E70 en células IPAM se forman protrusiones de membrana con forma redondeada y un tamafio
en torno a 0,5 UM, las cuales se ajustan a la definicion de blebs.

Mock 10 mpi

Figura 13. Alteracion de la membrana plasmatica en células IPAM infectadas con el VPPA. Las células fueron
infectadas sincrénicamente con el aislado viral E70 a una MDI de 50 ufp/célula durante 10 min y se procesaron para
el andlisis mediante FESEM. Las puntas de flecha indican estructuras generadas en la membrana plasmatica de las
células infectadas y las imagenes localizadas en lado inferior derecho muestran en detalle una region analizada de la
superficie celular. Barras de escala: 1 uM.

A continuacién, nos propusimos estudiar si este tipo de perturbaciones de membrana se
forman igualmente cuando las células IPAM son infectadas con una cepa viral diferente. Para
ello, en primer lugar, analizamos si la internalizacion del aislado Ba71V era sensible al
tratamiento con blebistatina, un inhibidor farmacol6gico que inhibe especificamente a la
miosina Il (Kovacs y col., 2004; Limouze y col., 2004) y la entrada de virus como VV y KHSV
al impedir la formacion de blebs (blebbing) (Mercer y Helenius, 2008; Valiya Veettil y col.,
2010). Como muestra la Figura 14B, cuando las células se tratan con blebistatina a
concentraciones no téxicas (Tabla Anexo 1) durante 60 min antes de la adicion del virus (Pre),
la expresiéon de la proteina viral temprana p32 y la tardia p72 se ve fuertemente inhibida,
indicando, que la miosina Il es un factor importante para la infeccién viral. Sin embargo, para
descartar que el inhibidor estuviera afectando a procesos posteriores a la entrada como la
transcripcion o traduccion de proteinas virales, realizamos un segundo tratamiento. En este caso,
la entrada viral se permitio durante 60 min en ausencia de blebistatina y tras la internalizacion,
pero antes del inicio de la transcripcion de los genes tempranos (Rodriguez y Salas, 2013), las
células se incubaron con la droga (Post). Los resultados muestran que cuando el inhibidor se
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afiade 60 min después de la entrada viral hay una importante recuperacién de los niveles de
expresion de las proteinas virales en comparacion con la fuerte inhibicion obtenida cuando las
celulas se tratan con la droga antes de la adicion del virus, indicando que el blebbing desempefia

un papel importante para la internalizacion de Ba71V en células IPAM.

Por ultimo y para reforzar los datos obtenidos tras la infeccion con Ba7lV,
caracterizamos los blebs formados tras la infeccion analizando la localizacion de la proteina
Rockl, pues es un marcador especifico de este tipo de protrusiones (Hannemann y col., 2008).
Las imagenes de inmunofluorescencia adquiridas mediante CLSM muestran que dichas
estructuras estan enriquecidas en Rockl y ademas, si bien no podemos hablar de colocalizacion
puesto que las imagenes representan la proyeccion de distintos planos celulares, Rockl presenta
la misma distribucion que las particulas virales durante el proceso de internalizacién (Figura
14C).
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Figura 14. Implicacion de los blebs durante la infeccion de células IPAM con el VPPA. A) Las células fueron
infectadas sincronicamente con el aislado viral E70 a una MDI de 50 ufp/célula y la formacidn de blebs se analizé a
diferentes tiempos post-infeccién mediante Normasky. B) Analisis del efecto de la blebistatina en la entrada viral. El
tratamiento con DMSO o blebistatina se realiz6 60 min antes (Pre) o 60 min después (Post) de la adsorcion viral a
37°C. La infeccion con Ba71V con 1 ufp/célula se permitié durante 16 h y los extractos celulares se analizaron
mediante Western blot con un anticuerpo anti-VPPALt; los niveles de B-actina se analizaron como control de carga. La
grafica representa las veces de induccion mediante el andlisis densitométrico (n=2, media + D.E.). C) Caracterizacion
de blebs mediante inmunofluorescencia. Las células infectadas sincrénicamente con Ba71V a una MDI de 50
ufp/célula durante 30 min, se incubaron con anti-Rockl, anti-p72 17LD3 y Topro3 para marcar los blebs, las
particulas virales y el nicleo celular, respectivamente. Tras la inmunofluorescencia, las imagenes fueron adquiridas
mediante CLSM y representadas como la maxima proyeccion en z de los diferentes planos tomados en el eje x-y. Las
células también fueron visualizadas mediante Normasky. Los paneles inferiores muestran el detalle de un bleb
(flechas). D.E., desviacion estandar.

En conclusidn, estos resultados muestran que durante la entrada, el VPPA promueve la
activacion generalizada de la membrana plasmatica celular formando protrusiones de membrana
en forma de ruffles o blebs importantes durante los primeros estadios de la infeccion. Ademas,
estos procesos caracteristicos de la entrada por macropinocitosis son explotados in vitro tanto
por diferentes aislados virales para infectar a un mismo tipo celular, como por un mismo aislado
viral para infectar dos tipos celulares diferentes, lo que sugiere, que la macropinocitosis podria
ser un mecanismo general de entrada durante la infeccién del VPPA, hip6tesis que precisa de

estudios posteriores los cuales constituyen el foco del presente trabajo.
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4.2. LA ENTRADA DEL VPPA REQUIERE DE LOS CANALES NA+/H+

Las perturbaciones de membrana producidas tras la infeccién con el VPPA mostradas en
el capitulo anterior, sugieren que el virus podria entrar en la célula mediante un proceso
dependiente de macropinocitosis. Para confirmar esta idea, analizamos si durante la entrada del
virus se cumplen dos de las caracteristicas especificas de este mecanismo endocitico. Tal y
como se ha comentado en Introduccion, la entrada por macropinocitosis tiene que ser
susceptible a la inhibicion de los canales Na*/H" y ademas, inducir la internalizacion de
marcadores de fase fluida como el dextrano. Normalmente, ambos factores son utilizados como
prueba diagndstica para definir si un virus utiliza la macropinocitosis para internalizar en la

célula, puesto que no intervienen en otros procesos endociticos ajenos a ella.

4.2.1. Efecto de la inhibicion de los canales Na*/H* sobre la entrada del VPPA

Para analizar el papel que desempefian los canales Na*/H" durante la entrada e infeccion
del VPPA, empleamos el inhibidor farmacoldgico 5- etil-isopropil amiloride (EIPA) a lo largo
del proceso de infeccion. Este compuesto, junto su analogo amiloride, inhibe de manera
especifica la macropinocitosis no interviniendo en otros tipos de endocitosis como la CME
(Masereel y col., 2003; West y col., 1989), y aunque el mecanismo de accién concreto no es del
todo conocido, se ha descrito que el tratamiento con ambos compuestos provoca la disminucion
del pH de la membrana celular, impidiendo la sefializacién necesaria para la formacion de

ruffles o blebs mediada por Racl y Cdc42 (Koivusalo y col., 2010).

En primer lugar, y para descartar que la inhibicion de la infeccién pueda ser consecuencia
de la toxicidad del compuesto sobre las células, se realizaron ensayos de viabilidad celular en
presencia del EIPA a diferentes concentraciones y tiempos de incubacion; los datos obtenidos
estan representados en la Tabla Anexo 1. Una vez elegidas las concentraciones no téxicas,
analizamos el efecto que el inhibidor tiene sobre la entrada del virus. Para ello, las células Vero
se trataron con DMSO o EIPA a diferentes concentraciones y se infectaron sincrénicamente con
el aislado viral Ba71V durante 60 min. La internalizacion viral se analiz6 mediante FACS tras
marcar a las particulas virales con el anticuerpo monoclonal 17LD3 frente a la proteina
mayoritaria de la capsida (p72). Como se muestra en la Figura 15A, el tratamiento con EIPA
produjo una fuerte disminucion dosis dependiente en la internalizacién del virus en comparacion
con las células control. Para reforzar estos resultados, analizamos en paralelo la internalizacion
viral en presencia del inhibidor farmacol6gico mediante CLSM. El tratamiento y la infeccion se
realizaron en las mismas condiciones descritas anteriormente (a una concentracion de 60 pM de
EIPA) y a los 60 mpi las células se fijaron e incubaron simultdneamente con el anticuerpo anti-

p72 17LD3, faloidina- TRITC y Topro3 para visualizar las particulas virales, los filamentos de
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actina y el nacleo, respectivamente. Tal y como se observa en la Figura 15B, el contaje
automatizado de las particulas virales internalizadas a partir de las imagenes adquiridas por
CLSM, confirma que la entrada viral es menor en las células tratadas con EIPA. La Figura 15C
representa la proyeccion en el eje horizontal de los diferentes planos tomados de uno de los
campos analizados. Si bien estos datos estan en linea con los obtenidos mediante el analisis por
FACS, el porcentaje de inhibicion en presencia de EIPA fue ligeramente inferior cuando se
analizd6 mediante CLSM. Estas diferencias podrian explicarse por la presencia de particulas
virales no internalizadas pero adheridas a la membrana plasmatica de las células tratadas con
EIPA, y para visualizar de forma mas clara esta posibilidad, las imagenes se representaron como
la méaxima proyeccion en el plano vertical. Como se observa en la Figura 15D, existe una
diferente distribucion de las particulas virales entre las células tratadas con DMSO vy las células
tratadas con el inhibidor, estando, en este Gltimo caso, situadas principalmente en el borde de la
membrana celular y colocalizando con la actina cortical, lo que sugiere una menor
internalizacion. Esta distribucidn periférica en presencia de EIPA también se puede advertir en
la Figura 15C.

4.2.2. Efecto del EIPA sobre etapas posteriores a la internalizacién viral

Una vez demostrado que la entrada viral depende de la funcion de los canales Na*/H",
analizamos el desarrollo de la infeccion en células tratadas con EIPA para confirmar que la
inhibicion observada durante las primeras etapas de la infeccion se ve reflejada en el progreso
de la misma. Para ello, analizamos los niveles de expresion de proteinas virales, la formacion de
factorias y la produccion viral. En primer lugar, las células Vero se trataron con EIPA a una
concentracion de 20 uM y tras 16 h de infeccion, los extractos totales de células infectadas se
recogieron y analizaron mediante Western blot con un anticuerpo policlonal frente la proteina
p72 y un anticuerpo frente a las proteinas virales inducidas (anti-VPPAt). Como muestra la
Figura 16A, en presencia de EIPA ni la proteina temprana p32 (Prados y col., 1993), ni las
proteinas tardias pl12, p17 y p72 (Salas y col., 1986; Santaren y Vinuela, 1986) se detectan a
tiempos tardios post-infeccion. De igual forma, cuando la infeccion se analizé mediante CLSM
no se hallaron factorias virales (Figura 16B) y la produccién viral en presencia del inhibidor fue

de hasta 3 unidades logaritmicas menor (Figura 16C).

Ademés, y para descartar que tanto la inhibicion de la expresion de proteinas virales,
como de la produccidn viral ejercida por el EIPA fuera debida a un efecto sobre etapas post-
internalizacion, analizamos la infeccion en presencia del inhibidor mediante dos abordajes
experimentales diferentes; el primero de ellos incluye un experimento de by-pass a pH &cido,

que se fundamenta en la induccién de la entrada viral mediante la fusion de la membrana del
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Figura 15. El tratamiento con EIPA inhibe la internalizacion del VPPA en células Vero. A-B) Las células fueron
tratadas con DMSO o EIPA e infectadas sincrdnicamente con una MDI de 10 ufp/célula durante 60 min. A) Las
particulas virales se marcaron con el anticuerpo anti-p72 17LD3 y las células se analizaron mediante FACS. La
grafica representa el porcentaje medio de internalizacion viral respecto a las células DMSO control (n=7, realizado
por duplicado; media + D.E.). B) Tras la infeccion en presencia de 60 uM de EIPA, la inmunofluorescencia se realizé
con el anticuerpo anti-p72 17LD3, faloidina-TRITC y Topro3 para visualizar las particulas virales, los filamentos de
actina y el ndcleo, respectivamente. Mediante CLSM se tomaron imagenes de planos seriados de la célula (eje x-y) y
el namero de particulas virales internalizadas se cuantificé en cada uno de ellos, tras el contaje de 100 células por
condicion, mediante el programa Image J. El porcentaje de internalizacion viral se expresa respecto a las células
tratadas con DMSO (n=3; media + D.E.). C) Representacion de la maxima proyeccion en z de los planos tomados en
el eje x-y de uno de los campos analizados mediante CLSM. D) Representacion de la maxima proyeccion ortogonal
de los planos x-z de uno de los campos analizados mediante CLSM. D.E., desviacion estandar.

85



Resultados: Apartado 2

virus con la membrana plasmatica en un ambiente de pH acido, tal y como se ha descrito
anteriormente (Valdeira y Geraldes, 1985), en presencia del inhibidor farmacolégico.
Brevemente, si a pH 5 la sintesis se ve inhibida por el EIPA de igual manera que a pH
fisiologico, el inhibidor no estd actuando en la internalizacion viral sino en pasos posteriores.
Por el contrario, si a pH 5 hay sintesis de proteinas virales, el inhibidor estaria actuando durante
la internalizacion (Mercer y Helenius, 2008). Los resultados obtenidos, que se observan en la
Figura 16D, muestran que cuando la internalizacion del VVPPA tiene lugar en presencia de
EIPA a pH &cido hay una significativa recuperacion de la sintesis de p72, en contraste con la
total inhibicion que ejerce la droga cuando la internalizacion ocurre a pH fisioldgico, indicando
que el EIPA esta actuando principalmente en el proceso de internalizacion.

En segundo lugar, confirmamos estos resultados en células tratadas con EIPA 60 min
antes o 60 min después de la adsorcion viral. La completa recuperacion de la expresion de la
proteina viral p72 cuando el inhibidor se afiade 60 min después de la internalizacion, indica de
manera concluyente que el EIPA esté actuando durante los primeros 60 min de la infeccion sin
afectar a otras etapas posteriores (Figura 16E), y por lo tanto, que los canales Na*/H", criticos
en la consecucion de la macropinocitosis, son fundamentales para la internalizacion del virus,

reforzando los resultados obtenidos en los experimentos de FACS y CLSM.
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Figura 16. El tratamiento con EIPA no tiene efecto sobre etapas post-internalizacion en la infeccion del VPPA
en células Vero. A) Analisis de la expresion de proteinas virales. Las células tratadas con DMSO o con 20 pM de
EIPA se infectaron asincrénicamente con una MDI de 1 ufp/célula durante 16 h y los extractos totales se analizaron
mediante Western blot con los anticuerpos policlonales anti-p72 y anti-VPPALt. B) Andlisis del desarrollo de factorias
virales. Tras el tratamiento con 20 UM de EIPA, las células se infectaron con una MDI de 5 ufp/célula durante 16 h 'y
se incubaron con el anticuerpo anti-p72 17LD3, faloidina- TRITC y Topro3 para visualizar las factorias virales, los
filamentos de actina y el ADN, respectivamente. Las imagenes de uno de los planos x-y fueron adquiridas mediante
CLSM donde las puntas de flecha indican las factorias virales. C) Analisis de la produccidn viral. Los sobrenadantes
de células tratadas con DMSO o con 20 uM de EIPA e infectadas con 1 ufp/célula se recogieron tras 48 h de
infeccion y el nimero de virus infectivos se titulé6 mediante experimentos de plaqueo (n = 3, media £ D.E). D)
Ensayo de by-pass a pH acido. Tras el tratamiento con DMSO o con 20uM de EIPA durante 60 min, las células se
infectaron con 1 ufp/célula en presencia de pH neutro (7,5) o pH acido (5) y la adsorcién viral tuvo lugar durante 90
min a 37°C. Posteriormente, las células se incubaron con medio a pH neutro durante 16 h y los extractos totales de
células infectadas se analizaron mediante Western blot con el anticuerpo anti-VPPAL. E) El tratamiento con 20 uM de
EIPA se realizd 60 min antes (Pre) o 60 min después (Post) de la adicion del virus y la expresion de la proteina viral
p72 se analiz6 mediante Western blot con el anticuerpo anti-VPPALt a las 16 hpi (MDI de 1 ufp/célula). Las gréficas
en D y E muestran las veces de induccion tras la densitometria de las bandas (n=3; media + D.E). La expresion de -
actina se analizé6 como control de carga. D.E. desviacién estandar. “Proteinas celulares inespecificas detectadas con
los anticuerpos utilizados.

