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RESUMEN

Los virus ARN presentan alta plasticidad genética, que les permite adaptarse a nuevos
hospederos bajo presiones selectivas que operan a nivel poblacional e intracelular. En esta
tesis se investigd como estas presiones moldean la arquitectura gendmica vy la trayectoria
adaptativa de dos virus ARN zoondéticos.

En el primer capitulo se utilizd6 SARS-CoV-2 como modelo de emergencia y diversificacion
reciente, evaluando su dinamica evolutiva mediante un estudio composicional del gen S en
VOCs y de la emergencia de Omicron. Analisis multivariados (PCA y mapas de calor)
evidenciaron que los patrones de uso de codones y la composicion nucleotidica se asocian
con la diferenciacion genotipica entre variantes virales. La divergencia de Omicron no se
limita a sustituciones aminoacidicas puntuales, sino que podria reflejar una reorganizacion
mas amplia de la arquitectura gendmica del gen S. En particular, Alfa, Beta, Gamma y
Delta mostraron mayor proximidad genética entre si, mientras que Omicron ocupé un
espacio multivariado claramente diferenciado, consistente con una trayectoria evolutiva
independiente en el arbol filogenético de SARS-CoV-2. Estos resultados sugieren que el
gen S contiene suficiente informacién evolutiva para asignar VOCs a sus linajes incluso a
partir de variables composicionales globales, reforzando su utilidad como marcador
evolutivo. Asimismo, analisis filodinamicos sugieren que los ancestros de este linaje
habrian circulado durante un periodo prolongado antes de su deteccion, evidenciando
diversificaciéon temprana.

En el segundo capitulo se estudid el rol de la inmunidad innata como fuerza selectiva
sobre arbovirus, con foco en la proteina antiviral de dedos de zinc (ZAP) de vertebrados,
que reconoce dinucledtidos CpG en ARN virales. Los virus ARN que infectan vertebrados
presentan una marcada supresion de CpG asociada a la actividad restrictiva de ZAP. Sin
embargo, los arbovirus deben replicar eficientemente en vertebrados e invertebrados, por
lo que estan sometidos a presiones evolutivas potencialmente divergentes. Para abordar
esta pregunta se utilizé una variante de MAYV enriquecida en CpG (FG+) y se generd una
linea celular A549 deficiente en ZAP mediante CRISPR/Cas9. Los resultados evidenciaron
que el aumento de CpG produce una marcada atenuacion viral dependiente de este factor
restrictivo. Ademas, se observd que la isoforma ZAPL actia como principal mediador
restrictivo durante etapas tempranas de la infeccién y que la estimulacion con IFNa
potencia esta restriccidon de manera dependiente de ZAP. También se evidencié que MAYV
silvestre (WT) es susceptible a la inhibicion mediada por ZAP, lo que sugiere que la
modulacion del contenido de CpG constituye un compromiso adaptativo relevante para
arbovirus que alternan entre distintos hospedadores.

En conjunto, estos capitulos muestran cémo distintos niveles de presion selectiva, desde
procesos evolutivos poblacionales hasta mecanismos de inmunidad innata, moldean la
composicion gendémica y el potencial adaptativo de virus ARN.

Finalmente, en el tercer capitulo se explord el redisefio del genoma de MAYV como
herramienta experimental mediante la generacion de variantes sintéticas capaces de
expresar un ARN guia del sistema CRISPR/Cas9 dirigido contra ZAP. Aunque no se
detecto edicion génica eficiente en las condiciones evaluadas, los resultados demostraron
la viabilidad de utilizar MAYV como plataforma para la expresion de ARN pequefos y
resaltan su potencial para estudios funcionales.

Palabras clave: SARS-CoV-2; virus Mayaro; alfavirus; arbovirus; CpG; ZAP; inmunidad
innata; interferon tipo I; evolucion viral; composicién nucleotidica; filodinamica; biologia
sintética; CRISPR/Cas9; sgRNA.



ABSTRACT

RNA viruses exhibit high genetic plasticity, enabling them to adapt to new hosts under
selective pressures acting at both the population and intracellular levels. In this thesis, we
investigated how these pressures shape the genomic architecture and adaptive trajectories
of two zoonotic RNA viruses.

In the first chapter, SARS-CoV-2 was used as a model of recent emergence and
diversification to examine its evolutionary dynamics through a compositional analysis of the
S gene across variants of concern (VOCs), with particular focus on the emergence of
Omicron. Multivariate analyses (PCA and heatmaps) showed that codon usage patterns
and nucleotide composition are associated with the genotypic differentiation among viral
variants. The divergence of Omicron is therefore not limited to point amino acid
substitutions but may reflect a broader reorganization of the genomic architecture of the S
gene. In particular, Alpha, Beta, Gamma, and Delta showed greater genetic proximity to
one another, whereas Omicron occupied a clearly distinct multivariate space, consistent
with an independent evolutionary trajectory within the SARS-CoV-2 phylogenetic tree.
These findings suggest that the S gene contains sufficient evolutionary signal to assign
VOCs to their respective lineages even using global compositional variables, highlighting its
value as an evolutionary marker. Phylodynamic analyses further suggest that the ancestors
of this lineage circulated for an extended period before its detection, indicating early
diversification.

The second chapter investigated how innate immunity shapes arbovirus genome
composition, focusing on the vertebrate zinc-finger antiviral protein (ZAP), which
recognizes CpG dinucleotides in viral RNA. RNA viruses infecting vertebrates typically
show strong CpG suppression, a feature linked to the restrictive activity of ZAP. However,
arboviruses must replicate efficiently in both vertebrate and invertebrate hosts and are
therefore exposed to potentially divergent evolutionary pressures. To address this, a
CpG-enriched MAYV variant (FG+) was used together with a ZAP-deficient A549 cell line
generated by CRISPR/Cas9. Increasing CpG content resulted in marked viral attenuation in
a ZAP-dependent manner. The ZAPL isoform was identified as the main restrictive
mediator during the early stages of infection, and IFNa stimulation further enhanced this
restriction in a ZAP-dependent manner. Importantly, wild-type MAYV was also susceptible
to ZAP-mediated inhibition, suggesting that modulation of CpG content represents an
important adaptive trade-off for arboviruses that alternate between different hosts.

Together, these chapters show how selective pressures operating at different levels—from
population-level evolutionary processes to mechanisms of innate immunity—shape the
genomic composition and adaptive potential of RNA viruses.

Finally, the third chapter explored the use of genome engineering in MAYV as an
experimental tool through the generation of synthetic viral variants capable of expressing a
CRISPR/Cas9 guide RNA targeting ZAP. Although efficient gene editing was not detected
under the conditions tested, these results demonstrate the feasibility of using MAYV as a
platform for the expression of small RNAs and highlight its potential as an experimental
system for functional studies.

Keywords: SARS-CoV-2; Mayaro virus; alphavirus; arbovirus; CpG; ZAP; innate immunity;
type | interferon; viral evolution; nucleotide composition; phylodynamics; synthetic biology;
CRISPR/Cas9; sgRNA.
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Emergencia zoonotica y capacidad adaptativa de virus ARN

Se estima que entre el 60% y el 75% de los patégenos emergentes en humanos,
descritos en las ultimas décadas, derivan de reservorios animales, lo que refleja la
creciente interaccion entre poblaciones humanas, fauna silvestre y animales
domésticos '. Estos patdgenos circulan naturalmente en reservorios animales y, bajo
determinadas condiciones ecoldgicas, como la expansion urbana, la deforestacion, la
intensificacion de la produccion animal, la movilidad global, o los cambios climaticos
que modifican la distribucion de vectores pueden generar eventos de transmisién
interespecie (spillover) 2. Sin embargo, la coincidencia ecoldgica no es suficiente para
la emergencia. El establecimiento exitoso en la nueva especie requiere compatibilidad
funcional con el entorno celular del hospedero, incluyendo la capacidad de utilizar
receptores especificos, replicarse eficientemente y evadir o modular los mecanismos
de la inmunidad innata. La mayoria de estos eventos no progresa mas alla de
infecciones aisladas: el virus puede ingresar y replicar de manera limitada sin alcanzar
niveles suficientes para sostener la transmision. Sélo en circunstancias particulares
ciertas variantes logran superar estas barreras iniciales y establecer cadenas de
transmisién entre individuos. En consecuencia, la emergencia viral no depende
exclusivamente de la exposicidon sino de la capacidad adaptativa del virus frente al

nuevo entorno bioldgico 3.

Los virus de genoma ARN presentan propiedades intrinsecas que favorecen este
proceso . A lo largo de la historia, distintos virus ARN han sido responsables tanto de
brotes localizados como de pandemias globales, incluyendo la pandemia de influenza
de 1918 causada por el virus influenza A H1N1, la emergencia del coronavirus del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-1) entre 2002 y 2003, la pandemia de
gripe A (H1N1) de 2009-2010 y, mas recientemente, la pandemia iniciada en 2019 por
el coronavirus SARS-CoV-2. Asimismo, numerosos virus ARN, como los transmitidos
por vectores (como por ejemplo los virus Zika, Dengue y fiebre amarilla) y otros
patdbgenos humanos persistentes, como los virus hepatitis C y el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), son un claro ejemplo de la capacidad recurrente de
los virus ARN para atravesar barreras interespecie, adaptarse a nuevos hospederos y
establecer una transmision sostenida en humanos pudiendo alcanzar una escala

global.

La replicacion de los virus ARN esta mediada por polimerasas dependientes de ARN
(RdRp, del inglés RNA-dependent RNA polymerase) de baja fidelidad (entre 10*y 10°
sustituciones por nucleétido por generacion), que en la mayoria de las familias virales

carecen de mecanismos eficientes de correcciéon de errores 5. Como resultado, dentro
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de un mismo hospedero no existe un genoma unico, sino una poblacion de variantes
estrechamente relacionadas, configurando una estructura poblacional dinamica con
distinta aptitud replicativa °. Esta diversidad constituye el sustrato sobre el cual actua la
seleccion natural ante las presiones selectivas en un hospedero nuevo. A esta
variabilidad se suman mecanismos adicionales de generacion de diversidad genética,
como la recombinacion o, en el caso de virus con genomas segmentados, el
reordenamiento gendmico. Estos procesos pueden producir cambios fenotipicos
abruptos y, ocasionalmente, variantes con ventajas replicativas o de transmision.
Durante la infeccién y la transmision entre hospederos ocurren ademas cuellos de
botella poblacionales que reducen drasticamente la diversidad viral y favorecen la

fijacidon de ciertas variantes por seleccién o deriva genética ’.

La adaptacién viral tras un evento de spillover debe entenderse entonces como un
proceso continuo. Comienza en el reservorio animal, donde el virus explora la
diversidad genética, y continta tras la infeccion humana, donde enfrenta nuevas
restricciones celulares y fisiolégicas. La mayoria de los linajes se extinguen
rapidamente, mientras que algunos adquieren combinaciones genéticas compatibles
con el nuevo hospedero y logran sostener la transmisidén. La emergencia representa,
por lo tanto, el resultado de mudltiples ciclos de generaciéon de diversidad y filtrado

selectivo mas que un evento puntual.

En conjunto, la elevada tasa de variacion genética, los tiempos replicativos cortos y los
grandes tamafos poblacionales convierten a los virus ARN en sistemas altamente
eficientes para explorar el espacio evolutivo. Estas caracteristicas excepcionales
pueden explicar su alta participacién en la emergencia y reemergencia de patdgenos
humanos y subrayan la importancia de comprender los determinantes moleculares que

condicionan su adaptacion a nuevos hospederos.

Interaccion virus—hospedero como motor de evolucion viral

Tras la infeccién viral, el ambiente celular del hospedero impone multiples restricciones
al establecimiento de la replicacién viral. La entrada del virus a la célula no garantiza
una replicacion eficiente, ya que durante el cambio de hospedero pueden existir
incompatibilidades moleculares relacionadas con la disponibilidad de factores
celulares, la estabilidad del ARN o la eficiencia de traduccion, que pueden afectar su

replicacién incluso antes de la activacion de la respuesta inmune.

Las células poseen mecanismos constitutivos capaces de detectar material genético

exogeno y restringir su expresion. El reconocimiento de patrones moleculares
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asociados a patégenos (PAMPs) por receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs) permite discriminar entre ARN propio y no propio e iniciar cascadas de
sefalizacién intracelular que activan programas antivirales, incluyendo la degradacién
selectiva del ARN viral, la inhibicién de la traduccién y la restriccion de la replicacion
genomica. Estas respuestas se activan de manera temprana tras la entrada del virus y

constituyen una primera barrera de seleccion intracelular 8°.

A esta restriccion basal se suma la respuesta inducida por interferones, que
incrementa la presion selectiva mediante la expresién coordinada de numerosos genes
estimulados por interferon (ISGs)'>. Desde una perspectiva evolutiva, estos
mecanismos no solo reducen la carga viral, sino que condicionan qué variantes
genodmicas pueden mantenerse en el tiempo. En consecuencia, la evolucion viral se
encuentra fuertemente determinada por la necesidad de evadir el reconocimiento y la
restriccion celular, de modo que la aptitud viral resulta del balance entre eficiencia

replicativa y capacidad de evitar la activacion de las defensas del hospedero.

Un aspecto central de esta interaccion es que la presidn selectiva no actia unicamente
sobre proteinas virales, sino también sobre la secuencia nucleotidica del genoma. La
composicion de nucledtidos, el uso de codones y la frecuencia de determinados
motivos de secuencia no son aleatorios, sino que reflejan la compatibilidad con el
entorno intracelular. Ademas de la informacion para codificar proteinas virales,
determinadas configuraciones genéticas pueden favorecer la estabilidad del ARN o su
traduccion, mientras que otras aumentan la probabilidad de reconocimiento por
mecanismos antivirales. Asi, el genoma viral constituye un rasgo fenotipico sujeto a
seleccion. Como resultado, muchos virus presentan sesgos composicionales
caracteristicos que se conservan a lo largo de su evolucion en hospederos
especificos, lo que sugiere la existencia de restricciones dependientes de secuencia
que operan de manera sostenida durante la replicacidon viral. La adaptacion viral
implica entonces un equilibrio entre maximizar la eficiencia replicativa y minimizar la
deteccion por la célula, lo que conduce a la fijacion de configuraciones gendémicas

compatibles con el hospedero ™.

En algunos casos, la presion selectiva se concentra en regiones funcionales
especificas del genoma, particularmente en proteinas involucradas en la entrada a la
célula o en el reconocimiento por anticuerpos neutralizantes '>'3. Estas regiones
pueden estar sometidas a seleccion positiva sostenida, favoreciendo mutaciones que
incrementan la afinidad por receptores celulares o disminuyen la susceptibilidad a la

neutralizacién inmune. Cuando estas variantes presentan ventajas de transmision o
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escape inmunolégico, pueden expandirse poblacionalmente y dar lugar a procesos de
adaptacion molecular, evidenciados por la aparicion y reemplazo sucesivo de linajes

virales durante brotes epidémicos o pandemias .

En conjunto, la interaccion virus—hospedero no sélo determina el éxito inmediato de la
infeccién, sino que moldea progresivamente la arquitectura del genoma viral. La
composicion gendmica puede interpretarse entonces como el resultado acumulativo de
presiones selectivas que operan tanto a nivel intracelular como poblacional, donde la
supervivencia viral depende del equilibrio entre la eficiencia replicativa y la capacidad

de evadir o tolerar los mecanismos de defensa del hospedero.

Desde una perspectiva funcional, comprender cémo las presiones selectivas moldean
la organizacién y composicion de los genomas virales no solo permite interpretar los
procesos de adaptacion al hospedero, sino que también proporciona informacion
valiosa para poder manipular experimentalmente estos genomas. El conocimiento de
los elementos funcionales que regulan la replicacion, traduccion y estabilidad del ARN
viral permite identificar regiones del genoma que toleran modificaciones o la insercion
de secuencias heterdlogas sin comprometer la replicacion viral, lo que ha posibilitado
el desarrollo de variantes virales sintéticas derivadas de genomas modificados con
fines experimentales o biotecnolégicos. En este contexto, los alfavirus constituyen
plataformas particularmente versatiles para la generacion de variantes virales
sintéticas debido a su eficiente replicacion citoplasmatica y a la organizacion modular
de su genoma, propiedades que han permitido utilizarlos para la expresion de
secuencias heterélogas durante la infeccion, como proteinas reporteras, facilitando asi
el estudio funcional de genes del hospedero y de los mecanismos celulares que

controlan la replicacién viral.
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Justificacion y estructura de la tesis

La evidencia acumulada a lo largo de la historia indica que los virus ARN zoondticos
constituyen una amenaza persistente para la salud publica debido a su elevada
capacidad de adaptacidn genética y a su potencial de transmision entre especies ™. La
interaccion dinamica entre virus y hospedero genera presiones selectivas que moldean
la composicién del genoma viral, su eficiencia replicativa y su capacidad de evasion
inmune ". Comprender estos procesos requiere integrar enfoques experimentales y
evolutivos que permitan analizar, por un lado, los determinantes moleculares del
hospedero que restringen la replicacion viral y, por otro, los patrones adaptativos que

emergen en los genomas virales a escala poblacional.

En este contexto, la presente tesis enmarca distintos niveles de analisis
complementarios organizados en tres capitulos. Estos estan vinculados a la
adaptacion de virus ARN zoondticos frente a las presiones selectivas impuestas por el
hospedero, abordando la interaccion virus—hospedero desde distintas escalas de

analisis y utilizando dos sistemas virales.

En el capitulo 1 se caracterizan los patrones evolutivos del gen S en las variantes de
preocupacion de SARS-CoV-2 (VOCs; Alfa, Beta, Gamma, Delta 'y Omicron) mediante
el analisis comparativo de la composicién nucleotidica y el uso de codones, con el
objetivo de evaluar su asociacion con la diferenciacion genotipica entre linajes virales.
Asimismo, se examina la dinamica evolutiva asociada a la emergencia y expansion de
la variante Omicron como ejemplo contemporaneo de adaptacién viral a escala

poblacional.

En el capitulo 2, se analiza experimentalmente la interaccion virus—hospedero a
escala intracelular, utilizando el arbovirus Mayaro (MAYV) como modelo. Este capitulo
se enfoca en el estudio del rol antiviral de la proteina ZAP especifica de vertebrados

frente a MAYV y su impacto en la adaptacion de este virus a un ciclo replicativo dual.

Por ultimo, en el capitulo 3 se desarrolla una aproximacion funcional basada en la
modificacion del genoma de MAYV para la expresion de ARN guia (sgRNA) del
sistema CRISPR/Cas9. Se explora la viabilidad y funcionalidad de variantes sintéticas
para llevar a cabo la edicidbn génica en células que expresan Cas9 de manera
constitutiva, permitiendo evaluar la funcionalidad de los sgRNA en el contexto de una

infeccion activa.
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CAPITULO 1

Dinamica evolutiva de SARS-CoV-2: analisis
composicional del gen S y emergencia de
Omicron
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Capitulo 1

Introduccion

Emergencia de SARS-CoV-2 desde el reservorio animal hacia la
transmision humana.

El andlisis del genoma completo de un virus detectado en muestras clinicas,
procedentes de un brote de neumonia detectado en la ciudad de Wuhan (China) en
diciembre de 2019, permitié identificar un nuevo agente viral con capacidad de infectar
humanos. La primera anotacién del genoma completo de SARS-CoV-2, de 29.903
nucleotidos, revel6 que se trataba de un virus de ARN monocatenario de sentido
positivo (+ssRNA) perteneciente al género Betacoronavirus (3-CoV), dentro de la
familia Coronaviridae '®. Posteriormente, el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV) denominé oficialmente al virus SARS-CoV-2, mientras que la enfermedad
asociada recibié el nombre de COVID-19 por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) "7,

En pocas semanas tras publicarse la primera secuencia genémica completa, se
confirmé la transmision sostenida entre humanos, evidenciada por brotes familiares y
nosocomiales. A finales de enero de 2020 el virus ya se habia diseminado dentro y
fuera de China, lo que llevé a la OMS a declarar una emergencia de salud publica de
importancia internacional el 30 de enero, y posteriormente declararse el estado de

pandemia el 11 de marzo de 2020.

Los analisis filogenéticos demostraron que SARS-CoV-2 comparte la organizacion
gendmica y caracteristicas estructurales con otros coronavirus, incluido SARS-CoV,
agente causante del brote de sindrome respiratorio agudo grave en Asia en 2003.
Asimismo, su linaje evolutivo se relaciona con coronavirus que circulan naturalmente
en murciélagos. Sin embargo, el origen de SARS-CoV-2 continta en debate, ya que
ninguno de los coronavirus conocidos representa su progenitor directo y la divergencia
genética observada sugiere décadas de evolucién no muestreada, posiblemente con la

participacion de un hospedero intermedio aun no identificado '®°.

El coronavirus mas cercano descrito hasta la fecha a nivel de genoma completo es
BANAL-20-52 (BANAL-52), identificado en murciélagos en cuevas del norte de Laos,
que comparte aproximadamente un 96,8 % de identidad nucleotidica y un 98,4% de
identidad aminoacidica con SARS-CoV-2 22" Previamente, el virus de murciélago
RaTG13, aislado de Rhinolophus affinis (Yunnan, China, 2013), era considerado el
pariente mas cercano, con 96,1-96,2 % de identidad gendmica. Estos virus pertenecen
al subgénero Sarbecovirus (de los Betacoronavirus), que incluye a SARS-CoV-2 y a

diversos coronavirus relacionados circulantes en murciélagos. Sin embargo, el dominio
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Capitulo 1

de union al receptor (RBD) de la proteina Spike (S) de estos Sarbecovirus animales
presenta divergencias relevantes respecto al de SARS-CoV-2, incluyendo diferencias
en residuos clave implicados en la interaccion con el receptor celular: enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2). En particular, tanto RaTG13 como BANAL-52
carecen de la insercion de cuatro aminoacidos (PRRA) en el sitio de clivaje por furina
de la proteina S, caracteristica distintiva de SARS-CoV-2 asociada a una mayor
eficiencia en la entrada celular 2. Ademas, se ha demostrado que la afinidad de unién
entre el RBD de RaTG13 y el receptor humano ACE2 es decenas de veces inferior a la
observada para el RBD de SARS-CoV-2, mientras que los RBD de algunos
Sarbecovirus aislados de murciélagos en Laos (por ejemplo BANAL-52/103/236)

muestran afinidades en el rango nanomolar, comparables a las de SARS-CoV-2 ?'.

Andlisis filogenéticos adicionales identificaron coronavirus derivados de pangolines
(como PCoV-GD y PCoV-GX) que se agrupan dentro de este subgénero de
Sarbecovirus de murciélago junto con SARS-CoV-2. Estos virus presentan una
elevada similitud aminoacidica en el RBD (hasta ~96,8 %) y conservan varios de los
residuos criticos implicados en la interaccion con ACE2 2. En conjunto estos hallazgos
respaldan la hipétesis de que SARS-CoV-2 podria haberse originado a partir de
eventos de recombinacion entre coronavirus relacionados que circulan en murciélagos
y pangolines. Asimismo, otros coronavirus identificados en murciélagos del sudeste
asiatico muestran una alta similitud en regiones criticas del RBD y capacidad para

utilizar ACE2 de distintas especies, incluido el humano 2'.

En conjunto, la evidencia gendmica y filogenética disponible respaldan un origen
zoonodtico de SARS-CoV-2, probablemente asociado a uno o varios eventos de
spillover desde reservorios animales, con posible participacion de un hospedero
intermedio aun no identificado. Sin embargo, el proceso preciso de emergencia, asi
como la secuencia de eventos evolutivos que precedieron a su adaptacion y las etapas
iniciales que permitieron la transmisiéon eficiente entre humanos, aun no estan
completamente esclarecidas. Esta incertidumbre se ve agravada por la disponibilidad
limitada de informacion clave durante los primeros meses de la pandemia, incluyendo
secuencias genomicas tempranas, datos sobre los animales comercializados en los
mercados de Wuhan y documentacion sobre actividades y condiciones de
bioseguridad en laboratorios locales, lo que ha dificultado la reconstruccion detallada

de los eventos asociados al origen del virus .
Organizacion gendmica y ciclo replicativo

SARS-CoV-2 posee un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo de

aproximadamente 30 kb, uno de los de mayor tamano entre los virus ARN. En el
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extremo 5’ del genoma se localizan los marcos de lectura abiertos ORF1a y ORF1b,
que codifican poliproteinas procesadas en 16 proteinas no estructurales (nsP1-nsP16)
involucradas en la replicacion y transcripcion viral. En la region 3’ se encuentran los
genes codificantes para las proteinas estructurales: spike (S), envoltura (E),
membrana (M) y nucleocapside (N); junto con varias proteinas accesorias que

modulan la interaccion con el hospedero y la eficiencia replicativa % (Fig. 1.1).

La proteina S desempefia un rol central en el tropismo y la entrada viral al mediar la
unién al receptor celular ACE2 y la posterior fusion de membranas. Esta formada por
dos subunidades: S1, que contiene el dominio RBD y el dominio amino-terminal (NTD),
y S2, responsable de la fusion viral. EI RBD incluye el motivo de unién al receptor
celular y, junto con el NTD, constituye el principal blanco de los anticuerpos
neutralizantes. Tras la union a ACEZ2, la proteina S es activada por clivaje proteolitico
en el sitio S2’, mediado por TMPRSS2 en la superficie celular o por catepsinas
endosomales, lo que desencadena la fusién entre la envoltura viral y la membrana

celular y la liberacion del genoma viral al citoplasma 2.
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Figura 1.1: Estructura del virién y organizacién genémica de SARS-CoV-2.

A) Representacién esquematica de la particula viral, mostrando la envoltura lipidica que
contiene las proteinas estructurales Spike (S), Membrana (M) y Envoltura (E), y en su interior la
nucleocapside (N) asociada al genoma de ARN monocatenario de sentido positivo. B)
Organizacion del genoma viral. En el extremo 5' se localizan los marcos de lectura ORF1a y
ORF1b, traducidos mediante un desplazamiento ribosomal programado -1 para generar las
poliproteinas pp1a y pp1ab, posteriormente procesadas en las proteinas no estructurales
(nsP1-16) que conforman el complejo de replicacion-transcripcion. En la region 3' se
encuentran los genes que codifican las proteinas estructurales (S, E, M y N) y las proteinas
accesorias virales. Imagen adaptada de % y creada en Biorender.com.

Una vez en el citoplasma, el ARN gendmico actua directamente como ARN mensajero,
donde los ORF1a y ORF1b se traducen en las poliproteinas precursoras ppla (de
ORF1a) y pp1ab (de ORF1a/ORF1b mediante desplazamiento ribosomal programado
-1), que luego son procesadas por las proteasas PLpro (nsP3) y 3CLpro (nsP5,
también llamada Mpro) para generar las 16 proteinas nsPs. Este proceso da origen al
complejo de replicacion-transcripcién, cuyo componente central es la RdRp,
constituida por la subunidad catalitica nsP12 y los cofactores nsP7 y nsP8. Este
complejo es responsable de la sintesis tanto del ARN gendmico como de los ARN

subgendmicos %.
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Las nsPs se ensamblan en vesiculas de doble membrana derivadas del reticulo
endoplasmatico (RE), donde la RdRp sintetiza primero una hebra de ARN negativa
complementaria y, a partir de ella, nuevos genomas virales y ARN subgendmicos.
Estos ultimos se traducen para producir las proteinas estructurales y accesorias. La
proteina S se inserta en membranas del RE y del compartimento intermedio RE-Golgi,
mientras que el ARN gendmico positivo se asocia con la proteina N formando la
nucleocapside. El ensamblaje de nuevos viriones ocurre en estas membranas que
contienen las proteinas M, E y S, generando particulas virales completas que luego
son transportadas en vesiculas hacia la membrana plasmatica y liberadas por

exocitosis, para infectar nuevas células %°.

Desde una perspectiva evolutiva, el ciclo replicativo impone fuertes presiones
selectivas sobre la proteina S, determinante de la entrada celular y principal blanco
inmunoldgico '*?’. A su vez, la RdRp se ha caracterizado como la mayor responsable

de la generacion de diversidad genética como se detalla a continuacion 2.

Mecanismos moleculares de generacion de variabilidad en
SARS-CoV-2

La diversificacion genética de SARS-CoV-2 surge principalmente como consecuencia
directa de su proceso replicativo intracelular. En general, los virus ARN replican como
poblaciones dindmicas o “nubes de mutantes”, compuestas por variantes
estrechamente relacionadas genéticamente, debido a la baja fidelidad de las RdRp. En
este contexto, el equilibrio entre generacién de variabilidad y mantenimiento de la
integridad gendmica resulta critico para la viabilidad viral. El gran tamafio del genoma
de los coronavirus (~30 kb) los situa cerca del umbral de error caracteristico de los
virus ARN, limite maximo mutacional compatible con la viabilidad del genoma. Para
compensarlo, estos virus han evolucionado generando mecanismos que reducen el
numero de mutaciones durante la replicacion 2°2°. En particular, la fidelidad de la RdRp
estd modulada por un sistema de correccion de errores mediado por la exonucleasa
nsP14 (ExoN), que disminuye significativamente la frecuencia de errores respecto a
otros virus ARN, aunque no los elimina. En este contexto, la tasa de sustitucion
estimada para SARS-CoV-2 es del orden de 1072 sustituciones por sitio por afio, lo que
se traduce, a nivel poblacional, en una acumulacién aproximada de dos sustituciones

por genoma por mes durante su circulacion en humanos %37,

La mayoria de las mutaciones generadas durante la replicacion del genoma son
neutras o deletéreas y no se fijan en la poblacion viral. Sin embargo, algunas alteran

propiedades funcionales como la afinidad por receptores celulares, la eficiencia
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replicativa o la evasion inmunoldgica, pudiéndose expandir bajo seleccion positiva 2.
Estas variaciones se han concentrado con mayor frecuencia en la proteina S, donde
cambios en el dominio RBD o0 en regiones antigénicas afectan simultdneamente la

infectividad y el reconocimiento inmunolégico.

Ademas de las sustituciones puntuales (SNPs), la RdRp posee capacidad de cambio
de molde durante la sintesis (template switching), 10 que puede generar inserciones,
deleciones y recombinaciones entre genomas virales. Este mecanismo puede producir
cambios fenotipicos abruptos y contribuir a la aparicion de variantes con mudltiples
mutaciones simultaneas *. Estos eventos, sin embargo, no ocurren al azar: ciertos
sitios del genoma actuan como “puntos calientes" asociados a la estructura del ARN y
a senales reguladoras de transcripcion, sugiriendo que la arquitectura gendmica

condiciona la generacion de diversidad 3.

En conjunto, la variabilidad de SARS-CoV-2 surge de tres procesos interrelacionados:
errores de replicacion de la RdRp, recombinacion por cambio de molde y restricciones
estructurales del genoma viral. Tras su introduccion en la poblacion humana
inicialmente naive, estos mecanismos generaron rapidamente un amplio repertorio de
variantes sobre las cuales actud la seleccion natural tanto a nivel intra- como
inter-hospedero, favoreciendo la expansiéon de combinaciones de mutaciones con
ventajas de transmision o evasion inmune, dando lugar a la emergencia recurrente de

linajes divergentes que caracterizaron la dinamica evolutiva de la pandemia.

Clasificacion y vigilancia gendmica de variantes virales

La pandemia de COVID-19 se desarroll6 de manera concomitante con la expansion
global de las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion (NGS), permitiendo
la obtencion de millones de genomas virales en un corto periodo de tiempo. Este
volumen de datos impulsé el desarrollo de sistemas estandarizados para clasificar y

monitorear la apariciéon de nuevas variantes de SARS-CoV-2.

Entre ellos, Pango, Nextstrain y GISAID proporcionaron marcos filogenéticos para
describir la diversidad viral. El sistema Pango (del inglés, Phylogenetic Assignment of
Named Global Outbreak Lineages) asigna linajes dinamicos basados en relaciones de
descendencia para rastrear cadenas de transmisidn *. Nextstrain agrupa secuencias
en clados definidos por mutaciones caracteristicas y contexto temporal (sistema de
afo en el que emergié el clado y letra que diferencia el grupo dentro de ese ano, e€j.
20A, 21K) 3¢, mientras que GISAID (del inglés, Global Initiative on Sharing All Influenza

Data) clasifica grandes grupos genéticos de circulacion global *. Dado que estas
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nomenclaturas resultaban complejas para la comunicacion publica, la OMS introdujo
una nomenclatura basada en letras del alfabeto griego para designar variantes con
impacto epidemiolégico relevante, como las denominadas variantes de preocupacién

(VOCs, del inglés Variant of Concern) .

El seguimiento de estas variantes fue posible gracias a consorcios interinstitucionales
nacionales e internacionales dedicados a la vigilancia genémica, que secuenciaron
sistematicamente muestras positivas y generaron millones de genomas virales
depositados en las bases de datos publicas. Este enfoque permiti6 monitorear el
desempefo de los métodos diagndsticos, reconstruir rutas de transmisién, identificar
introducciones geograficas y analizar la dinamica temporal de expansion de las

variantes 3%42,

En paralelo, se desarrollaron estrategias complementarias de diagnoéstico molecular,
como el desarrollo de RT-gPCR multiplex dirigidas a mutaciones caracteristicas de las
VOCs circulantes. Asi, la combinacion de secuenciacion masiva y genotipificacion
molecular rapida permiti6 detectar tempranamente nuevas variantes y seguir su
reemplazo poblacional en tiempo casi real, un escenario sin precedentes en vigilancia

epidemioldgica 414344,

Emergencia y evolucion de variantes durante la pandemia

Desde su emergencia a finales de 2019, SARS-CoV-2 acumulé mutaciones de forma
progresiva durante su expansiéon global. Una de las primeras con impacto
epidemiolégico fue la sustitucion A23403G, que produce el cambio de aminoacidos
D614G en la proteina S y define el clado G (Nextstrain 20A y descendientes). La
emergencia de esta mutacion se estimé entre mediados y finales de enero de 2020, y
se extendio rapidamente, en Europa y luego al resto del mundo, constituyendo uno de
los primeros eventos de reemplazo poblacional asociados a una ventaja de

transmision sin un aumento marcado de la patogenicidad *°.

A fines de 2020 comenzaron a detectarse linajes con un nimero inusualmente alto de
mutaciones y claras ventajas epidemioldgicas, lo que llevd a la OMS a definir el
concepto de VOCs, caracterizadas por presentar mayor transmisibilidad y cambios

antigénicos con un impacto directo en la efectividad de medidas sanitarias (Fig. 1.2).

La primera VOC fue Alfa, identificada en el Reino Unido a finales del 2020, marcando
el inicio de una diversificacién adaptativa mas acelerada “6. Poco después, surgieron
de manera independiente las VOCs Beta en Africa austral y Gamma en Sudamérica,

ambas con mutaciones convergentes en el RBD de la proteina S, indicando presiones
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selectivas similares en diferentes poblaciones y regiones geograficas distantes "4
Posteriormente, la variante Delta, detectada inicialmente en el sur de Asia, present6 un
aumento sustancial de transmisibilidad y desplazé globalmente a las VOCs previas,

constituyendo una nueva fase de adaptacion viral #°.

Finalmente, a fines de 2021 emergié6 Omicron, caracterizada por una divergencia
genética considerable respecto de variantes anteriores y por la presencia de mas de
30 mutaciones en la proteina S, un sitio antigénico clave *°. Esta variante dio origen a
multiples sublinajes y reemplazé rapidamente a Delta a escala mundial. En la figura
1.2 se puede ver la emergencia y la diversificacion de las VOCs Alfa (201), Beta (20H),
Gamma (20J), Delta (211 y 21J) y Omicron (21M) durante el transcurso de la
pandemia. En conjunto, todas las variantes dominantes derivaron del genotipo
ancestral de SARS-CoV-2 clado 20A (Nextrain) o B.1 (Pango), y se sucedieron
temporalmente mediante procesos de reemplazo poblacional, reflejando episodios
repetidos de adaptacién viral como se observa en la figura 1.3. Este patron evidencia
una evolucidon no lineal, donde distintas combinaciones de mutaciones confirieron

ventajas selectivas en distintos contextos epidemiolégicos y de inmunidad poblacional.
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Figura 1.2. Emergencia y diversificacion de VOCs hasta el afio 2022. Arbol filogenético de
los principales linajes de SARS-CoV-2 y VOCs basado en la nomenclatura de clados de
Nextstrain, que agrupa los linajes de SARS-CoV-2 en clados evolutivos definidos por
mutaciones compartidas y por su ano de aparicion. El diagrama parte del clado ancestral 19A
(Dic. 2019) observandose la rapida emergencia del clado 20A (B.1 segun Pango) e ilustra la
diversificacion progresiva del virus a partir de este clado. Se destacan las trayectorias
evolutivas que condujeron a la aparicion de VOCs Alfa, Beta, Gamma y Delta, y
posteriormente, la expansién del clado 21M correspondiente a la VOC Omicron (B.1.1.529), del
cual derivd un gran numero de sublinajes (no mostrado). En esta imagen se observan los
sublinajes de Omicron que emergieron hasta el 2022. Tomado de *'
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Figura 1.3. Dinamica temporal global de la frecuencia relativa de variantes de
SARS-CoV-2. Grafico de areas apiladas que muestra la proporcion de genomas secuenciados
correspondientes a linajes virales de VOCs a nivel global a lo largo del tiempo hasta 2025. Se
observa el reemplazo secuencial de VOCs durante la pandemia, desde Alfa, Beta, Gamma a
finales de 2020 y comienzo de 2021, seguido por Delta y culminando en la dominancia de
Omicron y la diversificacién de sus sublinajes (BA, BQ.1, XBB, CH.1.1, EG.5.1, N, KP.3, entre
otros). Imagen tomada de Our World in Data (consultado en febrero de 2026) a partir de
secuencias depositadas en GISAID, via CoVariants.org.

Es importante destacar que, como mencionamos anteriormente, la designacion de
“WVOCs” fue introducida por la OMS unicamente para facilitar la comunicacion publica
sobre linajes asociados a cambios epidemioldgicos relevantes. Sin embargo, con el
avance de la vacunacion y el aumento de la inmunidad poblacional producto de
sucesivas olas de infeccion, este contexto cambié sustancialmente. Muchas variantes
previamente clasificadas como VOC dejaron de cumplir los criterios de riesgo al
disminuir sustancialmente la circulacion del virus o perder impacto epidemiolégico.
Desde 2023 la OMS discontinu6é progresivamente esta clasificacion para los linajes
derivados de Omicron, y al momento de la redaccién de esta tesis no existen variantes
de SARS-CoV-2 que cumplan la definicion operativa de VOC. Actualmente, la
diversidad viral circulante corresponde principalmente a sublinajes evolutivamente
relacionados cuya dindmica se explica por adaptacion antigénica incremental mas que
por la aparicion de linajes altamente divergentes (por ejemplo, las VOCs Beta y

Gamma) como ocurrié al inicio de la pandemia *2.
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Filogenia molecular y filodinamica en el estudio de brotes y
epidemias virales

Los genomas virales constituyen registros histéricos de la evolucién de una poblacion
viral, ya que las mutaciones heredables se acumulan durante la transmision entre
hospederos, permitiendo que las diferencias genéticas entre aislamientos reflejen su
parentesco evolutivo. De este modo, la comparacion sistematica de secuencias
permite reconstruir la historia evolutiva de poblaciones virales, la cual se representa
mediante arboles filogenéticos, donde la topologia indica las relaciones entre
secuencias, los nodos terminales corresponden a los aislamientos observados y los
nodos internos a ancestros comunes hipotéticos. En este marco, las variantes no
necesariamente surgen de forma secuencial, sino que pueden originarse de manera
independiente a partir de un ancestro compartido, dando lugar a trayectorias evolutivas

paralelas *.

La reconstruccion filogenética puede realizarse mediante distintos enfoques,
clasificados en métodos basados en distancias y métodos basados en caracteres. Los
primeros estiman la distancia genética global entre pares de secuencias y utilizan la
matriz resultante para inferir el arbol evolutivo, como en el método neighbor-joining
(NJ). En contraste, los métodos basados en caracteres analizan directamente los
cambios observados en cada posicidon del alineamiento, considerando cada sitio como
un caracter evolutivo con distintos estados posibles (nucleétidos o aminoacidos). Entre
estos se incluyen Maximum parsimony (MP), Maximum likelihood (ML) y la inferencia

bayesiana, ampliamente utilizados para estimar el escenario evolutivo mas probable *.

Independientemente del enfoque aplicado, la identificacion de clados diferenciados
permite distinguir entre descendencia directa y divergencia independiente, asi como

detectar procesos de diversificacion intralinaje.

En el contexto de brotes y/o epidemias virales, la reconstruccion filogenética constituye
ademas la base de los analisis filodindmicos. Estos integran evolucién viral,
epidemiologia y dinamica poblacional para inferir procesos de transmision y
diversificacion a partir de datos gendmicos. Este enfoque resulta particularmente util
en virus de ARN, cuyos genomas acumulan mutaciones a medida que se diseminan

en la poblacion.

Al incorporar informacion adicional, como la fecha y el lugar de muestreo, los analisis
filodinamicos permiten calibrar los arboles filogenéticos en tiempo calendario mediante
modelos de reloj molecular (para una revision detallada de estos modelos, ver la
bibliografia *. Estas aproximaciones permiten estimar la tasa evolutiva, reconstruir la

historia temporal de divergencia entre linajes y aproximar la fecha del ancestro comun
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mas reciente (tMRCA), ademas de inferir cambios en el tamafio poblacional efectivo y

patrones de expansion viral durante una epidemia.

En conjunto, estos enfoques permiten estudiar la dinamica evolutiva de los virus en
tiempo real, proporcionando informacion sobre el origen de los linajes, su
diversificacion y los procesos de transmisién que moldean la estructura genética de las

poblaciones virales.

Analisis composicional de genomas virales: uso de codones y
sesgos nucleotidicos

Ademas de la acumulacién de mutaciones puntuales, los genomas virales presentan
propiedades composicionales globales que reflejan la accién de distintos procesos
evolutivos. Entre estas propiedades se encuentran la composicion nucleotidica y los
patrones de uso de codones, los cuales pueden variar entre virus, entre linajes dentro

de una misma especie viral o incluso entre diferentes regiones del genoma.

El uso de codones se refiere a la frecuencia relativa con la que distintos codones
sindbnimos son utilizados para codificar un mismo aminoacido. Aunque multiples
codones pueden codificar el mismo aminoacido, estos no siempre se utilizan con la
misma frecuencia, fendbmeno conocido como sesgo de uso de codones. Este sesgo
puede estar influido por diversos factores, incluyendo presiones mutacionales,
seleccion a nivel translacional, adaptacion al hospedador y restricciones estructurales

del genoma viral ',

De manera relacionada, los sesgos en la composicion nucleotidica, definidos como
variaciones en el contenido de A, U/T, G y C en posiciones especificas del codon,
pueden reflejar procesos evolutivos que actian sobre escalas mas amplias que las
sustituciones individuales %8, El analisis de estas propiedades composicionales se ha
utilizado para investigar procesos de adaptacion viral, evolucion de linajes y relaciones

evolutivas entre virus.

En el caso de SARS-CoV-2, diversos estudios han analizado la composicion
nucleotidica y los patrones de uso de codones en comparacién con otros
betacoronavirus. En general, el genoma de este virus presenta un sesgo
composicional caracterizado por un predominio de nucleétidos A y U y una marcada
deplecién de G y C. Este patrén se refleja en los codones preferenciales, que con
frecuencia terminan en A o U, lo que sugiere que la presiéon mutacional constituye una

de las principales fuerzas que moldean el uso de codones en SARS-CoV-2 940
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La mayoria de los estudios evolutivos se han centrado en la identificacion de
mutaciones especificas asociadas a cambios fenotipicos. Sin embargo, el analisis de
la arquitectura composicional del genoma viral puede aportar informaciéon adicional
sobre las trayectorias evolutivas de distintos linajes. Este enfoque resulta
particularmente util en virus ARN, cuyas poblaciones evolucionan rapidamente,
acumulando cambios a lo largo del tiempo. En particular, la variante Omicron se
caracteriza por presentar un numero inusualmente elevado de mutaciones en la
proteina Spike, lo que plantea interrogantes acerca de los procesos evolutivos que
precedieron a su emergencia. En este contexto, el analisis de patrones de uso de
codones y sesgos nucleotidicos en este gen podria aportar informacién adicional para

caracterizar la singularidad evolutiva de este linaje.

Un estudio reciente que analizé mas de 80.000 genomas recolectados entre 2020 y
2024 evidenci6 que la evolucion del uso de codones no ocurrié de manera uniforme en
todo el genoma viral. En los genes no estructurales ORF1a y ORF1ab necesarios para
la replicacion del genoma viral se observé una tendencia en el transcurso de los afos
hacia un uso de codones similar al usado por humanos, mientras que los genes
estructurales mostraron una tendencia contraria. Estos resultados sugieren que la
evolucion del uso de codones en SARS-CoV-2 es dinamica y dependiente del gen, y
podria estar moldeada por la interaccién entre presion mutacional, seleccion vy la

dindamica epidemioldgica de las variantes virales °'.
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Hipotesis

La divergencia de la variante Omicron no se explica Unicamente por la acumulacién de
sustituciones puntuales en la proteina S, sino que refleja una trayectoria evolutiva
diferenciada caracterizada por cambios en la composicion nucleotidica y en los
patrones de uso de codones del gen S. Estos patrones composicionales permitirian
discriminar genotipicamente a Omicron respecto a otras VOCs. Asimismo, analisis

filodinamicos permitirian estimar su origen, emergencia y evolucion a lo largo del

tiempo.

Objetivo general

Analizar la evolucién de SARS-CoV-2 mediante el analisis composicional del gen Sy

la emergencia de la variante de preocupacién Omicron.

Objetivos especificos

1- Caracterizar patrones evolutivos del gen S en las VOCs (Alfa, Beta, Gamma, Delta 'y
Omicron) de SARS-CoV-2 mediante el andlisis comparativo de composicion
nucleotidica y uso de codones, con el fin de evaluar su asociacién con la

diferenciacién genotipica entre linajes virales.

2- Reconstruir la historia evolutiva de Omicron estimando su origen temporal y tasa de

evolucion molecular a partir de analisis filodinamicos.

3- Analizar la diversificacién genética intralinaje de Omicron y su dispersién geogréfica

temprana, identificando subclados y patrones de expansién global.
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Materiales y métodos

Secuencias

Se descargaron secuencias completas del gen S y genomas completos de
SARS-CoV-2 desde la base de datos GISAID, seleccionando Unicamente aquellas
con: i) secuencia completa o casi completa, ii) alta cobertura, iii) ausencia de regiones

ambiguas extensas, iv) fecha de muestreo completa y v) pais de origen especificado.

A partir de las secuencias descargadas, se realizé un analisis comparativo de uso de
codones y composicion nucleotidica. Se incluyeron 159 secuencias del gen S
correspondientes a la variante Omicron (aisladas entre el 13/11/2021 y el 02/12/2021)
y 97 secuencias representativas de las variantes Alfa, Beta, Gamma y Delta. Para el
analisis filodinamico Bayesiano mediante cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) se
utilizaron 89 genomas completos de Omicron disponibles hasta el 2 de diciembre de

2021 que cumplian criterios de calidad y comparabilidad temporal.

Para cada secuencia obtenida se registraron metadatos: numero identificador GISAID
(Accession ID), fecha de aislamiento, pais de origen, linaje Pango asignado,
informaciéon de clado cuando correspondia. Los numeros de acceso, fechas de
aislamiento y paises de origen de todas las secuencias incluidas en los andlisis se

encuentran en el siguiente link (informacion suplementaria).

Alineamiento de secuencias

Las secuencias nucleotidicas fueron alineadas utilizando el programa MAFFT v7,
aplicando los parametros por defecto. Los alineamientos se inspeccionaron
manualmente para verificar la correcta conservacién del marco de lectura y excluir

secuencias con regiones ambiguas o incompletas.

Asignacion de genotipo de SARS-CoV-2

La asignacion de linajes virales se realizé mediante la herramienta Pangolin, que
permite clasificar las secuencias de SARS-CoV-2 dentro del sistema dinamico de
nomenclatura Pango *. Esta aproximacion permitié integrar la diversidad genética
local y global y asegurar una clasificacion coherente de los aislamientos analizados

dentro de los linajes Alfa, Beta, Gamma, Delta y Omicron.
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Analisis de composicion nucleotidica y uso de codones

Las frecuencias nucleotidicas y el uso de codones del gen S fueron calculados
mediante el programa CodonW, implementado a través del servidor Galaxy (version
1.4.4). Se analizaron las frecuencias nucleotidicas totales, asi como las frecuencias
por posicion en el coddn, junto con el uso relativo de codones. Para explorar la
relacion entre variables composicionales y variantes virales se realizé un Analisis de
Componentes Principales (PCA), mediante descomposicién en valores singulares
(SVD). Se aplico un escalado por varianza unitaria con el fin de que todas las variables
contribuyeran de manera equivalente al analisis. Ademas, se construyeron mapas de
calor (heatmaps) para visualizar los patrones de agrupamiento entre secuencias y
variables composicionales, agrupando tanto filas como columnas mediante distancia
de correlacion y método de enlace promedio (average linkage). Estos analisis se

realizaron con la herramienta ClustVis 2.

Analisis filodinamicos

La historia evolutiva de la variante Omicron se reconstruyé mediante inferencia
bayesiana basada en MCMC, implementado en el paquete BEAST v2.5.2 %, El modelo
de sustitucion nucleotidica, que mejor ajusté a los datos, se selecciond con IQ-TREE,
utilizando como criterios de seleccion el Bayesian Information Criterion (BIC), el Akaike
Information Criterion (AIC) y el logaritmo de la verosimilitud (LnL), resultando
seleccionado el modelo HKY+l, que considera frecuencias de bases desiguales,
diferentes tasas de transiciones y transversiones, y una proporcion de sitios
invariantes. Se evaluaron tanto un reloj molecular estricto como un reloj relajado, junto
con distintos modelos demograficos (tamafio poblacional constante, crecimiento
exponencial, Bayesian Skyline y Birth-Death Skyline Serial). La incertidumbre
estadistica se estimé mediante intervalos de densidad de probabilidad mas alta (HPD)
al 95 %. La convergencia de las cadenas MCMC se verific6 mediante valores de
tamano efectivo de muestra (ESS) superiores a 200 utilizando el programa Tracer
v1.7.2, y la comparacion entre modelos se realizd6 mediante el criterio AICM.
Finalmente, los arboles de maxima credibilidad de clado (Maximum Clade Credibility

trees) se generaron con TreeAnnotator ®® y se visualizaron mediante FigTree v1.4.4 %,
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Resultados

Caracterizacion de patrones evolutivos en el gen S de VOCs

En noviembre de 2021 se reporto la deteccidon de una nueva variante de SARS-CoV-2,
posteriormente designada por la OMS como Omicron (21M, B.1.1.529), la cual mostré
una rapida expansiéon global. Esta variante se caracterizé por presentar un niumero
inusualmente elevado de sustituciones y deleciones en la proteina S, incluyendo
mutaciones compartidas con VOCs previas (Alfa, Beta, Gamma y Delta) y otras
exclusivas, lo que sugirié una trayectoria evolutiva prolongada previa a su emergencia

e independiente.

Si bien numerosos estudios se han centrado en las consecuencias funcionales de
estas mutaciones, la magnitud y distribucién de los cambios observados plantean que
la divergencia de Omicron podria involucrar modificaciones globales en la arquitectura
composicional del gen S. En este contexto, el analisis del uso de codones y de la
composicion nucleotidica permite evaluar diferencias evolutivas mas alla de

sustituciones puntuales.

Para ello, se analizaron las frecuencias de uso de codones en 256 secuencias del gen
S correspondientes a las VOCs Alfa, Beta, Gamma, Delta y Omicron. Se calcularon las
frecuencias de uso de codones y se integraron mediante PCA y mapas de calor con
clustering. Los resultados del PCA muestran una clara separacion de Omicron
respecto al resto de las variantes en el plano PC1-PC2, indicando un patrén distintivo

de uso de codones en el gen S asociado al genotipo (Fig. 1.4).
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Figura 1.4: PCA del uso de codones en la proteina S de VOCs. Se realizé un Analisis de
Componentes Principales (PCA) del uso de codones del gen S en n=256 secuencias de
SARS-CoV-2. Las frecuencias fueron estimadas con CodonW y el PCA se calculé mediante
descomposicion en valores singulares (SVD) con escalado a varianza unitaria, método que
permite una comparacion equitativa entre linajes al normalizar la contribucién de cada variable
independientemente de la sobrerrepresentacion de la variante Omicron (n=159) frente al resto
de las VOCs (n=97). Los dos primeros componentes explican el 48,7% (PC1) y el 21,7% (PC2)
de la variacion total. Se observa una separacién clara de Omicron respecto a las demas
variantes. Las elipses representan el intervalo de confianza del 95%.

El mapa de calor y el analisis de clustering mostraron resultados consistentes con el
PCA, evidenciando que Alfa, Beta, Gamma y Delta presentan mayor proximidad
genética entre si, mientras que Omicron se posiciona como un grupo claramente
diferenciado, sugiriendo una trayectoria evolutiva independiente. Asimismo, se observé
cierta heterogeneidad intragrupo dentro de Omicron, lo que sugiere variabilidad

composicional entre los aislados analizados (Fig. 1.5).
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Figura 1.5: Mapa de calor del uso de codones en la proteina S de VOCs. Mapa de calor del
uso de codones del gen S en las mismas n=256 secuencias analizadas en la figura 1.4. Cada
columna corresponde a una secuencia S diferente proveniente de VOCs, cuyo genotipo se
indica en la parte superior de la figura. Los datos fueron escalados a varianza unitaria y
agrupados mediante distancia de correlacién y método de enlace promedio (average linkage)
utilizando ClustVis. Esta metodologia estadistica asegura que la identificacion de clusteres se
base en patrones de uso de codones, evitando que la mayor proporcion de secuencias de
Omicron (n= 159) desvie el agrupamiento jerarquico.

Con el fin de evaluar si estos patrones evolutivos podrian estar asociados a la
composicion nucleotidica, se analizaron las frecuencias de A, C, U y G en cada
posicién del coddn en los genes S completos de las variantes estudiadas. Los analisis
de PCA y mapas de calor evidenciaron la presencia de un sesgo significativo en la
composicion nucleotidica entre las proteinas S de las distintas VOCs, consistente con

los patrones observados en el uso de codones (Fig. 1.6 y 1.7).
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Figura 1.6: PCA de la composicion nucleotidica en la proteina S de VOCs. Para analizar
diferencias en la composicidon nucleotidica dentro del gen S entre VOCs, se realizdé un PCA de
las frecuencias de A, C, U y G calculadas en primera, segunda y tercera posicion de codén
(N=256; Omicron n=159; Alpha/Beta/Gamma/Delta n=97). Las frecuencias se estimaron con
CodonW y el PCA se calcul6 mediante SVD con escalado a varianza unitaria, lo que permite
una contribucién equivalente de cada variable y mitiga el efecto del tamafio desigual de los
grupos. Se muestran PC1 (68,1%) y PC2 (16%) y elipses de prediccion al 95% para cada

genotipo.
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Figura 1.7. Mapa de calor de las frecuencias nucleotidicas por posicion de codén en la
proteina S de VOCs. Se calcularon las frecuencias de A, C, U y G en la primera, segunda y
tercera posicion de cada coddn del gen S en un total de 256 secuencias (n = 256) y se
representaron mediante un mapa de calor. Las posiciones de coddn se indican como 1, 2y 3.
Los datos fueron escalados a varianza unitaria y agrupados mediante distancia de correlacion y
método de enlace promedio (average linkage) utilizando ClustVis. Esta metodologia estadistica
asegura que la identificacion de clusteres se base en patrones de uso de codones, evitando

que la mayor proporcién de secuencias de Omicron (n= 159) desvie el agrupamiento
jerarquico.

Andlisis de coalescencia bayesiana de las cepas Omicron
Para reconstruir la historia evolutiva de Omicron, se realizd un andlisis coalescente
Bayesiano MCMC utilizando 89 genomas completos y comparables disponibles al 2 de

diciembre de 2021 correspondientes al linaje B.1.1.529 (clado 21M).

En la tabla 1.1 se muestran los resultados del analisis de coalescencia bayesiana,
producto de 20 millones de pasos del MCMC, utilizando el modelo de sustitucion
nucleotidica HKY+I, un reloj molecular estricto y el modelo de poblacién Birth-Death

Skyline Serial.

Los resultados indican que las cepas Omicron analizadas derivan de un ancestro
comun que habria existido alrededor del 15 de mayo de 2020, lo que sugiere un
periodo prolongado de circulacién no detectada previo a su identificacion en la

poblacion humana.
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La tasa media de evolucién estimada para las cepas de Omicron fue de 5.61x10™
sustituciones/sitio/afio (s/s/y) (valores de densidad de probabilidad alta del 95% de
3.051x107* a 9.014x107* s/sly).

Por otra parte, estos estudios sugieren que los linajes directamente asociados a los
brotes iniciales en Sudafrica se originaron alrededor de octubre de 2021, poco antes

de su deteccion (noviembre de 2021).

Tabla 1.1 Inferencia coalescente bayesiana de las cepas Omicron de SARS-CoV-2.

Grupo? Parametro valor® HPD® Ess?

Omicron SARS-CoV-2 Posterior -41527.05 -41604.75 to -41432.15 214.50

Secuencias completas Prior 318.78 255.70 to 397.14 209.40
Probabilidad del arbol -41845.83 -41863.00 to -41830.62 314.10
Tasa de evolucion® 5.613x 10* 3.051 x 10 t0 9.014 x 10* 208.10
tMRCA' 1.539 0.806 to 2.251 210.70

15 Mayo, 2020
tMRCA Sudafrica 9 0.310 0.120 to 0.570
10 Octubre, 2021

aLas cepas incluidas en el analisis de inferencia coalescente bayesiana se encuentran en la
informacién suplementaria en el siguiente link. PEn todos los casos se muestran los valores
medios. °HPD, valores de alta densidad de probabilidad. “ESS, tamarfio efectivo de la muestra.
®La tasa de evolucion se indica en sustituciones/sitio/afio. tMRCA, el tiempo del ancestro
comun mas reciente se muestra en anos. tMRCA Sudafrica, tiempo hasta el ancestro comudn
mas reciente para todas las cepas aisladas en Sudafrica. La fecha estimada para los tMRCAs
se indica en negrita.

El analisis filogenético basado en arboles de maxima credibilidad de clados (MCC)
revelé que las secuencias de Omicron aisladas en Sudafrica se agrupan en dos clados
genéticos principales, evidenciando una diversificacion temprana de Omicron en ese

pais tras su emergencia (Fig. 1.8, mostrados en azul y rojo).

Adicionalmente, se observa un cluster diferenciado conformado por secuencias de
Malasia e India, lo que podria reflejar introducciones independientes o eventos de

dispersion temprana hacia Asia.

Dentro del claster principal sudafricano se agrupan secuencias provenientes de
multiples regiones (Singapur, Hong Kong, Europa, Brasil y EE. UU.), lo que sugiere
una rapida dispersion internacional del linaje tras su emergencia.

La topologia del arbol, caracterizada por una estructura relativamente poco profunda y

con distancias genéticas cortas entre secuencias, es consistente con un evento de

emergencia reciente seguido de una rapida dispersion global. En conjunto, estos
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resultados apoyan un escenario de diversificacion temprana en Sudafrica,

acompafado de multiples eventos de exportacién a distintos continentes en un corto
periodo de tiempo.
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Figura 1.8. Inferencia filogenética de Omicron B.1.1.529 (21M) hasta diciembre de 2021
mediante una aproximacién bayesiana basada en MCMC. Se muestra un arbol de maxima
credibilidad de clados (MCC) obtenido utilizando el modelo HKY+I, un reloj molecular estricto y
el modelo de poblacién Birth-Death Skyline Serial. El arbol esta enraizado en el Ancestro
Comun Mas Reciente (MRCA). Los dos clados principales que contienen las cepas aisladas en
Sudafrica se muestran en azul y rojo, respectivamente. El tiempo hasta el MRCA se indica en
afos en la parte inferior de la figura. La barra en la base del arbol indica el tiempo en afios.
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Discusion

El 26 de noviembre de 2021, la OMS clasificd a Omicron (B.1.1.529) como variante de
preocupacion tras evidenciarse un aumento sostenido de casos en Sudafrica y su
rapida deteccién en multiples paises. Esta expansion temprana, junto con el elevado
numero de mutaciones acumuladas en la proteina S, dio lugar a la hipoétesis de una
trayectoria evolutiva prolongada e independiente, potencialmente asociada a

infecciones cronicas en individuos inmunocomprometidos .

Las primeras secuencias de Omicron revelaron mas de 30 sustituciones y muiltiples
deleciones en la proteina S, incluyendo mutaciones compartidas con VOCs previas y
un conjunto extenso de sustituciones e inserciones exclusivos en la proteina S, como
AB7V, L212l, ins214EPE, G339D, S371P, S375F, N440K, N466S, S477N, Q493R,
Y505H, T547K, N679K, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K y L981F. Este perfil
genético sugiere no solo la acumulacion de mutaciones adaptativas, sino también una

divergencia evolutiva mas profunda respecto a los linajes previamente circulantes .

1. Analisi mposicional n el gen V

Dada la magnitud de sustituciones presentes en la proteina S y su relevancia para la
transmisién y evasién inmune, el analisis composicional de este gen ofrece una

dimensidon complementaria para comprender los procesos evolutivos asociados a la

emergencia de Omicron.

Los resultados obtenidos demuestran que el uso de codones y la composicion
nucleotidica contienen informacioén suficiente para discriminar entre las VOCs y revelar

la trayectoria independiente asociada a la emergencia Omicron.

Nuestros estudios indican que los patrones de uso de codones y la composicién
nucleotidica (en cada posicion del codon del gen S) se asocian de forma consistente
con la diferenciacién genotipica entre linajes virales, evidenciando que la divergencia
observada no se limita a sustituciones aminoacidicas puntuales, sino que involucra
una reorganizacion mas amplia de la arquitectura gendmica del gen S. Este enfoque
se alinea con otros trabajos que han descrito sesgos marcados en la composicion de
nucledtidos y en el uso de codones en genes estructurales de SARS-CoV-2 y otros
coronavirus, los cuales se relacionan con adaptacion al hospedero y con diferencias

en la historia evolutiva de cada linaje %,

Los analisis multivariados de uso de codones (PCA y mapas de calor) evidenciaron
una asociacion clara entre los patrones composicionales del gen S y los genotipos
correspondientes a las distintas VOCs. En particular, las variantes Alfa, Beta, Gamma

y Delta se agrupan estrechamente entre si, mientras que Omicron ocupa una posicién
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claramente diferenciada en el espacio composicional. Este patrén es consistente con
una trayectoria evolutiva independiente y sugiere que el gen S contiene suficiente
informacién evolutiva como para permitir la asignacién de variantes emergentes a sus
respectivos linajes, incluso a partir de variables composicionales globales, y refuerza la
utilidad de este gen como marcador evolutivo para la caracterizacion de nuevas

variantes.

Asimismo, la separacion observada pudo explicarse en parte por sesgos en la
composicion nucleotidica. Las diferencias observadas en las frecuencias de A, C, Uy
G por posicion de coddn indican que los cambios composicionales son sistematicos y
no aleatorios, lo que apoya la hipétesis de que la divergencia del linaje Omicron no se
limita a la acumulacién de mutaciones funcionales en sitios criticos del RBD, sino que

podria deberse a una reorganizacion composicional mas amplia del gen S.