Puesto que todos estos experimentos se realizaron a partir de una preparacion viral no
purificada completamente, a la que llamamos PA (ver Materiales y Métodos), nos preguntamos
si el tipo entrada empleada por el virus in vitro podria depender de la preparacion viral utilizada.
Por ello, realizamos el tratamiento de las células Vero con EIPA antes o después de la adsorcién
viral e infectamos a células con la preparacién viral no purificada (Ba71V PA) y con una
preparacion viral purificada mediante gradiente de Percoll (Ba71V Percoll). Como muestra la
Figura 17, tanto en un caso como en el otro, existe una completa reversion de la inhibicién en
los niveles de expresién de las proteinas virales cuando el EIPA se afiade después de la
internalizacion, indicando que los canales Na*/H" son fundamentales para la entrada del VPPA
independientemente del grado de pureza de la preparacion viral utilizada y apunta a que, en
ambos casos, la internalizacion depende de la macropinocitosis. Por este motivo, a lo largo de la

presente Tesis Doctoral se utilizard en todos los experimentos la preparacion viral Ba71V PA.
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Figura 17. Los canales Na*/H* son importantes en la entrada del VPPA independientemente del grado de
purificacién de la preparacion viral. A-B) Las células Vero fueron tratadas con DMSO o con 20 uM EIPA durante
60 min antes (Pre) o 60 min después (Post) de la adicion de A) Ba71V Percoll o B) Ba71V PA a una MDI de
lufp/célula. Tras 16 h de infeccion, los extractos celulares se analizaron por Western blot con el anticuerpo anti-
VPPAL para analizar la expresion de proteinas virales. La expresion de B-actina se analizé como control de carga. Se
muestra la imagen representativa de tres experimentos independientes. *Proteinas celulares inespecificas detectadas
con el anticuerpo utilizados.
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4.2.3. Internalizacion del dextrano durante la entrada del VPPA

El dextrano, al igual que otros marcadores, es un trazador endosomal utilizado
comunmente en los estudios de endocitosis o entrada viral y se caracteriza porque su
internalizacion transitoria se induce como consecuencia de la activacion de la macropinocitosis
(Jones, 2007; Kerr y Teasdale, 2009). Para estudiar si el VPPA estimula su internalizacion
durante la entrada viral, las células Vero se trataron con EIPA durante 60 min y se infectaron
durante 30 min o se estimularon con PMA como control positivo. Quince minutos antes de
parar la infeccion, las células se incubaron con dextrano y posteriormente se analizé la
endocitosis del trazador mediante FACS. Como indica la Figura 18A, la infeccién con el virus
estimula la internalizacion del marcador endosomal y esta internalizacion se ve inhibida en
presencia de EIPA, confirmando el papel especifico del inhibidor. Ademas, demostramos que el
VPPA internaliza en la célula activamente mediante macropinocitosis en experimentos de
inmunofluorescencia donde se muestra la colocalizacion entre las particulas virales y el
dextrano durante la entrada viral (Figura 18B), indicando que el virus debe de utilizar las

mismas vesiculas endociticas que el trazador durante los primeros estadios de tréafico

endosomal.
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Figura 18. El VPPA activa la macropinocitosis y colocaliza con el dextrano durante su internalizacion en
células Vero. A) Las células, tanto las infectadas (VPPA) como las mock, fueron tratadas con DMSO o con 60 pM
de EIPA durante 60 min, y posteriormente se realiz6 la infeccion de forma sincrénica con una MDI de 10 ufp/célula.
En paralelo a la infecciéon y como control positivo, las células se estimularon con 200 nM de PMA. Tras 15 min de
infeccion o estimulacion, las células se incubaron con dextrano-647 y a los 30 min la internalizacion de dextrano se
analiz6 mediante FACS tras tratar a las células con buffer acido (n = 2, media + D.E.). Como control de la
efectividad del buffer, la internalizacion de trazador se midié en ausencia del tratamiento. B) Después de 30 min de
infeccion asincrénica con una MDI de 2 ufp/célula, las células se incubaron con dextrano Texas-red durante otros 15
min y la inmunofluorescencia se realiz6 detectando a las particulas virales con el anticuerpo policlonal anti-p72. Las
imagenes se adquirieron mediante CLSM y Normasky. Las puntas de flecha indican la colocolacion del dextrano con
el virus.

En resumen, tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la macropinocitosis
parece ser necesaria para la entrada del VPPA en las células Vero y que el virus internaliza

activamente por dicho mecanismo endocitico.
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4.3. EL VPPA INDUCE LA REORGANIZACION DEL CITOESQUELETO
DE ACTINA DURANTE LA ENTRADA VIRAL

Como se ha explicado a lo largo de la Introduccion, la reorganizacion de los filamentos
de actina es fundamental para dirigir la formacion de las perturbaciones de membrana en
algunos procesos endociticos como la macropinocitosis. ElI grado de dependencia a este
componente del citoesqueleto varia en funcidn del tipo de via endocitica utilizada por el virus, y
la internalizacién y/o endocitosis pueden verse afectadas en presencia de inhibidores
farmacoldgicos especificos tal y como se ha descrito para VV (Mercer y col., 2010a), Ad2 (Liy
col., 1998; Meier y col., 2002), Ebola (Nanbo y col., 2010), Citomegalovirus (HCMV) (Haspot
y col., 2012), VSV (Cureton y col., 2009) y HSV (Clement y col., 2006; Greene y Gao, 2009),

entre otros.

Basandonos en los resultados obtenidos en el Capitulo 1, donde se describe cémo el
VPPA induce la formacion de protrusiones de membrana durante la infeccion, nos propusimos
analizar si la entrada viral depende de este componente del citoesqueleto. En general, los
inhibidores farmacol6gicos Citocalasina D (Cito D) (Miranda y col., 1974a; Miranda y col.,
1974b), Latrunculina A (Coue y col., 1987) y Jasplakinolide (Holzinger y Meindl, 1997), son
usados comunmente para estudios de entrada e internalizacion viral, diferenciandose entre ellos

en el modo en el que impiden la polimerizacion de nuevos filamentos de actina.

4.3.1. Efecto de la inhibicién de la dindamica del citoesqueleto de actina en la

entrada del VPPA

Para analizar si la entrada del virus depende de la dinamica de los filamentos de actina,
estudiamos la internalizacion viral en presencia del inhibidor farmacolégico Cito D. Este
compuesto se une al extremo positivo del filamento F e impide la adicion de monémeros de
actina G inhibiéndose la polimerizacién (Sampath y Pollard, 1991). Las células Vero se trataron
con Cito D a una concentracion no toxica de 8 uM (Tabla Anexo 1) y la internalizacion del
VPPA se analizdé a 60 mpi mediante FACS, marcando las particulas virales con el anticuerpo
monoclonal anti-p72 17LD3. Como se muestra en la Figura 19A, la internalizacion viral fue en
torno a un 50 % menor en presencia del inhibidor farmacoldgico. Ademas, estos resultados
fueron coincidentes con los datos obtenidos tras el contaje automatizado de las particulas virales
internalizadas en células infectadas en presencia del inhibidor farmacoldgico, a partir de las

imagenes adquiridas mediante CLSM (Figura 19B).
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Figura 19. La dinamica de los filamentos de actina es fundamental para la internalizacion del VPPA en células
Vero. A-B) Tras el tratamiento con DMSO u 8 uM de Cito D, las células fueron infectadas sincronicamente con 10
ufp/célula durante 60 min. Las particulas virales se detectaron con el anticuerpo anti-p72 17LD3 y el porcentaje de
internalizacion viral se analiz6 A) mediante FACS (n=3, cada uno realizado por duplicado; media + D.E.), o B)
mediante la cuantificacion automética del nimero de particulas virales en cada uno de los planos celulares seriados
(eje x-y) adquiridos mediante CLSM. En este caso, la inmunofluorescencia también se realiz6 con faloidina-TRITC y
Topro3 para determinar el limite celular. La grafica muestra el porcentaje medio de internalizacion viral respecto a la
muestra DMSO control resultado del contaje de 100 células por condicién (n=3; media + D.E.). D.E., desviacién
estandar; Cito D, Citocalasina D.

4.3.2. Efecto de la inhibicion de la dindamica del citoesqueleto de actina en la

infeccion del VPPA

El andlisis de la expresion de las proteinas virales se realiz6 mediante Western blot en
celulas Vero tratadas con Cito D a una concentracion no toxica de 4 uM (Tabla Anexo 1) e
infectadas durante 16 h. Como muestra la Figura 20A, los niveles de expresiéon de todas las
proteinas virales analizadas fueron significativamente menores cuando la infeccion tuvo lugar
en presencia del inhibidor farmacoldgico, siendo en principio, la consecuencia directa de la
menor internalizacion mostrada en el apartado anterior cuando la dindmica del citoesqueleto se

ve comprometida.

Es importante sefialar que la inhibicion en la sintesis de la proteina p32 no fue tan
pronunciada cuando las células se trataron con Cito D después de permitir la internalizacion
viral, reafirmando que el citoesqueleto de actina desempefia un papel importante durante los
primeros 60 min de infeccién (Figura 20B). No obstante, y aunque en menor medida, la
expresion de la proteina también se ve afectada cuando la droga se afiade tras 60 mpi,
sugiriendo que la dindmica del citoesqueleto de actina ademas de ser importante para la entrada

viral, también podria serlo en pasos posteriores de la infeccion.

En linea con estos resultados, tanto el nimero de factorias virales analizadas a las 16 hpi
(Figura 20C) como la produccion viral tras 48 hpi (Figura 20D), fue considerablemente menor
en presencia Cito D, indicando que el citoesqueleto de actina es un factor fundamental en la

consecucién de la infeccion del VPPA en diferentes etapas de la misma.
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Figura 20. La dinamica del citoesqueleto de actina es importante para la infeccion del VPPA en células Vero.
A) Anédlisis de la expresion de proteinas. Las células tratadas con DMSO o con 4 uM de Cito D se infectaron
asincronicamente con una MDI de 1 ufp/célula durante 16 h y los extractos totales se analizaron mediante Western
blot con el anticuerpo anti-VPPAL. El analisis densitométrico se muestra en la gréfica de la derecha donde la
expresion de cada proteina viral se representa respecto a la obtenida en las células DMSO control (n=3; media +
D.E.). B) El tratamiento con 4 uM de Cito D se realizé 60 min antes (Pre) o 60 min después (Post) de la adicién del
virus con una MDI de 1 ufp/célula, y los extractos celulares se analizaron mediante Western blot con el anticuerpo
anti-VPPAL a 16 hpi. La gréfica representa el andlisis densitométrico (n= 2; media + D.E.). C) Andlisis de factorias
virales. Tras el tratamiento con 4 pM de Cito D las células se infectaron de forma asincrénica con una MDI de 5
ufp/célula durante 16 h y se incubaron con el anticuerpo anti-p72 17LD3, faloidina- TRITC y Topro3 para marcar las
factorias virales, los filamentos de actina y el ADN, respectivamente. Las imagenes fueron adquiridas mediante
CLSM; las puntas de flecha indican las factorias virales. El porcentaje de las factorias virales contabilizadas en 100
células por condicion se representa en la grafica de la derecha (n=3, media + D.E). D) Analisis de la produccion viral.
Los sobrenadantes de células incubadas con DMSO o 4 uM Cito D e infectadas asincronicamente con 1 ufp/célula se
recogieron tras 48 h de infeccion y el nimero de virus infectivos se titulé6 mediante experimentos de plaqueo (n = 3,
media + D.E). Los niveles de B-actina se analizaron como control de carga. D.E., desviacion estandar. Cito D,
Citocalasina D. “Proteinas celulares inespecificas detectadas con los anticuerpos utilizados.
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4.3.3. Restructuracion del citoesqueleto de actina durante la entrada del VPPA

Tras confirmar la importancia que tiene la dinamica del citoesqueleto de actina en la
internalizacion del virus, nos propusimos analizar si la infeccion provoca cambios en la
distribucion de los filamentos de actina para asi dirigir la formacion de las protrusiones de

membrana observadas y descritas en el Capitulo 1 del presente estudio.

A los tiempos post-infeccion indicados se analiz6 la distribucion del citoesqueleto de
actina mediante CLSM marcando los filamentos con la sonda faloidina. En la Figura 21A se
observa cémo la distribucion filamentosa tipica de este componente del citoesqueleto se pierde
cuando las células son infectadas, advirtiéndose un cambio en el patron estructural. Para
reforzar estos datos, las células se transfectaron con el plasmido de expresion pEGFP-actina y
las células infectadas se analizaron, al igual que antes, a los 10 y 30 mpi. Como muestra la
Figura 21B, durante la infeccidn, la actina-GFP se distribuye en forma de agregados a
diferencia de su distribucion en las células control donde se encuentra en estructuras
filamentosas. En ambos casos, encontramos particulas virales coincidentes con estos agregados
del citoesqueleto, y puesto que se ha descrito que los blebs y ruffles estan enriquecidos en
actina, Racl y cortactina (Charras y col., 2006; Mercer y Helenius, 2008), es probable que estos
acumulos correspondan a zonas activas de la membrana donde el virus induce las

perturbaciones tipicas del proceso de macropinocitosis.
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Figura 21. La entrada del VPPA induce la restructuracion del citoesqueleto de actina en células Vero. A) Las
células fueron infectadas con una MDI de 50 ufp/célula o B) transfectadas con el plasmido EGFP-actina durante 16 h
e infectadas a la misma MDI. En ambos casos, las células se fijaron a los tiempos post-infeccién indicados desde la
adicion del virus y la imunofluorescencia se realizd con faloidina-488 (A), anti-p72 y Topro3 (A y B) para visualizar
los filamentos de actina, las particulas virales y el nlcleo, respectivamente. Las imagenes representan la maxima
proyeccion en z de los diferentes planos tomados en el eje horizontal mediante CLSM.

4.3.4. Papel del sistema de microtibulos durante la infeccion con el VPPA

Otro componente del citoesqueleto que juega un papel importante en los procesos de
entrada viral es el sistema de microtdbulos, aunque la funcién que desempefia en la entrada por
macropinocitosis no esta del todo clara (Mercer y col., 2010b). Respecto a la infeccion con el
VPPA se ha descrito que el nocodazol, un inhibidor especifico del sistema de microtibulos
(Vasquez y col., 1997), no afecta a la replicacion viral (Jouvenet y col., 2004). Sin embargo,
otro trabajo defiende que el tratamiento con el inhibidor produce una disminucién en la
expresion de las proteinas virales tardias p72 y pl2, pero no en la expresién de proteinas
tempranas como p32 (Heath y col., 2001). Basandonos en estos datos previos, todo apunta a que
el sistema de microtubulos no parece tener un papel relevante en la entrada del VPPA, y para
confirmarlo, analizamos la expresion de las proteinas virales a 16 hpi en células tratadas con
diferentes concentraciones de nocodazol no tdxicas para la célula (Tabla Anexo 1). Como
muestra la Figura 22, la perturbacién del sistema de microtibulos no tiene efecto en los niveles
de expresion de la proteina viral temprana p32, indicando que no es importante para etapas
tempranas de la infeccidn, pero si lo tiene en la expresion de las proteinas tardias p72 y pl2,

coincidiendo con los trabajos previamente publicados.
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Figura 22. El sistema de microtabulos no participa en la entrada del VPPA en células Vero. El tratamiento con
Nocodazol a diferentes concentraciones se realizd durante 60 min antes de la infeccion asincrénica con una MDI de
lufp/célula. Tras 16 h de infeccién, los extractos celulares fueron analizados mediante Western blot con el anticuerpo
anti-VPPAt. La expresion de p-actina se analizd como control de carga. D.E., desviacién esténdar. “Proteinas
celulares inespecificas detectadas con el anticuerpo utilizado.
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4.4. LA INFECCION DEL VPPA ACTIVA LAS RUTAS DE SENALIZACION
CELULAR DEL EGFR Y DE LA PI3K

Como se ha descrito en Introduccion, el inicio de la entrada por macropinocitosis
depende, generalmente, de la estimulacion externa asociada a factores de crecimiento que
dirigen la activacion de receptores tirosina quinasas (RTKSs). Estos receptores activan rutas de
sefializacion que controlan la dindmica del citoesqueleto de actina induciendo cambios en la
morfologia de la membrana plasmatica para finalmente, formar las perturbaciones de membrana
caracteristicas. Debido al papel que desempefian estas proteinas quinasas en la
macropinocitosis, nos propusimos analizar si el receptor del factor de crecimiento (EGFR) y la
ruta de sefializacién de la PI3K juegan algin papel en la infeccion del VPPA, pues se sabe que
ambos factores estan implicados en la internalizacién e infeccion de otros virus (Cooray, 2004;
Mercer y Helenius, 2008; Mercer y col., 2010a; Saeed y col., 2008; Wang y col., 2003).

4.4.1. Papel del EGFR en la entrada del VPPA

La sefializacion mediada por el EGFR tras la unidn de su ligando, el factor de crecimiento
epitelial (EGF) fue uno de los primeros estimulos que se describieron como inductores de
macropinocitosis en células de carcinoma A431 (Haigler y col., 1979). Entre los sistemas
virales dependientes de esta sefializacion se ha descrito a HCMV y VV. En el primer caso,
parece que el EGFR es esencial en la inmunopatologia del HCMV promoviendo la entrada viral
en monocitos y la motilidad celular (Chan y col., 2009). Asimismo, la infeccion de células Hela
con diferentes aislados de VV estimula fuertemente la activacién del EGFR durante la primera
hora de infeccion, siendo este proceso imprescindible para la internalizacion viral (Mercer y
col., 2010a).

Para evaluar si la entrada del VPPA depende de la sefializacién dirigida por el EGFR,
analizamos, en primer lugar, la internalizacion viral en células Vero tratadas con diferentes
concentraciones no tdxicas de un inhibidor especifico del receptor (324674) (Tabla Anexo 1).
Como muestra la Figura 23A, el porcentaje de internalizacion a los 60 min de infeccién fue
considerablemente menor en presencia del inhibidor farmacoldgico, en comparacion con las
células tratadas con DMSO. En linea con estos resultados, en la misma figura se muestra que la
internalizacion viral depende de la actividad de proteinas tirosina quinasas pues su inhibicién
con genisteina (Akiyama y col., 1987) reduce la entrada viral de manera dosis dependiente,
apuntando a la importancia de este tipo de quinasas para la sefializacion que dirige la entrada del

Virus.
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Puesto que se ha descrito que la activacion del EGFR durante la macropinocitosis es un
proceso rapido dependiente de fosforilacion (Haigler y col., 1979; Mercer y col., 2010a),
analizamos si durante los primeros estadios de la infeccion el virus activa a dicho receptor. Para
ello, las células Vero fueron cultivadas durante 3 h en ausencia de FBS, se infectaron de forma
sincronica y a los 10 mpi se analizo la fosforilacion del receptor mediante FACS con un fosfo-
anticuerpo especifico frente al residuo Tirosina 1068. Como muestra la Figura 23B, el VPPA
fosforila al EGFR durante su internalizacion en la célula huésped, pudiendo ser esta temprana
activacion uno de los factores que dirige la sefializacion necesaria para la entrada del virus.
Asimismo, como control positivo de la fosforilacion del receptor las células se estimularon con
20% de FBS, y como control de la infeccion viral las particulas virales se detectaron con el

anticuerpo monoclonal anti-p72 17LD3.
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Figura 23. La activacion del EGFR es importante durante la internalizacion del VPPA en células Vero. A) La
internalizacion viral se analiz6 en células tratadas con el inhibidor del EGFR (324674) o Genisteina e infectadas
sincronicamente con una MDI de 10 ufp/célula. Las particulas virales se detectaron con el anticuerpo anti-p72 17LD3
mediante FACS. La grafica representa el porcentaje medio de internalizacion viral respecto a las células DMSO
control (n=3, realizados por duplicado; media + D.E.). B-C) Las células se cultivaron en ausencia de FBS durante 3 h
y la fosforilacion del EGFR se analiz6 mediante FACS con un anti-EGFR Tirosina 1068 tras la infeccion sincrénica
con 10 ufp/célula o la estimulacion con 20% de FBS durante 10 min. Los niveles de EGFR se analizaron como
control de expresiéon y como control de la infeccion las particulas virales se detectaron con el anticuerpo anti-p72
17LD3. La gréafica representa la intensidad media de fluorescencia (B) y abajo se muestran los histogramas
correspondientes de un experimento (n=2; media + D.E.). D.E., desviaci6n estandar.
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4.4.2. Activacion de la ruta de sefnalizacion de la PI3SK durante la entrada e

infecciéon del VPPA

La ruta de sefializacion dirigida por la PI3K regula numerosos procesos celulares
implicados en la replicacion, el crecimiento celular, la proliferacion y la sintesis de proteinas.
Ademas, desempefia un papel importante durante la macropinocitosis mediante la participacién
de sus efectores en la modulacion del citoesqueleto de actina, controlando la formacion de
protrusiones de membrana y/o macropinosomas (Araki y col., 2007; Araki y col., 1996;
Hawkins y col., 2006). Asimismo, es un factor fundamental en el tréfico y biogénesis de los
endosomas, regulando las etapas post-internalizacién durante el proceso de endocitosis (Lindmo
y Stenmark, 2006).

Durante afios, humerosos trabajos han demostrado como los virus han desarrollado la
capacidad para modular esta ruta de sefalizacion celular la cual articula, en parte, el ciclo
infectivo mediante el control de diferentes etapas (Buchkovich y col., 2008; Cooray, 2004). Por
ejemplo, se ha descrito que la actividad de la PI3K es fundamental para virus como VV (Mercer
y Helenius, 2008), Ebola (Saeed y col., 2008), FLUAV (Rossman y col., 2012) o el Virus del
papiloma Humano (HPV) (Schelhaas y col., 2012), pues su inhibicién impide la entrada y/o

infeccion viral.

Para investigar la importancia de esta ruta de sefializacion durante la consecucion de los
eventos tempranos de la infeccion del VPPA, analizamos la activacion de la PI3K mediante dos
aproximaciones experimentales diferentes. En primer lugar, las células Vero fueron tratadas con
DMSO o con el inhibidor farmacoldgico LY294002 (LY), que inhibe de forma especifica la
actividad de la PI3K (Walker y col., 2000), e infectadas asincronicamente con un periodo de
adsorcion de 60 min. Posteriormente, a diferentes tiempos post-infeccion, la PISK fue
inmunoprecipitada de los extractos celulares infectados y su actividad quinasa se cuantificé in
vitro como la capacidad de fosforilar a su sustrato, el P1(4,5)P,, produciendo PI1(3,4,5)Ps. Como
muestra la Figura 24A, tras la internalizacién viral hay un ligero incremento de la actividad
quinasa que alcanza su nivel maximo a los 30 mpi y se inhibe en presencia de LY, indicando,
por tanto, que el aumento de los niveles de PI(3,4,5)P; es consecuencia de la activacion
especifica de la PI3K durante la infeccion. No obstante, este sutil incremento podria no ser
suficiente para aseverar la implicacion de la PI3K en los primeros estadios de la infeccion, por
lo que para obviar este inconveniente, nos planteamos analizar la activacion de la PI3K
mediante una estrategia alternativa. En este caso, analizamos la fosforilacion de la quinasa Akt
pues es el mayor efector de esta ruta de sefializacion y su fosforilacion, consecuencia directa de
la produccion de PI(3,4,5)Ps, es utilizada, normalmente, como el principal sensor de los niveles
de activacion de la PI3K; aunque existen varios residuos susceptibles de ser fosforilados, la

fosforilacion de la Treonina 308 y de la Serina 473 son los que controlan, en Gltimo término, la
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activacién de Akt (Alessi y col., 1996; Bayascas y Alessi, 2005; Sarbassov y col., 2005). Para
este analisis, los extractos de células Vero infectadas se recogieron a diferentes tiempos post-
infeccion tras 60 min de adsorcién asincronica y se analizaron mediante Western Blot con un
anticuerpo fosfoespecifico frente la Serina 473. La Figura 24B muestra como a partir de los 5
mpi se detecta la fosforilacion de Akt induciéndose fuertemente a los 30 mpi. Los niveles de
fosforilacion parecen disminuir después de 2:30 h desde la adicion del virus (90 mpi),
sugiriendo que puede haber diferentes estadios de activacion de la quinasa segun las
necesidades de cada una de las etapas virales, tal y como se ha descrito para otros virus (Soares
y col., 2009). Este resultado apoya la discreta activacion de PI3K mostrada en la Figura 24A,
corroborando que durante los primeros estadios de la infeccion del VPPA se activa la ruta de
sefializacion PI3K-Akt.

A continuacién, para conocer si la activacion de la PI3K ocurre estrictamente durante el
proceso de entrada viral, analizamos la fosforilacion de Akt durante los primeros 60 min de
internalizacion viral tras realizar la infeccion de forma sincrénica. EI Western blot de la Figura
24C muestra cémo el virus estimula fuertemente la fosforilacion de la quinasa, y por tanto, la
actividad de PI3K durante los primeros 30 min de internalizacion, siendo esta activacion uno de
los requisitos clave para estimulacion de la macropinocitosis. La disminucion que se observa a
los 60 mpi coincide con los bajos niveles de fosforilacién obtenidos a los 5 mpi en la infeccién
sincronica, sugiriendo de nuevo, que puede existir un control temporal sobre la actividad de la

quinasa durante las primeras etapas de la internalizacion del VPPA.

Ademas del papel fundamental que la ruta PI3K-Akt juega durante los primeros estadios
de la infeccion viral, esta ruta de sefializacion también es fundamental para el progreso de la
infeccion al controlar la maquinaria celular de traduccién de proteinas (Buchkovich y col.,
2008; Soares y col., 2009). Por ello, y para evaluar si la activacion de Akt se mantiene en
estadios mas avanzados durante la infeccion con el VPPA, analizamos la fosforilacion de la
quinasa a 3 y 16 horas post-infeccion tanto en el residuo Serina 473 como en el residuo
Treonina 308. Los resultados obtenidos indican que el virus induce una fuerte activacion de Akt
a tiempos tempranos de infeccién, cuando todavia no ha comenzado la replicacion viral, y que
esta disminuye de manera significativa a tiempos tardios cuando el ADN viral ya ha replicado
(Figura 24D). Esta disminucion a tiempos tardios post-infeccion es coincidente con la
activacion de la apoptosis observada a partir de las 14 h durante la infeccion con el VPPA
(Nogal y col., 2001), siendo ademas, una sefial anti-proliferativa necesaria para el correcto

avance del ciclo viral.
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Figura 24. El VPPA activa la ruta de sefalizacion PI3K durante la entrada e infeccion viral en células Vero. A)
Las células se incubaron con DMSO o con 60 pM de LY?294002 y se infectaron asincronicamente (periodo de
adsorcion 60 min) con una MOI de 10 ufp/célula. A diferentes tiempos de infeccién se inmunoprecipitd la PI3K de
los extractos celulares y su actividad quinasa se analiz6 mediante un ensayo de ELISA. La gréfica representa la
produccion de PI (3,4,5,)P; respecto las células mock control (n=2; media + D.E.). B-C) Tras 24 h de cultivo en
ausencia de FBS, las células se infectaron (B) asincronicamente (adsorcion 60 min) o (C) sincrénicamente con 10
ufp/célula, y el nivel de fosforilacion de Akt se determind mediante Western blot con una anticuerpo especifico frente
a la Serina 473. El andlisis densitométrico de las bandas se muestran en la parte inferior donde los valores se
representan en relacion a las células mock (n=3; media £ D.E.). D) Los niveles de fosforilacion de Akt se analizaron
mediante Western blot con los anticuerpos especificos contra la Serina 473 (Ser473) y Treonina 308 (Tre308) tras ser
las células infectadas asincronicamente con 5 ufp/célula. El nivel de expresion de Akt se analiz6 como control de
expresion de la proteina. D.E., desviacion estandar.

Por tanto, la activacion transitoria de Akt durante las diferentes etapas del ciclo viral
sugiere que durante la infeccion existe un importante control temporal sobre esta ruta de
sefializacion, lo cual podria ser necesario para asegurar la sintesis de las proteinas virales
durante los primeros estadios de la infeccion y permitir, posteriormente, que la célula entre en

apoptosis favoreciendo asi la diseminacion viral y evitando, parcialmente, la respuesta inmune.
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4.4.3. Efecto de la inhibicion de la PI3K sobre la entrada e infeccion del VPPA

Una vez demostrado que el VPPA activa la ruta de sefializacion celular PI3K-Akt, nos
propusimos analizar si la inhibicion de la PI3K afecta a la entrada e infeccion del virus.

En primer lugar, examinamos la internalizacion viral en células Vero en presencia del
inhibidor farmacol6gico LY. Después de tratar a las células con DMSO o LY a una
concentracion no tdxica de 60 uM (Tabla Anexo 1), las particulas virales se marcaron con el
anticuerpo monoclonal anti-p72 17LD3 y el porcentaje de internalizacién viral se analiz6 a los
60 mpi mediante FACS o mediante el contaje automatizado de las particulas virales a partir de
las imagenes adquiridas de los planos celulares mediante CLSM. Las Figuras 25A y 25B
muestran como en presencia del inhibidor farmacolégico la internalizacion viral se reduce en
torno a un 50% en comparacidn con las células tratadas con DMSO. Estos resultados, junto con
la activacion temprana mostrada en el apartado anterior, demuestran que la PI3K est4 implicada

en la entrada e internalizacion del VPPA.

A continuacion, estudiamos el efecto que, consecuentemente, podia tener la inhibicion de
la PI3K sobre la expresion de proteinas virales. Para ello, las células Vero se trataron con el
inhibidor farmacol6gico a una concentracion no toxica de 20 uM (Tabla Anexo 1) y la
infeccion se permitié durante 3 y 16 horas. El andlisis de los niveles de expresion de las
proteinas virales mediante Western blot revela que la inhibicién de la quinasa impide la
expresion tanto de proteinas virales tempranas (p32), como de proteinas virales tardias (p72),
aun cuando a tiempos tardios no se detecta fosforilacion de Akt (Figura 25C). Estos resultados
sugieren que para el correcto avance del ciclo viral se requiere la activacion de Akt a tiempos
tempranos, lo que redunda en la replicacion viral y, por tanto, en la expresién de proteinas

virales tardias.