Estos hallazgos resaltan la diversidad latente de SARS-CoV-2 y sugieren que los
procesos evolutivos que conducen a la emergencia de nuevas variantes pueden
involucrar tanto cambios adaptativos especificos como trayectorias composicionales
diferenciadas. En el caso particular de Omicron, su arquitectura composicional singular
es compatible con escenarios de evolucion prolongada bajo presiones selectivas
particulares, como infecciones crénicas en individuos inmunocomprometidos, donde se
ha documentado una rapida acumulacién de mutaciones y una aceleracion de la

evolucion intrahospedero.

En conjunto, los analisis composicionales revelan la presencia de una arquitectura
gendmica distintiva en el gen S de Omicron, donde el anélisis de uso de codones y
sesgos nucleotidicos podrian complementar herramientas como la filogenia clasica
para la identificacion temprana y la caracterizacién evolutiva de variantes emergentes
de SARS-CoV-2.

2. Analisis filogenéticos v filodinamicos de la variante Omicron

El andlisis coalescente bayesiano permiti6 estimar el origen temporal del linaje
Omicron y reconstruir su historia evolutiva reciente. Los resultados indican que este
linaje evoluciond a partir de ancestros que existian hacia mediados de mayo de 2020,
aunque su deteccién ocurrid recién en noviembre de 2021 en Sudafrica. Esta
estimacion es consistente con estudios independientes que proponen una divergencia

temprana del linaje previa a su identificacién oficial .

A nivel filogenético, las variantes sudafricanas de Omicron se distribuyeron en al
menos dos clados genéticos distintos, evidenciando una diversificacién temprana
intralinaje. Ademas, la presencia de variantes aisladas en Singapur y Hong Kong

dentro de uno de los principales linajes sudafricanos sugiere que la circulacion del
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virus pudo no haber estado restringida geograficamente a Sudafrica, sino que pudo
haber circulado también en multiples regiones con capacidad limitada de vigilancia

genomica.

Durante el proceso de revision del manuscrito asociado al trabajo presentado en este
capitulo, se evidencié una rapida diversificacién del linaje de Omicron. Durante ese
periodo, el linaje B.1.1.529 (21M) derivd en los sublinajes BA.1 (compuesto por los
primeros aislados en Botswana, Sudafrica y en los demas paises que fueron utilizados
en el analisis de la figura 1.8), el sublinaje BA.2 (el cual fue ampliamente distribuido
mundialmente tras su emergencia) y un tercer sublinaje BA.3 (minoritario y reservado
a aislados predominantemente de Polonia). Por este motivo, se realizaron analisis
filodindmicos adicionales al analisis realizado en la figura 1.8, incorporando
secuencias de Omicron BA.2 y BA.3 (Tabla S1.1 y Fig. S$1.1). Se confirmé que estos
pertenecen a linajes genéticos diferenciados, reforzando la nocién de que Omicron

representa un complejo evolutivo heterogéneo mas que una variante monolitica.

En conjunto, los resultados filogenéticos y filodindmicos respaldan un escenario en el
cual la emergencia de Omicron fue el resultado de una historia evolutiva caracterizada
por una divergencia significativa con respecto a otros linajes de SARS-CoV-2. Este
patrén pone de manifiesto la importancia de mantener sistemas de vigilancia genémica
robustos, capaces de detectar tempranamente linajes altamente divergentes con

potencial impacto epidemioldgico.

Los resultados mostrados en este capitulo dieron lugar a la publicacion: Paz,
Mercedes et al. “An evolutionary insight into Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 Omicron variant of concern.” Virus research vol. 314 (2022): 198753.

doi:10.1016/j.virusres.2022.198753, de la cual soy primera autora .
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Conclusiones

e El andlisis composicional del gen S reveld diferencias significativas en el uso
de codones y en la composicidon nucleotidica entre las VOCs de SARS-CoV-2,

asociadas a su diferenciacion genotipica.

e Las variantes Alfa, Beta, Gamma y Delta mostraron perfiles composicionales
similares, mientras que Omicron presenté una divergencia composicional

consistente con una trayectoria evolutiva independiente.

e El gen S contiene informacién suficiente para discriminar variantes emergentes
mediante andlisis multivariados basados en variables composicionales,
ampliando las herramientas disponibles para la caracterizacién de linajes

virales.

e El andlisis filodinamico bayesiano situé el origen del linaje Omicron hacia mayo
de 2020, lo que respalda la hipétesis de un periodo prolongado de circulacion

no detectada previo a su identificacion oficial.

e Omicron se diversific6 tempranamente en mdltiples clados y dio origen a

sublinajes, evidenciando rapida heterogeneidad intralinaje.

e La divergencia de Omicron no se limita a la acumulacién de mutaciones

puntuales, sino que involucra cambios composicionales globales en el gen S.

e Estos resultados subrayan la relevancia de la vigilancia gendmica y resaltan el
valor de combinar analisis composicionales y filodinamicos para detectar linajes
divergentes y comprender la dinamica evolutiva de virus ARN emergentes a

escala poblacional.
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Perspectivas

La evidencia de una trayectoria evolutiva diferenciada en la variante Omicron plantea
interrogantes relevantes acerca de los mecanismos que dan origen a linajes altamente
divergentes en virus ARN. En este sentido, futuros estudios deberian profundizar en
los procesos evolutivos que pueden favorecer la emergencia de variantes con
caracteristicas gendmicas y composicionales distintivas, incluyendo el rol de

infecciones cronicas, reservorios alternativos y dinamicas intra-hospedero.

En particular, resulta de interés analizar en mayor detalle los sublinajes derivados de
Omicron, evaluando cémo han evolucionado en el tiempo los patrones de composicion
nucleotidica y uso de codones desde su emergencia. Es esperable que estos
sublinajes conserven rasgos composicionales heredados de su ancestro comun, pero
que también presenten divergencias progresivas asociadas a distintas presiones
selectivas, lo que permitiria caracterizar con mayor resolucion las trayectorias

evolutivas dentro de este linaje.

Por otra parte, el volumen sin precedentes de secuencias generadas durante la
pandemia ha permitido estudiar la evolucion de SARS-CoV-2 con una resolucion
temporal y geogréfica inédita. Sin embargo, esta abundancia de datos también
introduce desafios, particularmente asociados a la sobrerrepresentacion de ciertas
regiones geograficas y a las variaciones en la intensidad de muestreo a lo largo del
tiempo. Asimismo, es importante considerar la evolucion del sesgo de muestreo;
mientras que en las primeras fases de la pandemia la vigilancia era comunitaria y
masiva, actualmente se ha desplazado hacia un enfoque clinico, priorizando la
secuenciaciéon en pacientes hospitalizados o con cuadros graves. Esta transicion
también puede condicionar la representatividad de las secuencias disponibles en las
bases de datos publicas. La evaluacion sistematica de estos sesgos y su impacto en
los analisis filogenéticos y filodinamicos constituye un aspecto clave para mejorar la

interpretacion de las trayectorias evolutivas.

Desde una perspectiva metodolégica, la integracion de variables composicionales con
enfoques filogenéticos, filodinamicos y herramientas de aprendizaje automatico podria
contribuir al desarrollo de modelos capaces de identificar tempranamente linajes
altamente divergentes o con potencial de expansién. Este tipo de aproximaciones
integradoras podria complementar los sistemas actuales de vigilancia gendmica,

particularmente en contextos con capacidad limitada de secuenciacion.

En conjunto, estas lineas de trabajo fortaleceran la comprension de la emergencia viral

y las estrategias de respuesta frente a futuros virus ARN con potencial pandémico.
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infeccion por virus Mayaro: mecanismos de
restriccion antiviral y presiones selectivas en un ciclo
replicativo dual
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Introduccion

Virus Mayaro

Clasificacion

El virus Mayaro (MAYV) pertenece al género Alfavirus dentro de la familia Togaviridae
e integra el complejo antigénico del virus Semliki Forest (SFV), en conjunto con los
virus Chikungunya (CHIKV), Una (UNAV), Bebaru (BEBV), Getah (GETV),
O'nyong-nyong (ONNV) y Ross River (RRV) %. Ademas de la alta similitud antigénica,
los miembros de este complejo presentan una alta homologia gendmica (entre el 70%
y 90% de identidad de nucledtidos), poseen genomas +ssRNA de replicacion
citoplasmatica y un ciclo replicativo dual en hospederos vertebrados y vectores

artropodos .

Dado su ciclo replicativo dual, ecolégicamente MAYV se clasifica como un arbovirus
(del inglés, arthropod-borne virus), término que define a aquellos virus que requieren
de la replicacion bioldégica en un artrépodo hematdéfago para su transmision entre
huéspedes vertebrados. MAYV se transmite a humanos a través de la picadura de
mosquitos, manteniendo primordialmente un ciclo selvatico o enzodtico donde los
vectores del género Haemagogus (especialmente H. janthinomys) son los principales
responsables de la transmision "°. No obstante, existe una creciente preocupacion en
salud publica debido al potencial de urbanizaciéon del virus, dada su capacidad

experimental de infeccién y transmision por vectores urbanos como el Aedes aegypti

70

Estructura gendmica y ciclo replicativo

MAYV es un virus envuelto por una membrana lipidica externa que rodea la capside
viral, sobre la cual se proyectan las glicoproteinas de envoltura (E1 y E2) (Fig. 2.1).
Posee un genoma +ssRNA de aproximadamente 11.5 kb, y su organizacion es

caracteristica de los alfavirus ' (Fig. 2.2).
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Membrana

Genoma
SSARN(+)

Figura 2.1: Representacion de la estructura del virus Mayaro (MAYV). Se observa el virion
de MAYV, compuesto por un trimero de glicoproteinas estructurales E1-E2, la proteina de la
capside y un genoma +ssRNA. El disefio de la figura esta basado en la estructura del viriéon de
MAYV maduro determinada por criomicroscopia electrénica (cryo-EM) (PDB ID: 7KO8) segun
2. Imagen tomada y adaptada de 7°.

Su genoma posee un extremo 5 con un residuo de 7-metilguanosina (m7G) unido al
primer nucledtido del ARN mediante un puente trifosfato (m7GpppN) caracteristico de
eucariotas, y una cola 3' poli-A, lo que le permite mimetizar el ARN mensajero celular
(ARNm) y ser traducido inmediatamente por los ribosomas una vez dentro de las
células del hospedero. EI genoma codifica dos marcos abiertos de lectura (ORF, del
inglés open reading frame). El primer ORF (ORF1) codifica para las proteinas no
estructurales (nsP1-4), cuya funcion principal es la replicacion y transcripcion del
genoma. El segundo ORF (ORF2) codifica las proteinas estructurales que conforman
la capside y la envoltura (C-E3-E2-6K-E1). Esta regién se traduce a partir de un ARN
subgendmico 26S que es sintetizado durante la infeccion, a partir de un promotor

subgendmico ubicado entre los dos ORFs.

Promotor
subgendémico
OpaL
5, coddn stop 3.
| o Nsp1 [Nsp2|[Nsp3' Nsp4 C E2 E3 6K E1 V¥V
7 Proteinas no-estructurales Proteinas estructurales

Figura 2.2. Estructura genémica de los alfavirus . Imagen creada en Biorender.com

El ciclo replicativo de MAYYV, similar al de otros alfavirus, comprende una serie de
etapas definidas que incluyen entrada, traduccion, replicacion y liberacion de nuevas

particulas virales (Fig. 2.3).
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La infeccion se inicia con la unidn del viridn a receptores celulares, principalmente a
través de la glicoproteina E2, que reconoce al receptor Mxra8 (del inglés, Matrix
Remodeling Associated 8), seguido de la internalizacién por endocitosis mediada
principalmente por claritina 7>®. También se ha demostrado una posible via alternativa
a través de la endocitosis mediada por caveolinas’’. Mxra8 (también conocido como
DICAM, ASP3 o limitrina) es una proteina de adhesién celular identificada como un

mediador critico de la entrada a la célula para alfavirus 2.

Una vez internalizada, la particula viral queda confinada en un endosoma donde la
acidificacion del lumen permite la fusibn de membranas y la liberacién de la
nucleocapside al citoplasma, donde ocurre el desensamblaje y la liberacion del ARN
genodmico para iniciar la traduccién. El genoma viral de ARN de sentido positivo es
traducido inmediatamente, generando una poliproteina no estructural que es
procesada en las proteinas maduras nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4 7. Estas proteinas
forman el complejo de replicacion, inicialmente orientado a la sintesis de ARN de
sentido negativo y posteriormente a la produccion de ARN gendmico y subgendmico

(26S) de sentido positivo.

La replicacion del genoma ocurre en invaginaciones de la membrana plasmatica
denominadas esférulos . Alli, nsP1 ancla el complejo a la membrana citoplasmatica y
cataliza la adicién de la caperuza 5 al +ssRNA®. nsP2 actia como helicasa y
proteasa, desempefiando un papel central en la supresion de las respuestas
antivirales del hospedero ®. nsP3 media interacciones con proteinas del hospedero
como G3BP y FXR1, contribuyendo a la formacion de vacuolas citopaticas (CPVs) que
albergan los complejos de replicacién. nsP4 funciona como la polimerasa de ARN
dependiente de ARN, esencial para la sintesis de nuevos genomas de ARN 2 vy

también posee actividad adenilil transferasa terminal (TATasa) .

El ARN subgendémico se transcribe a partir de un promotor interno y actia como
ARNm para las proteinas estructurales, cuya traduccién genera una poliproteina
procesada en capside, E3, E2, 6K y E1 ®. Estas proteinas son transportadas a través
del reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, donde las glicoproteinas se procesan
e insertan en la membrana plasmatica. Las proteinas de la capside encapsidan el ARN
genodmico formando nucleocapsides, que interactian con E1 y E2 en la membrana
celular 7% | a replicacion culmina con la gemacién de nuevas particulas virales,

liberando viriones maduros e infecciosos’®.
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Figura 2.3 Ciclo replicativo de los alfavirus. Esquema de las principales etapas del ciclo
replicativo de MAYV (1) unién a receptores celulares y entrada por endocitosis mediada por
receptores; (2) traduccion de proteinas virales y replicacion del genoma viral; (3) ensamblaje
del nucleocapside; y (4) gemacion y liberacién de nuevas particulas virales desde la célula
hospedera. Adaptada de ™.

Epidemiologia y relevancia clinica

MAYYV fue identificado por primera vez en 1954 en Trinidad y Tobago en trabajadores
forestales con cuadros febriles, siendo posteriormente descrito como el agente
etiologico de la fiebre de Mayaro . La infeccion en humanos produce una enfermedad
similar a otras infecciones por arbovirus como CHIKV y Dengue (DENV), caracterizada
por fiebre aguda de 3 a 5 dias, acompanada de cefalea, dolor retroorbitario, artralgia,
mialgia, vomitos, diarrea y erupciones cutdaneas ®. Un subconjunto de pacientes
desarrolla dolor articular cronico, y en casos severos pueden ocurrir complicaciones

neuroldgicas, hemorragias y miocarditis 2.

MAYYV circula principalmente en América Central y del Sur, con mayor prevalencia en
la Amazonia y regiones cercanas, aunque también se han reportado casos en areas
subtropicales "3. La similitud clinica y la superposicion geografica con otros arbovirus
como DENV y CHIKYV dificultan el diagnéstico diferencial, contribuyendo al subregistro

de casos y a la limitada disponibilidad de secuencias gendémicas "*%°.

Su principal vector es el mosquito del género Haemagogus *°, aunque también se ha

detectado en Aedes aegypti y Aedes albopictus, 1o que sugiere una alta capacidad de
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adaptacion a distintos vectores °'. Ademas, factores como la globalizacion, el cambio
climatico, la deforestacion y el aumento del contacto entre humanos, reservorios y

vectores incrementan el riesgo de diseminacion.

Aunque la transmision urbana no esta completamente establecida, se ha detectado
ARN viral en Aedes aegypti en Brasil, y estudios experimentales han demostrado su
susceptibilidad a la infeccidn 99, Estos hallazgos refuerzan la preocupacion sobre el

potencial de urbanizacion del virus y su relevancia como patdgeno emergente.

En este contexto, el desarrollo de estrategias preventivas resulta clave. Actualmente
no existen vacunas aprobadas contra MAYV, aunque se han evaluado diversos
candidatos en fases preclinicas, incluyendo vacunas inactivadas, atenuadas, de ADN,

vectores virales y VLPs (del inglés, Virus-like particles) .

Respuesta inmune innata frente a MAYV

La infeccién por alfavirus activa la respuesta inmune innata mediante el
reconocimiento de PAMPs por receptores PRRs (Fig. 2.4). El ARN viral es detectado
por receptores endosomales tipo Toll (TLR3, TLR7 y TLR8) y por receptores citosoélicos
tipo RIG-I (RLRs), incluyendo RIG-I (Retinoic acid-inducible gene [) y MDA5
(Melanoma Differentiation-Associated gene 5), los cuales inician cascadas de
sefalizacion antiviral que conducen a la activacién de factores de transcripcion como
IRF-3/7 (Interferon Regulatory Factor) y NF-kB (Nuclear Factor kappa B) *¢. Mas
recientemente, un estudio ha reportado que receptores tipo NOD (NLRs), como
NLRP3 y NLRP1, pueden formar inflamasomas que activan caspasa-1 y promueven la
expresion de interleucinas proinflamatorias como IL-13 en macroéfagos infectados con
MAYV ¥,
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1. Entrada viral y reconocimiento de PAMPs virales por PRRs
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Figura 2.4: Respuesta inmune innata frente a la infeccién por alfavirus. Los alfavirus
desencadenan una respuesta inmune innata mediada por diversos mecanismos moleculares.
1. El proceso comienza tras la entrada viral, con el reconocimiento de PAMPs a través de
PRRs. 2. Esta deteccion es coordinada por receptores endosomales como TLR3, TLR7 y
TLR8. 3. Ademas, los receptores citoplasmaticos tipo RIG-I (RLR), especificamente RIG-I y
MDAD5, detectan ARN viral en el citoplasma celular que activa MAVS (del inglés, Mitochondrial
Antiviral Signaling protein) en la mitocondria desencadenando la fosforilacién y translocacion
nuclear de los factores NF-kB o IRF3 y IRF7 4. También los receptores tipo NOD (NLR), como
NLRP3 y NLRP1, promueven el ensamblaje de inflamasomas que activan la caspasa 1,
facilitando asi la liberacion de citocinas proinflamatorias como la IL-13 y la IL-18. 5. La
senalizacion derivada de los PRR culmina en una respuesta robusta que induce la expresion
de IFN-I (IFN a/B), diversas citoquinas y quimioquinas. 6. En conjunto, estas vias son
determinantes para establecer una defensa antiviral eficaz, tanto a nivel humoral como celular.
Imagen adaptada de

La activacion coordinada de estas vias culmina en la induccién de interferones tipo |
(IFN-1) como IFNa e IFNB e interferones tipo Ill. Los IFN-I actian mediante
mecanismos autocrinos y paracrinos al unirse al receptor IFNAR (receptor de
interferén a/B), lo que desencadena la via JAK-STAT y promueve la expresién de una
amplia bateria de genes estimulados por interferon (ISGs) (Fig. 2.5). Junto con la
produccion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, este proceso establece un
estado antiviral critico que no solo limita la replicacion viral en etapas tempranas, sino
que también orquesta la transicidn hacia una respuesta inmune adaptativa, tanto

humoral como celular.
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Figura 2.5: Cascada de seializacion JAK/STAT desencadenada por IFN-l. El receptor
transmembrana IFNAR (heterodimero IFNAR1/2) esta acoplado a las enzimas JAK1 y TYK2.
Estas quinasas se activan mediante la interaccion entre los IFN y sus receptores, lo que les
permite fosforilar las proteinas STAT1 y STAT2. Las proteinas STAT fosforiladas interactian con
IRF9 para formar el complejo ISGF3, el cual es transportado al nucleo donde se une a
secuencias ISRE (Interferon-Stimulated Response Element). Esto induce la transcripcion de
ISGs, los cuales poseen dicha secuencia ISRE cerca de su promotor. Creado en
biorender.com.

Estudios en modelos murinos y celulares han demostrado que la sefalizacién por
IFN-I es critica para el control de MAYV in vivo, ya que su disrupcién (por ejemplo en
ratones IFNAR KO) conduce a viremia elevada, diseminacién sistémica y mayor

letalidad %101,

La infeccion por MAYV se asocia con una respuesta inflamatoria caracterizada por la
producciéon de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, asi como por el
reclutamiento de células mieloides a tejidos afectados, contribuyendo tanto al control

viral como a la inmunopatogénesis articular 1%,

En conjunto, estos estudios posicionan a MAYV dentro del grupo de alfavirus
altamente sensibles a la inmunidad innata dependiente de IFN-l y resaltan la

relevancia de 1ISGs especificos como mediadores directos de la restriccion viral. Entre
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ellos, la proteina ZAP es un ISG que emerge como un factor central de esta respuesta,
dado su reconocimiento preferencial de ARN enriquecido en dinucledtidos CpG y su
potencial rol como presién selectiva en la configuracidn composicional del genoma

viral, aspecto que se desarrolla en la seccién a continuacion.

Proteina antiviral de dedos de zinc (ZAP)

La interaccion entre los virus y el sistema inmune innato de sus hospederos se
caracteriza por una carrera armamentista evolutiva constante. En este contexto, la
proteina antiviral de dedos de zinc (ZAP, del inglés Zinc Finger Antiviral Protein)
codificada por el gen ZC3HAV1 (del inglés, Zinc Finger CCCH-Type Containing,
Antiviral 1) es un ISG que ha surgido en la ultima década como un factor antiviral
critico de vertebrados, capaz de sensar el ARN viral y restringir su replicacién. A
diferencia de otros sensores que detectan estructuras secundarias del ARN, como
RIG-1 o MDA5, ZAP reconoce ARN de cadena simple en el citoplasma, identificando
especificamente motivos de dinucleétidos citosina-guanina (CpG), que actian como
firmas evolutivas del genoma viral. De este modo, ZAP logra diferenciar el ARN viral
del ARN celular en un hospedero vertebrado, ya que estos hospederos presentan una

muy baja frecuencia gendémica de CpG 102193,

Identificacion y especificidad

ZAP fue identificada en 2002 como un factor antiviral contra el virus de la leucemia
murina (MLV) mediante un cribado de bibliotecas de expresién de ADN copia (ADNc)
disefiado para buscar genes antivirales ', Posteriormente, se estableci6 como un
componente clave de la respuesta inmune innata temprana frente a infecciones virales
105107 - ZAP es un ISG, pero se ha reportado que su expresion se puede inducir
directamente a través del factor IRF3, el cual se activa en respuesta a una infeccién
viral o por la estimulacion de células con analogos de ARN doble hebra (dsRNA) o
ADN doble hebra (dsDNA), lo que ocurre rio arriba de la sefalizacion por interferon y

de manera independiente de NF-kB %,

ZAP ejerce una actividad antiviral de amplio espectro frente a numerosos virus
mediante el reconocimiento especifico de motivos CpG en el ARN viral, afectando
tanto a virus de ARN como de ADN. Clasicamente, esta actividad se describio
principalmente frente a virus +ssRNA y -ssRNA, asi como virus ADN, mientras que los
virus de dsRNA se consideraban en gran medida refractarios a su accion '®. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que ZAP también puede inhibir de
manera eficiente algunos virus dsRNA, como el virus de la lengua azul (Bluetongue

virus, BTV) y el virus de la enfermedad hemorragica epizoética (EHDV), aunque esta
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restriccion no es universal dentro de este grupo, ya que otros virus como el rotavirus

(RV) no son sensibles a su accién "°.

La sensibilidad a la restriccion por ZAP es altamente variable y depende de
caracteristicas especificas de cada virus como la composicién y estructura del ARN,
en particular la distribucion de CpG. Esta variabilidad se observa incluso entre virus
estrechamente relacionados o entre distintas cepas de un mismo virus, y puede estar
modulada tanto por propiedades intrinsecas del genoma viral como por mecanismos
virales que antagonizan la expresion o funcién de ZAP. Se ha reportado que ZAP
restringe eficazmente la replicacion del virus de la encefalitis japonesa (JEV) ',
mientras que los virus DENV, ZIKA (ZIKV) y fiebre amarilla son resistentes a su accién
"2 Por otra parte, se ha descrito para citomegalovirus humano (HCMV) que la
deplecién de ZAP en las células aumenta significativamente la replicacion de la cepa
de alto pasaje AD169, pero apenas afecta a una cepa de bajo pasaje Merlin. Ademas,
se observaron niveles diferenciales de expresién de ZAP en células infectadas,
atribuibles a las distintas capacidades de estas cepas para modular la sefalizacion de
IFN-1 e induccion de ZAP "'*. De manera similar, en el herpesvirus simple (HSV), la
proteina viral UL41 inhibe la expresion de ZAP mediante la degradacién de su ARNm,

interfiriendo con la restriccion por esta proteina ™.

En conjunto, estos antecedentes indican que, aunque ZAP actia como un factor
antiviral de amplio espectro, su actividad es marcadamente dependiente del contexto

viral.

Isoformas y regulacion de la expresidn transcripcional

ZAP presenta dos isoformas principales, ZAPL (902 aa) y ZAPS (699 aa), cuya
produccién esta regulada a nivel del procesamiento del ARN, y predominan en la
mayoria de los tipos celulares estudiados '°*'"°. Mas recientemente, mediante una
caracterizacion exhaustiva de variantes de splicing, se identificaron isoformas
adicionales ZAPXL (1024 aa) y ZAPM (821 aa), las cuales se originan por la
combinacion de un exén 4 extendido con mecanismos alternativos de terminacién "%
(Fig. 2.6).

ZAPL se genera a partir de la inclusién completa de los 13 exones del gen ZC3HAV1,
mientras que ZAPS se origina por un proceso de poliadenilacién alternativa a partir de
una sefal no candnica ubicada en el intron 9 "5® Esta poliadenilacion alternativa es
promovida principalmente por el factor de escision CSTF2 "'°, mientras que diversos
factores de splicing, como las ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas

hnRNPA1/A2, las proteinas de union a tractos polipirimidinicos PTBP1/2 y la
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ribonucleoproteina nuclear pequefia U1 (snRNP) Ila inhiben, favoreciendo Ila
produccion de ZAPL "6,

La expresion de ZAP es inducida por la deteccion de PAMPs virales a través de los
PRRs, lo cual activa al factor de transcripcion IRF3, el cual se une al promotor de ZAP
induciendo su expresion. Adicionalmente, la sefializacion mediada por interferones
amplifica esta respuesta mediante sefiales autocrinas y paracrinas . En este
contexto, ZAPS y en menor medida ZAPM son inducibles por la sefializacion mediada
por IFN-I, mientras que ZAPL presenta una induccion mas moderada, ya que

constituye la isoforma predominante en condiciones celulares basales "%,

Ademas, se ha demostrado que el cofactor de ZAP TRIM25 (del inglés, Tripartite Motif
Containing 25), una ligasa E3 de ubiquitina con capacidad de unién a ARN, puede
favorecer la produccién de ZAPS mediante la regulacion del splicing alternativo hacia
la expresion de esta isoforma, en el contexto de una infeccion por HCMV. En este
estudio, se observd que el silenciamiento de TRIM25 reduce los niveles de ZAPS y
aumenta concomitantemente ZAPL, evidenciando su rol en la regulacion del equilibrio

entre isoformas 7.

Diferencias estructurales y funcionales

Todas las isoformas de ZAP comparten un dominio N-terminal de unién a ARN
compuesto de cuatro dedos de Zn de tipo CCCH (RNA-binding domain, RBD),
responsable de su actividad antiviral mediante el reconocimiento especifico de
dinucledtidos CpG en el ARN viral "8 (Fig. 2.6).

La resolucién estructural del dominio RBD de ZAP en complejo con ARN mostré que
sus cuatro dedos de zinc generan una superficie rica en residuos basicos en la
superficie de RBD, que permite la interaccion con el ARN, donde el segundo dedo de
zinc forma un bolsillo capaz de reconocer especificamente dinucleétidos CpG (Fig.
2.7) 19120 Ademas, se ha demostrado que este dominio es suficiente para mediar la
restriccion de diversos virus, como MLV, HBV y PRRSV '#-'2 |0 que resalta su papel

central en el reconocimiento de CpG y en la actividad antiviral de ZAP.

Las isoformas largas (ZAPXL y ZAPL) contienen ademas un dominio C-terminal tipo
PARP (PARP, del inglés poly(ADP-ribose) polymerase), que ubica a ZAP dentro de la
familia de las poly (ADP-ribosa) polimerasas, y se la nombra también como PARP13
(Fig. 2.6) '**. Las proteinas PARP constituyen una familia de enzimas, implicadas en la
sefalizacion celular y la respuesta al estrés. Su funcion principal es llevar a cabo la
poli-(ADP-ribosil)aciéon (PARilacion), una modificacion postraduccional en la que se

afaden polimeros de poli(ADP-ribosa) (PAR) a proteinas diana, utilizando NAD* como
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sustrato. Sin embargo, el dominio PARP de ZAP es cataliticamente inactivo, ya que
carece del residuo de acido glutamico catalitico esencial (correspondiente a la posicion
988 en PARP-1) y no presenta estructura compatible con la unién de NAD", aunque

sigue siendo importante para su actividad antiviral 24125,

Ademas, se ha demostrado que las diferencias estructurales entre ZAPS y ZAPL
conllevan una distribucion subcelular distinta para cada isoforma. ZAPL se asocia
preferentemente a compartimentos membranosos, como el reticulo endoplasmico y
estructuras endolisosomales. Esto es debido a que ZAPL, dentro del dominio PARP,
contiene un motivo CaaX S-farnesilado (prenilacion S de la proteina), lo que aumenta
la hidrofobicidad de las proteinas y mejora su afinidad por las membranas celulares, lo
cual es crucial para su direccionamiento a vesiculas intracelulares y membranas, asi
como para su actividad antiviral eficiente '®. Por su parte, ZAPS, que carece del
dominio PARP, se localiza mayoritariamente en el citoplasma. En consecuencia,
ambas isoformas acceden a distintos pools de ARN viral y participan en mecanismos

restrictivos parcialmente diferentes 5,

ZAPS es la isoforma preferencialmente inducida tras la estimulacién con IFN-I,
mediante el mecanismo de splicing alternativo regulado por CSTF2 "'°. Ademas de su
actividad antiviral directa, ZAPS modula la via de senalizacién de RIG-I: puede
potenciarla al unirse a RIG-1 y promover su oligomerizacion y actividad ATPasa,
aumentando la produccién de interferon '%; o bien atenuarla al unirse al extremo 3’
UTR de los ARNm de IFN-I y promover su degradacién ''°. En linea con esto, células y
modelos murinos deficientes en ZAP (KO) presentan respuestas de interferon mas
elevadas y sostenidas ''5'?°. En conjunto, estos resultados evidencian que ZAP cumple
un rol dual, dependiendo del contexto celular y experimental. Por ello, resulta
fundamental dilucidar en qué contextos y mediante qué interacciones especificas ZAP

potencia o restringe la respuesta inmunitaria.

Ademas de los dominios N- y C-terminales, todas las isoformas de ZAP comparten
una region central que contiene un quinto dedo de zinc (ZnF5) y dominios WWE
dispuestos en tandem (WWE1 y WWEZ2) (Fig. 2.6). En esta arquitectura, el bolsillo del
dominio WWEZ2 es responsable de la union a polimeros de poli(ADP-ribosa) (PAR),

interaccion que contribuye a potenciar su actividad restrictiva frente a ciertos virus

127,128

Asimismo, entre el dominio N-terminal de unién a ARN y el dominio central de ZAP se
encuentra una region amplia que presenta caracteristicas de desorden estructural

(IDR, del inglés intrinsically disordered region) (Fig. 2.6). Este tipo de regiones
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desordenadas en proteinas puede favorecer la separacion de fases y la formacién de
organulos sin membrana, como los granulos de estrés, que participan en la respuesta
antiviral y en la supervivencia celular bajo condiciones de estrés. Estudios anteriores
muestran que ZAP puede localizarse temporalmente en estos granulos durante la
replicacién viral, sugiriendo que esta region desordenada podria estar relacionada con

su funcién antiviral y su reclutamiento a dichos organulos '2°'%,

RBD Dominio central
f | [ —
ZOFAZOFIZOF3IOF4 IDR predicha .. ZnFs 838
e C O D DGR oo
ZnF1 ZnF2 ZnF3 ZInF4 InFs 716
ZAP-L :.:.— : > El PARP-like 902

ZnF1InF2 InF3 InF4 ZnFs

S g ————. Vo w e
£31-654 656-712729 805
InF1ZnF2 ZnF3 InFd
ZAP-S 699

509-532 536-590 607 683
ZnF1ZInF2 ZInF3 InF4

nzae C—_—D 227
73-B6 88-110 150-172 174-191

Figura 2.6: Isoformas de ZAP. Las isoformas comparten una regiéon N-terminal dedicada a la
union de ARN (NZAP, aminoacidos 1-191), que contiene un dominio de unién a ARN (RBD, de
inglés RNA-binding domain) compuesto de cuatro dedos de Zn (ZnF1-4) de tipo CCCH.
Ademas, presentan un dominio central que contiene un quinto dedo de Zn (ZnF5) y dos
motivos WWE dispuestos en tandem. Las isoformas ZAPL y ZAP-XL incluyen adicionalmente
un dominio tipo PARP. Las regiones intrinsecamente desordenadas predichas en las isoformas
de ZAP (IDR, del inglés intrinsically disordered region) se sefialan mediante recuadros
discontinuos. Figura tomada y adaptada de '%°.
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Figura 2.7: Dominio de unién a ARN (RBD) de ZAP humana en complejo con ARN.
Representacién estructural del complejo entre el dominio RBD de ZAP y el ARN. Los cuatro
dedos de zinc (ZnF1-ZnF4) se muestran en colores diferenciados (verde, amarillo, azul y cian,
respectivamente) en vistas laterales y superiores del RBD. El motivo CG del ARN se asocia
especificamente con ZnF2. El trinucledtido UCG vy los residuos que coordinan el zinc se ilustran
en representacion de varillas con codificacion de colores atdmicos, mientras que los iones Zn
se indican como esferas. Adaptado de 2.

Mecanismos moleculares de restriccion viral mediados por ZAP

Tras unirse al ARN viral, ZAP inhibe la replicacion viral mediante dos mecanismos: la
inhibicion de la traduccién de proteinas virales y la promocion de la degradacion del
ARN viral, cuya contribucién relativa depende del virus, del contexto celular y de la

composicion nucleotidica del genoma viral.

ZAP inhibe la traduccion viral al interactuar con el factor de iniciacion elF4A, e interferir
su asociacion con la proteina elF4G, impidiendo la formacion del complejo de
iniciacion de la traduccion ™', Este mecanismo se ha observado para distintos virus
como VIH-1 y JEV "3 En alfavirus, este mecanismo depende ademas del cofactor
TRIM25, que potencia la actividad de ZAP mediante su ubiquitinacion, favoreciendo la

uniodn al ARN viral '*2.

De forma complementaria, ZAP promueve la degradacion del ARN viral a través de
multiples rutas. Por un lado interactia con la deadenilasa PARN (poly(A)-specific
ribonuclease) y con el complejo exosoma con actividad exonucleasa 3'—5' para
mediar la deadenilacion y la degradacion del ARN viral desde el extremo 3' "'1:121.133,
Este proceso mediado por PARN elimina la cola poli(A), dando lugar a una molécula
de ARN menos estable y mas susceptible a la degradacion exosomal "*3. Por otra

parte, ZAP puede reclutar el complejo DCP1A-DCP2 que elimina la caperuza %' del
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ARN viral, exponiéndolo a nucleasas 5'—3' como Xrn1 '¥3'3* De este modo, ZAP
coordina un programa en dos etapas para la degradacion del ARN: una degradacién
3'>5' mediada por el exosoma tras una deadenilaciéon dependiente de PARN, y una
degradacién 5'—3' mediada por Xrn1 luego de la decaperuza dependiente del

complejo DCP.

Ademas, la degradacion del ARN viral mediada por ZAP requiere la accion de
cofactores como TRIM25 y KHNYN, que incrementan significativamente la velocidad y
la eficiencia de este proceso. KHNYN es una endonucleasa dependiente de magnesio
con actividad antiviral frente a retrovirus como VIH-1 y MLV, cuya accién se asocia a
su interaccion con ZAP 1% KHNYN interactda tanto con ZAPS como con ZAPL, y es
independiente de la unién al ARN, siendo sus dominios KH y NYN esenciales para su
actividad antiviral. Ademas, el silenciamiento de TRIM25 en lineas celulares que
expresan ZAP reduce la actividad antiviral de KHNYN en la inhibicion del VIH-1, lo que

sugiere que TRIM25 podria actuar como un regulador funcional entre ZAP y KHNYN
135

Sin embargo, la proteina KHNYN no parece estar implicada en la restriccién de
alfavirus, ya que en lineas celulares deficientes en KHNYN, la replicacién del virus
Sindbis (SINV) no se vio afectada ™°. Los autores del estudio postulan que esta
divergencia en el requerimiento de KHNYN entre retrovirus y alfavirus podria radicar
en diferencias en los mecanismos de accion: mientras que el efecto antiviral frente a
los retrovirus mediado por ZAP/KHNYN ocurre predominantemente a nivel de la
estabilidad del ARN, la inhibicion de los alfavirus parece estar regida principalmente
por un bloqueo de la traduccion, aunque se requieren mas estudios para confirmar

esta hipétesis.

Reconocimiento preferencial de dinucledtidos CpG y dependencia
del contexto gendmico

La caracterizacion estructural de la interaccién de ZAP con el ARN viral represent6 un
avance clave en la comprension de su mecanismo antiviral, al establecer que este
factor reconoce de forma preferencial los dinucleétidos CpG. Estos estudios revelaron
que ZAP se une selectivamente a estos motivos a través de residuos ubicados
principalmente en el segundo dedo de zinc, el cual forma una bolsa hidrofébica donde
puede acomodar exclusivamente dinucledtidos CpG (Fig. 2.7) '%'?°. Sin embargo, la
sola presencia de motivos CpG aislados no es suficiente para inducir una restriccion
antiviral eficiente, ya que la potencia de esta respuesta antiviral depende del efecto

acumulativo de multiples sitios de union distribuidos a lo largo del genoma.
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En concordancia, se ha demostrado que el incremento artificial de la frecuencia de
estos dinucledtidos mediante mutaciones sindnimas atenua significativamente la
replicacién viral, incluso en virus que han demostrado ser resistentes a ZAP, como el
echovirus 7 (E7) y ZIKV 37141,

De manera critica, se ha observado que la actividad restrictiva de ZAP no depende
exclusivamente de la abundancia global de dinucledtidos CpG, sino también de su
localizaciéon y del contexto gendmico en el que estos se encuentran. Asi, un
incremento global en la frecuencia de CpG en el genoma viral no necesariamente se
traduce en una mayor sensibilidad a ZAP. En este sentido, Ficarelli et al. (2020)
demostraron que, en VIH-1 recodificado, los CpGs introducidos en la regién env son
reconocidos con mayor eficiencia por ZAP que aquellos localizados en gag o pol, aun

cuando el nimero total de CpGs introducidos sea equivalente 2.

Adicionalmente, estudios basados en CLIP-seq mostraron que la uniéon de ZAP al ARN
viral es mas eficiente cuando los CpGs se encuentran espaciados a una distancia
media de aproximadamente 32 nucledtidos, mientras que un espaciamiento menor,
cercano a 11 nucledtidos, se asocia con una menor afinidad de union. Estos resultados
sugieren que la interferencia entre multiples moléculas de ZAP o sus cofactores puede
afectar negativamente su actividad antiviral '*°. En el mismo estudio, se observo
ademas que una mayor proporcion de nucleétidos uridina (U) o adenina (A) entre

CpGs potencia la restriccion antiviral mediada por ZAP.

En linea con estas observaciones, se ha demostrado que el contexto nucleotidico
inmediato también modula la sensibilidad a ZAP. Por ejemplo, el flanqueo de
dinucledtidos CpG con dos nt de U o A a los extremos 5’ y 3' de una region no
codificante de un replicén del enterovirus E7 reduce significativamente la replicacion
del ARN viral, en comparacion con replicones en los que los CpGs estan flanqueados
por otros nucleotidos *8. Estudios posteriores refinaron este analisis, mostrando que el
posicionamiento de una uUnica U a cada lado es suficiente para potenciar la restriccion
mediada por ZAP '%°

En conjunto, estos resultados indican que tanto la distribucion como el contexto
nucleotidico que rodea a los CpG son determinantes clave de la eficiencia de la
restriccion antiviral mediada por ZAP, aunque los mecanismos moleculares
subyacentes aun no se comprenden completamente. En concordancia con estas
observaciones, otros estudios han reportado una recuperacién parcial de la replicacion
de virus enriquecidos en UpA en células carentes de ZAP 3. No obstante, analisis

estructurales de la interaccion de ZAP con el dinucleétido CpG sugieren que, desde un
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punto de vista estructural, es poco probable que ZAP se una directamente a

dinucledtidos UpA 4.

Implicancias adaptativas de ZAP en el sesgo de dinucledtidos CpG
en genomas de virus ARN

Un rasgo caracteristico de la mayoria de los virus de genoma ssRNA que infectan
vertebrados es la marcada subrepresentacion del dinucleétido CpG en sus genomas,
especialmente en aquellos virus cuyos hospederos se encuentran filogenéticamente
cercanos a los mamiferos '*°. Este rasgo composicional suele evaluarse mediante el
calculo del sesgo de CpG, definido como la relacion entre la frecuencia observada y la
esperada de CpG (O/E CpG) en una secuencia genémica dada, en funcién de la
abundancia de citosinas y guaninas. Asi, un valor cercano a 1 indica que los CpGs
aparecen aproximadamente con una frecuencia esperada por azar, mientras que

valores inferiores a 1 reflejan una subrepresentacién de este dinucledtido.

Un analisis comparativo donde se analizé el sesgo de CpG en genomas de virus
ssRNA y sus hospederos mostré6 que aquellos virus que infectan vertebrados
presentan valores de O/E CpG significativamente menores a uno, mientras que los
virus asociados a invertebrados exhiben valores cercanos a uno (Fig. 2.8a). Este
patrén se replica en los genomas de los hospederos, en donde notablemente los
vertebrados muestran una supresion de CpG considerablemente mayor que los
invertebrados (Fig. 2.8b), lo que sugiere la existencia de procesos de coevolucion
entre virus y hospedero en relaciéon con este rasgo composicional (Tesis de Doctorado

de Diego Simén).
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Figura 2.8: Sesgo de CpG en virus ssRNA y sus hospederos metazoos: a) Sesgo de CpG
(CpG bias), expresado como la razéon de CpG observado/esperado (O/E), en virus de ARN
monocatenario (ssRNA) que infectan distintos grupos de vertebrados (box plots en naranja,
verde, rojo, violeta y amarillo) e invertebrados (en azul). b) Distribucion del sesgo de CpG
(razén O/E) en hospederos metazoos, con una subdivisién detallada de los vertebrados. La
razén O/E se calcula como la frecuencia observada (O) del dinucledtido CpG dividida por la
frecuencia esperada (E) en funcion del nimero de citosinas y guaninas en los genomas. Las
letras sobre los diagramas de caja indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (test de Wilcoxon con correccién de Benjamini—-Hochberg), donde los grupos que no
comparten la misma letra difieren de manera significativa entre si (P < 0,05). Imagen tomada de
Simon et al., 2025 5, y parte de su tesis doctoral.

En los vertebrados, la supresion genémica de CpG se ha vinculado a mecanismos de
regulacion epigenética, particularmente a la metilacion de citosinas en la conformacion
CpG. Las citosinas metiladas son susceptibles a desaminacién espontanea

convirtiéndose en timina (es decir, TpG), lo que a lo largo del tiempo evolutivo habria
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contribuido a la pérdida de CpGs en los genomas de los vertebrados . En contraste,
la metilacién de citosinas en los genomas de invertebrados es limitada, lo que explica

la ausencia de supresion de CpG en estos organismos 146147,

En los virus, se ha propuesto que la ausencia de estos mecanismos epigenéticos,
junto con la falta de un ortélogo funcional de ZAP en invertebrados, permite la
replicacion de genomas sin un sesgo marcado de CpG en estos hospedadores "%,
En contraste, en vertebrados, factores restrictivos de la inmunidad innata, en particular
ZAP (diversificada en el ultimo ancestro comun de los tetrapodos y los peces
pulmonados hace mas de 400 millones de anos), junto con sesgos mutacionales,
constituyen presiones selectivas que moldean la composicién de CpG en virus ssRNA
de vertebrados . En concordancia, el enriquecimiento experimental de dinucleétidos
CpG mediante mutaciones sinénimas en genomas con baja representacion de CpG se
ha demostrado que conduce a una atenuacion de la replicacion dependiente de ZAP,
reforzando la hipotesis de que esta proteina constituye uno de los principales

determinantes de la supresion de CpG en virus ssRNA que infectan vertebrados '
139,140

En el caso de los arbovirus, estas presiones selectivas se complejizan debido a la
necesidad de replicarse eficientemente tanto en invertebrados como en vertebrados,
dos hospederos separados por mas de 570 millones de afios de evolucién y con
sistemas inmunes marcadamente distintos. Mientras que los virus especificos de
insectos mantienen genomas relativamente enriquecidos en CpG y son restringidos en
células de mamiferos por ZAP "'152  |os arbovirus exhiben distintos grados de
supresion de CpG, lo que sugiere estrategias intermedias de adaptacién que reflejan

compromisos evolutivos entre ambos ambientes celulares 2.

En particular, se ha propuesto que los alfavirus conservan genomas relativamente
enriquecidos en CpG para asi favorecer su replicaciéon en mosquitos, a costa de una
mayor restriccion mediada por ZAP en hospederos vertebrados '°*'%°, Ademas,
estudios comparativos entre distintos alfavirus sugieren que la sensibilidad a ZAP no
depende exclusivamente del contenido global de CpG, sino también de su distribucion
localizada en ciertas regiones del genoma viral, especialmente en regiones que
codifican proteinas no estructurales como nsP2 "%, Esta supresion localizada de CpG
sugiere un mecanismo de evasidén antiviral mas especifico, que permitiria a los
alfavirus modular su susceptibilidad a ZAP y equilibrar las presiones selectivas

impuestas por ambos hospederos.
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Relevancia de ZAP en arbovirus y justificacion del estudio en MAYV
Como se ha descrito hasta ahora, ZAP es un factor clave de la inmunidad innata capaz
de restringir la replicaciéon viral mediante el reconocimiento de motivos CpG en ARN
viral. Si bien este mecanismo ha sido caracterizado en diversos virus ARN, incluidos
algunos arbovirus modelo ', el rol de ZAP en la adaptacién genémica de los
arbovirus, que deben mantener un equilibrio evolutivo entre hospederos vertebrados e

insectos hematdéfagos, continda siendo poco explorado.

En este contexto, el virus MAYYV, un alfavirus emergente en América Latina, representa
un modelo particularmente relevante, ya que su biologia molecular y su interaccion con
la inmunidad innata del hospedero permanecen poco caracterizadas. Hasta el
momento, no existen estudios que evallen la sensibilidad de MAYV a la restriccidon
mediada por ZAP ni el impacto de la introduccion de mutaciones sindnimas que
incrementen el contenido de CpG sobre su replicacion y aptitud viral en distintos
hospederos. Asimismo, este tipo de aproximaciones ha sido escasamente explorado
en otros arbovirus, lo que limita la comprension de como el contenido y la distribucion
de motivos CpG influyen en la restriccion antiviral y contribuye a definir el rango de

hospederos de estos virus 1%,

Estas lagunas de conocimiento plantean interrogantes fundamentales sobre como los
arbovirus modulan la composicién de sus genomas para compatibilizar presiones
evolutivas opuestas entre insectos y vertebrados y cual es el costo asociado a evadir
la restriccion antiviral mediada por ZAP. En este sentido, MAYV constituye un modelo
idéneo para profundizar en los mecanismos que regulan la restriccion viral y la

adaptacion a distintos hospederos.

Por lo tanto, la presente tesis utiliza variantes sintéticas de MAYV enriquecidas en
CpG, las cuales fueron desarrolladas por nuestro grupo, como un modelo experimental
para profundizar en los mecanismos mediante los cuales ZAP y la inmunidad innata
limitan la replicacion viral y condicionan la adaptacién de los arbovirus a un ciclo

replicativo dual.
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Antecedentes y resultados preliminares

Nuestro grupo analizé la composicion de CpG en los genomas de arbovirus y la
comparo con la de virus ssRNA especificos de insectos o con vector desconocido (Fig.
2.9). Se observé que los virus que carecen de vector artropodo (o se les desconoce)
presentan una fuerte supresiéon de CpG, mientras que los virus especificos de insectos
muestran valores elevados de este dinucledétido. Por su parte, los arbovirus exhiben
niveles de CpG intermedios, lo que sugiere que su composicion refleja un equilibrio

evolutivo frente a presiones selectivas divergentes entre vertebrados e invertebrados.
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Figura 2.9: Sesgo de dinucleétidos CpG en virus que infectan vertebrados y/o
invertebrados segun grupo de transmisién. Sesgo de CpG en virus que infectan vertebrados
y/o invertebrados, resumido entre grupos de transmision mediante graficos de violin. El punto
blanco indica la mediana, la barra negra gruesa el rango intercuartilico, y la linea horizontal
discontinua indica un sesgo de CpG de 1 (sin deplecion ni enriquecimiento). Analisis realizado
por el Dr. Diego Simon (LEEV, IP Mon y LVM, UdelaR).

A continuacién, con el objetivo de explorar el rol de los CpG en la evolucién de los
alfavirus y su adaptacion a un ciclo replicativo dual, se analizé la distribucion de estos
dinucledétidos en 71 genomas de MAYV. La mayoria de los sitios CpG resultaron ser
extremadamente raros, presentes en una o dos secuencias y ausentes en el clon
infeccioso de referencia (MAYV WT), lo que sugiere una fuerte seleccion negativa que

impediria su fijaciéon en el genoma viral (figura 2.10) .
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Figura 2.10. Distribuciéon de CpG presentes en una posiciéon genémica determinada para
un dataset de n= 71 genomas de MAYV. Distribucion de CpG presentes en una posicion
gendmica determinada para un dataset de n = 71 genomas de MAYV. Cada posicion analizada
presenta un dinucleétido CpG en al menos un genoma del conjunto de datos, pero dicho
dinucledtido esta ausente en el clon infeccioso MAYV WT. El eje x representa la proporcién de
genomas (de un total de 71) en los que se observa un dinucledtido CpG en cada posicion
genomica, mientras que el eje y indica el numero de posiciones gendmicas (frecuencia) que
presentan cada valor de dicha proporcién.Andlisis realizado por el Dr. Diego Simon (LEEV, IP
Mon y LVM, UdelaR).

A partir de este andlisis, en el marco de la tesis de Doctorado de Irene Ferreiro, se
generaron en el laboratorio tres variantes de MAYV enriquecidas en CpG,
incorporando CpGs observados en al menos 2 de las 71 secuencias disponibles en
NCBI mediante mutaciones sinénimas: FG+ (con aumento de CpG en toda la region
codificante), NS+ (con aumento de CpG unicamente en la regiéon no estructural) y S+

(con aumento de CpG en la regidén estructural).

Entre ellas, el virus FG+ mostré la mayor atenuacién en células A549, con una
reduccion de ~10 veces en los titulos virales a las 24 h postinfeccién con respecto al
virus WT (Fig. 2.11A), efecto que también se reprodujo in vivo en ratones BALB/cJ
(Fig. 2.11C). En contraste, no se observaron diferencias en células de insecto ni en
mosquitos Aedes aegypti (Fig. 2.11B y D). En conjunto, estos resultados indican que
el aumento de CpG atenua la replicacion en hospederos vertebrados, pero no en el

vector, sugiriendo una presion selectiva especifica del hospedero vertebrado.
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Figura 2.11: Variantes sintéticas de MAYV enriquecidas en CpG son atenuadas en células
humanas y en ratones Balbc/cJ, pero no en A. aegypti o células C6/36 derivadas de
mosquitos. (A-B) Células A549 y C6/36 fueron infectadas con MAYV WT y mutantes NS+, S+
y FG+ a una multiplicidad de infeccion de 3 (MOI=3). Los titulos virales (PFU/mL) se
determinaron por plaque assay en células Vero a las 4, 8, 12, 24 y 48 HPI. Se muestra la media
de tres réplicas biologicas * error estandar. *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001 (ANOVA con
post-test de Bonferroni vs. WT en cada tiempo). (Tesis de Doctorado de Irene Ferreiro). (C)
Titulos virales a los 2 dias postinfeccién en bazo, higado y musculo. Cada punto indica un
animal; la linea muestra la media. *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001 (ANOVA con post-test de
Bonferroni). Ensayo realizado por la Dra. Marianoel Pereira y la Dra. Paula Arévalo (IP
Montevideo). (D) Infeccion en Aedes aegypti. Cada punto representa un mosquito; la linea
indica la media. No se detectaron diferencias significativas (ANOVA con post-test de

Bonferroni). Ensayo realizado por el Dr. Alvaro Fajardo (NYU).
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Hipotesis

El enriquecimiento de dinucledtidos CpG en el genoma de MAYV favorece su
reconocimiento por la proteina ZAP en células de vertebrados, promoviendo una
restriccion antiviral mas eficiente y resultando en una replicacién viral disminuida. En
consecuencia, la atenuacion observada en variantes enriquecidas en CpG reflejaria un
mecanismo de restriccion mediado por la inmunidad innata que contribuye a moldear

la adaptacion de los arbovirus a sus hospederos.

Objetivo general

Caracterizar el rol de ZAP en la respuesta antiviral celular frente al virus Mayaro
(MAYV) y su contribucién a la atenuacion de una variante atenuada enriquecida en
CpG (MAYV FGH+).

Objetivos especificos

1- Analizar la expresion y activacion de ZAP tras la infeccion de células humanas A549
con MAYV WT y la variante MAYV FG+.

2- Desarrollar una linea celular A549 con knockout de ZAP (ZAP KO) mediante
CRISPR/Cas9, como modelo experimental para evaluar el impacto directo de ZAP en

la atenuacion de la variante MAYV FG+.

3- Estudiar la replicacion de MAYV FG+ vs. MAYV WT en lineas celulares que
expresan ZAP (A549) y en la linea ZAP KO (A549 ZAP KO) para determinar el rol de
ZAP en la atenuacion de MAYV.

4- Evaluar el rol diferencial de las isoformas ZAPL y ZAPS en la restriccion de la
replicacion de MAYV mediante el analisis temporal de su induccion tras la infeccién por

MAYYV vy el silenciamiento selectivo con siRNAs especificos.

5- Profundizar en el rol de ZAP en la activacion de la respuesta innata y su relacion

con la sefializacion por interferdn.
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Materiales y métodos

Células

A549 (carcinoma pulmonar humano, ATCC CCL-185) y Vero (rindbn de mono verde
africano, ATCC CCL-81) fueron obtenidas del American Type Culture Collection
(ATCC) sin autenticacion adicional por nuestro laboratorio, pero se confirmd que
estaban libres de micoplasmas. La linea celular A549 ZAP KO fue desarrollada como
parte de esta tesis doctoral, cuyo método se detalla a continuacién. Las células se
mantuvieron en medio DMEM (del inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS, Invitrogen, CA, USA) y 1% de

solucion de penicilina-estreptomicina (Invitrogen).

Clones Infecciosos

El clon infeccioso del virus Mayaro salvaje (MAYV WT) fue proporcionado gentilmente
por el Dr. James Weger-Lucarelli (Virginia Tech: Blacksburg, Virginia, USA). El clon
infeccioso del virus atenuado MAYV FG+ (Fig. 2.11, representado en rojo), fue
desarrollado por el Dr. Simén, el Dr. Fajardo y la Lic. Ferreiro, integrantes de nuestro
grupo de trabajo, en el Laboratorio de Virologia Molecular de la Facultad de Ciencias,
UdelaR y en el Laboratorio de Evolucion Experimental de Virus del Institut Pasteur de

Montevideo.

Generacion de stocks virales

Para generar la progenie viral inicial (P0O), los clones infecciosos WT y FG+ se
transfectaron en células Vero. Estas células son deficientes en la produccion de
interferén tipo |, lo que permite que el virus se replique a titulos muy altos en poco
tiempo. Las transfecciones se realizaron en células con un 70 % de confluencia,
sembradas en placas de seis pocillos, utilizando el reactivo Lipofectamine™ 3000
(Invitrogen, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A las 48 horas
post-transfeccion (HPT), cuando el efecto citopatico fue evidente, se recuperé el medio
celular que contenia la progenie viral PO. Esta progenie se utilizé posteriormente para
generar una progenie P1 mediante la infeccion de células Vero-E6 en frascos T75.
Siguiendo el mismo procedimiento, se generé una progenie P2 en un pasaje
subsiguiente infectando nuevas células Vero-E6 sembradas en frascos T-175. En cada
pasaje se utilizaron 500 uL de la progenie previa y el medio celular se recolecté a las
48 horas postinfeccion (HPI), cuando se observd un efecto citopatico. Todas las

progenies se almacenaron en alicuotas de 500 uL a —-80 °C.
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Secuenciacion del genoma completo de MAYV mediante NGS

El ARN viral fue extraido con TRIzol (Invitrogen) o el kit QlAamp Viral RNA Mini
(Qiagen) y purificado siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN obtenido (5 pl)
fue retrotranscrito utilizando el kit Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis
(Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) con oligo dT. A partir del ADNc se amplifico el
genoma viral completo de MAYV (11300 pb) en dos amplicones de PCR. Se incluyeron
un control de extraccién y un control de PCR (sin template), los cuales se mantuvieron
a lo largo de la preparacion de librerias de secuenciacion. Las reacciones de PCR (Vf:
25 L) se realizaron con la polimerasa de ADN de alta fidelidad Q5® (12,5 yL) (New
England Biolabs, MA, USA), 1.25 uL de cebadores directos y reversos (10 uM) y 5 uL
de ADNCc. Se utilizaron los siguientes cebadores para la amplificacion del genoma viral
por PCR: (1) JW55-MAYV 1-21F y Notl_Rv, y (2) MAYV 5856-5875F vy
11382-11401_Rv. Las secuencias y temperaturas de annealing se encuentran en la
tabla S2.1.

Los productos de PCR se purificaron con AMPure XP beads a 0.6X (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante y se cuantificaron con el
ensayo fluorométrico Qubit dsDNA High Sensitivity (Thermo Fisher Scientific Inc.) en el

instrumento Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Las bibliotecas de secuenciacién se prepararon segun un protocolo optimizado a partir
del protocolo de secuenciacion descrito por Freed N. y Silander O. con el kit Rapid
barcoding SQL-RBK 110.96 (Oxford Nanopore Technologies, ONT) . Con este fin se
utilizaron 100 ng de productos de PCR combinados a una relacién molar 1:1 para la
preparacion de la biblioteca con el kit mencionado anteriormente. Se cargaron 20 fmol
en una flow cell FLO-FLG001 R9.4.1 (ONT) y se secuenciaron en la plataforma de
secuenciacion GridlON X5 (ONT), la cual se ejecutd durante 12-24 horas. La
asignacion de bases y la demultiplexacién se realizaron con Guppy 6.3.9 (Oxford
Nanopore Technologies, 2003a), utilizando el modo de super precision. Los genomas
consenso se generaron mediante el flujo de trabajo Epi2Me (ONT, 2003b), utilizando

los parametros predeterminados.

Titulacién viral mediante ensayo en placa.

Se sembraron células Vero-E6 en placas de seis pocillos y se prepararon diluciones
seriadas 1:10 de las muestras virales en medio DMEM sin suplementar. Las células se
lavaron dos veces con PBS y se infectaron con 100-150 ul de cada dilucién durante 1
hora a 37 °C. Posteriormente, se agregd una capa semissélida que comprendia medio

DMEM y 1% en peso/volumen de agarosa ultrapura. A las 48 horas postinfeccion
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(HPI), las células se fijaron con una solucion de formalina al 4% y se tifieron con
violeta de cristal al 0.2%. Finalmente, se contaron las placas de lisis para determinar la
concentracién de particulas virales infectivas, expresada como unidades formadoras

de placa por mililitro (PFU/mL).

Infecciones virales y tratamiento con INFa

Para evaluar el efecto de ZAP en la replicacion viral, células A549 o A549 ZAP KO se
infectaron con el virus MAYV WT y MAYV FG+ a una multiplicidad de infeccién (MOI)
de 3. Allas 2, 4, 8, 16, 24 y 48 HPI, se recolectaron sobrenadantes (200 pL) y pellets
celulares. Los sobrenadantes se utilizaron para analizar la cinética de replicacion viral
mediante ensayo de placa. Los pellets celulares se emplearon para: a) extraccion de
proteinas y el analisis por western blot de ZAP, nsP1 y E1; y b) extraccion de ARN y
cuantificacién por PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) de los transcriptos
intracelulares de ZAP (ZAPL y ZAPS), IFNB, CXCL10, CCL5 y OAS1, asi como del
ARN gendmico (utilizando cebadores dirigidos a la regién nsP1) y subgendmico
(utilizando cebadores dirigidos al gen E2) del genoma viral. Los cebadores y
temperaturas de annealing se detallan en la tabla $2.1. Para el ensayo con IFNa-2b,
las células fueron pretratadas con 500 U/mL de IFNa-2b en DMEM completo durante

16 horas previas a la infeccion viral.

Extraccion de ARN y PCR Cuantitativa en Tiempo Real (RT-gPCR)
para: ZAP y MAYV

Las células A549 se sembraron a una densidad de 1.5 x 10° células/pocillo en placas
de 12 pocillos en DMEM suplementado con 10% de FBS y 1% de solucién de
Pen-Strep. Al dia siguiente, las células se infectaron con una MOI 3 durante 1 hora a
37°C y 5% de CO2 con agitacién cada 15 minutos. Las células se incubaron en DMEM
suplementado con 2% de FBS y 1% de Pen-Strep de 2 a 24 horas. El ARN total se
extrajo utilizando el kit RNAeasy Mini (QlAgen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la sintesis del ADN copia (ADNc), se emplearon 0.5 ug de ARN total
en un volumen final de 10 uL con 2 pL de 5X LunaScript™ RT SuperMix (NEB) y agua
libre de nucleasas hasta un volumen total. La mezcla se incubd secuencialmente a
25°C durante 2 minutos, a 55°C durante 10 minutos y a 95°C durante 5 minutos. El
ADNc se diluyd 1:5 para todas las reacciones, excepto para la amplificaciéon de la
region del genoma viral codificante para la proteina nsP1, donde se utilizé una
dilucion 1:50. La RT-gPCR se realizé en una reaccién de 20 uL que contenia 1 uL de
ADNCc diluido, 2 pL de 5X Luna® Universal gPCR Master Mix (NEB), 0.5 pyL de cada

cebador (10 pM) y completando el volumen con agua libre de nucleasas. Las
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secuencias de los cebadores y sus temperaturas de annealing se detallan en la tabla
S2.1.

Preparacion de lisados celulares para SDS-PAGE y Western blot de
ZAP, nsP1, E1y Cas9.