El control que ejerce la ruta de sefializacién PI3K-Akt en el progreso de la infeccion se
verifico cuando analizamos el desarrollo de factorias virales en células Vero infectadas durante
16 h en presencia de LY, obteniendo un dramético descenso de las mismas en presencia del
inhibidor farmacolégico (Figura 25D). Asimismo, la produccion viral obtenida fue
considerablemente menor cuando la infeccion tuvo lugar en ausencia de PI3K activa (Figura
25E).

Tomados en conjunto, estos datos nos indican que la sefializacion celular controlada por
la ruta PI3K-Akt es activada por el VPPA tanto durante la internalizacién viral, como a tiempos
tempranos de infeccion. Es interesante sefialar que estos resultados conectan con un trabajo
previo del laboratorio en el que se describe como el virus regula la maquinaria de traduccion
celular para asegurarse la expresion de sus propias proteinas (Castello y col., 2009), y puesto

gue esta maquinaria esta regulada por PI3K-Akt, parece logico pensar que el virus dirija su
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activacién durante los primeros estadios de la infeccion para que se expresen ciertos factores

virales y celulares que, probablemente, participaran en el control de las etapas tardias de la

infeccion.
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Figura 25. La actividad de PI3K es fundamental para la entrada e infeccion del VPPA en células Vero. A-B)
Anadlisis de la internalizacion viral. Tras el tratamiento con DMSO o con 60uM de LY, las células fueron infectadas
sincronicamente con 10 ufp/célula durante 60 min. Las particulas virales se marcaron con el anticuerpo anti-p72
17LD3 y el porcentaje de internalizacion viral se analizd A) mediante FACS (n=4, cada uno realizado por duplicado;
media + D.E.), o B) mediante la cuantificacion automatica en el programa Image J a partir de cada uno de los planos
seriados de la célula adquiridos por CLSM. En este caso, la inmunofluorescencia también se realizé con faloidina-
TRITC y Topro3. La grafica muestra el porcentaje medio de internalizacion viral respecto a la muestra DMSO
control resultado del contaje de 100 células por condicién (n=3; media + D.E.). C) Andlisis de la expresion de
proteinas virales. Las células tratadas con DMSO o con 20uM de LY fueron infectadas asincrénicamente (adsorcion
90 min) a una MDI de 5Sufp/célula. La expresion de proteinas virales se analiz6 mediante Western blot con los
anticuerpos especificos anti-p32 y anti-p72 a los tiempos indicados. La fosforilacion de Akt se analiz6 como control
del tratamiento y la expresion de B-actina como control de carga. D) La formacion de factorias virales se analizé en
células tratadas con DMSO o0 20uM de LY tras 16 h de infeccion con una MDI de 5Sufp/célula. Las células se
incubaron con el anticuerpo anti-p72 17LD3, faloidina- TRITC y Topro3 para marcar las factorias virales, los
filamentos de actina y el ADN, respectivamente y se analizaron mediante CLSM. La grafica representa el porcentaje
de las factorias virales contabilizadas en 100 células por condicién (n=3; media + D.E). E) La produccion viral se
analiz6 en sobrenadantes de células tratadas con DMSO o con 4 uM Cito D e infectadas con 1 ufp/célula tras 48 h de
infeccion (n = 3, media + D.E). D.E., desviacion estandar. LY, LY?294002.
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4.5. EL VPPA REGULA LA GTPasa RAC1 DURANTE SU ENTRADA EN LA
CELULA

Como se ha explicado detalladamente en Introduccién, Racl es uno de los elementos
clave para orquestar la entrada por macropinocitosis controlando el ruffling (Ridley y col.,
1992), y su activacién es imprescindible para la entrada e internalizacion de virus como VV
(Mercer y Helenius, 2008; Mercer y col., 2010a), Ad (Amstutz y col., 2008; Li y col., 1998),
Ebola (Saeed y col., 2008) y FLUAV (de Vries y col., 2011), entre otros. Para evaluar la
posibilidad de que este factor fuera necesario en la entrada e infeccién del VPPA, analizamos
tanto la activacion de Racl durante la entrada viral, como la dependencia de la infeccién a su
actividad GTPasa.

4,5.1. Activacion de Racl durante la internalizacion del VPPA

Debido a que el control que ejerce Racl sobre la macropinocitosis estd mediado por la
activacion de Pakl tal como se explicé anteriormente, los ensayos utilizados cominmente para
estudiar la activacion de la GTPasa estan dirigidos a analizar la uniéon de Racl-GTP con la
region PBD de Pakl, pues s6lo en su conformacion activa Racl se puede unir a este dominio de
Pakl (Chongy col., 2001; Manser y col., 1994).

En primer lugar, para analizar si el VPPA induce la activacion de Racl durante la entrada
viral, las células Vero se infectaron sincronicamente y los niveles de activacion de Racl se
analizaron a diferentes tiempos post-internalizaciébn mediante un ensayo de G-ELISA
cuantificando la cantidad de Racl-GTP activa en lisado celular, tal y como se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos en la Figura 26A muestran que durante la
entrada del virus, Racl se activa fuertemente alcanzando el pico de maxima actividad a los 10
mpi. Otra forma alternativa de analizar la activacién de Racl durante la entrada viral fue la
realizacion un ensayo de pull-down de los extractos infectados utilizando esferas de agarosa que
tienen unida la region PBD de la proteina Pakl; la fraccion celular unida se analizé mediante
Western blot con un anticuerpo especifico frente a Racl. Como se muestra en la Figura 26B, la
forma activa de Racl unida al dominio de Pakl (Rac1-GTP) se detecta, igualmente, a partir de
los 10 mpi, reafirmando que la infeccion induce la activacion de la GTPasa durante los primeros

estadios de la entrada viral.

Esta activacion rapida y transitoria es coincidente con los datos obtenidos en los
anteriores capitulos del presente trabajo, donde se describe que la formacion de ruffles, la

perturbacién del citoesqueleto de actina asi como la activacion de PI3K y EGFR son procesos
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claramente visibles durante los primeros 30 min de internalizacion viral, corroborando que la

macropinocitosis es un proceso regulado por el virus para entrar en la célula.
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Figura 26. El VPPA activa a Racl durante su internalizacion en células Vero. A) Las células fueron cultivadas
durante 24 h sin FBS, infectadas sincronicamente con una MDI de 10 ufp/célula y a los tiempos indicados se analiz6
la activacion de Racl mediante A) un ensayo de G-ELISA (n=3; media + D.E) y B) un pull down de los extractos
celulares incubados con la region PBD de Pakl. Los niveles de Racl-GTP unido al PBD y los de Racl en los
extractos totales se detectaron mediante Western blot con un anticuerpo anti-Racl. Los valores obtenidos tras el
analisis densitométrico se muestra en la parte inferior en relacion a la muestra mock control (n=2; media + D.E).
D.E., desviacion estandar.

4.,5.2. Distribucion de Racl durante la infeccion del VPPA

Ademas de controlar la formacion de blebs y ruffles, se ha descrito que Racl puede
localizarse en estas protrusiones de membrana durante el proceso de macropinocitosis (Kraynov
y col., 2000; Mercer y Helenius, 2008). Para examinar si esto ocurria durante la entrada del
VPPA, las células Vero se transfectaron con el plasmido de expresion EGFP-Racl y se
infectaron sincrénicamente. La distribucion y localizacion de Racl se analizdé durante los
primeros 30 min de infeccion mediante CLSM, y las particulas virales se visualizaron con el
anticuerpo anti-p72 17LD3 y el nucleo con Topro3. El anélisis de uno de los planos celulares
muestra que en las células mock, Racl se distribuye a lo largo del citoplasma agrupandose en
algunas zonas de la membrana plasmatica sin presentar apenas una morfologia definida. Por el
contrario, el patrén de distribucion de Racl es claramente diferente en las células infectadas. En
este caso, Racl se localiza principalmente en visibles estructuras de membrana con apariencia
compatible con ruffles donde, en algunos casos, se encuentran ademas particulas virales que,
posiblemente, vayan a entrar en la célula (Figura 27A). No sélo esto, sino que cuando se
analiz6 la méxima proyeccion en z de diferentes planos adquiridos de las células infectadas (eje
X-y), se observa un aumento generalizado en la agrupacion de Racl en pequefias estructuras
(Figura 27B), similares al patron de distribucién que obtuvimos cuando analizamos la

restructuracion de los filamentos de actina mostrada en la Figura 21.

Estos resultados demuestran que la infeccion con el VPPA induce un fuerte cambio de
distribucion de Racl en la célula desde los primeros minutos de internalizacion viral, lo cual,

junto con la activacion de la GTP-asa durante la entrada, asi como la coincidente activacién del
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citoesqueleto de actina, sugieren que Racl se localiza en zonas activas de macropinocitosis

durante la entrada del virus.

B Mock VPPA 10 mpi

Rac1- GFP

Merge

o—p72

Rac1- GFP

Merge

Figura 27. Localizacion de Racl en protrusiones de membrana durante la entrada del VPPA. A-B) Las células
Vero fueron transfectadas con del plasmido de expresién EGFP-Racl durante 16 h e infectadas sincrdnicamente con
una MDI de 10 ufp/célula. A los tiempos post-infeccion indicados, las células se fijaron e incubaron con Topro3 y el
anticuerpo anti-p72 17LD3 para visualizar el ntcleo y las particulas virales, respectivamente. La distribucion de Racl
se analizd6 mediante CLSM tomando (A) s6lo un plano horizontal (x-y) o (B) tomando varios planos seriados y
representando la maxima proyeccion en el eje z de los mismos. Las imagenes son representativas de tres
experimentos independientes.
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4.,5.3. Efecto de la inhibiciéon de Racl sobre la internalizacion del VPPA

Para comprobar si la activacion de Racl mediada por el VPPA es fundamental para la
entrada viral, analizamos la internalizacion del virus en presencia de un inhibidor especifico de
la actividad GTPasa de Racl (NSC23766) (Gao y col., 2004). Las células Vero tratadas con el
inhibidor farmacoldgico a una concentracion no téxica de 200 uM (Tabla Anexo 1) se
infectaron sincrénicamente y las particulas virales se marcaron con el anticuerpo anti-p72
17LD3 a los 60 mpi. El analisis de la internalizacion viral mediante FACS revela una
disminucién de hasta el 90% en la entrada viral en presencia del inhibidor (Figura 28A),
coincidiendo con los datos obtenidos en ensayos de inmunofluorescencia donde el nimero de
particulas virales se contabiliz6 a partir del analisis de los distintos planos celulares adquiridos
mediante CLSM tras el contaje de 100 células por condicién (Figura 28B). Los paneles de la
Figura 28C muestran la proyeccion en el plano horizontal de los diferentes planos celulares
tomados en uno de los campos analizados. Asimismo, la proyeccién en el plano vertical de las
iméagenes muestra que el tratamiento con el inhibidor de Racl inmoviliza una pequefa fraccion
de los viriones en la membrana plasmatica, impidiendo su internalizacion en comparacion con
las células tratadas con DMSO (Figura 28D).
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Figura 28. La actividad de Racl es fundamental durante la entrada del VPPA en células Vero. Las células
fueron incubadas con DMSO o con 200 pM de NSC23766 e infectadas sincrénicamente con una MDI de 10
ufp/célula durante 60 min. A) Las particulas virales se marcaron con el anticuerpo anti-p72 17LD3 vy la
internalizacion viral se analiz6 mediante FACS. La gréafica representa el porcentaje medio de internalizacion respecto
a las células DMSO control (n=3, realizado por duplicado; media + D.E.). B) Tras la infeccion en presencia de
NSC23766 o DMSO, la inmunofluorescencia se realiz6 con el anticuerpo anti-p72 17LD3, faloidina-TRITC y
Topro3 para visualizar las particulas virales, los filamentos de actina y el nucleo, respectivamente. Mediante CLSM
se tomaron imagenes de planos seriados de la célula (eje x-y) y la internalizacién viral se cuantificé en cada uno de
ellos tras el contaje de 100 células por condicion con el programa Image J. El porcentaje de internalizacion se expresa
respecto a las células DMSO control (n=3; media + D.E.). C) Representacion de la maxima proyeccion en z de los
planos tomados en el eje x-y de uno de los campos analizados mediante CLSM. D) Representacion de la maxima
proyeccion ortogonal de los planos x-z de uno de los campos analizados mediante CLSM. D.E., desviacion estandar.

A continuacidn, nos propusimos evaluar si la inhibicion de la actividad de Racl podria
afectar a la formacion de los ruffles inducidos por el virus durante la entrada. Para ello, las
celulas se trataron con 200 pM de NSC23766, infectaron sincrénicamente durante 10 min y
procesaron para el analisis mediante FESEM, como se describe en Materiales y Métodos. Como
muestra la Figura 29, la inhibicidon de la actividad de Racl redujo fuertemente la formacion de
los ruffles generados durante la entrada del VPPA, acompafiado con una disminucién
generalizada de la activacion de la membrana plasmaética, indicando que esta debe ser la causa

de la fuerte inhibicion en la internalizacion viral observada en presencia del inhibidor.

766

VPPA + NSC23

Figura 29. La formacion de Ruffles dirigidos por la infeccién del VPPA depende de la activacion de Racl. Las
células Vero fueron tratadas con DMSO o con 200 pM del inhibidor NSC23766 e infectadas sincronicamente con
una MOI de 50 ufp/célula. Tras 10 min de infeccion, las muestras se fijaron y fueron procesadas para el analisis
mediante FESEM. En la esquina inferior derecha se representa en detalle una de las zonas analizadas de la superficie
celular.
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4.5.4. Efecto de la inhibiciéon de la actividad de Racl sobre la infeccion del

VPPA

Para apoyar los datos obtenidos en el apartado anterior, analizamos el progreso de la
infeccion en células en las que la actividad de Racl estaba comprometida, ya que,

evidentemente, la reduccidn en la internalizacién viral se reflejara en una menor infeccién.

En primer lugar, la expresion de la proteina viral temprana p32 se analizd6 mediante
Western Blot en células transfectadas transitoriamente con el plasmido de expresion GFP-Rac1-
N17. Esta construccion de Racl presenta una mutacion en el aspartico de la posiciéon 17 que la
imposibilita para unirse tanto a GDP como a GTP, estando siempre unida a los factores
intercambiadores de nucle6tidos (GEFs) e impidiendo que se activen las formas Rac1-WT de la
celula (Ridley y col., 1992).Como muestra la Figura 30A, la expresion de la forma inactiva de
Racl inhibi6 de manera significativa la expresion de la proteina temprana p32 confiriendo a
Racl un papel funcional en la infeccion.

Posteriormente, analizamos los niveles de expresion de las proteinas virales en presencia
del inhibidor NSC23766 a una concentracién de 200 pM. Como esperabamos, tanto la
expresion de la proteina viral temprana p32, como la tardia p72, se vieron inhibidas en presencia
del inhibidor farmacol6gico cuando las células fueron tratadas 60 min antes de la adicion del
virus (Figura 30B, Pre). Sin embargo, cuando el tratamiento se realiz6 60 min después de la
internalizacion viral (Figura 30B, Post), los niveles de expresion de ambas proteinas virales
fueron muy distintos entre si. En el caso de p32, la expresion se recuperdé completamente
cuando el inhibidor farmacolégico se afiadié 60 min después de la entrada viral, indicando que
la actividad de Racl es fundamental durante los primeros 60 min internalizacion, apoyando los
resultados obtenidos anteriormente. En contra de lo esperado, la expresion de la proteina tardia
p72 se inhibié igualmente cuando el tratamiento se realiz6 después de la internalizacion viral,
sugiriendo que Racl podria, ademas, desempefiar alguna funcién en el control de la expresion

de p72 o sobre eventos tardios de la infeccion.