Las células adherentes A549 se lisaron directamente en 200 pL de buffer de muestra
2X (125 mM TRIS-HCI, 4% SDS, 16% glicerol, 10% B-mercaptoetanol, 0.002% azul de
bromofenol) y se hirvieron durante 5 minutos a 100 grados centigrados. La
concentracion de proteinas totales se determiné mediante el kit Pierce 660 nm con
suplemento de Reactivo de Compatibilidad de Detergente I6nico (IDCR) (Invitrogen,

USA) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para el WB, se separaron cantidades iguales de proteinas de cada muestra, hasta 20
Mg por carril, en geles precolados Mini Protean TGX Stain-Free, 4-20 % (Bio-Rad,
USA) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Los anticuerpos primarios
utilizados fueron: anti-ZAP (ab154680, Abcam, Cambridge, MA), 1:15000; proteinas
virales anti-nsP1 y anti-E1 (cedidos por el Dr. José Gonzélez, Instituto GORGAS,
Panama), 1:5000; anti-spCas9 (E7M1H, Cell Signalling), 1:1000; anti-alfa tubulina
conjugada con HRP (ab40742, Abcam), 1:5000; anti-GAPDH (3683S, Cell Signaling,
Danvers, MA), 1:1500. Como anticuerpo secundario se utilizé6 un anticuerpo de cabra
anti-conejo IgG H&L conjugado con peroxidasa. La deteccién de proteinas se realizé
con el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico PLUS (Invitrogen). Las
intensidades de las bandas se midieron por densitometria utilizando el software
Imaged (Rasband, W.S., ImagedJ, Institutos Nacionales de Salud de EE. UU.,
Bethesda, Maryland, EE. UU., http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2016) y se normalizaron a

los niveles de expresion de a-tubulina o GAPDH.

Generacion de células A549 ZAP KO mediante CRISPR/Cas9

Se emplearon 3 ARN guias (sgRNAs) disefiados para inhibir la expresion del gen
ZC3HAV1: sgRNA1  (5-CGACGTGGTCCAGAACATCC-3") ™3, sgRNA2
(5-TCTGTGACCACTTCACCCGA-3’) disenado en este trabajo con el software
Synthego Knockout Guide Design, y el sgRNA3 (5-ACTTCCATCTGCCTTACCGG-'3)
%5 Las células A549 fueron resuspendidas en buffer de electroporaciéon MaxCyte
(Maxcyte, Walkersville, MD) a una concentracion de 5 x 108 células/mL. Se mezclaron
45 pL de suspension celular con particulas ribonucleoproteicas (RNP) que consistian
en 272 pmol de ARN guia sintético (sgRNA, Kit CRISPRevolution sgRNA EZ,
modificado; Synthego, Redwood City, CA), y 68 pmol de proteina Cas9 2NLS
(Synthego, Redwood, CA). Las transfecciones se realizaron con el dispositivo MaxCyte

STx™ con el programa para células A549 y las celdas de procesamiento R-50x3™.
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Las células transfectadas se cultivaron durante 48 h. en placas de 24 pocillos en
DMEM completo a 37°C y 5% de CO2 y luego se resembraron en placas de 96
pocillos a una densidad de 0.8 células/pocillo para obtener clones individuales. La
eficiencia de edicion génica se evalué mediante secuenciacion por Sanger (Macrogen
Inc, Seul, Corea del Sur) utilizando los cebadores For_sgRNA2 y Rev_sgRNA2 (tabla
S$2.1) y las secuencias fueron analizadas utilizando la herramienta en linea de
Inferencia de Ediciones CRISPR (ICE, Synthego, USA). EIl knock out (KO) para ZAP
fue confirmado mediante WB utilizando un anticuerpo contra ZAP humana, el cual

reconoce todas sus isoformas.

Silenciamiento génico de ZAPL y ZAPS por DsiRNA

Los Custom Dicer-substrate siRNA (DsiRNA) para el silenciamiento de las isoformas
ZAPL o ZAPS y un control negativo (DsiNC) fueron adquiridos en IDT (ver secuencias
en tabla S2.1) "'*. Células A549 fueron transfectadas con 10 o 20 nM de cada DsiRNA
utilizando Lipofectamina 3000 (Invitrogen) por 48 h o 72 h, segun el protocolo del
fabricante, y posteriormente infectadas con MAYV FG+ (MOI=3). El silenciamiento de

ZAP se verific6 mediante WB.

Estadistica

Los gréficos y los andlisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad
(Prism). La significancia estadistica de las diferencias entre los promedios de grupos
fue evaluada mediante los analisis indicados en cada pie de figura, considerando

significativo un valor de p < 0.05.
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Resultados

Analisis de la expresion de ZAP en células A549 infectadas con
MAYV.

Dado que no existian antecedentes sobre la inducciéon de ZAP durante la infeccion con
MAYYV, se analizé la expresion de sus isoformas (ZAPL y ZAPS) en células A549
infectadas con MAYV WT o MAYV-FG+ (MOI=3). A las 24 HPI se evaluaron los niveles
de ZAPL y ZAPS por WB y RT-qPCR (Fig. 2.12A.i y Fig. 2.12A.ii), utilizando células

no infectadas como condicién basal (mock).

Como se puede observar en la figura 2.12A.i (grafico izquierdo), en ausencia de
infeccion, ZAPL fue la isoforma predominante, mientras que ZAPS fue practicamente

indetectable, en concordancia con lo descrito en la literatura.

La cuantificacion proteica por WB revelé que la infeccion con MAYV WT indujo la
expresion de ZAPL, mientras que MAYV FG+ no produjo cambios detectables en su
expresion. En contraste, la isoforma ZAPS aumenté significativamente tras la infeccion
con ambos virus, con un incremento de aproximadamente tres veces para MAYV WT y

de dos veces para la variante FG+ enriquecida en CpG (Fig. 2.12A.i, grafico derecho).

De manera complementaria, el analisis por RT-qPCR (Fig. 2.12.A.ii) mostré que MAYV
WT incremento significativamente los niveles de los transcritos de ambas isoformas.
En el caso de MAYV FG+, si bien se observd una tendencia al incremento en los
niveles de ZAPS, esta no alcanzé a ser estadisticamente significativa, aunque si se
detecté un aumento claro a nivel proteico. Esto sugiere que incluso un aumento
transcripcional moderado podria ser suficiente para elevar la expresion proteica. Cabe
sefalar que la falta de significancia observada para FG+ podria estar influenciada por

el reducido numero de réplicas biologicas (n=2).

En conjunto, estos resultados indican que la infeccion por MAYV induce la expresion
de ZAP, con perfiles diferenciales segun la variante. Mientras que el virus WT
incrementd significativamente los niveles de ambas isoformas, la variante FG+ mostré
un aumento restringido a ZAPS y de menor magnitud. En este contexto, una mayor
densidad de CpG no se correlacion6 con una induccién proporcionalmente mayor de
ZAP.

Como control de sistema experimental, y dado que ZAP es un ISG, se evalud su
expresion tras el tratamiento con IFNa o la transfeccion con poly I:C, un analogo
intracelular de dsRNA que activa la senalizacién a través de los receptores citosélicos
tipo RIG-I (RLRs).
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En concordancia con lo observado tras la infeccidon con reportes previos, la isoforma
ZAPS fue predominantemente inducida por ambos estimulos: el tratamiento con IFNa
produjo un aumento de dos veces respecto a células no tratadas, mientras que la
transfeccién con poly I:C indujo un incremento de 15 veces respecto a células no
tratadas. En contraste, ZAPL no mostr6 cambios detectables en su expresion bajo

ninguno de estos tratamientos (Fig. 2.12.B, +IFNa y Fig. 2.12.C, +poly I:C).
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Figura 2.12: MAYV WT induce una mayor expresion de ZAP que la variante FG+ en
células A549. A) Células A549 fueron infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI=3) durante 24 h,
o se mantuvieron sin infectar (M, mock). i: WB representativo para ZAP y tubulina (panel
izquierdo), y analisis de la densitometria de banda (RDU, del inglés relative densitometry units)
para ZAPL (110 kDa) y ZAPS (90 kDa) con el software ImageJ (panel derecho); ii:
cuantificacion relativa de los niveles del transcripto de ZAPL o ZAPS por RT-gPCR. B) Células
A549 fueron tratadas durante 8 h con 500 U/mL de IFNa (+IFNa) o se mantuvieron sin tratar (-).
C) Células A549 transfectadas con poly I:C por 24 h o sin transfectar (-). En B y C se muestra
un WB representativo contra ZAP y tubulina (panel izquierdo) y el analisis relativo de ZAPL y
ZAPS (graficos de barras en el panel derecho). Se grafico la media + SEM, normalizada a los
niveles Mock, de n = 5 (A.i)), n =4 (B) y n = 3 (A.ii y C) réplicas experimentales. ns (no
significativo); *p < 0,05; **p < 0,01; *#kkp < 0,001; **kkkp < 0,0001; prueba t-Student.
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Generacion de células A549 ZAP KO mediante CRISPR/Cas9.

Con el fin de investigar el papel de ZAP en la atenuacion de MAYV FG+, se generaron
células A549 ZAP knockout (KO mediante CRISPR/Cas9). Esta herramienta emplea
un ARN guia (sgRNA) para dirigir a Cas9 a secuencias especificas, donde actua como
“tijera molecular” generando cortes que se reparan intracelularmente mediante
inserciones/deleciones por union de extremos no homdlogos (NHEJ) o reparacion

dirigida por homologia (HDR).

Dado que el gen ZC3HAV1 da origen a cuatro isoformas por empalme alternativo, se
selecciond el exén 3, comun a todas, para abolir la expresion de todas las isoformas
de ZAP. Para ello se diseid un sgRNA especifico (SgRNA2) (Fig. 2.13.A), y se
evaluaron ademas dos sgRNAs previamente reportados: sgRNA1 (contra el exén 3) y

sgRNAS (contra el exon 6) 135143,

A continuacioén, se generaron complejos ribonucleoproteicos (RNP sgRNAs-Cas9) los
cuales fueron transfectaron en células A549 y posteriormente la eficiencia de edicion
fue evaluada por WB a las 96 h post-infeccion. Con el objetivo de maximizar la
eficiencia de eventos de edicidbn génica, se evaluaron dos relaciones molares
sgRNA:Cas9 (8:1 y 4:1) (Fig. 2.13B). Entre los tres ARNs guias analizados, sgRNA2
en una relacién molar sgRNA:Cas9 de 4:1 mostré la mayor eficiencia, reduciendo la
expresion de ZAPL en aproximadamente un 80% y llevando a niveles practicamente
indetectables de ZAPS.

Cabe destacar que, a pesar de que el sitio blanco del sgRNAS3 se localiza en un exén
mas distal al extremo &’ (Fig. 2.13A), este mostré una buena eficiencia, reduciendo la
expresion de ZAPL en un ~70% y logrando la desaparicion de la banda de ZAPS. Por
el contrario, el sgRNA1 resulté ser el menos eficaz, con una reduccion de apenas el
30% para ZAPL.
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Figura 2.13: Disefio y evaluaciéon de ARN guias contra el gen ZC3HAV1 codificante para
ZAP. A) Representacion de los cuatro transcritos de ZAP (ZAPXL, ZAPL, ZAPM y ZAPS). Los
sitios blancos para cada ARN guia, sgRNA1, sgRNA2 y sgRNA3, estan indicados por flechas
rojas en la parte inferior del esquema. B) Representacion del mecanismo de edicidon génica
mediante el complejo ribonucleoproteico (RNP) sgRNA-Cas9. Se detalla el reconocimiento del
sitio blanco y la induccién del corte de doble cadena, seguido de las dos vias intracelulares de
reparacion: la generacion de indels y knockout (KO) por unién de extremos no homaélogos, o la
correccion del gen de interés mediante reparacion dirigida por homologia. C) Panel izquierdo,
WB a partir de homogeneizados de células A549 electroporadas con complejos
ribonucleoprotéicos (RNP) de sgRNA (+sgRNA 1, 2 o 3) y proteina Cas9, a una relacién molar
de 8:1 0 4:1, o células A549 electroporadas sin RNP (-); se utilizaron anticuerpos contra ZAP y
tubulina. Panel derecho, analisis de densitometria de banda (RDU) a partir del WB mostrado en
el panel izquierdo, de las isoformas ZAPL (grafico izquierdo) o ZAPS (grafico derecho). Se
muestran valores de RDU relativos a tubulina, normalizados con respecto a las células sin RNP

()

81



Capitulo 2

Se obtuvieron lineas clonales ZAP KO a partir del pool A549 ZAP KD mediante
dilucion limite en placas de 96 pocillos. De los 16 clones analizados, 12 no

presentaron expresion detectable de ZAP por western blot (Fig. 2.14A).

Diez de estos clones sin expresion detectable de ZAP fueron caracterizados mediante
PCR de una region flanqueante al sitio blanco del sgRNA2 (566 pb), seguida de
secuenciacién Sanger (Fig. 2.14B). El analisis ICE mostré que los clones E11_1 vy
E12_2 eran homocigotos, con una delecion de un nucleétido, mientras que G9_1
presentd multiples variantes (una insercion del 70 % y dos deleciones del 19 % y 9 %),

sugiriendo heterocigosidad o mezcla de poblaciones (Fig. 2.14C).

Finalmente, la ausencia de ZAP en los clones E11_1, E12_2 y G9_1 también se
confirmé en condiciones de infeccién con MAYYV, confirmando asi el fenotipo ZAP KO

en condiciones de infeccion (Fig. 2.14D).
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Figura 2.14: Validacion de ZAP KO en clones A549 (E11_3, E12_2 y G9_1). A) WB para
ZAP vy tubulina en clones obtenidos por dilucién limite a partir del pool A549 ZAP KD. B) Gel de
agarosa de productos de PCR flanqueantes al sitio blanco del sgRNA2. C) Andlisis ICE de
productos secuenciados por Sanger. Se indican los indels (inserciones N, deleciones -), su
frecuencia (%) y el sitio de corte por Cas9 (lineas punteadas; PAM en GGG). D) WB para ZAP,
nsP1 y E1 en células A549 ZAP KO infectadas con MAYV WT (+) o no infectadas (-), 24 HPI
(n=2).

La atenuacion de MAYV FG+ en células A549 es dependiente de
ZAP.

Con el objetivo de evaluar el rol de ZAP en la atenuacién de la variante de MAYV
enriquecida en CpG (MAYV FG+), se utilizaron células A549 y una de las lineas A549

83



Capitulo 2

ZAP KO generadas en esta tesis. Ambas fueron infectadas con MAYV WT y MAYV
FG+ a una MOI = 3, y se analiz6 la replicacion viral a las 12 y 24 HPI mediante
titulacion viral por ensayo de placas (Fig. 2.15A). A las 24 HPI, ademas, se
cuantificaron las copias relativas intracelulares de ARN gendémico y subgenémico por
RT-gPCR (Fig. 2.15B) y se analiz6 la expresién de las proteinas virales nsP1
(traducida a partir de ARN gendmico) y E1 (traducida a partir de ARN subgendmico)
por WB (Fig. 2.15C). De manera complementaria, se analizé la cinética de replicacion
de MAYV WT y MAYV FG+ en el pool celular ZAP KD (con 80% de reduccién de la
expresion de ZAPL), previamente caracterizado (Fig. 2.14B), cuyos resultados se

muestran en la informacion suplementaria (Fig. S2.1).

En células A549, la variante FG+ mostré una reduccion significativa en el titulo viral,
acompanada de una disminucién en los niveles intracelulares de ARN gendmico y en
la expresion de la proteina nsP1, en comparacion con el virus WT a las 12 y 24 HPI.
Sin embargo, ni los niveles de ARN subgendmico (Fig. 2.15B, grafico derecho) ni la
expresion de la proteina estructural E1 (Fig. 2.15C, panel inferior) se vieron reducidos

en la variante FG+ con respecto al virus WT en presencia de ZAP.

En conjunto, estos resultados sugieren que la atenuacion de MAYV FG+ se asocia
especificamente a una disminucion del ARN gendmico intracelular y a una menor
expresion de la proteina nsP1, y no a una alteracion en los niveles de ARN

subgendmicos o en la expresion de proteinas estructurales.

En células A549 ZAP KO, la variante FG+ alcanzé niveles de replicacion comparables
a los del virus WT, sin diferencias significativas en titulos virales, genomas o niveles de
proteina nsP1 (Fig. 2.15.A-C). De manera complementaria, en células A549 ZAP KD
también se observo que la variante FG+ no mostré diferencias significativas en titulos
virales respecto al virus WT (Fig. $2.1). En conjunto, estos resultados identifican a
ZAP como el mediador principal de la atenuacién de MAYV FG+ y descartan la
participacién de otros mecanismos independientes de ZAP que afecten la replicaciéon

de MAYYV ftras la introduccién sinénima de CpG en células de mamifero.

Asimismo, se observo que tanto MAYV WT como FG+ replican mejor en ausencia de
ZAP, evidenciado por un aumento significativo en los titulos virales para ambos virus
en células ZAP KO en comparacion con células A549, lo que se vio reflejado en
mayores copias de ARN gendmico o subgendmico y una mayor expresién de
proteinas virales a nivel intracelular también para el virus WT (Fig. 2.15, A549 vs.
A549 ZAP KO en graficos de barra), sugiriendo que ZAP posee accion antiviral sobre

ambos virus.
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Figura 2.15: La atenuacion de MAYV FG+ en células A549 es dependiente de ZAP. A)
Titulacion viral por ensayo de placa de MAYV WT y FG+ a las 12 o 24 HPI B) Cuantificacién
relativa de ARN viral gendémico (grafico de barras izquierdo) y ARN viral subgendmico (grafico
de barras derecho) por RT-gPCR C) Panel izquierdo, WB para las proteinas virales nsP1y E1,
ZAP y tubulina con n=3 réplicas bioldgicas; panel derecho, analisis de densitometria (RDU) de
para los niveles de proteinas virales nsP1 y E1 normalizados a los de tubulina, relativos a
células A549 infectadas con MAYV WT. En A-C se infectaron células A459 y A549 ZAP KO, con
MAYV WT (barras grises) o MAYV FG+ (barras rojas) a MOI=3. M, mock sin infectar. Para
graficos de barras: ns, no significativo, *p < 0,05; *kp < 0,01; *kxp < 0,001; *##kp < 0,0001;
two-way ANOVA (A549 vs. A549 ZAP KO) y prueba t-Student multiple (FG+ vs. WT). Se grafico
la media £ SEM (n = 3 experimentos independientes).
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ZAPL es la principal isoforma responsable de la restriccion de
MAYV FG+ en células A549

Con el objetivo de identificar la isoforma de ZAP implicada en la restriccion de MAYV
FG+, se evalu6 el efecto de un silenciamiento especifico de ZAPL o ZAPS sobre la
replicacién viral en células A549 infectadas con este virus (Fig. 2.16). El analisis por
WB confirmo la eficacia y especificidad de los DsiRNAs dirigidos contra el exén 12
(ZAPL) y la region 3'UTR (ZAPS).

La titulacién viral por ensayo de placa mostré que el silenciamiento de la isoforma
ZAPL produjo un aumento significativo de los titulos virales y de la expresion de nsP1
(Fig. 2.16). En contraste, la inhibicion de ZAPS no produjo cambios significativos en

ninguno de los parametros evaluados.

En conjunto, los ensayos de silenciamiento selectivo mostraron que ZAPL es la

principal responsable de la restriccion de MAYV FG+ en células A549.

MAYV PFU/mL (Log:o)
-]
1

>
6
5
+siRNA: 2 & ©
ZAPL-oS v
ZAPS-|
nsP1- —
GAPDH-

Figura 2.16: ZAPL es la principal isoforma responsable de la restriccion de MAYV FG+ en
células A549. Titulacion viral (PFU/mL, log10) en células A549 infectadas con MAYV FG+
(MOI=3, 24 HPI) tras la transfecciéon con un DsiRNA control no dirigido (NC), DsiRNA
especifico contra ZAPL o contra ZAPS. WB representativo de lisados celulares mostrando los
niveles de ZAPL y ZAPS, la proteina viral nsP1 y GAPDH como control de carga. ns, no
significativo; *xkp < 0,0001; one-way ANOVA con prueba post hoc de comparaciones
multiples. Se muestra la media + SEM (n = 3 réplicas bioldgicas independientes).

86



Capitulo 2

El tratamiento con IFNa demuestra que la atenuacion de MAYV
FG+ es dependiente del grado de activacion de ZAP.

En analisis previos (Fig. 2.12A) observamos que MAYV FG+ es menos eficiente en la
induccién de ZAP que MAYV WT a las 24 HPI, con aumento significativo limitado a la
isoforma ZAPS. Sin embargo, los ensayos de silenciamiento selectivo (Fig. 2.16)
indicaron que ZAPL es la principal responsable de la restriccion viral, mientras que
ZAPS cumple un rol menor. Estas diferencias son consistentes con la mayor actividad
antiviral de ZAPL frente a alfavirus, atribuida a su prenilacién, que permite su
asociacion con compartimentos membranosos %% en contraste con el rol

predominantemente inmunomodulador de ZAPS ™.

Dado que MAYV FG+ induce ZAP de forma menos robusta, se planteé que un
aumento previo de sus niveles podria potenciar la restriccion viral. Para ello se realizé
un pretratamiento de células A549 con IFNa O/N para inducir su expresion antes de la
infeccién y posteriormente fueron infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI = 3). A las 24
HPI, se evalu6 la expresion de ZAP mediante WB, incluyendo controles sin IFNa y

células tratadas sin infectar (M, mock) (Fig. 2.17).

El pretratamiento con IFNa, en combinacion con la infeccién viral, mostré un efecto
aditivo sobre la induccion de ZAP. En células infectadas sin IFNa, ZAPS fue
indetectable (ND), mientras que en células pretratadas e infectadas su expresion
aumento consistentemente, con un incremento de ~12 veces respecto a células
tratadas sin infeccion. En contraste, ZAPL mostré un aumento mas moderado en
respuesta al IFNa, tanto en células no infectadas (~0.5 veces) como infectadas (~1.2
veces). No se realizd analisis estadistico para la condicion sin infectar debido a la

disponibilidad de una unica réplica.
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Figura 2.17: La activacion de ZAP tras la infeccion con MAYV WT y FG+ se ve
incrementada en células pretratadas con IFNa. Panel superior, WB con anticuerpos contra
ZAP vy tubulina en tres réplicas independientes; panel inferior, analisis de densitometria de
banda (RDU) de los niveles de ZAPL (grafico izquierdo) o ZAPS (grafico derecho) normalizados
a la expresion de tubulina y relativos a células A549 no infectadas (M, mock) y sin tratamiento.
Se infectaron células A549 con MAYV WT y FG+ 24 HPI, MOI=3 sin tratar o con un
pretratamiento O/N IFNa 500 u/mL (+IFNa). ND, no detectado. Se graficé la media £ SEM (n =
3 réplicas bioldgicas independientes) excepto para el mock, que se muestra sin barras de error
(n=1) como referencia. No se realizé analisis estadistico dado el n=1 para la condicion sin
infectar.

Posteriormente, se evalué la replicacion viral mediante titulacion por ensayo de placas,
la cuantificacion de ARN gendmicos por RT-gPCR vy la expresion de nsP1 por WB, a
distintos tiempos postinfeccion (Fig. 2.18). El tratamiento con IFNa inhibié
significativamente la replicacion de ambos virus, observandose una reduccion en la
produccion de particulas infectivas tanto a las 12 como a las 24 HPI (Fig. 2.18A). El
efecto fue mas pronunciado en MAYV FG+ con una reduccion de ~3 log a las 24 HPI,
en comparacion con ~2 log para MAYV WT. De manera consistente, se observd una
disminucion notable en los niveles de ARN gendmico y la proteina nsP1 (Fig. 2.18B),
siendo practicamente indetectables para la variante FG+ en células A549 tratadas con
IFNa.
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Figura 2.18: IFNa inhibe la replicacion de MAYV, observandose una mayor inhibicion de
la variante FG+. A) Titulacion viral por ensayo de placa en células Vero-E6 para MAYV WT y
FG+ a las 8, 12 y 24 HPI de células A549 infectadas a MOI = 3, con un pretratamiento O/N con
IFNa 500 U/mL (linea punteada, +IFNa) o sin tratar (linea continua). B) RT-gPCR para la
cuantificacion de ARN gendmico viral relativo a GAPDH. C) WB para la proteina viral nsP1 y
tubulina. M, mock (células sin infectar). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; *+kp < 0,0001;
two-way ANOVA (sin tratar vs. + IFNa) y prueba t-Student multiple (FG+ vs. WT). Se grafico la
media £ SEM, n =3 (A) y n=4 (B) experimentos independientes.

En conjunto, estos resultados indican que el pretratamiento con IFNa potencia la
restriccion de MAYYV, con un efecto significativamente mayor sobre la variante
enriquecida en CpG. Considerando que IFNa induce la expresiéon de ZAP, y que los
ensayos de silenciamiento demostraron que ZAPL es la principal isoforma antiviral,
estos datos sugieren que el aumento en los niveles intracelulares de ZAP (en
particular de ZAPL) constituye un determinante clave de la mayor sensibilidad de

MAYV FG+ a la respuesta antiviral inducida por interferén.

ZAP regula negativamente la expresion transcripcional de INF[ y
de las citoquinas CXCL10 y CCL5, pero no OAS1 en células A549
infectadas con MAYV.

Ademas de su funcion antiviral asociada al reconocimiento de motivos CpG en los
genomas virales, se ha demostrado que ZAPS, al igual que otras proteinas de la
familia PARP, modula la via de sefalizacién mediada por IFN-I. En este sentido, se
han descrito roles opuestos. Por un lado, Hayakawa, S et al. (2011) han reportado que

ZAPS puede ser un potente estimulador del receptor de reconocimiento de patrones
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RIG-I, dado que una mayor expresion de esta isoforma se asocié con una mayor
induccién de IFN[] tras la activacion de células HEK293T humanas con 3p-RNA (ARN
con el extremo 5' tri-fosforilado, agonista de RIG-I) ', Por otro lado, estudios mas
recientes han documentado que ZAPS inhibe la induccién de IFNL tras la infeccion
viral o la activacién de PRRs con analogos sintéticos de dsARN en células Huh7

humanas.

Con el objetivo de evaluar el papel inmunomodulador de ZAP en la senalizacion de
IFN-I durante la infeccion por MAYYV, se cuantific6 mediante RT-gPCR la expresién
relativa del ARNm de IFNB en células A549 y A549 ZAP KO infectadas con MAYV WT
o FG+ (MOI=3). En ausencia de ZAP, se observé una induccién significativamente
mayor de IFNB tanto a las 12 como a las 24 HPI, independientemente de la variante
viral analizada (Fig. 2.19). Estos resultados indican que ZAP limita la expresién de

IFNB durante la infeccién por MAYV, ademas de su accién antiviral directa.

Para ampliar este analisis, se evalu6 la expresion de genes inducidos por PRRs
(CXCL10 y CCL5) y de un ISG canonico, la enzima 2'-5'-oligoadenilato sintetasa 1
(OAS1) dependiente de la via IFNAR-JAK-STAT, en células A549 y A549 ZAP KO
infectadas con MAYV (WT o FG+). La ausencia de ZAP provocd un aumento
significativo en la expresion de CXCL10 y CCL5 en comparacion con células que
expresan ZAP, particularmente a las 24 HPI, lo que sugiere una activacién

transcripcional sostenida de PRRs (Fig. 2.19).

En contraste, la expresion de OAS1 no mostré diferencias significativas entre células
A549 y A549 ZAP KO ni a las 12 ni a las 24 HPI, a pesar de observarse niveles
elevados de IFNB en células ZAP KO. Este desacople entre la produccion de IFN-1 y la
induccion del ISG OAS1 sugiere que ZAP no amplifica la sefalizacion downstream del
IFNAR, sino que posiblemente actua principalmente restringiendo la disponibilidad de

ARN viral en el interior celular y, por ende, la activacién prolongada de PRRs.
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Figura 2.19: ZAP regula negativamente la expresion de IFN3, CXCL10 y CCL5, pero no de
OAS1 en células A549 infectadas con MAYV WT y FG+. Cuantificacion relativa del ARNm de
IFNB, CXCL10, CCL5 y OAS1 por RT-gPCR. Células A549 o ZAP KO infectadas con MAYV WT
y FG+, 12 HPI (grafico izquierdo) y 24 HPI (grafico derecho), a MOI = 3 o sin infectar (mock). Se
graficé la media + SEM de n=3 experimentos independientes, la cual fue normalizada frente a
células A549 sin infectar (mock) a las 12 HPI. ns, no significativo *p < 0,05; **kp < 0,01; *#*p <
0,001; sekkp < 0,0001; two-way ANOVA y post-test Sidak's para comparaciones multiples.
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La atenuacion de MAYV FG+ por IFNa requiere la expresion de
ZAP.

Si bien el tratamiento con IFNa indujo fuertemente la expresion de ZAP y aumentd la
susceptibilidad de MAYV FG+ (Figs. 2.17 y 2.18), no se puede descartar la
contribucion de otros ISGs en la atenuacién observada, considerando la alta
sensibilidad de los alfavirus a la respuesta de IFN-1 y la actividad antiviral reportada de
diversos ISGs frente a MAYV 100158,

En este contexto, se evalud si el efecto antiviral del IFNa sobre MAYV FG+ podia

depender de mecanismos independientes de ZAP.

Para ello, células A549 y A549 ZAP KO fueron pretratadas con IFNa O/N vy
posteriormente infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI = 3). A las 24 HPI, se evalud la
replicacion viral mediante titulacion por ensayo de placa, se cuantifico el ARN
genomico viral intracelular y la expresion de la proteina nsP1 por WB. Notablemente,
en ausencia de ZAP, el pretratamiento con IFNa no logro inhibir la replicacion de la
variante MAYV FG+, no observandose diferencias significativas en los titulos virales
entre FG+ y WT en células A549 ZAP KO tratadas con IFNa (Fig. 2.20A), ni en los
niveles de ARN gendmico (Fig. 2.20B) ni en la expresion de nsP1 (Fig. 2.20C). Estos
resultados contrastan con lo observado en células A549, donde el IFNa reduce

marcadamente la replicacion viral, particularmente en la variante FG+.

Para verificar que ambas lineas celulares respondieron adecuadamente al tratamiento
con IFNa, se cuantifico la expresion relativa de IFNB y OAS1. No se detectaron
diferencias significativas en la induccion de estos genes, entre células A549 y A549
ZAP KO pretratadas con IFNa (Fig. S2.2), lo que indica que la via de sefializacién de

que el IFNa se encuentra funcional en ambas condiciones.

En conjunto, estos resultados indican que la actividad antiviral inducida por IFNa frente
a MAYV FG+ depende criticamente de la presencia de ZAP, sugiriendo que este factor
constituye un determinante central de la mayor sensibilidad de esta variante

enriquecida en CpG a la respuesta interferén-dependiente.

92



Capitulo 2

=1
|
=
7]
(%]
1
3
w

MAYV PFU/mL (Logqg)
T

ARN genomico/GAPDH
i

s
1
-
1

w
|

(=
I

A549 ZAP KO A549 ZAP KO

+IFNa +FNa
m WT == FG+

+IFNa

A549 AS49 ZAP KO

M WT FG+ M WT FG+

nsP1

(exposicidn corta)

- nsP1
m (exposicion larga)

B —— e ——
S ZAP

Figura 2.20: ZAP es necesario para el efecto antiviral del IFNa sobre la variante FG+.
Células A549 y A549 ZAP KO fueron tratadas con 500 U/mL de IFNa O/N y posteriormente
infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI = 3) o mantenidas sin infeccion (mock). Las muestras se
recolectaron a las 24 HPI. A) Titulacién viral por ensayo de placa para MAYV WT y FG+. B)
Cuantificacion relativa de ARN gendmico viral mediante RT-gPCR. C) Analisis por WB para las
proteinas nsP1, ZAP y GAPDH. Se muestran los valores como media + SEM de n=2 o0 3
réplicas experimentales independientes. ns, no significativo *p < 0,05; **xp < 0,01; *#*p < 0,001;
seiokp < 0,0001; two-way ANOVA y post-test Sidak's para comparaciones muiltiples.

ZAP reduce el ARN viral de MAYV FG+ en las primeras etapas de la
infeccion.

Con el objetivo de caracterizar la cinética del efecto antiviral de ZAP, se analizé la
dinamica temporal de la replicacion viral en células A549 y A549 ZAP KO infectadas
con MAYV WT o FG+ (MOI = 3), a partir de las 2 HPI. Para ello, se cuantificé el ARN
genomico viral mediante RT-gPCR, se evalud la expresion de la proteina viral nsP1 por
WB (Fig. 2.21).

En células A549, se detectdé una reduccién en los niveles de ARN gendmico de la
variante FG+ en comparacion con el virus WT a partir de las 2 HPI. Si bien esta
diferencia no alcanzé a ser significativa a nivel estadistico, se observé una disminucion

cercana al 50%. A partir de las 4 HPI, la inhibicion mediada por ZAP fue evidente en
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todos los tiempos analizados y resultd estadisticamente significativa (Fig. 2.21A). La
proteina nsP1 fue detectada a partir de las 12 HPI, y su expresion fue menor en
células infectadas con MAYV FG+ en comparacion con las infectadas con el virus WT
(Fig. 2.21C, panel izquierdo), en concordancia con los niveles reducidos de ARN

gendmico observados.

En contraste, en células A549 ZAP KO, tanto los niveles de ARN viral (Fig. 2.21B)
como la expresion de nsP1 (Fig. 2.21C, panel derecho) fueron comparables entre
MAYV WT y FG+ en todos los tiempos postinfecciéon evaluados. En conjunto, estos
resultados sugieren que ZAP restringe la replicacion de MAYV FG+ en células A549

mediante la reduccion de las copias gendmicas intracelulares desde etapas tempranas

del ciclo viral.
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Figura 2.21: ZAP reduce los niveles de ARN genémico de MAYV FG+ a tiempos
tempranos postinfeccion.

(A-B) Cuantificacion relativa de ARN gendmico viral mediante RT-gPCR en células A549 (A) y
A549 ZAP KO (B) infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI = 3). Los valores se normalizaron a
GAPDH y se transformaron a escala log«, expresandose de forma relativa a las 2 HPI (media +
SEM de n = 3 réplicas bioldgicas independientes). La significancia estadistica se evalu6
mediante prueba {-Student no pareada para comparar WT vs. FG+ en cada punto temporal,
con ajuste de Holm-Sidak para comparaciones multiples. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ns:
no significativo. C) WB para nsP1 en las mismas condiciones experimentales, utilizando
tubulina como control de carga. Los paneles de la izquierda y derecha corresponden a células
A549 y A549 ZAP KO, respectivamente.

Paralelamente, se caracterizd la cinética de expresion de ZAPL y ZAPS en células

A549 infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI = 3) a partir de las 2 HPI, evaluando tanto

la respuesta transcripcional como la proteica (Fig. 2.22A y 2.22B). Ambas isoformas
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mostraron una induccion tardia. En el caso de ZAPL, el incremento fue detectable
unicamente a las 24 HPI, tanto a nivel de ARNm como de proteinas. Por su parte, para
ZAPS mostré un incremento en los niveles de ARNm a partir de las 12 HPI,

traduciéndose en una mayor acumulacién de proteina hacia las 24 HPI.

A pesar de esta respuesta tardia, la variante FG+ mostré una disminucion en la
replicacién del genoma desde las 2 HPI. Este hallazgo sugiere que los niveles basales
de ZAP, particularmente ZAPL, constituyen una barrera antiviral constitutiva que actua
en etapas tempranas del ciclo viral, previa a la induccién mediada por la infeccién. En
este sentido, la mayor restriccion observada anteriormente bajo condiciones de
pretratamiento con IFNa (Fig. 2.18) refuerza la idea de que la eficacia antiviral contra
MAYV FG+ es estrictamente dependiente de la concentracion intracelular de ZAP.
Asimismo, la capacidad de MAYYV para retrasar la induccién de ZAP sugiere un posible
mecanismo de evasion viral orientado a proteger las etapas iniciales de la replicacion,

antes de que la respuesta inmune innata alcance niveles efectivos.
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Figura 2.22: La activacion de ZAP ocurre a tiempos tardios post-infecciéon. Células A549
fueron infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI=3), las muestras se recolectaron a los tiempos
indicados en cada figura. A) Cuantificacion relativa por RT-gPCR del ARNm de ZAPL (grafico
izquierdo) o ZAPS (grafico derecho), normalizados contra 0 HPI. B) WB representativo con
anticuerpos especificos contra ZAP y GAPDH. En panel A, se muestran los valores como
media + SEM de n=3 réplicas experimentales independientes. t Student para comparaciones
multiples (cada tiempo analizado vs. O HPI). xp < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Discusion

Los resultados presentados en este capitulo demuestran que ZAP desempefa un rol
clave en la restriccion de la variante sintética MAYV FG+ validando el enriquecimiento
sindbnimo de dinucledtidos CpG como una estrategia eficaz de atenuacion viral.
Mostramos que la incorporacion sinébnima de CpG en el genoma viral, basado
exclusivamente en la incorporacion de CpG presentes en aislados virales, sensibiliza a
MAYYV a la inhibiciéon por ZAP, lo que respalda la hipétesis de que la subrepresentacion
de CpG observada en el genoma de MAYYV (y otros virus ARN) supone una estrategia

evolutiva para evadir la restriccion por ZAP en hospederos vertebrados.

A nivel mecanistico, el desarrollo de una linea celular A549 ZAP KO mediante
CRISPR/Cas9 permiti6 demostrar que la ausencia de ZAP revierte el fenotipo
atenuado de la variante FG+ hacia niveles de replicacion comparables al virus WT
(Fig. 2.15, células A549 KO y Fig. 82.1, células A549 KD). En células que expresan
ZAP, la variante FG+ presenta una disminucion significativa en las copias genémicas
virales y en la expresién de la proteina no estructural nsP1, mientras que sus niveles
fueron comparables al WT en células ZAP KO (Fig. 2.15 paneles B y C). En contraste,
no se detectaron diferencias significativas en los niveles de ARNs subgendmicos ni en
la expresidon de la proteina estructural E1, sugiriendo que la restriccion mediada por
ZAP afecta principalmente etapas tempranas del ciclo viral o la estabilidad del ARN
genodmico, mas que la sintesis de ARN subgendmico o la traduccion de proteinas
estructurales. Estos resultados son consistentes con un modelo en el cual ZAP actua
promoviendo la degradacion del ARN viral o interfiiendo con la replicacion inicial. De
todas formas, se necesitan mas estudios para explicar por qué el ARN subgendémico

no se ve afectado por ZAP y cual es el mecanismo especifico de restriccion.

Si bien la variante FG+ mostré6 una mayor sensibilidad a ZAP, nuestros resultados
también indican que MAYV WT es susceptible a esta restriccion, evidenciado por el
aumento de su replicacion en células ZAP KO. Este hallazgo amplia el espectro de
alfavirus sensibles a ZAP, previamente descritos para otros miembros del género
(incluyendo SINV, Semliki Forest, RRV, CHIKV y VEEV) '™, y sugiere que podria
constituir un mecanismo antiviral conservado. Asimismo, este hallazgo es consistente
con el analisis comparativo del sesgo de CpG en genomas virales (Fig. 2.9), que
muestra que los arbovirus, si bien presentan una baja frecuencia de CpG, mantienen
niveles relativamente mas altos que los virus que estan estrictamente adaptados a
vertebrados. Esto podria explicar la sensibilidad de MAYV WT a la restriccion ejercida
por ZAP. Seria interesante utilizar herramientas basadas en ensayos de cross-linking e

inmunoprecipitacion de ARN, tales como RIP o CLIP-seq, que permitirian identificar de

96



Capitulo 2

manera directa las regiones especificas del ARN viral asociadas a ZAP durante la
infeccién, asi como determinar si existe una unién preferencial al ARN gendmico en
comparacion con el ARN subgendmico y las regiones de union al genoma de MAYV
WT.

En relacién con el rol de los CpG, estudios previos han sugerido que la susceptibilidad
a la restriccion mediada por ZAP dentro del género alfavirus no depende
exclusivamente del contenido global de CpG en el genoma viral, sino también de su
distribucion. Nguyen y colaboradores reportaron que una mayor sensibilidad a ZAP no
estd mediada por una mayor unién de esta proteina al ARN, sino que se correlaciona
con una mayor frecuencia de CpG en una ventana de 500 nt en el ORF de nsP2 en los
alfavirus estudiados '¢. Sin embargo, los resultados obtenidos por nuestro grupo con
la variante FG+ (la cual presentd mayor atenuacion dentro de las tres variantes
desarrolladas en nuestro laboratorio y contiene el mayor numero de CpG, Fig 2.11A)
sugieren que un aumento y distribucién global de CpG también puede potenciar
significativamente la restriccion antiviral. Nuestros hallazgos son consistentes con
estudios en variantes sintéticas de ZIKV, donde un mayor contenido en CpGs se
asocia con una mayor sensibilidad a ZAP y una mayor atenuacion viral '*°. Asimismo,
en otros virus ARN como VIH-1 e Influenza A, se ha demostrado que no solo la
cantidad, sino también la distribucion y el espaciamiento de los CpGs influyen en la
sensibilidad a ZAP 0167,

El analisis temporal de la infeccién revelé que la restriccion mediada por ZAP ocurre
desde etapas muy tempranas del ciclo viral. En células A549, se observd una
reduccion en la replicacion viral de FG+ respecto al virus WT a partir de las 2 HPI,
previo a la induccién transcripcional de ZAP (tanto ZAPL o ZAPS) (Fig. 2.21A vy Fig.
2.22A), lo que sugiere que la expresion constitutiva de ZAP, en particular de la
isoforma ZAPL, actia como una barrera antiviral intrinseca que limita la replicaciéon
viral en etapas tempranas. Esta observacion esta en linea con reportes previos que

destacan un rol antiviral basal de ZAP frente a otros virus ARN 115.133.160,

También observamos que la induccion de ZAP, tanto ZAPL como ZAPS, ocurre de
manera tardia durante la infeccidon (Fig. 2.22). A modo comparativo, en otros estudios
que han caracterizado la dinamica temporal en la induccion de ZAP tras la infeccién
viral, como por ejemplo, en células infectadas con HCMV o con echovirus 7 se ha
observado una induccién mas temprana de ZAP, entre las 2 y 4 HPI 3192 Estos
resultados sugieren que MAYV podria estar interfiriendo con la induccion temprana de
ZAP como estrategia de evasion antiviral. Estudios previos han reportado que los

alfavirus producen un silenciamiento transcripcional y traduccional generalizado en
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células infectadas (conocido como transcriptional o translational shutoff), como un
mecanismo eficiente para contrarrestar la respuesta inmune del hospedero . Para
MAYYV se ha demostrado que la proteina viral nsP2 promueve la degradacién del factor
TFIIE2 (del inglés, transcription initiation factor IIE subunit 2) y de la subunidad Rpb1
de la ARN polimerasa Il, bloqueando la transcripcion dependiente de esta polimerasa
8 Seria interesante investigar en un futuro si esta proteina viral contribuye a la
induccién limitada de ZAP en las etapas mas tempranas de la infeccién en nuestras

condiciones experimentales como mecanismo de evasion de la respuesta inmune.

Por otro lado observamos que la variante FG+ induce niveles mas bajos de ZAP en
comparacion con el virus WT (Fig. 2.12), lo que sugiere que un mayor contenido
genodmico de CpG no es suficiente por si solo para desencadenar una activacion de
ZAP, sino que la expresion de esta proteina podria estar mas relacionada a la
replicacién viral y la activacion de PRRs. Una posible explicacion es que tras la
infeccién con la variante FG+ haya una menor activacién de sensores citosdlicos de
ARN viral, como RIG-I y MDA5, cuya expresion se ha visto aumentada por la infeccion
con MAYV '®_ Aunque en este trabajo no evaluamos directamente la activaciéon de
estos sensores, si observamos que la variante FG+ mostré una menor induccion de
los transcritos de las quimioquinas inflamatorias CCL5 y CXCL10, asi como una
tendencia hacia niveles mas bajos de IFN[3, en comparacion con el virus WT, lo que es
consistente con una activacion mas débil de la respuesta mediada por PRRs. (Fig.
2.19). En este contexto, el pretratamiento de células A549 con IFNa permitié disociar
el efecto del contenido de CpG de los niveles de expresion de ZAP. La estimulacién
con IFNa promovié una fuerte induccion de ZAPS y, en menor medida de ZAPL en
células infectadas con ambos virus (Fig. 2.17), y bajo estas condiciones, se observé
una inhibicion significativamente mayor de la replicacion de MAYV FG+ en
comparacion con el virus WT (Fig. 2.18). Por el contrario, este efecto se perdié
completamente en células ZAP KO, donde el pretratamiento con INFa no logré inhibir
la variante FG+, demostrando el rol crucial de ZAP en la restriccion mediada por IFNa
(Fig. 2.20).

Estos resultados sugieren que la sensibilidad de MAYV FG+ no solo depende de su
contenido de CpG, sino que esta fuertemente influenciada por el nivel de expresién de
ZAP vy la activacion de la respuesta antiviral. En linea con esto, estudios realizados en
HIV-1 han demostrado que la introducciéon sinénima de CpG en las regiones gag o pol
del genoma viral no genera una atenuacion significativa bajo niveles endégenos de
ZAP. Sin embargo, tras aumentar la expresion de ZAP, tanto con tratamiento con IFN-I

o0 mediante una sobreexpresion de ZAP de forma heterdloga, se logré convertir estas
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variantes originalmente resistentes a ZAP, en variantes sensibles'®. En resumen, los
resultados sugieren que la restriccion viral mediada por ZAP resulta de una
interaccion dinamica entre la composicion del genoma viral y el nivel de activacion de

los mecanismos antivirales del hospedero.

En este contexto, cofactores como TRIM25, KHNYN y Riplet también podria contribuir
a la mayor inhibicion observada de la variante FG+ tras el tratamiento con IFNa. No
obstante, el hecho de que el pretratamiento con IFNa no haya logrado inhibir la
replicacién de FG+ en células ZAP KO (Fig. 2.20) sugiere que la presencia de estos
cofactores, en ausencia de ZAP, no es suficiente para ejercer un efecto antiviral
independiente. Este resultado refuerza el papel indispensable de ZAP como mediador

principal de la restriccién viral de la variante FG+ inducida por IFNa.

Ademas de su accion antiviral, la isoforma ZAPS modula la respuesta inmune innata
con funciones duales sobre el IFN-I. Mientras que algunos estudios la describen como
un potenciador de la activacién de PRRs (como RIG-l) y de la induccion de IFNB,
investigaciones recientes sugieren que actta como un mecanismo de
retroalimentacién negativa, suprimiendo la produccion de interferén tras la deteccién
de ARN viral "'®. En este sentido, nuestros resultados con MAYV son consistentes con
un rol de ZAP como regulador negativo de la respuesta inmune innata. En células ZAP
KO, la infeccion indujo una activacion mas intensa y sostenida de IFN(, asi como de
CXCL10 y CCL5, ambas implicadas en el reclutamiento de células inmunes vy
asociadas a la inmunopatogénesis de alfavirus (Fig. 2.19). En particular, en modelos
murinos que desarrollan artritis tras la infeccién viral con CHIKV y ONNV, CXCL10 se
ha asociado con una mayor persistencia viral y dafo articular, sugiriendo un papel en
la cronificacién de la respuesta inflamatoria '®*. Asimismo, se ha reportado que la
infeccion de células neuronales humanas con MAYV induce niveles elevados de
CXCL10, lo que apunta a una posible implicancia de esta quimioquina en la
neuropatogénesis '®°. En el caso de CCL5, se ha observado que su expresion se ve
aumentada considerablemente en tejidos musculares de ratones jovenes y en ratones
adultos IFNAR KO, ambos modelos altamente susceptibles a la infeccion por MAYV.
Este aumento se correlacioné con inflamacion muscular severa y necrosis tisular,
sugiriendo que CCL5 facilita el reclutamiento de células inmunes que agravan el dafio
tisular durante la fase aguda de la infeccion *. En contraste, en modelos murinos
adultos e inmunocompetentes, que no desarrollan sintomas clinicos graves, no se
observaron cambios significativos en la expresion de CCL5. Estos resultados indican
que la expresion exacerbada de esta quimioquina estad asociada con un fenotipo

clinico mas severo y al establecimiento del dafio muscular. En conjunto, nuestros
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resultados donde se observo aumento de CXCL10 y CCL5 en células ZAP KO (Fig.
2.19) sugieren que ZAP podria tener un rol importante en el control de la

inmunopatologia inducida por MAYV al modular la expresién de estas quimioquinas.

En contraste, la expresion de OAS1, un ISGs dependiente de la sefializacion a través
de IFNAR, no mostro diferencias significativas en su expresion entre células A549 y
A549 ZAP KO, a pesar de observarse mayores niveles de IFN@ (Fig. 2.19). Este
desacople entre la produccion de IFN-I y la induccién de ISGs sugiere que ZAP no
modularia directamente la sefalizacién downstream de IFNAR, sino que podria estar
actuando principalmente limitando la disponibilidad de ARN viral citoplasmatico,
restringiendo la activacién prolongada de PRRs y, en consecuencia, regulando la

magnitud y duracion de la respuesta antiviral upstream de la activacion por IFNAR.

No obstante, serian necesarios estudios adicionales para profundizar en estos
resultados. Un abordaje transcriptomico global permitiria definir con mayor precision el
impacto de ZAP sobre la regulacién coordinada de genes de la respuesta inmune
innata y evaluar la posible existencia de umbrales o mecanismos de saturacion en la

sefnalizacion downstream de IFNAR.

Nuestros resultados son consistentes con reportes recientes en modelos murinos ZAP
KO, donde se observa una expresion prolongada de IFN-I tras la activacién de PRRs
con analogos de acidos nucleicos, sin observarse una induccion proporcional de ISGs
canonicos '%. Seria interesante extender estos estudios en un contexto de infeccién
por MAYV en modelos murinos ZAP KO, para caracterizar si ZAP (o especificamente
la isoforma ZAPS) puede actuar como un modulador clave de la homeostasis inmune

previniendo un mayor dano tisular.

En conjunto, nuestros hallazgos apoyan un modelo en el cual ZAP cumple una doble
funcion durante la infeccion por MAYV: por un lado, actia como un factor antiviral
intrinseco que restringe la replicacion viral mediante el reconocimiento de ARN
enriquecido en CpG; particularmente en etapas tempranas del ciclo infeccioso. Por
otro lado, modula la respuesta inmune innata al limitar la activacion excesiva de PRRs
y la produccidon de citoquinas proinflamatorias. En este sentido, ZAP no solo
contribuiria al control de la replicacién viral, sino también a la regulacién de la
magnitud y duracién de la respuesta inmune, lo que podria impactar en la prevencion

de la inmunopatologia asociada a la infeccion (Fig. 2.23).

Ademas, los resultados sugieren que potenciar la accién de ZAP podria ser una
estrategia efectiva para controlar la infeccion por MAYV y posiblemente por otros
alfavirus. Este estudio ofrece nuevas perspectivas sobre la interaccion entre los

factores de restriccion del hospedero, la composicion gendmica viral y la respuesta
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inmune, con implicancias relevantes para la patogénesis viral y el disefio racional de

vacunas atenuadas.
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Figura 2.23: Modelo propuesto del papel de ZAP en el control de la infeccién por MAYV. A
partir de nuestros resultados, proponemos un modelo hipotético que podria explicar nuestras
observaciones. En condiciones normales (panel A), ZAP restringe la replicacion de MAYYV,
particularmente de la variante enriquecida en CpG, disminuyendo los niveles de ARN viral
intracelular y contribuyendo a mantener regulada la respuesta inmune innata. En este contexto,
la expresion basal de ZAPL actia como un factor antiviral intrinseco clave. ZAPS se induce
moderadamente tras la infeccién por MAYV vy requiere el tratamiento con IFNa para potenciar
su expresion. Ademas, MAYV podria estar retrasando la induccién de ambas isoformas para
evadir su restriccion. En ausencia de ZAP (panel B), la acumulacion de ARN viral intracelular e
intermediarios de replicacién incrementa la activacion de PRRs, promoviendo una mayor
produccion de interferén y quimioquinas. Esta respuesta exacerbada podria contribuir a un
mayor dafo tisular; por lo tanto, nuestros resultados sugieren que ZAP podria representar un
posible blanco para estrategias antivirales dirigidas a limitar la replicacién viral y la
diseminacion del virus.
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Conclusiones

e Se generd una linea A549 ZAP KO, que permiti6 demostrar que ZAP es

indispensable para la restriccion de MAYV FG+ en células humanas.

e El enriquecimiento de CpG aumenta la sensibilidad de MAYV a ZAP, lo que
sugiere que la supresion de CpG podria contribuir a modular la interaccion del

virus con este factor antiviral.

e La isoforma ZAPL constituye el principal factor de restriccion celular frente a la
variante MAYV FG+, actuando como un factor intrinseco que limita la

replicacion viral en células humanas.

e La restriccion viral inducida por IFNa depende directamente de la induccion de
ZAP, donde posiblemente otros ISGs no compensan su funcién antiviral en este

contexto.

o MAYV FG+ desencadena una respuesta inmune innata mas débil que el virus
WT, reflejada en menor activacién de ZAP. Para ambos virus la induccién de
ZAP fue tardia, sugiriendo que MAYV podria evadir parcialmente la respuesta

antiviral mediante modulacién de la cinética de activacion de ZAP.

e ZAP limita la magnitud y duracién de la induccion de citoquinas durante la
infeccién por MAYV posiblemente evitando una activacion excesiva de PRRs,
lo que sugiere un rol adicional en la regulacion de la inmunopatologia asociada

a la infeccion.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en el marco de esta tesis abren nuevas lineas de trabajo a
futuro, orientadas a profundizar en los mecanismos que subyacen a esta interaccion
en sistemas mas complejos. Una limitacién de este trabajo es que los modelos
celulares utilizados no capturan completamente la complejidad de la respuesta
inmunoldgica sistémica durante una infeccion viral en un organismo completo. En este
sentido, la transicién hacia modelos murinos deficientes en ZAP (ZAP KO) permitira
evaluar el impacto de esta proteina sobre la replicacion viral, la diseminacion sistémica

y la respuesta inflamatoria en un contexto fisiolégico.

La utilizacion de estos modelos también permitira estudiar el papel de esta proteina en
la regulacion de la produccion de IFN-I y de quimioquinas dependientes de RLRs
durante la infeccion. Dado que la infeccion por MAYV induce quimioquinas
proinflamatorias como CXCL10 y CCL5, asociadas al dafo articular y muscular
caracteristico de la enfermedad, estos modelos permitirian evaluar si la ausencia de
ZAP exacerba la respuesta inflamatoria in vivo y agrava la sintomatologia clinica o

favorece la cronificacion de la enfermedad.

Ademas, el hallazgo de que MAYV es susceptible a la restriccién mediada por ZAP, y
que potenciar su expresion limita la replicacion viral y la induccion de citoquinas, abre
una linea de investigacion orientada a explorar el potencial antiviral de esta via.
Futuros estudios podrian evaluar estrategias destinadas a modular la actividad o los
niveles de expresion de ZAP, por ejemplo mediante agonistas de la respuesta de

interferén u otros compuestos capaces de potenciar su expresion.

Finalmente, sera relevante profundizar en los determinantes moleculares que regulan
la interaccion entre ZAP y el ARN viral. Estudios basados en técnicas de
inmunoprecipitacion de ARN (RIP/CLIP-seq) permitirdn identificar las regiones
especificas del genoma de MAYV reconocidas por ZAP y evaluar si la restriccion
depende de la distribucion local de CpG o de su contenido global. Estos enfoques
contribuirdn a comprender con mayor precision los principios que gobiernan la
sensibilidad viral a ZAP y a optimizar estrategias de disefio viral basadas en este

mecanismo.
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Desarrollo de variantes de MAYV como vectores de
ARN guias (sgRNAs) para la edicion génica in vitro,
hacia la identificacidn de factores del hospedero que
afecten el ciclo replicativo viral
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Introduccion

CRISPR/Cas9 para el estudio funcional de interacciones
virus—hospedero
La herramienta de edicidon génica dirigida CRISPR/Cas9 ha sido clave para el

desarrollo de estudios funcionales del genoma, tanto en cultivos celulares como en
modelos in vivo, consolidandose como una de las metodologias mas utilizadas en
biologia molecular para este fin . En el contexto de las infecciones virales, su
aplicacion ha permitido la identificacién sistematica de factores del hospedero

involucrados en la replicacion viral o en mecanismos de defensa antiviral.

En particular, los CRISPR screens, basados en la edicién dirigida de genes celulares
mediante bibliotecas de sgRNAs clonados en vectores lentivirales, han sido
fundamentales para comprender procesos como la entrada viral, replicacion,

ensamblaje y evasiéon inmune, asi como para identificar posibles blancos terapéuticos

78,167,168

En este tipo de abordajes, se selecciona una linea celular permisiva y susceptible que
permita una replicaciéon viral eficiente y, en el caso de estrategias basadas en
viabilidad, presente efectos citopaticos notorios. En la figura 3.1 se muestra el flujo
experimental de este abordaje, en donde los sgRNAs se disefian in silico o se utilizan
bibliotecas comerciales preexistentes, seguidas de su clonacion y validacion para
generar una biblioteca agrupada (pooled). Posteriormente, las células se transducen
con la biblioteca de sgRNAs disefiada a escala gendmica mediante sistemas
lentivirales, generando una poblacion celular mutada, en la cual cada célula porta la

inactivacion de un gen distinto.

Posteriormente, la poblacion celular se somete a infeccion viral y posiblemente a una
presion selectiva de interés. Dependiendo del disefio experimental, la seleccion puede
basarse en supervivencia/muerte celular o en separacién mediante citometria de flujo,
por ejemplo, utilizando virus reporteros fluorescentes. Tras la seleccion, se extrae el
ADN gendmico de las poblaciones celulares y se amplifican las secuencias de sgRNA
integradas al genoma para su analisis mediante secuenciacién de nueva generacion
(NGS). El andlisis bioinformatico posterior permite cuantificar el enriquecimiento o la
deplecién de cada sgRNA respecto a la poblacion control, generando una lista
jerarquizada de genes candidatos. Posteriormente, estos factores del hospedero se
deben validar experimentalmente y caracterizarse en estudios mecanisticos que

investiguen su papel en etapas especificas del ciclo replicativo viral.
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Ademas del enfoque clasico de pérdida de funcién mediado por la nucleasa Cas9
(CRISPR KO), existen variantes como CRISPR de interferencia (CRISPRi) o de
activacion (CRISPRa), que utilizan una Cas9 cataliticamente inactiva (dCas9)
fusionada a dominios represores o activadores para silenciar o activar la expresion
génica respectivamente. Estas herramientas permiten modular la expresién génica sin
generar cortes en el ADN, ampliando el espectro de aproximaciones funcionales

disponibles, aunque no seran desarrolladas en detalle en esta tesis.

Analisis funcional de factores del hospedeo implicados en la infeccion viral mediante CRISPR
screening a escala genémica

O O 1 Preparacion N
C “—— bibl @@

O C lioteca sgRNAs -
Disefio in silico libreria de sgRNA Entrega de libreria ( 2 ' ' .
(pooled) mednan{el Pool de sgRNA y Cas9 mediante lentivirus
transduccién
{}} 3 Selccion
(5} {E} /-\ <= |nfeccin viral positiva
. or
L ) 4 L ‘
Seleccién S Selccion :
negativa « . FACS
YRR, 5 Extraccion de .
4cidos nucleicos
NGS y andlisis de 6 £
YRR datos
Células Células
seleccionadas control

Identificacion de
factores

Figura 3.1: Esquema general del flujo de trabajo de un cribado funcional basado en
CRISPR screens. (1) Los sgRNAs se disefian in silico o se utilizan bibliotecas comerciales
preexistentes, seguidas de su clonacién y validacion para generar una biblioteca agrupada
(pooled). (2) Las sgRNA se empaquetan en lentivirus y se transducen en células diana,
induciendo inactivacion génica (knockout) o modulacion de la expresién génica segun la
plataforma empleada. (3) La poblacién celular editada se somete a infecciéon con el virus en
estudio. (4) Tras la infeccion, se aplica una seleccion basada en viabilidad. En infecciones con
virus citoliticos, los ensayos de supervivencia permiten una seleccion positiva de células
resistentes, en las que la pérdida de factores provirales favorece la supervivencia. Los cribados
negativos identifican genes cuya inactivacion compromete la viabilidad bajo presion selectiva,
siendo Utiles para detectar genes esenciales. Alternativamente, puede emplearse clasificaciéon
celular activada por fluorescencia (FACS) en infecciones persistentes o con virus no citoliticos
marcados con reporteros fluorescentes. (5) Se extrae ADN gendmico de células seleccionadas
y controles, y se amplifican por PCR las secuencias guia integradas. (6) El analisis mediante
NGS compara la representacion relativa de sgRNA entre poblaciones, permitiendo identificar
genes enriquecidos o depletados asociados al fenotipo de interés. Adaptada de '®°
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Limitaciones de los CRISPR screens convencionales

En su formato mas comunmente utilizado, los CRISPR screens en virologia se basan
en la transduccién previa de células con bibliotecas lentivirales que codifican sgRNAs,
seguida de seleccion celular editada mediante FACS o seleccion con antibidticos, y
posterior infeccion con el virus de interés. Este esquema ha demostrado ser
extremadamente util, pero introduce limitaciones a la hora de capturar interacciones

dinamicas o dependientes del contexto replicativo.

En este sentido, los pasos de transduccion y seleccion pueden generar
heterogeneidad en la poblacion celular editada. Por otro lado, la edicion génica ocurre
antes de la infeccion, lo que dificulta el analisis de procesos que dependen
estrictamente del estado infeccioso o que se manifiestan en etapas tardias del ciclo
viral. Ademas, muchos de estos estudios utilizan la viabilidad celular como principal
criterio de seleccion e indicador de la edicién génica, donde se analizan las células
resistentes a la infeccién. Si bien este enfoque ha permitido identificar genes cuya
alteracion confiere resistencia celular a la infeccién y se trata de una estrategia
extremadamente valiosa, tiende a favorecer la deteccidon de factores celulares que
intervienen en etapas tempranas de la replicacion viral, en particular durante la entrada

del virus a la célula, lo que limita el espectro de factores funcionales identificables.

Estas limitaciones han impulsado el desarrollo de estrategias que integren

directamente la edicion génica con la replicacion viral.

Virus replicativos como plataformas para CRISPR screens
funcionales

Con el fin de superar algunas de estas limitaciones, diversos grupos han desarrollado
una alternativa a los CRISPR screens convencionales basados en lentivirus. Esta
alternativa se basa en un sistema que utiliza virus replicativos con genomas
modificados para expresar sgRNAs %73 En estos sistemas, las bibliotecas de
sgRNA se expresan directamente desde el genoma viral, lo que permite monitorear de
forma directa la propagacion del virus a lo largo de su ciclo de replicacion. Tras la
infeccién de ceélulas que expresan la proteina Cas9 de manera constitutiva, los sgRNA
codificados por el virus se producen en el interior celular tras la infeccion y dirigen la
edicion especifica de genes celulares. Esta modificacion genética afecta la cinética de
replicacién viral, en donde los niveles de sgRNA funcionan como una medida directa
de la propagacién del virus (Fig. 3.2) '"*. De esta forma, en un experimento de pérdida
de funcion génica (KO), los sgRNA dirigidos contra genes esenciales para la

replicacién viral se veran subrepresentados en las particulas virales producidas,
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mientras que aquellos que apuntan contra genes con efecto restrictivo de la replicaciéon

viral se veran enriquecidos.