El progreso de la infeccion en presencia del inhibidor de Racl también se valord
cuantificando el nimero de factorias virales asi como la produccion viral. Las factorias virales
se visualizaron tras 16 h de infeccion mediante CLSM tras la incubacion de las células
infectadas con el anticuerpo anti-p72 17LD3 y Topro-3. Como se observa en la Figura 30C, el
namero de células que desarrollan factorias virales en ausencia de Racl activado disminuye en
torno al 65% comparado con las células control. De igual forma, como se esperaba, la
produccion viral a las 48 hpi se redujo fuertemente cuando la actividad de Racl se vio

comprometida (Figura 30D).
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Figura 30. Racl es importante durante la entrada e infeccion del VPPA en células Vero. A) Las células
transfectadas con pcDNA o pGFP-Rac1-N17, fueron infectadas asincronicamente con una MDI de lufp/célula
durante 16 h. Las expresion de proteinas virales se analiz6 mediante Western blot con el anticuerpo anti- VPPAL. Los
niveles de GFP se analizaron como control de expresion. B) Las células fueron tratadas con DMSO o con 200 uM de
NSC23766 durante 60 min antes (Pre) o 60 min después (Post) de la adicion del virus a una MDI de 1 ufp/célula.
Tras 16 h de infeccion, los extractos totales se analizaron por Western blot con el anticuerpo anti-VPPAL. El andlisis
densitométrico se muestra en la parte inferior y los valores representan la expresion de las proteinas virales en células
infectadas y transfectadas con pcDNA (A) o tratadas con DMSO (B) en relacion al control (n= 2; media + D.E.). La
expresion de B-actina se analiz6 como control de carga. C) Andlisis de factorias virales. Tras el tratamiento con
DMSO o con 200 uM de NSC23766, las células se infectaron de forma asincrénica con una MDI de 5 ufp/célula
durante 16 hpi y la inmunofluorescencia se realizé con el anticuerpo anti-p72 17LD3, faloidina- TRITC y Topro3
para visualizar las factorias virales, los filamentos de actina y el ADN, respectivamente. Las imagenes de uno de los
planos x-y fueron adquiridas mediante CLSM; las puntas de flecha indican las factorias virales. La gréfica representa
el porcentaje medio de factorias virales contabilizando 100 células por condicion (n=3; media + D.E). D) Los
sobrenadantes de células tratadas con DMSO o NSC23766 e infectadas con 1 ufp/célula se recogieron tras 48 h y el
ntmero de virus infectivos se titul6 mediante experimentos de plaqueo (n = 3, media + D.E). D.E., desviacion
estandar.
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Por lo tanto, en base a estos datos, concluimos que la significativa disminucién en el
progreso de la infeccion en presencia del inhibidor de Racl es consecuencia, no sélo de la
menor internalizacion de los viriones, sino ademas de la inhibicion especifica que se produce en
ausencia de Racl-GTP sobre la sintesis de p72, imposibilitando asi la formacion de nuevas
particulas virales y apuntando a un papel relevante para Racl tanto durante la entrada del virus,
como en el progreso del ciclo viral productivo.
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4.6. LA QUINASA PAK1 ES ESENCIAL PARA LA ENTRADA DEL VPPA

Entre las quinasas que controlan la macropinocitosis, Pakl es una de las mas relevantes
puesto gue es necesaria durante todos los estadios del proceso endocitico, una vez activada por
Racl o Cdc42 (Dharmawardhane y col., 2000; Sells y Chernoff, 1997). De este modo, los
sistemas virales cuya internalizacion depende de la activacion de Pakl, tales como VV (Mercer
y Helenius, 2008), Ad3 (Amstutz y col., 2008) o Ebola (Nanbo y col., 2010), explotan la

macropinocitosis como via endocitica de entrada.

Puesto que en el presente trabajo se ha descrito y demostrado que la entrada del VPPA en
la célula huésped depende fuertemente de la activacion de Racl, nos propusimos analizar si
Pak1 también tiene un papel relevante en el proceso de entrada viral.

4.6.1. Activacion de Pakl durante la internalizacion del VPPA

Como se ha descrito en la Introduccion, entre los diferentes residuos susceptibles de ser
fosforilados durante la activacion de Pakl, la treonina 423 juega un papel fundamental pues su
fosforilacién es imprescindible para la completa activacion de la quinasa (Zenke y col., 1999).
Para explorar la fosforilacion de este residuo durante la entrada del VPPA, células Vero se
infectaron de manera sincronica y los extractos totales se analizaron mediante Western blot con
un anticuerpo que reconoce la fosforilacion en la Treonina 423 de Pak1. La Figura 31 muestra
que muy tempranamente, a partir de 30 mpi, se detecta un incremento en la fosforilacion de la
quinasa que aumenta hasta 120 mpi, tiempo a partir del cual empieza a disminuir hasta llegar a
su estado basal a las 14 hpi. Estos resultados indican que el virus estimula fuertemente la
fosforilacion de Pakl y que es en un estadio temprano de la entrada viral cuando se inicia esta
activacion; asimismo, dado que el nivel de fosforilacion disminuye a tiempos posteriores,
mientras que el nivel de expresion de Pakl se mantiene estable, puede inferirse la existencia de

un control temporal de la activacion de esta quinasa a lo largo del ciclo viral.
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Figura 31. La infeccion del VPPA activa a Pakl en células Vero. Tras la infeccion sincrénica con una MDI de 5
ufp/célula, los extractos celulares se procesaron para el analisis mediante Western blot. La fosforilacion de Pakl se
analizé con un anticuerpo que reconoce la fosforilacion en la treonina 423 (Tre423); los niveles de Pakl se analizaron
como control de expresion y los de B-actina como control de carga. El analisis densitométrico se realizé tomando el
mock como muestra control (n=2, media + D.E). D.E., desviacion estandar.
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4.6.2. Efecto de la inhibicion de Pakl sobre la internalizacion del VPPA

El IPA-3 se ha identificado como un inhibidor directo, no competitivo y altamente
especifico de Pakl. En presencia de IPA-3, Pakl no puede autofosforilarse en la treonina 423
porque el inhibidor lo impide uniéndose al dominio regulador de la quinasa (Deacon y col.,
2008). Para analizar el papel de Pakl en la internalizacion viral, las células Vero se trataron con
IPA-3 a una concentracion no toxica de 30 uM (Tabla Anexo 1), infectaron sincrénicamente
durante 60 min y las particulas virales se marcaron con el anticuerpo anti-p72 17LD3. El
analisis de la internalizacion viral mediante FACS muestra que en presencia del inhibidor
farmacoldgico la entrada del VPPA se inhibe en torno al 70%, en comparacién con la
internalizacion en las células tratadas con DMSO (Figura 32A). Esta inhibicion se produjo
igualmente cuando la internalizacién viral se analiz6 mediante CLSM cuantificando las
particulas virales en los diferentes planos celulares, tras el andlisis de 100 células por condicién
(Figura 32B).

Estos resultados, junto con los mostrados en la Figura 31, demuestran claramente que la
funcion de Pakl es importante durante los primeros estadios de la entrada del VPPA, pues
ademas de que la internalizacion viral depende de su actividad quinasa, el virus dirige su

activacion.
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Figura 32. Pakl es fundamental en la internalizacion del VPPA en células Vero. A) Las células fueron incubadas
con DMSO o con 30 pM de IPA-3 e infectadas sincrénicamente con una MDI de 10 ufp/célula durante 60 min. A)
Las particulas virales se marcaron con el anticuerpo anti-p72 17LD3 y las células se analizaron mediante FACS. La
grafica representa el porcentaje medio de internalizacion viral respecto a las células DMSO control (n=9, realizado
por duplicado; media + D.E.). B) Tras la infeccién en presencia de IPA-3 0 DMSO, la inmunofluorescencia se realizd
con el anticuerpo anti-p72 17LD3, faloidina-TRITC y Topro3 para visualizar las particulas virales, los filamentos de
actina y el nlcleo, respectivamente. Mediante CLSM se adquirieron imagenes de planos seriados de la célula (eje x-
y) y la internalizacion viral se cuantificd en cada uno de ellos con el Image J tras el contaje de 100 células por
condicion. El porcentaje de internalizacion se expresa respecto a las células DMSO control (n=3; media + D.E.).
D.E., desviacion estandar.
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4.6.3. Efecto de la inhibicion de Pakl sobre la infeccion del VPPA

Ademés del papel que desempefia Pakl durante la entrada viral, evaluamos su funcién
durante el progreso de la infeccion. En primer lugar, analizamos la expresion de las proteinas
virales a 16 hpi en presencia de concentraciones crecientes no toxicas de IPA-3 (Tabla Anexo
1) tras infecciones asincronicas. Los extractos de células infectadas se analizaron mediante
Western blot y se incubaron con el anticuerpo anti-VPPAt. Como muestra la Figura 33A, existe
una inhibicién dosis-dependiente sobre la expresion de las proteinas virales, tanto tempranas
como tardias, cuando la actividad de Pakl esta comprometida, pudiendo ser consecuencia
directa de la menor internalizacién viral aunque con este tipo de andlisis no podriamos descartar

otras funciones en etapas posteriores.

Para esclarecer este punto, y dado que previamente hemos descrito que la activacion de la
guinasa se mantiene durante la infeccion viral, nos preguntamos si Pakl podria estar actuando
en etapas posteriores a la internalizacion independientemente de su papel en la entrada del virus.
Para ello, las células Vero se trataron con 10 UM de IPA-3 durante 60 min antes de la adsorcion
viral 0 60 min después de la adicion del virus. La expresion de proteinas virales se analizd
mediante Western blot con el anticuerpo anti-VPPAL y los resultados obtenidos se muestran en
la Figura 33B. Como puede observarse, el post-tratamiento de las células infectadas con IPA-3
(Post) permite la completa recuperacién de la expresion de la proteina viral temprana p32 y en
un porcentaje muy elevado la de la proteina tardia p72, en comparacién con la fuerte inhibicion
que se obtiene cuando la actividad de Pakl se inhibe antes de la entrada del virus (Pre),
confirmando que la actividad de Pakl es muy importante durante los primeros 60 min de
internalizacion viral. No obstante, el pequefio porcentaje de inhibicidn obtenido en la expresion
de p72 asi como la fuerte inhibicién en los niveles de expresion de la proteina p24 con el post-
tratamiento, sugiere que la actividad de Pakl podria ser también necesaria en etapas posteriores
a la entrada viral, coincidiendo con la fosforilacion de la quinasa durante el progreso de la

infeccion.

Igualmente, como era de esperar, la produccion viral tras 48 h de infeccion se ve
comprometida en presencia de IPA-3 a una concentracién de 5 pM, como consecuencia,
principalmente, del bloqueo de la entrada del virus en la célula mediado por la inhibicion de la

quinasa (Figura 33C).
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Figura 33. La inhibicién de la actividad de Pakl afecta a la entrada e infeccién del VPPA en células Vero. A)
Anélisis de la expresion de proteinas virales. Tras la incubacion con DMSO o IPA-3 a diferentes concentraciones, las
células fueron asincronicamente infectadas con una MDI de 1 ufp/célula y a las 16 h de infeccion los extractos
celulares se analizaron mediante Western blot con el anticuerpo anti-VPPAt. B) Las células fueron tratadas con
DMSO o0 10 pM de IPA-3 durante 60 min antes (Pre) o 60 min después (Post) de la adicion del virus a 37°C a una
MDI de 1ufp/célula. Tras 16 h de infeccidn, los extractos totales celulares se analizaron por Western blot con el
anticuerpo anti-VPPALt. El andlisis densitométrico se muestra en la parte inferior de la figura y los valores se
representan en relacion a la expresion de las proteinas virales en células DMSO control (n= 2; media = D.E.). C)
Anélisis de la produccién viral. Los sobrenadantes de células tratadas con DMSO o 5 uM de IPA-3 e infectadas con 1
ufp/célula se recogieron tras 48 h de infeccion y el nimero de virus infectivos se titul6 mediante experimentos de
plaqueo (n = 3, media = D.E). La expresion de B-actina se analizé como control de carga. D.E., desviacion estandar;
“Proteinas celulares inespecificas detectadas con el anticuerpo utilizado.

Finalmente, para caracterizar el papel funcional de Pakl durante la infeccion del VPPA,
analizamos la expresion de las proteinas virales en presencia de diferentes construcciones de
Pakl que tienen modificado el dominio de activacion quinasa. Para ello, las células Vero se
transfectaron con los plasmidos de expresion EGFP, EGFP-Pakl-WT, EGFP-Pakl-AlID
(construccion dominante negativa), EGFP-Pak1-T423E (construccidn constitutivamente activa),
y posteriormente se infectaron durante 16 h. Como se muestra en la Figura 34, la expresion de
la construccion Pak1l-AlID que contiene exclusivamente el dominio de autoinhibicion, inhibio
mas de un 50% la expresion de la proteina viral temprana p32, asi como la tardia p12, mientras
que las células transfectadas con la forma WT de la proteina expresaron préacticamente los
mismos niveles que las células infectadas con el plasmido GFP control. Ademas, la expresion

de la construccion constitutivamente activa de Pakl indujo un fuerte aumento en los niveles de
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expresion de las proteinas virales, especialmente de la proteina temprana p32, lo que induce

fundamentalmente a pensar que Pakl es importante para la infeccién en el proceso de entrada.
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Figura 34. Papel funcional de Pakl en la infeccion del VPPA en células Vero. Las células se tranfectaron con los
plasmidos de expresion GFP, Pakl-WT-GFP, Pak1l-AID-GFP (dominante negativo) y Pak1-T423E-GFP
(constitutivamente activo) y tras 24 horas se infectaron asincrénicamente con una MDI de 1 ufp/célula durante 16 h.
Los niveles de expresion de proteinas virales se analizaron mediante Western blot con el anticuerpo anti-VPPAL. La
expresion de GFP se analizo como control de expresion y la de B-actina como control de carga. La grafica muestra el
analisis densitométrico de las bandas tomando como control la muestra infectada GFP (n= 2; media + D.E). D.E,,

desviacion estandar.

Estos datos, junto con la activacion de Racl mostrada anteriormente, demuestran que el

VPPA activa y dirige la ruta de sefializacion celular de Rac1/Pakl durante la internalizacion

viral, y soportan muy eficazmente que la macropinocitosis sea un tipo de mecanismo prioritario

utilizado por el virus para entrar en la célula huésped.
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5.1. MACROPINOCITOSIS: MECANISMO DE INTERNALIZACION DEL
VPPA EN LA CELULA HUESPED

La endocitosis constituye un mecanismo eficiente utilizado por muchos virus para
traspasar la barrera fisica impuesta por la membrana plasmatica celular e internalizar en la
célula asegurandose una infeccion productiva, como se muestra en la Figura 2 del presente
trabajo. El tipo de endocitosis utilizado dependera en gran medida de la activacion de las rutas
concretas de sefializacion celular dirigida por la interaccién del virus con la célula. El
conocimiento de las rutas de sefializacion que intervienen durante la entrada viral y los
mecanismos que lo regulan es clave para comprender la patogénesis viral al ser la entrada en la

célula huésped el primer paso durante la infeccion.

En la presente Tesis Doctoral, combinando diferentes e independientes aproximaciones
experimentales, hemos demostrado que el mecanismo endocitico (0 uno de los mecanismos

endociticos) empleado activamente por el VPPA es la macropinocitosis.