CRISPR screens basados en virus codificantes para sgRNAs

o8
_5?:%&—05152-
D414 LSt

ll\,II

Libreria sgRNAs de
virus modificados infected cell
L i Q Q L
BN = Analisis de abundancia de
; —jﬁ — sgRNAs mediante
Infeccién Rn‘:‘;?,':f::l’l'ﬁ:,e \ / secuenciacion NGS

(poblacién viral)

Células con expreison

Cas9 estable Tn=X rondas de infeccién

Figura 3.2: Esquema del funcionamiento de un CRISPR screen mediado por una libreria
de virus codificantes para sgRNA. Las bibliotecas de sgRNAs se expresan directamente
desde el genoma viral del virus en estudio, lo que permite monitorizar de forma directa la
propagacion del virus a lo largo de todo el ciclo de infeccion. Tras la infeccion de una célula que
expresa la proteina Cas9, la sgRNA codificada por el virus es liberada y modula la expresién de
genes celulares. Esta alteracién impacta en la cinética replicativa viral, de modo que los niveles
de cada sgRNA constituyen una lectura directa de la propagacion del virus. En consecuencia,
las sgRNA dirigidas contra genes esenciales para la replicacién viral tenderan a estar
subrepresentadas, mientras que aquellas que inactivan factores restrictivos apareceran
enriquecidas en las particulas virales producidas por células que expresan Cas9. 7

Este enfoque ha sido implementado en distintos sistemas virales. En el caso de VIH-1,
se utilizaron genomas lentivirales capaces de transportar sgRNAs empaquetados en
viriones infecciosos, lo que permitié evaluar la eficiencia replicativa tras la inactivacion
sistematica de genes celulares. Mediante el analisis de la representacién diferencial de
sgRNAs tras multiples ciclos de replicacion, estos estudios identificaron factores
antivirales (como MxB, TRIM5a, IFITM1 y Tetherin) asi como factores de dependencia
que favorecen la replicacion viral 2. De manera similar, un sistema denominado
VECOS (del inglés, virus-encoded CRISPR-based direct readout system) desarrollado
para el citomegalovirus humano (HCMV) permitié expresar bibliotecas de sgRNAs
desde el genoma viral a partir de la expresion de sgRNAs desde un promotor eucariota
y cuantificar su abundancia a lo largo de pasajes seriados, identificando factores
criticos en distintas etapas del ciclo infeccioso '°. Asimismo, en influenza A, se
desarrollaron construcciones capaces de expresar sgRNAs codificados en una

secuencia intronica del gen no estructural (NS) que es procesado durante la

108



Capitulo 3

replicacién viral, sin comprometer la produccion de proteinas virales esenciales. Este
sistema se basoé en la activacion de genes en células que expresan dCas9 de forma
constitutiva y demostré que la propagacién viral puede emplearse como una métrica

directa de seleccion funcional, permitiendo identificar factores celulares provirales '".

Una ventaja clave de estos sistemas frente a los CRISPR screens convencionales
(Fig. 3.1) es que, dado que durante cada ciclo de replicacion se sintetizan miles de
copias del genoma viral, la sefial asociada al impacto funcional de cada sgRNA se
amplifica de manera natural. Esto aumenta significativamente la sensibilidad del
analisis, permitiendo detectar efectos tanto positivos como negativos sobre la

replicacion viral '7°.

En conjunto, esta metodologia ofrece mayor resolucién funcional que los CRISPR
screens tradicionales y permite analizar etapas avanzadas del ciclo infeccioso que
suelen quedar subrepresentadas en los enfoques basados en viabilidad celular.
Ademas, al acoplar la edicidon génica a la dinamica replicativa del virus, amplia el
espectro de factores identificables en las interacciones virus—hospedero y abre nuevas

posibilidades para el disefio racional de estrategias antivirales.

Alfavirus como plataforma de expresion de secuencias heterdlogas.
Dentro de los virus ARN, los alfavirus ofrecen caracteristicas particularmente atractivas
para la expresion de genes o ARN de forma heterdloga. Como se describio
anteriormente (en la introduccion del capitulo 2, Fig. 2.2 y Fig. 2.3), el genoma de
+ssRNA de alfavirus esta organizado en dos ORF funcionales: una regiébn no
estructural traducida directamente a partir del genoma, y una region estructural cuya
expresion depende de la sintesis de un ARN subgendémico transcrito desde un

promotor interno, denominado promotor subgendémico.

Este sistema, de expresion de ARN subgendémicos, ha sido ampliamente explotado
para la expresion de genes heterdlogos en clones infecciosos recombinantes,
incluyendo proteinas fluorescentes, enzimas reporteras como la nano luciferasa (Nluc)
o también para la expresion de ARNs pequefios como miRNA a partir de la
incorporacién de un locus pri-miR (Fig. 3.3) '>'"®_ En este contexto, la introduccion de
un segundo promotor subgendémico permite la expresiéon de secuencias heterélogas
sin comprometer necesariamente la replicacién viral. Dado que la transcripcion del
ARN subgendémico depende estrictamente del complejo de replicacién viral, se
asegura de que la expresion de secuencias heterdlogas ocurra Unicamente en células

donde el virus se esta replicando activamente.
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Figura 3.3 Genoma de alfavirus con doble promotor subgenémico doble para la
expresion de genes heterdlogos. Clones infecciosos de alfavirus que contienen tanto la
magquinaria de replicacidon como las proteinas estructurales (se muestran como NS y E
respectivamente). Los genes heterdlogos (FG, del inglés foreign gene) se expresan mediante la
duplicacion del promotor subgendmico entre los ORF NS o E (panel A) o hacia el extremo 3’
(panel B). Las sefales de inicio de traduccion (AUG) y de terminacion (TRM) se indican
mediante triangulos abiertos y rombos sélidos, respectivamente. Adaptada de .

Origen del proyecto presentado en este capitulo y justificacion del
uso de MAYV como vector de sgRNAs.

Por lo explicado en el apartado anterior, MAYV constituye un sistema adecuado para
evaluar experimentalmente la viabilidad de incorporar y expresar sgRNAs del sistema
CRISPR/Cas9 desde su genoma viral con el objetivo de inducir edicién génica en

células infectadas.

Esta linea de investigacion se origind en el marco de una propuesta colaborativa entre
el Laboratorio de Evolucion Experimental de Virus del Institut Pasteur de Montevideo y
el laboratorio Stern-Ginossar del Weizmann Institute of Science (Israel), pionero en el
desarrollo de sistemas virales para la expresién de sgRNAs en el contexto de
cribados funcionales utilizando al HCMV como modelo "°. El proyecto, seleccionado
para su financiamiento, tuvo como objetivo integrar la experiencia del grupo israeli en
CRISPR screens acoplados a infeccién viral, con la trayectoria de nuestro laboratorio

en virologia molecular y en el desarrollo de clones infecciosos de MAYV.

El plan experimental contemplaba una primera etapa a desarrollarse en Montevideo,
centrada en el disefio y desarrollo de clones infecciosos de MAYV capaces de
expresar sgRNAs funcionales, seguida de una segunda fase experimental en el
Weizmann Institute orientada a optimizar el sistema y avanzar hacia la implementacion
de un CRISPR screen acoplado a la replicacion viral, aprovechando la infraestructura y

experiencia del laboratorio anfitrion en este tipo de abordajes.

Sin embargo, debido al contexto geopolitico internacional y al conflicto armado en

curso en la regién, esta segunda etapa prevista en Israel no pudo concretarse en los
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plazos originalmente establecidos. A pesar de ello, el proyecto continué en
Montevideo, donde se desarrollaron las primeras pruebas de concepto destinadas a
evaluar la viabilidad técnica de expresar sgRNAs desde el genoma de MAYYV, analizar
su estabilidad durante la replicacion viral y determinar su capacidad para inducir

edicién génica en células que expresan Cas9 de manera constitutiva.
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Hipotesis

Planteamos que es posible modificar el genoma de MAYV para expresar ARN guia
(sgRNA) funcionales a partir del promotor subgendémico, de modo que tras la infeccién
en células que expresan Cas9, estas variantes sean capaces de inducir edicién génica
especifica, permitiendo evaluar la funcionalidad de los sgRNA en el contexto de una
infeccion activa. La validacion de este sistema estableceria a MAYV como una
plataforma viral innovadora para edicion génica dirigida, con potencial de aplicacion en
el estudio mecanistico de interacciones virus-hospedero y que podria ser adaptable a

otros alfavirus.

Objetivo general

Desarrollar variantes sintéticas de MAYV que expresen ARN guias del sistema
CRISPR/Cas9 y evaluar su capacidad para inducir edicién génica in vitro como prueba
de concepto para el estudio de factores del hospedero que modulan la replicaciéon

viral.

Objetivos especificos

1- Disefar in silico clones infecciosos de MAYV que codifiquen ARN guias (sgRNAs)
del sistema CRISPR/Cas9.

2- Generar clones infecciosos codificantes para sgRNAs mediante herramientas de

biologia molecular.

3- Evaluar la viabilidad viral y la estabilidad del inserto de sgRNA en el genoma de
MAYV.

4- Determinar la funcionalidad del sistema evaluando la capacidad de los virus
recombinantes para expresar sgRNAs e inducir edicién génica especifica en células

que expresan Cas9.
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Materiales y Métodos

Células

La linea celular A549 con expresion constitutiva de Cas9 (Strepfococcus pyogenes
Cas9) fue proporcionada gentiimente por el Dr. Benjamin tenOever (New York
University, USA). Se utilizaron ademas las lineas A549 (carcinoma pulmonar humano,
ATCC CCL-185) y Vero (rindn de mono verde africano, ATCC CCL-81) en las

condiciones de cultivo descritas en el capitulo 2, seccion materiales y métodos.

Generacion de clones infecciosos

La generacion del clon infeccioso MAYV_sgRNA2 miR se realiz6 mediante la
clonacion de un inserto de ADN sintético de 351 pb (gBlock™, Integrated DNA
Technologies, USA) que abarca desde el extremo 5 del promotor subgenémico (SGP)
hasta el final 3' de la secuencia del mmu-miR-124-2 (chromosome 3 [chr3]:
17,795,418-17,796,022) (Fig. 3.4). La clonacién se llevdo a cabo mediante el kit
In-Fusion® HD EcoDry™ Cloning (Takara Bio, USA). Para ello, tanto el inserto como el
clon infeccioso de MAYV WT (backbone) se amplificaron por PCR en tiempo final
utilizando cebadores con extremos 5 y 3’ con 20 pb de homologia, permitiendo la
ligacién entre el inserto y el vector mediante el kit /n-Fusion® HD EcoDry™ Cloning
(Fig. 3.4).
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Figura 3.4: Generacién de MAYV_sgRNA2_miR por el sistema de clonado In-Fusion. A)
estructura del gBlock conteniendo las secuencias de interés: 1er SGP, 1er promotor
subgendmico; rs, sitio de corte de restriccion; sgRNA2; sgRNA contra el gen ZC3HAV1
codificante para ZAP; miR124, pri mmu-miR-124-2 B) El inserto (gBlock) fue amplificado
mediante PCR utilizando cebadores disefiados para incorporar extremos solapantes
complementarios a MAYV WT. El backbone de MAYV WT fue linealizado por PCR. Ambos
fragmentos fueron ligados mediante la estrategia de clonacidn sin restriccion In-Fusion, y el
producto resultante fue transformado en bacterias E. coli TURBO quimiocompetentes para la
obtencién del constructo MAYV sgRNA2_miR.

La PCR del inserto de 351 pb (vol. final 50 uL) contuvo 2 ng de ADN molde, 25 uL
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase Master Mix (NEB, USA), 2.5 yL (10 uM) de los
cebadores Fragment for y Fragment rev y agua libre de nucleasas. La PCR del
backbone ( vol. final 50 yL) contuvo 22 ng del clon infeccioso MAYV WT, 25 uL del
Master Mix Platinum™ SuperFi™ PCR (Invitrogen, USA) y 2.5 yL (10 uM) de los

cebadores Vector_for y Vector _rev (tabla $3.1).

Los amplicones obtenidos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 %
p/v en TAE 1X, tefidos con SYBR® Safe (Invitrogen, USA), utilizando como referencia
el marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA). Los
productos de PCR fueron purificados a partir de geles de agarosa utilizando los kits
Zymoclean Gel DNA Recovery para el inserto y Zymoclean Large Fragment DNA

Recovery para el vector (Zymo Research, USA).

La reaccion de In-Fusion Cloning (vol. final 10 pL) se realizé siguiendo las indicaciones
del fabricante, conteniendo 2 ng de inserto y 75 ng del vector, a una relacion molar
inserto:vector de 1.5:1, en agua libre de nucleasas. El producto de reaccion se utilizé

para transformar bacterias quimiocompetentes E. coli Turbo (NEB®, USA) mediante
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choque térmico. Las células se recuperaron en medio SOC y se sembraron en placas

de LB-agar suplementadas con ampicilina (100 ug/mL), incubandose a 37 °C O/N.

El clon infeccioso MAYV_sgRNA2_HDV se generé reemplazando la secuencia del
mmu-miR-124-2 en el constructo MAYV_sgRNA2_miR por la secuencia codificante de
la ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV). Esto se realiz6 mediante la clonacion
direccional de un producto de PCR de fusién (2746 pb), utilizando las enzimas de
restriccion Ascl y BsiWI-HF® (NEB) (Fig. 3.5). La PCR de fusion se realizo a partir de
dos productos solapantes (PCR 1 de 103 pb y PCR 2 de 2658 pb). Para la PCR 1 se
emplearon los cebadores For_fusionHDV y Rev_fusionHDV, y para la PCR 2, los
cebadores For_restofusion y Rev_restofusion (tabla $3.1, informacion suplementaria).
En cada PCR (vol. final 25 L), se utilizé la enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
Master Mix (New England Biolabs, MA, USA), 1,25 uL de los cebadores (10 uM), 5 ng
de ADN (clon infeccioso MAYV WT) y agua libre de nucleasas. Los amplicones
obtenidos fueron purificados desde el gel de agarosa con el kit PureLink™ Quick Gel
Extraction Kit (ThermoFisher, USA). La PCR de fusién (vol. final 25 pL) se realizé con
la enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase Master Mix, 1,25 yL del cebador
For_fusionHDV (10 uM), 1,25 pL del cebador reverso Rev_restofusion (10 uM), 5 ng
de la PCR 1 y 133 ng de la PCR 2. Los amplicones fueron purificados con el
PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (ThermoFisher, USA) y secuenciados por ONT.
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Figura 3.5: Generacién de MAYV sgRNA2_HDV por PCR de fusién y clonacién
direccional en el backbone de MAYV sgRNA2_miR. A) Representacion esquematica de las
PCRs realizadas para generar el inserto a clonar (PCR fusién). B) La PCR de fusion mostrada
en A. y el constructo MAYV sgRNA2_miR fueron digeridos con las enzimas de restriccion Ascl
y BsiWI y posteriormente ligados con una enzima T4 ligasa para la obtencion del constructo
MAYV sgRNA2_HDV.

A continuacion, el clon infeccioso MAYV_sgRNA2_miR y el amplicon de 2746 pb
fueron digeridos con las enzimas Ascl y BsiWI-HF® por separado en 50 pl finales de
reaccién por 1 hora a 37°C. Los mismos fueron purificados y concentrados con el Kit
DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del
fabricante, y posteriormente ligados con la enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen) a 16 °C
durante toda la noche (O/N), seguido de una inactivacion de la enzima por 15 minutos
a 65 °C. Bacterias NEB® Turbo Competent E. coli (New England Biolabs, USA) se
transformaron con el producto de ligacién mediante choque térmico siguiendo las

instrucciones del fabricante. Las bacterias se recuperaron en medio SOC y se
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sembraron en placas de LB-agar suplementadas con ampicilina (100 pg/mL),
incubandose a 37 °C O/N.

Secuenciacion de clones infecciosos

Se seleccionaron al menos cuatro colonias por placa de LB agar conteniendo las
bacterias  transformadas  con los constructos MAYV_sgRNAZ2 miR o
MAYV_sgRNA2_ HDV, y se procedio con la extraccién de los plasmidos utilizando el kit
Zyppy Plasmid Miniprep (Zymo Research, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La secuencia consenso de ambos constructos fue verificada mediante
secuenciacion con Oxford Nanopore a través del servicio CiveTerus ofrecido por el

CiVE en el Institut Pasteur de Montevideo.

Generacion de stocks virales

Con el fin de generar la progenie viral inicial (p0) a partir de los clones infecciosos
MAYV WT, MAYV_sgRNA2 miR y MAYV_sgRNA2 HDV, los mismos fueron
transfectados en células Vero en placas de 6 pocillos con Lipofectamine™ 3000
Transfection Reagent (Invitrogen, USA), siguiendo las especificaciones del fabricante.
48 horas post-transfeccion, se continué con el protocolo descrito bajo el apartado

“Generacion de stocks virales” del capitulo 2, seccién materiales y métodos.

Cinética de replicacion viral

Para evaluar la cinética de replicaciéon viral de las variantes MAYV sgRNA2_miR y
MAYV sgRNA2_HDV en células A549 y A549-Cas9, las mismas fueron infectadas con
estos virus y el virus MAYV WT a modo de control. En el caso de MAYV sgRNA2_ miR,
las infecciones se realizaron a multiplicidades de infeccién (MOI) de 0,0001; 0,1; 1y 3,
mientras que para MAYV sgRNA2 HDV se utilizaron MOls de 0,1; 1y 3. Alas 8, 12,
24, 48 y 72 HPI se recogieron 150 yL de sobrenadante del medio de cultivo para
estudiar la cinética de replicacion y realizar la extraccion de ARN viral. A las 24 y 48
HPI se recogieron también los pellets celulares para analizar la expresion de la
proteina ZAP por WB y para la extraccion de ARN viral y ADN celular. EI ARN extraido
de ambas fracciones se utilizé para analizar la estabilidad del inserto conteniendo el
sgRNA en los genomas virales de los virus sintéticos. EI ADN celular se utilizé para

analizar la presencia de indels en el sitio blanco del sgRNAZ2.
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Evaluacion de la estabilidad gendmica del inserto en los virus
sintéticos MAYV sgRNA2_miR y MAYV sgRNA2_HDV

Para evaluar la estabilidad gendmica del inserto en los virus MAYV sgRNA2_miR y
MAYV sgRNA2_HDV, se extrajo ARN total a partir de 100 yL de medio de cultivo
celular (fraccion extracelular), como a partir de células A549-Cas9 (fraccion
intracelular), a distintas HPI con el kit QlAamp Viral RNA Mini (Qiagen, USA),
siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ARN extraido (0,3 ug) fue retrotranscrito
con el master mix LunaScript™ RT SuperMix (2 pyL, NEB, USA) y agua libre de
nucleasas (vol. final 10 yL). EI ADNc fue amplificado por PCR (vol. final 25 uL) con los
cebadores For_checkinsKO820 y Rev_checkinsKO820 (1,25 pL, 10 uM) detallados en
la tabla S3.1 (informacién suplementaria). Se utilizé el master mix Q5® High-Fidelity
DNA Polymerase (12,5 uyL, NEB, USA). Los amplicones se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1%, junto con amplicones obtenidos a partir del
clon infeccioso MAYV WT utilizando los mismos cebadores, con el fin de comparar los
tamanos de los fragmentos obtenidos. De acuerdo con el disefio de los constructos, se
espera un amplicon de 820 pb para MAYV_sgRNA2 miR, de 697 pb para
MAYV_sgRNA2_HDV y de 468 pb para el clon infeccioso MAYV WT.

De manera complementaria, los amplicones fueron analizados mediante

secuenciacion masiva en la plataforma Oxford Nanopore Technologies (ONT).

En el caso de MAYV_sgRNA2 miR, se secuenciaron los amplicones de 820 pb
obtenidos a MOI 1y 3, a las 24 y 48 HPI. Para MAYV_sgRNA2_HDV, se analizaron los

amplicones de 697 pb correspondientes a MOI 0,1; 1y 3, en las mismas HPI.

Los amplicones fueron purificados con perlas magnéticas AMPure XP (0,6X, Beckman
Coulter, USA) y cuantificados mediante un método fluorimétrico con el kit Qubit dsDNA
High Sensitivity (ThermoFisher, USA). Las bibliotecas de secuenciacion se prepararon
utilizando el kit Rapid Barcoding SQK-RBK110.96 (ONT), siguiendo un protocolo
optimizado basado en Freed y Silander . Para cada preparacion se emplearon entre
50 y 100 ng de ADN. Las bibliotecas se cargaron (20 fmol) en una flow cell
FLO-FLG001 R9.4.1 y se secuenciaron en un equipo GridlON X5 durante
aproximadamente 12 horas. El basecalling y la demultiplexacién se realizaron con
Guppy v6.3.9 en modo de super alta precision, y los genomas consenso se generaron

mediante el flujo de trabajo Epi2Me utilizando los parametros predeterminados.
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Cuantificacion relativa del micro-RNA 124 (miR-124) maduro
mediante stem-loop RT-gPCR

La extraccion de ARN de células A549-Cas9 infectadas con el virus MAYV
sgRNA2_miR (MOI=3) a las 24 y 48 HPI, asi como de células no infectadas (mock), se
realizd con el kit Zymo RNA Clean & Concentrator (Zymo Research, USA). Este kit
permite separar los fragmentos de ARN menores a 200 nt de los mayores a 200 nt,
recuperando miRNA maduros de 20 nt en la fraccidon de menor tamafno. Se cuantifico
el ARN total de todas las muestras de manera estandar mediante absorbancia a 260
nm por NanoDrop. La sintesis de ADNc se realizé a partir de 0,1 ug de ARN total con
la enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se emplearon cebadores especificos de stem-loop para el
miR124 y el control endégeno miR423-5p. La cuantificacion relativa del mir124 se llevé
a cabo mediante qPCR utilizando el kit TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix
(Invitrogen, USA) con los cebadores y sondas del TagMan Assay 5X siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el
método comparativo del Cq (AACq), donde se normalizd la expresion del miRNA

miR124 con el control enddégeno miR423-5p.

Eficiencia de edicion génica en células infectadas con MAYV
sgRNA2_miR y MAYV sgRNA2_HDV

El analisis de la eficiencia de edicién génica en el gen de ZAP se realizé en células
A549-Cas9 infectadas con los virus MAYV_sgRNA2 miR (MOI=0,1 y MOI=1) o
MAYV_sgRNA2_HDV (MOI=1 y MOI=3). A partir de ARN extraido mediante el kit
RNAeasy Mini (QIAgen), se llevd a cabo una PCR utilizando los cebadores
For sgRNA2 y Rev_sgRNA2, detallada en materiales y métodos del capitulo 2,
obteniéndose un amplicén de 566 pb flanqueante a la region blanco del sgRNA2 en el
gen codificante para ZAP. Los amplicones obtenidos se purificaron con el kit PureLink

PCR Purification (ThermoFisher, USA) y se cuantificaron por nanodrop.
A continuacién, se emplearon dos tipos de analisis para cuantificar la eficiencia de
edicion geénica:

1) Secuenciacion por Sanger y analisis mediante ICE

Para el analisis inicial de indels, los amplicones de 566 pb se secuenciaron por Sanger
(Macrogen Inc., Seul, Corea del Sur), empleando el cebador For_sgRNA2. Los
cromatogramas obtenidos fueron analizados utilizando la herramienta en linea ICE
(Synthego, USA).

2) Secuenciacion masiva por lllumina y analisis mediante CRISPResso2
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Para aumentar la sensibilidad y resolucién en la deteccion de eventos de edicion, los
amplicones de 566 pb previamente purificados fueron utilizados para la generacion de
librerias compatibles con secuenciacion lllumina. Para ello, los amplicones fueron
fragmentados para la construccion de librerias y posteriormente secuenciados en la
plataforma NovaSeq X Plus en modalidad paired-end 150 pb (PE150). Tanto la
fragmentacién como la construccion de librerias y secuenciacion fueron llevadas a

cabo por la empresa Haplox GeneTech Limited (Hong Kong).

La cuantificacion de edicion se realizdo con el software en linea CRISPRess02'"®
utilizando una secuencia de referencia definida como un fragmento de 150 pb interno
al amplicon de 566 pb, que contiene el sitio blanco del sgRNA2 (detallado en
materiales y métodos del capitulo 2). El fragmento de referencia de 150 pb empleado
para el alineamiento fue: “5’ -
gttataagggagagggtcggcagcagatttgtaaccagcagccaccgtgticaagactccacatctgtgaccacttcacc

cgagggaactgtcgttttcccaactgcctccggtcccataacctgatggacagaaaggtgetggeca -3,

Dado que las librerias fueron generadas a partir de un amplicon de 566 pb que sufrié
un proceso de fragmentacion para la construccién de librerias de 150 pb, Unicamente
las lecturas que abarcan completamente la region de referencia de 150 pb pudieron

alinearse al amplicén definido en CRISPResso02.

La eficiencia de edicion se calculdé como el porcentaje de lecturas alineadas
clasificadas como modificadas dentro de la ventana de cuantificacion. Ademas, las
métricas completas de analisis de control de calidad de la secuenciacion (reporte QC)

para todas las muestras analizadas se presentan en la tabla S3.3.

Western blot para ZAP y Cas9 en células A549-Cas9

Se realizé una preparacion de lisados celulares para electroforesis desnaturalizante
SDS-PAGE y western blotting para el analisis de la expresién de ZAP en células A549
y A549-Cas9 infectadas con MAYV sgRNA2_miR o MAYV sgRNA2_HDV segun el
procedimiento detallado en el capitulo 2, seccion materiales y métodos. Se utilizé el
anticuerpo primario anti-spCas9 a una dilucién de 1:2000 (7A9-3A3, Abcam, USA),

como control en células A549-Cas9.
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Resultados

Disefio in silico de clones infecciosos codificantes para ARN guias.

Con el objetivo de desarrollar clones infecciosos de MAYV que codifiquen un sgRNA
del sistema CRISPR/Cas9, se realizé el disefo in silico utilizando SnapGene®, basado
en la recodificacion del clon MAYV WT. Se generaron dos construcciones,
MAYV_sgRNA2_miR y MAYV_sgRNA2_HDV. La figura 3.6A muestra los elementos
incorporados y su ubicacion en el genoma, mientras que la figura 3.6B esquematiza el

procesamiento y la expresion del sgRNA durante la replicacion viral.

Estos virus seran evaluados en células A549-Cas9 (que expresan constitutivamente la
nucleasa Cas9 de Streptococcus pyogenes), donde Cas9, guiada por el sgRNA

producido desde el genoma viral, se espera que genere indels en su sitio blanco.

Se selecciond el sgRNA2 dirigido contra ZAP, previamente validado en células A549
(ver capitulo 2), donde mostro alta eficiencia de edicion (~80%). La insercién se realizd
downstream de los genes no estructurales y del primer promotor subgenomico (1er
SGP), con el objetivo de minimizar interferencias con procesos esenciales como la

replicacion y el ensamblaje, en concordancia con reportes previos en alfavirus. 7718

Con el fin de facilitar la clonacion de otros sgRNAs o la generacién de una biblioteca
de clones infecciosos, se afadieron sitios de restriccion Pacl (5’) y Ascl (3’)
flanqueando el sgRNA2. Para asegurar el procesamiento adecuado del sgRNA y su
interaccion funcional con Cas9, se incorporaron dos estrategias alternativas. Por un
lado, utilizé un pri-miRNA mmu-miR-124-2, generando el clon MAYV_sgRNA2_miR.
Por otro lado, se utilizé una ribozima del virus de hepatitis delta (HDV), dando lugar al
clon MAYV_sgRNA2_HDV. Ambas estrategias han sido utilizadas previamente en
sistemas virales (alfavirus y otros virus ARN) como herramientas para el
procesamiento preciso del ARN. '""'178181 F| miR-124 es especifico de células
neuronales, por lo que no se espera su expresion en A549-Cas9. Ademas, el
pri-miR-124-2 ha sido incorporado previamente en el genoma de SINV, un alfavirus
similar a MAYV, demostrando su procesamiento citoplasmatico y su viabilidad en

alfavirus recombinantes. 78

Finalmente, se incorpordé un segundo promotor subgenémico duplicado (2do SGP),
downstream del cassette que contiene el sgRNA, seguido de los genes estructurales,
para permitir la expresién de un ARN subgendmico intacto necesario para la

produccion de las proteinas estructurales (Fig.3.6).

121



Capitulo 3

A e\

promote’

1 SGP 2¢ SGP
g ORF r RNA oV r oRF 3
Clones proteinas ns S8 proteinas s
infecciosos . AAAA
MAYV Cap rs rs

transfeccion

3
B. *‘ infeccién l
\
5

Citoplasma
ORF ’ miR o ’ ORF 3
proteinas ns SgRNA HDV proteinas s VYA

> Replicacién genoma

Traduccién
proteinas ns

. » Transcripcion ARN subgenémicos

1" SGP

compiodeg ===t
sgRNA HDV

replicacién proteinas s AAAA

/ 2% SGP Q
-/jL |—> ORF Traduccién
proteinas s proteinas s
W

AAAA

Cas9

Figura 3.6: Representacion esquematica del disefo in silico de clones infecciosos
MAYV_sgRNA2_miR y MAYV_sgRNA2_HDV y procesamiento intracelular hipotético. Se
recodificd el genoma de MAYV WT para generar dos clones infecciosos: MAYV_sgRNA2 miRy
MAYV_sgRNA2 HDV, para expresar un ARN guia en células infectadas A549-Cas9. CMV,
promotor citomegalovirus; ORF ns y ORF s, marco abierto de lectura para proteinas no
estructurales y estructurales respectivamente; rs, sitio de corte con enzimas de restriccion;
sgRNA, single-guided RNA; miR, ARN primario largo; HDV, secuencia de ribozima del virus de
hepatitis delta; SGP, promotor subgendmico.

Generacion de clones infecciosos de MAYV codificantes para un
sgRNA contra el gen ZC3HAV1.

Se generaron los clones infecciosos recombinantes MAYV_sgRNA2 miR vy
MAYV_sgRNA2_HDV  mediante técnicas de biologia  molecular. Para
MAYV_sgRNA2_miR, se amplific6 un fragmento sintético (gBlock™) junto con el
backbone del clon MAYV WT, los cuales fueron ensamblados mediante In-Fusion. La
optimizacion de las PCRs y el analisis de los amplicones se muestran en la figura
S3.1. Tras la transformacion en E. coli, se seleccionaron colonias, se realizdé la
extraccion de plasmidos (miniprep) y se confirmé la correcta construccion y ausencia

de mutaciones mediante secuenciacion por ONT.

A partir de este constructo, se generé MAYV_sgRNA2_ HDV mediante el reemplazo del
pri-miRNA mmu-miR-124-2 por la ribozima HDV, utilizando una estrategia de PCR de

fusion seguida de digestion y ligacion. La optimizacién de la PCR de fusion y el
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analisis en gel se muestran en la figura S$3.2. El producto fue transformado en
bacterias, y los plasmidos obtenidos fueron validados por secuenciacion, confirmando

la correcta construccion del clon.

Obtencion de stock virales (P2) a partir de los clones infecciosos
desarrollados.

Para producir stocks virales de MAYV_sgRNA2 miR y MAYV_sgRNA2_HDV, se
transfectaron los clones infecciosos en células Vero, junto con el clon WT como control
(Fig. 3.7A). A las 48 h post-transfeccion se observo efecto citopatico en los tres virus
(Fig. 3.7B), confirmando la produccion de particulas infectivas y la viabilidad de los

clones.