La macropinocitosis se caracteriza por la activacion generalizada de la membrana
plasmatica celular dirigiendo la formacién de protrusiones de membrana en forma de ruffles o
blebs, a través de los cuales el cargo entra la célula a través de vesiculas no recubiertas
(Swanson y Watts, 1995).

En este estudio hemos demostrado que tras la infeccion de células Vero con el aislado
viral Ba71V, existe una fuerte activacion de la membrana plasmatica celular acompafiada de la
formacion de protrusiones de membrana compatibles con ruffles (Figura 12). Estas estructuras
son visibles desde los 10 mpi y su formacién disminuye a lo largo de la internalizacidn viral, en
consonancia con estudios previos que describen que a los 30 mpi el 60% de los virus han

internalizado (Alcami y col., 1989a).

El tamafio y la forma de los ruffles y blebs depende del estimulo y tipo celular. En el caso
de macrofagos y células tumorales estimuladas con PMA, las protrusiones de membrana pueden
alcanzar hasta 5 pm (Araki y col., 1996; Meier y col., 2002), pero sin embargo, el tamafio de las
protrusiones dirigidas por virus suele ser mas moderado; por ejemplo, los ruffles generados por
la infeccidn con el aislado filamentoso de FLUAV (Rossman y col., 2012) y los blebs generados
por la infeccion de células Hela con V'V alcanzan alrededor de 1 uM (Mercer y Helenius, 2009),
lo cual coincide con las estructuras entre 0,8 y 1 UM que se forman durante la entrada del VPPA
(Figura 12). Estos resultados estan parcialmente en linea con el trabajo de Alcami y col. en el
que el andlisis de la internalizacion viral mediante TEM en células Vero infectadas con el
aislado Ba71V purificado por Percoll, muestra que el 50% de las particulas virales internaliza
por invaginaciones de membrana desprovistas de recubrimiento proteico (Alcami y col., 1989a).

El mismo patron de internalizacion fue obtenido en células Vero infectadas con el aislado L60
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no purificado, si bien en este caso, el porcentaje de virus internalizado por invaginaciones
desprovistas de recubrimiento proteico fue inferior (Valdeira y Geraldes, 1985). Por otra parte,
el estudio de Alcami y col. muestra que el otro 50% entra mediante coated pits, apuntando a un
mecanismo de CME, aunque sorprendentemente, en ningln caso se observaron particulas
virales endocitadas en coated vesicles. Cuando los mismos estudios se realizaron en macréfagos
alveolares porcinos, el 80% de las particulas virales analizadas se encontraron en invaginaciones
de membrana no recubiertas, indicando, que en este tipo celular la CME no parece ser el
principal mecanismo de internalizacién (Alcami y col., 1990).

En el caso de la infeccion de IPAM (linea celular establecida de macrofagos porcinos), en
el presente trabajo hemos descrito que tanto la infeccion con el aislado E70 como con el aislado
Ba71V, induce la formacion de estructuras esféricas compatibles con blebs por su tamafio y
enriguecimiento del marcador Rockl. Ademas, la miosina Il, componente fundamental de estas
estructuras, es importante durante los primeros 60 min de internalizacion viral lo cual, junto con
la localizacién de las particulas virales en blebs, sugiere que la internalizacion del virus en éstas
células depende y tiene lugar a través de éstas protrusiones. Tomados en conjunto, estos
resultados apuntan a la macropinocitosis como mecanismo explotado por el virus para entrar en
macrofagos. Por otra parte, el hecho de que el mismo aislado viral, Ba71V, genere un diferente
patrén de protrusiones de membrana dependiendo de la célula huésped, evidencia que la
sefializacién mediada entre el virus y la célula tiene un papel muy significativo en el proceso de
internalizacion viral. Ejemplos comparables los encontramos en células Hela infectadas con VV
donde diferentes aislados virales explotan distintos tipos de macropinocitosis durante la entrada
(Mercer y col., 2010a). Por ultimo, es importante sefialar que las condiciones experimentales
utilizadas en los experimentos de FESEM mostrados en el presente trabajo y los realizados
mediante TEM en trabajos anteriores (Alcami y col., 1989a; Racoosin y Swanson, 1989;
Valdeira y Geraldes, 1985) son diferentes, y por lo tanto, estos estudios no pueden considerarse

totalmente comparables.

En el presente estudio se demuestra por primera vez que la entrada del VPPA en células
Vero esta fuertemente inhibida en presencia de EIPA, un inhibidor especifico de los canales
Na‘/H", y por tanto, de la macropinocitosis. El papel fundamental de los canales Na*/H" durante
los primeros 60 min de internalizacién viral se demostr6, ademés de por FACS y CLSM,
comparando los niveles de expresion de proteinas virales con dos tipos de tratamiento
diferentes. Cuando el EIPA se afiade antes de la infeccién no hay expresion de proteinas virales;
sin embargo, cuando se afiade después de la internalizacion del virus pero antes de que
comience la transcripcion temprana, los niveles de expresion son comparables al de las células
no tratadas, indicando claramente que los canales Na*/H" son importantes para la internalizacion

y no en pasos posteriores de la infeccion. Como consecuencia de esta inhibicion en la entrada
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viral, el desarrollo de factorias virales asi como la produccion también se vieron
comprometidos. Estos resultados se reprodujeron cuando la infeccién en presencia de EIPA
tuvo lugar con una preparacion viral purificada mediante gradiente de Percoll, indicando que
independientemente del grado de pureza de la preparacion viral utilizada, la internalizacion del
virus depende de los canales de Na*/H".

En contraste con estos resultados, un reciente estudio describe que el tratamiento de
celulas Vero con EIPA a una concentracion de 50 uM inhibe Unicamente el 30% de la expresion
de la proteina viral temprana p32, y que esta ligera disminucién podria ser debida al efecto
citotoxico de la droga. En este sentido, nuestro estudio demuestra que el porcentaje de células
muertas tras 3 h de tratamiento con 60 UM de EIPA es del 2,5% (Tabla Anexo 1) no afectando,
en absoluto, ni a la morfologia celular ni a sus capacidades de adhesion. Las concentraciones de
EIPA no toxicas utilizadas generalmente en la literatura para obtener una disminucion mayor
del 50% en la internalizacion viral, son superiores a 50 uM; por ejemplo, la inhibicién de la
internalizacion de VV en células Hela en presencia de EIPA alcanza valores del 30 y 90% con
concentraciones no téxicas de 50 y 100 uM, respectivamente (Mercer y Helenius, 2008), y
resultados parecidos se obtienen cuando se analiza la infeccion del virus Ebola en células Vero,

en consonancia con nuestros datos (Aleksandrowicz y col., 2011)

La induccion de la internalizacion de marcadores de endocitosis de fase fluida como el
dextrano es otro de los aspectos imprescindibles durante la entrada por macropinocitosis. En la
Figura 18A mostramos que la infeccion con el VPPA conduce a la internalizacion del marcador
endosomal y que esta se inhibe especificamente en presencia de EIPA. Los niveles de
internalizacion obtenidos fueron similares a los que se han publicado durante la entrada por
macropinocitosis de virus como VV (Mercer y Helenius, 2008) o Ebola (Nanbo y col., 2010).
Asimismo, durante el proceso de internalizacion hay una clara colocalizacion de las particulas
virales y del dextrano a los 30 mpi, indicando que ambos utilizan las mismas vesiculas
endociticas para internalizar, a diferencia de otros sistemas virales que activan la

macropinocitosis s6lo para dirigir su internalizacion por otros mecanismos endociticos.

El citoesqueleto de actina juega un papel fundamental durante la formacion de las
protrusiones de membrana. Como hemos descrito anteriormente, el VPPA induce
perturbaciones durante la entrada viral y la internalizacion del virus disminuye en torno al 50 %
en presencia de Cito D (Figura 19). En linea con estos experimentos, se ha descrito que la
adsorcion e internalizacion viral no estd afectada en presencia de Citocalasina B (Valdeira y
col., 1998). Alternativamente, otro trabajo defiende que este componente del citoesqueleto no es
importante durante las primeras etapas de la infeccion, ya que la expresion de proteinas virales
no se ve comprometida en presencia de Jasplaklinolide o Latrunculia A (Hernaez y Alonso,

2010). En este trabajo es discutible que la concentracion de los compuestos fuese la Optima

121



Discusion

puesto que es inferior a las que se utilizan habitualmente en este tipo de estudios. En
consonancia con la inhibicién de la entrada viral en presencia de Cito D, el papel estructural que
este componente del citoesqueleto tiene durante los primeros 30 min de internalizacion se
demostré mediante el andlisis por CLSM (Figura 20), donde se pone de manifiesto que existe
un importante cambio en el patrdn de distribucion de los filamentos de actina, coincidiendo con
la activacion generalizada de la membrana plasmética observada en estudios de FESEM tras la
entrada viral. Estos resultados coinciden con otros estudios en distintos sistemas virales, donde
se describe que la reorganizacion de la actina cortical en forma de ruffles o de blebs se estimula
durante los primeros min de infeccion con Ad2, VV o virus Ebola (Aleksandrowicz y col.,
2011; Liy col., 1998; Mercer y Helenius, 2008). Ademas del papel en la entrada viral, nuestros
datos indican que el citoesqueleto de actina también es importante durante etapas post-
internalizacion, afectando, por tanto, a la formacion de factorias y a la produccion viral. En linea
con estos resultados, se ha publicado que la expresion de la proteina viral tardia p72 esta
inhibida en torno a un 80% cuando la infeccion en macréfagos porcinos tiene lugar en presencia
de 10uM de Cito D (Basta y col., 2010), y que el virus induce la polimerizacion de estos
filamentos a tiempos tardios post-infeccion al ser necesarios para el proceso de salida viral

(Jouvenet y col., 2006).

Otro de los componentes importantes durante algunos procesos de entrada viral es el
sistema de microttbulos (Mercer y col., 2010b). En el caso de la infeccion del VPPA, nuestros
datos demuestran que este componente del citoesqueleto no estd involucrado en la
internalizacion del virus. En nuestras manos, el tratamiento con Nocodazol reduce la sintesis de
las proteinas virales tardias confirmando resultados previos (Heath y col., 2001) y conectando
con la funcién que tiene el sistema de microtibulos durante el transporte retrégrado de la

proteina viral p54 favoreciendo la formacion de factorias perinucleares (Alonso y col., 2001).

Como se ha comentado anteriormente, la sefializacion que se activa como consecuencia
de la interaccion virus-célula es la base que orquesta el tipo de mecanismo endocitico utilizado
por los virus, y aunque algunos factores celulares solo participan en un determinado tipo de
entrada, otros comparten distintos escenarios. Para comenzar a estudiar la sefializacién que
dirige la entrada del VPPA, centramos nuestra atencién en el papel de factores importantes para
la macropinocitosis como son el EGFR, la Rho-GTPasa Racl y las quinasas PI3K y Pak1l,

estando la funcion de todos ellos intimamente relacionada.

En primer lugar, estudiamos la posible funcion del EGFR en la infeccion pues podria ser
uno de los elementos que median la interaccion del virus y la célula, conectando con trabajos
previos que describen que la entrada del virus, tanto en células Vero como en macrofagos
porcinos, es un proceso mediado por receptor (Alcami y col., 1989b; Alcami y col., 1990). En

este caso, el tratamiento con un inhibidor especifico de la actividad de EGFR inhibié de forma
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dréstica la internalizacion viral y ademas, demostramos que el virus activa a este receptor
durante los primeros min de entrada viral. Al igual que el VPPA, otros virus activan al EGFR
durante la entrada por macropinocitosis, como son VV y HCMV (Chan y col., 2009; Mercer y
col., 2010a).

En relacion con las quinasas mas importantes implicadas en la entrada viral por
macropinocitosis, se encuentra la PI3K. Este enzima es, ademas, fundamental en la replicacion,
el crecimiento o la sintesis de proteinas, y puesto que su sefializacion es clave en articular el
ciclo celular, los virus han desarrollado multitud de estrategias para utilizarla en su favor a
distintos niveles del ciclo infectivo (Buchkovich y col., 2008; Cooray, 2004). En concreto, en
relacion con la macropinocitosis, la PI3K regula la formacion de las protrusiones de membrana
y/o macropinosomas (Amyere y col., 2000; Araki y col., 2007; Araki y col., 1996). En este
aspecto, hemos demostrado que el VPPA activa fuertemente la PI3K durante los primeros 30
min de infeccién (Figura 24C). Esta activacion se analiz6 estudiando los niveles de
fosforilacién de la proteina Akt, al ser un evento consecuencia directa de la activaciéon de PI3K
(Alessi y col., 1996; Bayascas y Alessi, 2005; Sarbassov y col., 2005). Ademas, recientes datos
de nuestro laboratorio no presentados en esta memoria demuestran que en presencia de LY
(inhibidor especifico de PI3K) la fosforilacion de Akt observada durante la internalizacion del
virus esta totalmente comprometida. En linea con estos datos, las Figuras 25A y 25B muestran
que la internalizacion viral analizada a los 60 mpi se inhibe en torno al 50% en presencia de LY.
Tomados en conjunto, estos resultados demuestran que la PI3K contribuye de manera directa a
la entrada viral, probablemente de la misma forma que ocurre durante la entrada del HCMV a
través de la activacion, principalmente, del EGFR (Chan y col., 2009). Es interesante mencionar
que dependiendo del modelo de estudio, el grado de participacion de la PI3K en la
macropinocitosis puede variar; en algunos casos, controla solamente el cierre del
macropinosoma, en otros, participa ademas en la formacion de ruffles e incluso se ha descrito
que controla la actividad de Racl, poniendo de manifiesto su papel multifuncional (Amyere y
col., 2000; Araki y col., 2007; Hawkins y col., 1995; Kotani y col., 1995; Wennstrom y col.,
1994). En relacion a su actividad durante la entrada por macropinocitosis de otros virus, el
tratamiento con inhibidores especificos de PI3K disminuye, en general, entre el 30 y 50 % de la
entrada viral (Aleksandrowicz y col., 2011; Mercer y Helenius, 2008; Schelhaas y col., 2012).
Respecto al papel de la PI3K en el control del trafico y biogénesis de los endosomas, este
enzima es fundamental en algunos tipos de endocitosis (Lindmo y Stenmark, 2006).
Recientemente, se ha publicado que durante la infeccion con el VPPA la funcionalidad de los
endosomas tardios es importante para la desencapsidacion viral y que la actividad de la PI3K asi
como como la de la fosfatidilinositol quinasa 5 (PIK5), que regulan la dinamica de los

fosfatidilinositoles en la membrana endosomal, es importante durante las primeras 3 horas de
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infeccion (Cuesta-Geijo y col., 2012). En linea con estos datos, en este estudio mostramos que
tanto la fosforilacion de Akt, como el aumento en la produccion de P1(3,4,5)Ps, ocurren durante
las primeras etapas de la infeccion indicando que la activacion especifica de PI3K es también
necesaria en procesos muy tempranos post-internalizacion. La activacion de la sefializacion
mediada por PI3K-Akt durante la infeccion del VPPA no es un evento restringido sélo a los
procesos de entrada y trafico endosomal, sino que nuestro trabajo también demuestra que esta
sefializacion es fundamental para la correcta consecucion del ciclo infectivo. En la Figura 24D
se muestra que tras la endocitosis, el virus fosforila fuertemente a Akt a tiempos tempranos
post-infeccion (3 hpi) disminuyendo esta activacion a tiempos tardios (16 hpi). Esta
temporalidad en la activacion de la PI3K puede responder a que al igual que para otros muchos
virus ADN, la activacion de la ruta es beneficiosa durante las etapas del ciclo infectivo en las
que la proliferacién, la sintesis de proteinas y la energia son requerimientos necesarios para la
infeccion. Sin embargo, su inhibicién también debe de ser controlada para evitar la respuesta de
estrés o inducir la apoptosis celular en el momento preciso de la infeccién; en este Gltimo caso,
se sabe que la infeccion del VPPA activa a la caspasa-3 a partir de las 14 hpi (Nogal y col.,
2001), coincidente con una favorable disminucién de la sefalizacion proliferativa a tiempos
tardios de infeccion. Por otro lado, hemos demostrado que cuando la actividad de la PI3K est&
comprometida, la expresion de proteinas virales estd drasticamente inhibida, afectando
especialmente a la expresién de la proteina tardia p72, lo que redunda en la nula deteccion de
factorias virales asi como un pronunciado descenso en el titulo viral. EI hecho de que en
presencia de LY haya cierta expresion de p32 pero la expresion de p72 sea indetectable, sugiere
que la PI3K debe de ser fundamental para la replicacion viral, pues su actividad es critica para la
expresion de proteinas que dependen la replicacion, tal como se ha descrito para otros virus
(Soares y col., 2009). Esta observacion estd en consonancia con los datos publicados por
Cuesta-Geijo y col., en los que se demuestra que el tratamiento con worthmanina (otro inhibidor
de la actividad PI3K) tres horas después de la internalizacion del virus, reduce en torno al 50%
la produccidn viral (Cuesta-Geijo y col., 2012). Por otro lado, cabe destacar que al controlar la
magquinaria de traduccion celular, esta sefializacion debe ser fundamental para dirigir la sintesis
de proteinas virales en linea con un trabajo previo de nuestro grupo en el que se describe que el
VPPA controla la maquinaria de traduccion de proteinas celulares cap-dependiente durante la

infeccion (Castello y col., 2009).

En resumen, la via de sefalizacion de PI3K-Akt parece ser la piedra angular en la
infeccion del VPPA, controlando procesos muy tempranos durante el ciclo viral, tales como la
entrada y trafico endosomal, y participando de manera activa en procesos clave para el
desarrollo de una infeccion productiva. Por ello, tanto el mecanismo molecular de accién de la

PI3K durante la entrada del virus, como el papel especifico que desempefia durante la
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macropinocitosis, los factores celulares que regula durante la misma, asi como los genes virales
implicados en su activacion, estan siendo objeto de estudio en nuestro laboratorio y constituyen
uno de los principales retos de nuestro grupo por su relacion potencial con el desarrollo de

vacunas.

La parte final de nuestro estudio se centr6 en analizar la participacion de dos
protagonistas clave en el control de las protrusiones de membrana producidas durante la entrada
del VPPA. En primer lugar, demostramos que el virus activa fuertemente a la Rho-GTPasa
Racl durante los primeros 30 min de internalizacion (Figura 26), datos coincidentes con otro
estudio realizado en el mismo modelo de infeccidn y publicado durante la elaboracion de la
presente Tesis (Quetglas y col., 2012). Ademas, esta activacion rapida y transitoria corresponde
con la activacion temporal de la membrana plasmaética observada en las imagenes adquiridas
mediante FESEM (Figura 12). Existe una amplia evidencia constatando que Racl es
fundamental para la formacion de protrusiones de membrana mediante el control de factores que
regulan el citoesqueleto de actina (Bar-Sagi y Feramisco, 1986; Ridley, 1994; Ridley, 2006;
Ridley y col., 1992; Wells y col., 2004) y en linea con estos datos, nuestros resultados
demuestran que Racl controla la formacion de los ruffles durante la entrada viral pues en
presencia de un inhibidor especifico de la actividad GTPasa de Racl (NSC23766), la formacion
de estas estructuras estd fuertemente comprometida. No sélo esto, sino que en presencia de
dicho compuesto, el porcentaje de internalizacion viral se vio drasticamente reducido,
reforzando el papel fundamental de Racl en la internalizacion viral (Figura 28). Es interesante
remarcar que la localizacioén de Racl en estructuras de membrana inducidas por la infeccién de
VPPA mostrada en este estudio, esta en linea con la estimulacién de la macropinocitosis por

otros virus (Kraynov y col., 2000; Mercer y Helenius, 2008).

En contraste con los resultados aqui mostrados, se ha publicado que Racl no es
fundamental para la entrada del VVPPA aunque si durante las primeras etapas de la infeccion,
aparentemente para controlar procesos posteriores en el ciclo viral (Quetglas y col., 2012). Las
discrepancias en ambos estudios pueden ser explicadas, a nuestro juicio, por varias diferencias
metodoldgicas. En primer lugar, la relacion entre la MDI y la concentracion del inhibidor de
Racl utilizada en el trabajo de Quetglas y col. es mayor que la que utilizamos en nuestro
estudio, pudiendo estar desequilibrado en relacién a la concentracion del tratamiento; en
segundo lugar, el andlisis mediante CLSM para cuantificar el nimero de particulas virales
internalizadas es diferente, ya que, en nuestro caso, para examinar la entrada tomamos planos
seriados de la célula de manera que el porcentaje de internalizacion viral lo calculamos como la
suma de la informacion obtenida en cada uno de ellos en presencia o ausencia del inhibidor de
Racl. Por el contrario, Quetglas y col. analizan s6lo un plano celular, pudiendo perder

informacion relevante. Por otra parte, en linea con nuestros datos de FACS y CLSM, la Figura
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30B muestra que la inhibicién de la expresion de la proteina p32 con el Pre-tratamiento se
recupera cuando el inhibidor farmacoldgico se afiade 60 min después de la adicion del virus, en
contraste con la ligera inhibicion que obtienen con cualquiera de los tratamientos realizados en
Quetglas y col. Por tanto, como consecuencia del exhaustivo andlisis realizado en el presente
trabajo a partir de aproximaciones experimentales muy distintas, concluimos que Racl tiene un
papel clave y predominante en la internalizacion del VPPA, si bien no podemos descartar otras
funciones de la GTPasa en eventos més tardios en la infeccion, como de hecho se pone de
manifiesto en la inhibicion de la proteina p72 (Figura 30B). Por otro lado, de acuerdo con los
datos publicados por Quetglas y col., la funcion de las Rho-GTPasas parece ser clave en la
maduracion de los viriones y en la liberacion de éstos al espacio extracelular (Quetglas y col.,
2011), coincidiendo con la reduccion de la produccion viral obtenida en el este estudio cuando

la actividad de Racl esta inhibida.

Aunque en lineas generales la macropinocitosis estad fuertemente regulada por Racl y
Cdc42 al controlar la dinamica de los filamentos de actina, cada sistema viral controla esta
sefializacién de una forma especifica, no sélo seleccionando que factores estan implicados, sino
también a qué nivel de ruta de sefializacion acttan y qué factores regulan. Al igual que ocurre
durante la entrada del VPPA, la macropinocitosis de otros muchos virus depende de la actividad
de Racl. Por ejemplo, la infeccién de la cepa WR de VV induce una fuerte activacién de Racl
durante la internalizacion (Mercer y Helenius, 2008) y sin embargo, la internalizacion de la cepa
IHD-J depende en mayor medida de Cdc42, lo que determina una distinta restructuracion de los
filamentos de actina durante la internalizacién del virus (Mercer y col., 2010a). En este sentido,
se ha publicado que la infeccion con el aislado Ba71V de VPPA no activa a Cdc42 durante la
infeccion de células Vero (Quetglas y col., 2011). En el caso de Ad3, la entrada por
macropinocitosis depende de Racl, al igual que la infeccion del virus Ebola (Saeed y col.,
2008), pero no de Cdc42 (Amstutz y col., 2008); y aunque Ad2 utiliza la CME para entrar en la
celula, la activacion de Racl es fundamental para la infeccion pues su internalizacion depende
de la activaciéon de la macropinocitosis (Li y col., 1998; Meier y col., 2002). Finalmente, en
algunos casos, la entrada viral por macropinocitosis 0 por mecanismos endociticos que
comparten caracteristicas con la macropinocitosis, parecen ser independientes de Racl y Cdc42;
tal es el caso de la infeccion de CV y la de HPV-16 (Coyne y col., 2007; Schelhaas y col.,
2012).

Como ultimo factor imprescindible para la entrada viral por macropinocitosis, analizamos
el papel que desempefia la quinasa Pakl durante la entrada del VPPA en células Vero. Los
resultados expuestos en esta memoria demuestran que el virus activa Pakl durante la entrada
viral, estando esta activacion en consonancia con la de Racl al efectuar este factor su funcién a

través de la activacion de la quinasa. Estos resultados, junto con la acusada inhibicién de la
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internalizacion viral en presencia del inhibidor especifico de Pakl (IPA-3) (Figura 32), asi
como la reversion de la inhibicion de la expresion de p32 cuando el tratamiento con IPA-3 se
realiza después de la internalizacion viral (Figura 33B), demuestran que Pakl es fundamental
durante el proceso de entrada del VPPA y afiaden otro punto de coincidencia con la
clasificacion de los virus que explotan la macropinocitosis como mecanismo endocitico. Nos
parece interesante remarcar que, aunque en menor medida, la actividad de Pakl también parece
importante en procesos posteriores a la entrada viral, tal y como se muestra en la expresion de la
proteina p24 en presencia de IPA-3 (Figura 33B). En linea con estos datos, la fosforilacion de
Pakl mostrada a los largo del ciclo viral podria justificar la funcion de la quinasa en estadios
post-internalizacion controlando la dindmica de los filamentos de actina, que como ya hemos
demostrado en este estudio y coincidiendo con otros trabajos (Basta y col., 2010; Jouvenet y
col., 2006), no sblo es importante durante la entrada del virus sino también en etapas
posteriores. Recientemente se ha publicado que durante la infeccién de células Caco-2 con
Ecovirus tipo 1 (EV1) Pakl desempefia un papel predominante durante etapas post-
internalizacion, aunque también dirige la entrada viral por macropinocitosis (Krieger y col.,
2013).

A diferencia de los otros factores celulares analizados en este estudio, en los que el grado
de implicacion en la macropinocitosis puede variar dependiendo del tipo de virus o modelo
celular utilizado, Pakl se erige como un factor fundamental en todas las etapas de la
macropinocitosis, por lo que todos los virus que utilizan esta ruta para internalizar en la célula
dependen de su actividad; ejemplo de ello son VV, HPV-16, Ad3, Ebola 0 FLUAV (Amstutz y
col., 2008; de Vries y col., 2011; Mercer y Helenius, 2008; Rossman y col., 2012; Saeed y col.,
2010; Schelhaas y col., 2012).

Por tanto, como resumen del trabajo aqui expuesto, el analisis de células Vero infectadas
con la cepa viral Ba71V ha demostrado que durante la primera hora de internalizacion el VPPA
induce la formacion de protrusiones de membrana compatibles con ruffles y que éste proceso
depende de la actividad de la GTPasa Racl. En linea con estos resultados, hemos demostrado
que el virus activa fuertemente a Racl durante los primeros 30 min de infeccion y favorece, al
mismo tiempo, su distribucién en protrusiones de membrana. Asimismo, el porcentaje de
internalizacion viral esta draméaticamente disminuido cuando la actividad de Racl esté inhibida.
Otro de los elementos fundamentales durante la entrada del VPPA es el citoesqueleto de actina,
pues ademés de que la internalizacion viral estd comprometida en presencia de inhibidores
especificos, la infeccion induce la restructuracion de los filamentos durante los primeros
estadios de la entrada viral. Ademas, la formacion de protrusiones de membrana compatibles
con blebs se induce durante la primera hora de internalizacion viral en células IPAM

independientemente del aislado viral utilizado. En relacion a las quinasas que orquestan la
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sefializacién de la macropinocitosis, hemos descrito que Pakl se fosforila a partir de los 30 mpi
y que su actividad quinasa es fundamental para la entrada viral. Igualmente, la activacion de
PI3K esta fuertemente dirigida por la infeccion siendo un factor importante no sélo durante el
proceso de entrada, sino también en etapas posteriores. Por Gltimo, pero no menos importante,
hemos descrito que la entrada del VPPA cumple dos caracteristicas especificas de la entrada por
macropinocitosis. En primer lugar, la internalizacion del virus depende completamente de los
canales Na*/H" al inhibirse ésta en presencia de EIPA, y en segundo lugar, la infeccion induce la
internalizacion de marcadores especificos con los cuales colocaliza en vesiculas citoplasmaticas,

indicando que el VPPA internaliza en la célula de forma directa por macropinocitosis.

5.2. MECANISMOS ALTERNATIVOS DE ENDOCITOSIS PARA LA
ENTRADA DEL VPPA.

La entrada del VPPA es un proceso dependiente de energia, temperatura y pH vacuolar en
el que factores como el colesterol y las proteasas celulares son fundamentales para el proceso
(Alcami y col., 1989a; Bernardes y col., 1998; Geraldes y Valdeira, 1985; Valdeira y col.,
1998). Estudios previos han descrito que la entrada del virus, tanto en células Vero como en
macrofagos, esta mediada por receptores saturables presentes en la membrana siendo
responsables de la unién e internalizacién viral. Todas estas caracteristicas son compatibles, no
s6lo con la macropinocitosis, sino con otros tipos de endocitosis explotadas por los virus para
internalizar en la célula huésped. La idea tradicional de que cada sistema viral utiliza un Unico
tipo de mecanismo endocitico ha ido quedando obsoleta en los uUltimos afios; virus como Ad
(Amstutz y col., 2008; Meier y col., 2002), KSHV (Clement y col., 2006; Valiya Veettil y col.,
2010) o FLUAV (de Vries y col., 2011) son ejemplos claros de como un mismo virus puede
emplear diferentes tipos de endocitosis, estando esta versatilidad dirigida tanto por factores

virales como celulares.

Durante los capitulos anteriores de la presente Tesis, hemos remarcado la importancia de
la macropinocitosis en la entrada del VPPA; sin embargo, como se acaba de comentar, la
existencia de otros mecanismos de endocitosis no son del todo descartables. En este sentido,
recientemente se ha publicado un estudio que implica a la CME en la infeccion del VPPA
(Hernaez y Alonso, 2010). Utilizando nuestro mismo modelo experimental, Hernaez y Alonso
han demostrado que la infeccion, medida como expresion de la proteina viral temprana p32, esta
inhibida en células Vero que expresan el dominante negativo funcional de la proteina Eps15
(factor de reclutamiento en la membrana plasmatica durante la CME) y de la dinamina-2 (factor
imprescindible en la escision de la vesicula endocitica). Ademas, los autores describen que

alrededor del 60% de las particulas virales colocalizan con la cadena pesada de la clatrina
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durante los primeros 20 min de internalizacion y que la expresion de la proteina p32 se inhibe
cuando las células son tratadas con dinasore (inhibidor especifico de la dinamina) y
clorpromazine (CPZ; inhibidor de la CME), aunque la expresion de la proteina viral se recupera
cuando el CPZ se afiade 3 h después de la internalizacion viral. En contraste, datos preliminares
de nuestro laboratorio sugieren que la CME no es la ruta endocitica principalmente utilizada por
el VPPA para internalizar, en contraposicion al claro papel de la macropinocitosis, ya que
aunque en nuestras manos el tratamiento con dinasore y CPZ inhibe la expresion de proteinas
virales, coincidiendo con los datos publicados por Hernaez y Alonso, la internalizacion viral
esta solo ligeramente reducida en presencia de dinasore y en absoluto afectada en presencia de
CPZ (Sanchez y col., 2012). La causa(s) de estos datos aparentemente contradictorios puede
residir por un lado, en las aproximaciones experimentales utilizadas en uno u otro estudio y por
otro, en el complejo proceso que cada sistema viral explota para entrar en la célula huésped,
pudiendo, probablemente, utilizar el virus tanto la macropinocitosis como la CME de forma
independiente o complementaria. Aun asi, a continuacion se discutiran algunos de los factores a

tener en cuenta en relacion a la CME y la entrada del VPPA.

En primer lugar, debido a las restricciones impuestas por el gran tamafio de la particula
viral (200 nm de didmetro), la CME no se concibe, en principio, como el mecanismo mas
plausible para la entrada del VPPA en la célula puesto que las vesiculas recubiertas de clatrina
suelen tener un tamafio entre 85 y 120 nm, siendo utilizadas por virus pequefios como el Ad2/5
(Meier y col., 2002; Meier y Greber, 2004) y SFV (Helenius y col., 1980). Sin embargo, es
cierto que en los Ultimos afios, se ha descrito la eficiente participacion de los filamentos de
actina en la dindmica de la membrana plasméatica promoviendo la internalizacion mediante
CME de virus de mayor tamafio como el VSV (Cureton y col., 2009) y el KHSV (Greene y
Gao, 2009), lo que abriria la posibilidad de que el VPPA también pueda internalizar utilizando

estas vesiculas.

En segundo lugar, es importante recalcar que uno de los factores mas importantes que hay
que tener en cuenta en los estudios de entrada viral es que los componentes celulares implicados
en un tipo de entrada u otro pueden desempefiar varias funciones en la célula, lo que obliga a
utilizar aproximaciones experimentales que definan especificamente su papel en la entrada y no
en etapas posteriores a ésta. En este sentido, una de las diferencias fundamentales entre el
trabajo de Hernaez y Alonso y el desarrollado en nuestro laboratorio es que, en su caso, siempre
analizan la entrada del VPPA mediante la expresion de la proteina temprana p32 a las 6 hpi, y
aungue obviamente este andlisis puede servir para determinar si un factor celular es importante
durante los primeros estadios de la infeccién, no permite implicarlo en la internalizacion viral.
En linea con esto, aunque el CPZ no tuvo ningln efecto cuando analizamos la internalizacion

viral por FACS (Sanchez y col., 2012), experimentos preliminares no publicados de nuestro
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laboratorio indican que el CPZ ejerce su funcion inhibitoria durante los primeros 60 min de
infeccion, pues la expresion de todas las proteinas virales se recupera si el tratamiento se realiza
después de 60 min de internalizacidn viral, en contraste con la fuerte inhibicion que obtenemos
cuando se realiza antes de la infeccion. Estos resultados, aparentemente contradictorios con los
obtenidos mediante el andlisis de la internalizacion por FACS, apuntan a un papel de la CME
durante la primera hora de infeccién; sin embargo, hay que tener en cuenta que el CPZ, ademés
de inhibir la formacion de vesiculas de clatrina, puede tener otros efectos secundarios. Entre
ellos, se ha descrito que afecta a la fagocitosis (Elferink, 1979; Watanabe y col., 1988), e
interfiere en la biogénesis de fagosomas y macropinosomas mediante la inhibicion de la
reorganizacion de los filamentos de actina (Amyere y col., 2000; Wells y col., 1999) e incluso,
varia la fluidez de la membrana afectando a procesos fundamentales para varios tipos de
endocitosis (Giocondi y col., 1995; Ogiso y col., 1981). Asi y como consecuencia de esta
variedad de efectos, se ha descrito que aunque HPV-16 y SV40 internalizan independientemente
de CME, el tratamiento con CPZ es capaz de inhibir la infeccion (Schelhaas y col., 2012). No
obstante y volviendo al VPPA, el hecho de que Hernaez y Alonso estudien la funcién de la
CME no sélo mediante el uso del CPZ, sino que analizan la infeccién en presencia del mutante
dominante negativo de Eps-15, confiere un papel funcional a este factor durante la infeccion del
VPPA.

En cuanto a la funcion de la dinamina-2 durante la entrada e infeccion del virus, nuestros
datos indican que aunque podria estar involucrada en la internalizacién viral, es mas bien un
factor fundamental en el avance de la infeccion (Sanchez y col., 2012), probablemente,
mediante el control de procesos post-internalizacion. Conectando con estos datos, recientemente
se ha implicado a la dinamina en el control de trafico endosomal mediante la fision de
estructuras tubulares, lo cual es importante para la acidificacion de los endosomas asi como para
el control de las rutas de reciclamiento y degradacion (Mesaki y col., 2011). Por tanto, de
acuerdo con los resultados obtenidos en ambos estudios (Hernaez y Alonso, 2010; Sanchez y
col., 2012), el tratamiento con dinasore podria afectar al correcto avance de la infeccion
impidiendo la acidificacién endosomal, proceso imprescindible para la desencapsidacion del
virus (Alcami y col., 1989a; Geraldes y Valdeira, 1985; Valdeira y col., 1998; Valdeira y
Geraldes, 1985). Es interesante sefialar que algunos trabajos han involucrado a esta GTPasa en
la macropinocitosis, lo que puede estar en consonancia con nuestros datos (S&nchez y col.,
2012). En concreto, se ha descrito que la dinamina-2 es un modulador esencial en la
localizacion de Racl en los ruffles circulares y que la macropinocitosis inducida por PDGF en
fibroblastos de rata se inhibe cuando la actividad de la GTPasa estd comprometida (Liu y col.,
2008; Schlunck y col., 2004). No obstante, la implicacion de la dinamina en la entrada viral por

macropinocitosis estd siendo objeto de debate en la literatura, de manera que en algunos
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sistemas la entrada viral es completamente independiente de su actividad (como ocurre en
células Hela infectadas con VV (Mercer y Helenius, 2008)), pero en otros casos, como en la
entrada de EV1 en células Caco-2, la funcion de la dinamina-2 es imprescindible durante la
internalizacion por macropinocitosis (Krieger y col., 2013).

A pesar de las posibles explicaciones funcionales y metodolégicas expuestas hasta ahora
para concitar los datos publicados (Hernaez y Alonso, 2010; Sanchez y col., 2012), hay que
considerar que tanto la macropinocitosis como la CME pueden ser una opcion empleada por el
VPPA para internalizar en la célula, ya sea utilizando uno de los mecanismos de forma
prioritaria, o valiéndose conjuntamente de ambos para la eficiente internalizacion y produccién
viral, como ocurre con otros sistemas virales. Por ejemplo, en el caso de la infeccién de Ad2,
aunque la internalizacién en células epiteliales es estrictamente dependiente de la CME, la union
del virus a integrinas de la membrana plasmatica activa la macropinocitosis mediante la
sefializacién de PI3K, Racl y Cdc42, teniendo un papel fundamental en la liberacién de las
particulas virales desde los endosomas al citosol para la eficiente produccidn viral (Meier y col.,
2002). También se ha publicado que durante la infeccion del virus Ebola en células Vero y Hela,
la macropinocitosis es la via endocitica prioritaria pues la internalizacion de particulas
infecciosas similares a la particula viral completa (VLPs) depende de los canales Na'/H", Pak1,
el citoesqueleto de actina y CtBP, aunque la CME tiene un papel minoritario al colocalizar las
VLPs con clatrina y depender al infeccion de la funcién de la dinamina (Aleksandrowicz y col.,
2011; Nanbo y col., 2010; Saeed y col., 2010). No s6lo esto, sino que en el caso de FLUAV,
tanto la forma esférica como filamentosa del virus activan la macropinocitosis y sin embargo,
tras esta sefializacion comun, las particulas virales filamentosas internalizan por ruffles y
macropinosomas, mientras que las esféricas lo hacen mayoritariamente por vesiculas recubiertas
de clatrina (Rossman y col., 2012). Por Gltimo, cabe destacar que algunos factores celulares
comprometidos con un tipo especifico de endocitosis excepcionalmente pueden intervenir en
otros procesos. Tal es el caso de la internalizacion de Mimivirus en macréfagos donde a pesar
de que la via endocitica utilizada es la fagocitosis, durante la internalizacion viral se observa una
clara colocalizacion de las particulas virales con la clatrina, mientras que sorprendentemente, ni

el tratamiento con CPZ ni el mutante Eps 15 inhiben la entrada viral.

Todos estos ejemplos dan muestra de la gran versatilidad que los virus exhiben durante su
entrada en la célula huésped, pudiendo explotar un mecanismo endocitico concreto o varios al
mismo tiempo, y en cada caso, el engranaje molecular que dirige la internalizacion estara
gobernado por un repertorio especifico de factores celulares y virales que pueden coincidir 0 no
con los céanones de endocitosis establecidos, demostrando cdmo los virus aprovechan la

maquinaria celular en su propio beneficio.
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Por tanto, los resultados expuestos en el presente estudio, junto con los publicados tanto
por nuestro grupo (Séanchez y col., 2012) como por Hernaez y Alonso (Hernaez y Alonso, 2010)
abren la puerta hacia una posible ruta alternativa para la entrada del VPPA en la que la
macropinocitosis y la CME més que ser rutas excluyentes, sean mecanismos cooperativos
asegurando una infeccién productiva. La Figura 35 y la Tabla 4 recogen los posibles
mecanismos utilizados por el VPPA para entrar en la célula, asi como los factores importantes
descritos para su internalizacion discutidos en el presente trabajo.

Membrana Plasmatica

Macropinocitosis Macropinocitosis y/o CME
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Figura 35. Modelo propuesto para la entrada del VPPA en células Vero. La interaccion de la particula viral con
los receptores de membrana y factores de unidn provoca la activacion de rutas de sefializacion controladas por PI3K,
EGFR y Racl. Esta sefializacion, activa a la quinasa Pakl, que en dltimo término, regula la dindmica de los
filamentos de actina formando protrusiones de membrana en forma de Ruffles, internalizando el VPPA en la célula
mediante macropinocitosis. Alternativamente, el virus podria entrar en la célula extrictamente por CME, o bien, esta
endocitosis podria ser dirigida por la sefializacidon que orquesta la macropinocitosis, al necesitar de la restructuracion
del citoesqueleto de actina para la efectiva internalizacion del virus por vesiculas recubiertas cuyo tamafio podria
limitar la internalizacion viral. En cualquier caso, las particulas virales llegarian a endosomas tempranos enriquecidos
en EEA1 vy fosfatidilinositoles continuando su trafico endosomal hasta la liberacion del material genético al
citoplasma celular.
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Discusion

Factores Celulares Inhibidores Internalizacion Post-internalizacion
Canales Na*/H* EIPA Sit No °
Actina Cltocelasira Dy B Si1/No® SiM4/No?
Miosina Il Blebistatina Sit Sit
EGFR 324674 Si! Desconocido
SN
Racl NSC23766, Rac1-N17 Si /No ? Si*?
Pakl IPA-3, Pak1-AID Sit No
Tirosinas quinasas Genisteina sit Desconocido
Dinamina-2 Dinasore Sit Sit?
Clatrina Clorpromazine No ! Sit?
Microtubulos Nocodazol No*' Sit®
Acidificacion Vacuolar Cloroquina, NH,CI No &’ S
Colesterol MBCD No & S

Tabla 4: Factores celulares involucrados en la internalizacion y/o infeccion del VPPA. En la tabla se representan
los factores celulares que desempefian un papel importante durante la infeccion del VPPA y han sido discutidos en el
presente trabajo. La participacion de estos factores se clasifica en base a su funcion estrictamente durante la
internalizacion viral o en etapas post-internalizacion, segun los datos publicados hasta la fecha. Ademas, también se
muestra el tipo de inhibidor o construccion dominane negativa utilizado durante la infeccion para el analisis. Los
ntmeros indican el trabajo especifico que lo describe, tal como sigue: 1. (Sanchez y col., 2012); 2. (Hernaez y
Alonso, 2010); 3. (Valdeira y col., 1998); 4. (Basta y col., 2010); 5.(Heath y col., 2001); 6. (Valdeira y Geraldes,
1985); 7. (Geraldes y Valdeira, 1985), 8. (Bernardes y col., 1998).

5.3. PERSPECTIVAS FUTURAS

La exploracion de un nuevo y posiblemente revelador mecanismo para confirmar la
hip6tesis que acabamos de mencionar, asi como el estudio especifico de la(s) via(s) endociticas
empleadas por el VPPA durante la infeccion de macréfagos porcinos, célula diana en la

infeccion natural, constituiran la continuacion de la presente Tesis doctoral.

Puesto que los macrofagos constituyen una de las primeras lineas de defensa frente a la
infeccion, conocer exactamente cdmo el virus utiliza la endocitosis para entrar en esta célula
huésped y como es capaz de evadir su destruccion por parte del ambiente oxidativo del
macréfago y del sistema endosomal, puede ser fundamental para el desarrollo de vacunas o

farmacos antivirales en el organismo desde los primeros momentos de la infeccion.
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Conclusiones

1. La entrada del VPPA en la célula huésped estimula la formacion de protrusiones de
membrana tipicas del proceso endocitico de macropinocitosis compatibles con Ruffles y Blebs.
La formacion de estas estructuras estd en consonancia con la activacion generalizada del

citoesgueleto de actina durante la infeccion, de cuyo proceso depende la entrada viral.

2. La internalizacion de la cepa viral Ba71V en células Vero induce la formacién de Ruffles en
la membrana plasmatica mediante la activacién de la Rho-GTPasa Racl siendo su actividad

imprescindible para la internalizacion en la célula huésped.

3. La sefalizacion celular que se activa durante la entrada del VPPA vy dirige la eficiente
internalizacion del virus, esta orquestada por factores celulares como el receptor del EGF o las
quinasas PI3K y Pakl. Asimismo, la PI3K es un elemento central en la consecucién de la
infeccion viral controlando otras etapas post-internalizacién y necesarias para una infeccion

productiva.

4- El tipo de protrusiones de membrana formadas como consecuencia de la sefializacion celular
dirigida por el virus parece depender en mayor medida del tipo celular més que del tipo de cepa

viral.

5- Aunque la macropinocitosis es un mecanismo prioritario durante la entrada de la cepa viral
Ba71V en células Vero, otros procesos endociticos podrian ser explotados por el virus de forma

independiente o simultanea.
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Anexo 1

Tratamiento 3 horas Tratamiento 18 horas
Inhibidores Concentracion % Células Concentracion % Células
Farmacol6gicos (UM) Muertas (UM) Muertas

DMSO 0.2% 1.3 0.2 % 1.6
Blebistatina N/D N/D 40 !
60 7

20 15 20 2.9
EIPA 40 2 40 3
60 2.5 60 5

Citocalasina D 8 5.2 4 12
LY?294002 60 3.6 20 3
20 25 5 6.1

324674 40 4.3 10 6.5

60 5.7 20 26.7
40 2 10 2

Genisteina 60 25 20 2.2
80 4.4 40 3
NSC23766 200 3 200 5

1 5.4

IPA-3 30 15 5 5.6

10 10
Dinasore 100 4 100 8
16 2

Nocodazol N/D N/D 32 2.2
64 3

20 8 10 10

Clorpromazine 30 20 15 20
20 50

Tabla. Citotoxicidad de los inhibidores farmacol6gicos. Las células Vero fueron tratadas con inhibidores
farmacoldgicos a diferentes concentraciones durante 3 y 18 horas en medio sin suero fetal. Tras el tratamiento, se
tripsinizaron y se tifieron con azul Tripan. Se representa el porcentaje medio de células muertas de tres experimentos
independientes (n=3; media £ D.E). D.E., desviacion estandar.
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