El sobrenadante obtenido (P0) se utilizd para realizar dos pasajes en células Vero,
generando la progenie P2 (stock viral). Los titulos virales, determinados por ensayo de

placa, fueron comparables entre ambos virus, en el rango de 10*’—10"® PFU/mL.
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Figura 3.7: Efecto citopatico en células Vero-E6 transfectadas con distintos clones
infecciosos de MAYV. Las células fueron transfectadas con los clones infecciosos de MAYV
(clon WT, MAYV_sgRNA2_miR y MAYV_sgRNA2_HDV) utilizando el reactivo Lipofectamine™
3000 (Invitrogen, USA), segun las indicaciones del fabricante. A las 48 horas post-transfeccion,
se evidencid un efecto citopatico caracteristico, donde se recolectd la progenie viral
correspondiente al pasaje 0 (P0). Como control negativo (Mock), se incluyeron células tratadas
unicamente con el reactivo de transfeccion, sin adicion de ADN.

Para confirmar Ila presencia del inserto en MAYV_sgRNA2 miR vy
MAYV_sgRNA2_HDV en las progenies PO y P2, se realiz6 una RT-PCR utilizando
cebadores flanqueantes al inserto (Fig. 3.8A). Esta estrategia permitié diferenciar los
genomas segun el tamafio del amplicon: 468 pb para MAYV WT, 820 pb para
MAYV_sgRNA2_miR y 697 pb para MAYV_sgRNA2_HDV (Fig. 3.8B). En conjunto,
estos resultados, junto con los de la figura 3.7, confirman la viabilidad de los virus
sintéticos y sugieren estabilidad del inserto durante la produccién de stocks virales.
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Figura 3.8. Analisis de la estabilidad del inserto en MAYV_sgRNA2 miR vy
MAYV_sgRNA2_HDV durante pasajes seriados (P0-P2) mediante RT-PCR. A) Esquema de
la regién amplificada. Tamafos esperados: 468 pb (WT), 820 pb (MAYV_sgRNA2 miR) y 697
pb (MAYV_sgRNA2_HDV). B) Gel de agarosa al 1% de los productos de RT-PCR a partir de
ARN viral de PO y P2. MpM: marcador Invitrogen 1 kb Plus DNA Ladder. La linea azul indica los
tamanos esperados.

Caracterizacion funcional de los virus desarrollados para dirigir la
edicion génica mediante CRISPR/Cas9 en células infectadas.

Para evaluar la funcionalidad del sgRNA2 codificado en el genoma viral, se realizaron

tres tipos de analisis presentados a continuacion:

1- Analisis de cinética de replicacion en células A549-Cas9.

Se espera que la infeccion con MAYV_sgRNA2_miR o MAYV_sgRNA2_HDV genere
mutaciones en ZAP y reduzca su expresion, favoreciendo la replicaciéon viral. Para
evaluar este efecto, se comparé la cinética de replicacion de los virus desarrollados
con MAYV WT en células A549 y A549-Cas9.

MAYV sgRNA2_miR:
Para MAYV_sgRNA2 miR, a MOI bajas (1x10™* y 0.1), se observé una atenuacion

significativa respecto al WT (Fig. 3.9). A MOI = 1x10™, esta atenuacion fue mayor en

presencia de Cas9, mientras que a MOI = 0.1, el virus alcanzo titulos comparables al
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WT a las 48 HPI en ambas condiciones, indicando que este efecto no se asocia al
silenciamiento de ZAP.

A MOI altas (1 y 3; Fig. 3.10), MAYV_sgRNA2_miR continué atenuado en células
A549. Sin embargo, en A549-Cas9 su replicacion fue comparable o superior al WT,

con mayores titulos a las 48 HPI.
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Figura 3.9: Cinética de replicacion viral a baja MOl muestra un fenotipo atenuado de
MAYV_sgRNA2_miR en células A549 y A549-Cas9 respecto a MAYV WT. Células A549 y
A549-Cas9 fueron infectadas con MAYV WT o MAYV_sgRNA2_miR a MOI = 1x10™* (A) y 0.01
(B). Los titulos virales (PFU/mL) se determinaron entre 8—72 HPI mediante plaque assay en
células Vero. Datos expresados como media + error estandar (n=3). *P <0.05, **P <0.01,
***P <0.001 (two-way ANOVA, post-test Sidak).
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Figura 3.10: Cinética de replicacion viral de MAYV_sgRNA2_miR a alta MOLI. Células A549
y A549-Cas9 fueron infectadas con MAYV WT o MAYV_sgRNA2_miR a MOI =1 (A) y 3 (B).
Los titulos virales (PFU/mL) se determinaron entre 8—72 HPI. Datos expresados como media +
error estandar (n=3). *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, ****P <0.0001 (two-way ANOVA,

post-test Sidak).

Como control, se evalud la estabilidad del inserto mediante RT-PCR (segun Fig. 3.8A).
A MOI = 1x10™ (Fig. 3.11A), el inserto se mantuvo estable en la fraccion extracelular
hasta 72 HPI, mientras que en la fraccién intracelular se detectaron amplicones
heterogéneos de menor tamafo, sugiriendo genomas defectivos, lo que podria

explicar la atenuacién observada en la figura 3.9A.

A MOI = 0.1, 1 y 3 (Fig. 3.11B), el inserto se mantuvo mayoritariamente estable en la
fraccion extracelular, aunque a 48 HPI se detectd6 una banda de menor tamafio

compatible con pérdida parcial del inserto. Este patron también se observd en la

fraccion intracelular desde 24 HPI.
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Figura 3.11: Estabilidad del inserto en MAYV_sgRNA2_miR a lo largo del tiempo.

Células A549 y A549-Cas9 fueron infectadas a MOI = 1x10™* (A) y 0.1, 1 y 3 (B). Se extrajo
ARN de fracciones extracelular e intracelular a distintos tiempos postinfeccion (8D: 8 dias) y se
analizaron los amplicones por RT-PCR en gel de agarosa al 1%. M: mock; WT: MAYV WT. Los
asteriscos rojos indican amplicones de menor tamafio.

Los amplicones correspondientes a MOI = 3 (24 y 48 HPI) fueron analizados por
secuenciaciéon masiva (ONT) (Fig. 3.12). En la fraccién intracelular se observé una
disminucion de cobertura hacia el extremo 3'y deleciones en la regiéon del miRNA,
consistentes con los amplicones truncados (Fig. 3.11B). En contraste, la fraccion
extracelular mostré perfiles homogéneos sin deleciones, indicando predominio de
genomas completos, aunque con menor profundidad a 48 HPI. Los valores de

cobertura se detallan en la tabla $3.2 (informacion suplementaria).
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Figura 3.12. Perfiles de cobertura de amplicones de MAYV_sgRNA2_miR obtenidos por
secuenciacion ONT. El panel superior corresponde a ARN intracelular y el inferior a ARN

extracelular. Se analizaron muestras a MOI = 3, a 24 HPI (24hpi_3 bc28 y bc25) y 48 HPI
(48hpi_3 bc26 y bc24). Los datos de cobertura se detallan en la tabla S3.2.
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MAYV sgRNA2 HDV:
La cinética de replicacion para MAYV_sgRNA2 HDV se evalué en células A549 y

A549-Cas9 a MOI 0.1, 1y 3. Este virus mostré una atenuacion significativa respecto al
WT entre 12 y 24 HPI en ambas lineas celulares (Fig. 3.13), independientemente de
Cas9. A las 48 HPI, ambos virus alcanzaron titulos comparables, lo que sugiere que la

recuperacion no se asocia al silenciamiento de ZAP.

A549 A549-Cas9
108..
‘_-lE__' 107-
= 64
MO 5 1°5
0.1 & 107
2104 /,
103 /
102 —— : .
8 1624 48 72
HPI
108, 108,
7 107 ,;\:. = 107 .
E — =
MOl ?- 106 E 106
1 = = 5
3 105 / 310
T 104 [/ 104
‘
103 T T T T 1 103 T T T 1
8 1624 48 72 8 1624 48 72
HPI HPI
108, 108,
g 107 g 107
MOI 2 108 2 10°
3 % %
= =] 5]
3 10 310/,
= 1044 = 104 .
103 103

81624 48 72
HPI

o WT @ MAYV_sgRNA2_HDV

Figura 3.13: Cinética de replicacion de MAYV_sgRNA2_HDV en células A549 y
A549-Cas9. Células A549 y AbB49-Cas9 fueron infectadas con MAYV WT o
MAYV_sgRNA2_HDV a MOI = 0.1, 1 y 3. Los titulos virales (PFU/mL) se determinaron entre
8-72 HPI mediante plaque assay en células Vero-E6. Datos expresados como media + error
estandar (n=3). *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001 (two-way ANOVA, post-test Sidak).
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La estabilidad del inserto se evalu6 mediante RT-PCR (Fig. 3.14), siguiendo el mismo
enfoque utilizado previamente para MAYV_sgRNA2_miR (mostrado en las Figs. 3.11y
3.12). En la fraccion extracelular se observé una banda predominante de menor
tamano al esperado (697 pb), mientras que en la fraccion intracelular se detectaron
dos bandas cercanas en tamano, posiblemente correspondientes a genomas con y sin

el inserto, aunque la sensibilidad de este analisis no permite confirmarlo.

MAYV sgRNA2 HDV

MOI=0.1,1, 3
A549-cas9
24 HPI 48 HPI
MOI= 0.1 1 3 01 1 3 M WT
1500 & - *
1000 % & T2

600 A~ L A . N
oS -— — — “ B B8 ' . ARN Extracelular

wsw ARN Intracelular

Figura 3.14: Estabilidad del inserto en MAYV_sgRNA2_HDV. Células A549 y A549-Cas9
fueron infectadas a MOI = 0.1, 1 y 3. Se extrajo ARN de fracciones extracelular e intracelular a
distintos tiempos postinfeccion y se analizaron los amplicones por RT-PCR en gel de agarosa al
1%. M: mock; WT: MAYV WT.

Posteriormente los amplicones fueron analizados por secuenciacion masiva ONT (Fig.
3.15). En la fraccion intracelular solo se obtuvieron lecturas para las MOl 1y 3 (24
HPI), mientras que en la fraccion extracelular se obtuvieron lecturas en todas las
condiciones excepto para MOI 3 (48 HPI). Los perfiles de cobertura mostraron una
disminucion en la region del inserto en la mayoria de las condiciones, indicando
deleciones frecuentes. Solo en MOI 3 a 24 HPI (24hpi_3_bc30) se detectaron lecturas
con cobertura en dicha regidén, aunque de baja abundancia, sugiriendo que s6lo una

fraccion minoritaria mantiene el inserto intacto.

Como control, se analizaron los amplicones de las progenies PO y P2. Mientras que en
PO se observé cobertura completa, en P2 se detectd una caida en la region del inserto,

aunque aproximadamente el 70% de las lecturas conservaron dicha regién, indicando
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una poblacion mixta (Fig. 3.15). En conjunto, estos resultados evidencian una baja
estabilidad del inserto en MAYV_sgRNA2_HDV.

Cabe sefialar que la profundidad de secuenciacién fue variable entre los distintos
amplicones, lo cual puede contribuir a las diferencias observadas en los perfiles de
cobertura. En la tabla S3.2 se detalla la cantidad de lecturas por posicion del amplicén

utilizados para la generacion de los graficos de cobertura.
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Figura 3.15. Perfiles de cobertura de amplicones de MAYV_sgRNA2_HDV obtenidos por
secuenciacion ONT. El panel superior corresponde a ARN intracelular (24 hpi MOI 1 y 3; bc29
y bc30), sin lecturas en otras condiciones. El panel inferior muestra ARN extracelular (24 hpi
MOI 0,1; 1; 3 y 48 hpi MOI 0,1; 1), sin lecturas a 48 hpi MOl 3 en A549-Cas9. Se incluyen
ademas amplicones de las progenies PO (bc37) y P2 (bc38). Los datos se detallan en la tabla
S3.2.
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2- Analisis de expresion de ZAP en células A549-Cas9.

Como segundo analisis de funcionalidad del sgRNA2 codificado en el genoma viral, se
analizé la expresion de ZAP por WB en células A549-Cas9 infectadas con
MAYV_sgRNA2_miR o MAYV_sgRNA2_HDV para evaluar su capacidad de silenciar
ZAP. Las células se infectaron con MAYV WT, MAYV_sgRNA2 miR o
MAYV_sgRNA2_HDV (MOI = 0,1; 1 y 3) y se recolectaron a las 24 y 48 HPI. Los
resultados mostraron que la expresion de la isoforma corta ZAPS fue menor en células
infectadas con ambos virus sintéticos en comparacion con el virus WT, de forma
consistente en todas las MOI y tiempos analizados. En contraste, no se observaron
diferencias significativas en la expresién de ZAPL bajo ninguna condicién evaluada
(Fig. 3.16 y 3.17).

En conjunto, estos resultados sugieren un efecto diferencial sobre las isoformas de
ZAP, aunque no permiten concluir de forma directa que el sgRNA2 inducido por los

virus recombinantes genere una inhibicion eficiente de la expresién de ZAP.
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Figura 3.16: Expresion de ZAP en células A549-Cas9 infectadas con MAYV_sgRNA2_miR.
Anadlisis por WB de ZAP. Se muestra WB para tubulina y Cas9 como control. Células
A549-Cas9 fueron infectadas con MAYV WT o MAYV_sgRNA2 miR a MOl = 0.1, 1y 3, o sin
infectar (M). Los pellets se recolectaron a los tiempos indicados (HPI). Datos expresados como
media + error estandar (n=2). Prueba t de Student vs. mock: ns, no significativo; *p < 0.05; **p <
0.01; **p < 0.001.
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Figura 3.17: Expresion de ZAP en células A549-Cas9 infectadas con
MAYV_sgRNA2_HDV. Analisis por WB de ZAP. Se muestra WB para tubulina y Cas9 como
control. Células A549-Cas9 fueron infectadas con MAYV WT o MAYV_sgRNA2_HDV a MOI =
0.1, 1y 3, o sin infectar (M). Los pellets se recolectaron a los tiempos indicados (HPI). n=1.

3- Eficiencia de edicion génica en células infectadas con MAYV_sgRNA2_miR
y MAYV_sgRNA2_ HDV.

Como tercer analisis, se evalud la eficiencia de edicion génica en células infectadas
mediante secuenciacion del locus blanco de ZAP (ZC3HAV1). Para ello, se extrajo
ADN gendmico de células infectadas con MAYV_sgRNA2 miR (MOI=0.1y 1; 24y 48
HPI) y MAYV_sgRNA2 HDV (MOI = 0.1y 3; 24 y 48 HPI), incluyendo células mock sin
infectar como control. Una regiéon flanqueante al sitio blanco del sgRNA2 fue
amplificada por PCR (produciendo un amplicon de 566 pb), purificada (Fig. S3.2A) y

analizada mediante dos estrategias de secuenciacion.

El andlisis por secuenciacion Sanger, junto con la deconvolucidon mediante ICE, no
evidencio indels detectables, obteniéndose secuencias que fueron indistinguibles de la
condicion mock (Fig. $3.2B), lo que indica ausencia de edicion detectable bajo estas
condiciones.

Para aumentar la sensibilidad, los amplicones se sometieron a secuenciacion masiva
por lllumina (PE150) y se analizaron con CRISPResso2. En todas las condiciones, la

gran mayoria de las lecturas correspondieron a secuencias no modificadas (>98%).
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Sin embargo, se observdé un aumento de la frecuencia de lecturas modificadas en

funcion de la MOI y del tiempo postinfeccion. Los valores maximos (indicados en rojo)
se observaron a las 48 HPI: 1,5% (738 lecturas) para MAYV_sgRNA2_HDV (MOI = 3)
y 1,3% (1080 lecturas) para MAYV_sgRNA2_miR (MOI = 1), mientras que el resto de

las condiciones mostré niveles bajos comparables al control mock (0,09%).

En conjunto, aunque la secuenciacion masiva por lllumina permitié detectar eventos de

edicién en condiciones de mayor MOI y tiempo, la baja frecuencia de estos (<1,5%)

sugiere que no se produjo una edicion génica robusta en el locus de ZAP tras la

infecciodn viral en las condiciones evaluadas.

Tabla 3.1 Frecuencia de ediciéon génica en el locus ZC3HAV1 luego de la infecciéon con
virus MAYV sintéticos. Resultado del analisis realizado con CRISPResso version: 2.3.3'"°

Virus MOI | HPI Lecturas Lecturas sin Lecturas
MAYV alineadas? modificaciones modificadas
(n) (n, %) (n, %)°

HDV 0.1 24 36.357 36.311(99,87%) 46 (0,1%)
HDV 0.1 48 19.392 19.279 (99,42%) 113 (0,6%)
HDV 3 24 34.555 34.333 (99,36%) 222 (0,7%)
HDV 3 48 49.910 49.172(98,52%) 738 (1,5%)
miR 0.1 24 82.060 82.021 (99,95%) 39 (0,05%)
miR 0.1 48 19.600 19.574(99,87%) 26 (0,13%)
miR 1 24 48.115 48.055 (99,88%) 60 (0,12%)
miR 1 48 84.653 83.573 (98,72%) 1080 (1,3%)
Mock — — 58.794 58.742 (99,91%) 51 (0,09%)

3total de lecturas alineadas a un amplicon de referencia de 150 pb conteniendo el sitio blanco
del sgRNA2. °Las lecturas modificadas incluyen inserciones y/o deleciones dentro de la
ventana de cuantificacion definida alrededor del sitio de corte.
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Expresion del miR-124 en células infectadas con MAYV
sgRNA2_miR.

El constructo MAYV_sgRNA2_miR incorpora el pri-miR-124-2 (208 nt), el cual se
procesa intracelularmente a través de la maquinaria endégena de la biogénesis de
mirRNAs para generar miR-124 maduro (~20 nt) y liberar el sgRNA2 en el extremo 5’
del ARN subgenomico (Fig. 3.18).

Con el objetivo de confirmar la produccidén de miR-124, se utiliz6 stem-loop RT-PCR,
una técnica especifica y sensible para detectar miARNs maduros de tamafio pequefio.
Células A549-Cas9 fueron infectadas (MOl = 3) y el ARN se extrajo a 24 y 48 HPI,
separandose en fracciones <200 nt y >200 nt. Se empleé miR-423-5p como control
enddgeno, considerando que miR-124 no se expresa en A549. Como se muestra en la
figura 3.18, la fraccion <200 nt presentd niveles detectables de miR-124 maduro a
ambos tiempos postinfeccién, lo que confirma el correcto procesamiento del

pri-miR-124-2 en células infectadas.

En conjunto, estos resultados demuestran que el sistema viral permite la expresion y

maduracion eficiente del miRNA exdgeno en el contexto de la infeccion.
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Figura 3.18: Cuantificacion relativa de miR-124 maduro en células A549-Cas9 infectadas
con MAYV sgRNA2_miR. Células A549-Cas9 fueron infectadas con MAYV sgRNA2_miR (MOI
= 3). EI ARN intracelular se extrajo a las 24 y 48 HPI y se fraccion6 en ARN de tamafio menor a
200 nt (grafico izquierdo) y mayor a 200 nt (grafico derecho). La cuantificacion relativa de
miR-124 maduro se realizé mediante stem-loop RT-PCR utilizando miR-423-5p como control
endogeno. Cada punto en los graficos representa una muestra bioldgica individual, por lo que
no se muestran barras de error ni test estadisticos.
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Discusion

En este capitulo se evalud la viabilidad de utilizar el virus MAYV, un alfavirus de
replicacion citoplasmatica eficiente, como plataforma viral para la expresion intracelular
de ARN guias (sgRNA) del sistema CRISPR/Cas9 durante una infeccion viral activa.
La hipotesis planteada proponia que la incorporacion de un sgRNA en el genoma de
MAYV permitiria inducir edicidon génica especifica en células que expresen Cas9 de
manera constitutiva, facilitando el estudio funcional de factores celulares relevantes en
la interaccion virus—hospedero. En este contexto, los resultados obtenidos constituyen
una prueba de concepto que demuestra que un alfavirus puede ser reprogramado para
expresar ARN pequefios funcionales en células infectadas, aunque también revelan

limitaciones importantes en términos de eficiencia de edicion génica.

Desde el punto de vista experimental, la generacion exitosa de dos clones infecciosos
sintéticos de MAYV: MAYV_sgRNA2 miR y MAYV_sgRNA2_ HDV, que incorporan en
su genoma un sgRNA dirigido contra ZAP, demuestra que el genoma de MAYV tolera
la insercion de secuencias exdgenas asociadas a la expresion de sgRNAs sin
comprometer de forma critica su infectividad. Este hallazgo es relevante, ya que
confirma la plasticidad del genoma alfaviral y su potencial como vector para

aplicaciones biotecnoldgicas mas alla de la expresion proteica convencional.

Sin embargo, los resultados también evidencian que la estrategia de procesamiento
del sgRNA es un determinante critico del sistema. Para el procesamiento del sgRNA
durante la replicacién viral se utilizaron dos estrategias distintas, un precursor de
microARN (pri-miR-124-2) y una ribozima autocatalitica del virus de la hepatitis delta
(HDV). En ambos casos se obtuvieron virus viables, capaces de producir stocks virales
con titulos comparables al virus WT, demostrando que el genoma de MAYYV tolera la
incorporacién de secuencias exdgenas asociadas a la expresiéon de ARN pequefios sin

comprometer completamente su viabilidad (Fig. 3.7).

Los estudios de cinética de replicacion revelaron diferencias claras entre ambos virus,
en términos de estabilidad gendmica del inserto y compatibilidad con la biologia viral.
El clon MAYV_sgRNA2_miR mostré mayor estabilidad del inserto, el cual se mantuvo
predominantemente en las particulas infectivas presentes en el medio celular, a pesar
de la aparicién de genomas defectivos en la fraccion intracelular, particularmente a
muy baja MOI (Fig. 3.11). Ademas, el pri-miR-124-2 incorporado en el genoma viral
fue correctamente procesado en células infectadas, generando miR-124 maduro (Fig.
3.16). Dado que este microARN no se expresa de forma basal en células A549, su

deteccion constituye una prueba funcional sélida de que MAYV puede actuar como
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plataforma para la expresién y procesamiento intracelular de ARN pequefios durante la
infeccion.

En contraste, MAYV_sgRNA2_HDV presentd una inestabilidad del inserto mucho
mayor, con pérdida frecuente de la secuencia correspondiente a la ribozima HDV en
los genomas virales de las particulas infectivas. Aunque se detectaron genomas con el
inserto intacto, estos representaron una fraccion minoritaria de la poblacion viral (Fig.
3.13 y Fig. 3.14). Estos resultados indican que, en las condiciones evaluadas, la
estrategia basada en ribozimas autocataliticas es menos compatible con la dinamica

replicativa de MAYV y se pierde rapidamente.

Desde el punto de vista funcional, la evaluacion de la eficiencia de edicién génica
mostré resultados consistentes entre ambas plataformas de secuenciacion. El analisis
mediante ICE-Sanger no detectd indels en el locus de ZAP (Fig. S3.2A). De forma
acorde, la secuenciacion masiva por lllumina permitié corroborar este resultado en la
mayoria de las muestras. No obstante, se llegd a evidenciar indels de muy baja
frecuencia (~1,5%) en condiciones de alta MOI y a las 48 HPI, hasta 738 lecturas
modificadas (1,5%) para MAYV_sgRNA2_HDV (MOI = 3, 48 HPI) y 1080 lecturas
modificadas (1,3%) para MAYV_sgRNA2_miR (MOI = 1, 48 HPI) (Tabla 3.1).

En conjunto, estos resultados indican que el sistema desarrollado puede generar
eventos detectables de edicion génica, pero a una frecuencia muy baja (<1,5%),
insuficiente para evidenciar una edicién robusta y especifica del locus de ZAP en
comparacion con el control. La ausencia de una reduccion clara y consistente de las
isoformas ZAPS y ZAPL respalda esta interpretacion. Dado que el sgRNA2 esta
diseflado contra todas las isoformas de ZAP, la disminucion observada
especificamente en ZAPS probablemente refleja un efecto indirecto asociado al
fenotipo atenuado de los virus desarrollados, mas que un silenciamiento especifico de

esta proteina.

Diversos factores biolégicos podrian estar contribuyendo a la baja eficiencia de edicién
observada. Dado que el sgRNA2 mostrdé ser muy eficiente en células A549 (>80%,
Fig. 2.13, Capitulo 2), sugiere que su incorporacién en el genoma viral podria no
favorecer una expresion o procesamiento adecuados. Por ejemplo, la expresion y
disponibilidad intracelular del sgRNA derivado del virus podrian no alcanzar niveles
suficientes o sostenidos para permitir una interaccion eficiente con Cas9 en el contexto
de una infeccion aguda. Ademas, el efecto citopatico marcado inducido por MAYV en
células A549 reduce la ventana temporal disponible para que se acumulen eventos de
edicién detectables luego de la infeccion, limitando la expansién de células

potencialmente editadas.
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En conjunto, estos hallazgos indican que, si bien MAYV puede ser utilizado como
vector para la expresion de ARN pequefos, su aplicacion como plataforma para
edicidon génica eficiente presenta limitaciones importantes en su configuracion actual
impuestas por la biologia de MAYV y el contexto celular. La identificacion de estas
limitaciones constituye un paso esencial para orientar futuras optimizaciones del
disefo viral y del sistema experimental. No obstante, este sistema abre nuevas
posibilidades para el desarrollo de vectores virales basados en ARN capaces de

modular la expresion génica de manera transitoria durante la infeccion.
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Conclusiones

e Se construyeron exitosamente dos clones infecciosos sintéticos de MAYYV,
disefiados para portar un sgRNA contra ZAP. El uso de secuencias de
procesamiento basadas en pri-miRNA y la ribozima HDV permitio la
recuperacion de virus con capacidad infectiva, demostrando que el genoma de
MAYYV tolera la insercion de secuencias exdgenas asociadas a la expresion de

ARN pequefios.

e El constructo MAYV sgRNA2_miR exhibié una mayor estabilidad gendmica
frente a la variante con ribozima HDV y permitié validar el procesamiento
funcional del ARN heterélogo mediante la deteccion de miR-124 maduro en
células infectadas, confirmando la competencia del sistema para ser

procesado.

e La variante MAYV_sgRNA2_HDV presenté una rapida delecién del inserto en
la progenie viral. Esta inestabilidad estructural restringe su potencial como
vector para la expresion sostenida de secuencias de sgRNA en ensayos de

cinética de replicacion o en multiples pasajes.

e La secuenciacion masiva por lllumina permitié detectar eventos de edicién de
muy baja frecuencia (£1,5%) en el locus de ZAP a MOI altas, sugiriendo que
los virus desarrollados no fueron suficientes para provocar una edicidon génica

eficiente.

e La reduccion en los niveles de la isoforma ZAPS durante la infeccion no pudo
atribuirse a un silenciamiento mediado por CRISPR/Cas9. Este fendmeno
sugiere un efecto indirecto vinculado a la atenuacién en la replicacion de los

virus sintéticos, en lugar de una edicion génica especifica.
e En conjunto, los resultados indican que el sistema permitié la generacién de

virus sintéticos viables, pero no fue funcional como plataforma eficiente de

edicién génica en las condiciones evaluadas.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos permitieron identificar diversas limitaciones del sistema y
delinear posibles estrategias para su optimizacion. La deteccion de eventos de edicion
génica de muy baja frecuencia sugiere que el sgRNA2 codificado desde el genoma
viral podria ser funcional sélo en un subconjunto reducido de células, lo que indica que
el rendimiento del sistema estaria condicionado por multiples factores. Entre ellos se
incluyen: (i) una expresion insuficiente o una estabilidad limitada del sgRNA maduro
generado a partir del genoma viral; (ii) una eficiencia intrinseca subdptima del sgRNA2
en el contexto de expresion viral; y (iii) el efecto citopatico de la infeccion por MAYV,
que produce la lisis celular tras la infeccion y dificulta el analisis de poblaciones

celulares infectadas y potencialmente editadas.

Para abordar estas limitaciones, una primera estrategia seria avanzar en el desarrollo
de una biblioteca que incluya al menos tres sgRNAs validados dirigidos contra un
mismo gen. Este enfoque es comun en los CRISPR screens, donde se emplean
multiples sgRNAs por gen blanco para contrarrestar posibles efectos derivados de
estructuras secundarias del ARN o variaciones en la eficiencia de edicién intrinseca de
cada sgRNA. En este trabajo se utilizé unicamente un sgRNA dirigido contra ZAP,
debido a que su eficiencia habia sido previamente validada en células A549 y a que
disponiamos de herramientas experimentales e insumos para medir su funcionalidad,
como ensayos de cinética de replicacién y anticuerpos especificos contra ZAP. Sin
embargo, es posible que este sgRNA2 no mantenga la misma eficiencia en el contexto
del inserto disefiado, el cual ademas incluye secuencias de enzimas de restriccion.
Asimismo, el sgRNA2 comercial utilizado para generar la linea celular ZAP KO
presenta una eficiencia particularmente elevada, ya que incorpora modificaciones
quimicas que protegen al ARN de la degradacién por exonucleasas y reducen la
activacion de la respuesta inmune innata intracelular, lo que favorece una mayor

estabilidad del sgRNA en el interior celular.

A su vez, resulta fundamental implementar estrategias experimentales que permitan
una lectura directa, sensible y cuantificable de la actividad del sistema CRISPR, como
la incorporacion de controles positivos facilmente medibles, como reporteros
fluorescentes (GFP) o luminicos (luciferasa). De esta forma, la pérdida de sefial de un
reportero podria utilizarse como una métrica mas sensible para detectar eventos de
edicion génica.

Otro aspecto relevante a considerar es la biologia replicativa de MAYV. Como se
discutié anteriormente, este virus presenta una replicacion rapida en células A549, con

una progresion acelerada de la infeccién y una marcada lisis celular, un rasgo bien
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Capitulo 3

documentado de su interaccidon con células susceptibles. En nuestro caso utilizamos
células A549 que expresan constitutivamente Cas9 (A549-Cas9), una linea celular
previamente disponible en el laboratorio y generada para estudios de edicidon génica.
Mientras que este sistema permitid evaluar de forma directa la funcionalidad del
sgRNA expresado por el virus en un contexto celular permisivo para la replicacion de
MAYYV, la dinamica replicativa de MAYV restringe la ventana temporal disponible para
la acumulacion y deteccién de eventos de edicidén génica y reduce la proporcion de

células infectadas viables en las que puedan analizarse indels de manera confiable.

Para abordar esta limitacion, el sistema podria evaluarse en lineas celulares
alternativas que presenten una cinética de infeccion mas lenta o una mayor tolerancia
a la infeccion por MAYV, lo que facilitaria la recuperacion y el analisis de células
potencialmente editadas. Dado que actualmente no se dispone de un conocimiento
exhaustivo sobre qué lineas celulares presentan un efecto citopatico reducido frente a
MAYV manteniendo una replicacion eficiente, este aspecto debera ser evaluado
empiricamente. En estos casos, las lineas celulares seleccionadas deberian ademas

modificarse para expresar Cas9 de manera constitutiva.

A largo plazo, los resultados de este capitulo establecen una base conceptual sdlida
para trabajar en el desarrollo de plataformas virales destinadas a la expresion
intracelular de ARN pequefos en un contexto de infeccion activa. La optimizacion del
sistema podria permitir su aplicacion en estudios funcionales de interaccion
virus—hospedero e incluso en el desarrollo de estrategias experimentales de screening
basadas en alfavirus. Ademas, el conocimiento generado podria orientar el disefio de
vectores virales capaces de modular la expresién de factores antivirales especificos,

como ZAP, con posibles aplicaciones terapéuticas o biotecnoldgicas.
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Esta tesis investigb como la plasticidad gendmica de los virus ARN y la composicion
de sus genomas contribuyen a su capacidad de adaptacién y diversificacién en
distintos contextos biologicos. A través de diferentes modelos virales y enfoques
experimentales, se exploré como variaciones en la arquitectura genémica impactan

tanto en procesos evolutivos como en mecanismos funcionales durante la infeccion

En el primer capitulo demostramos que la composicion nucleotidica y los patrones de
uso de codones del gen S de SARS-CoV-2 reflejan la estructura evolutiva de los
linajes virales y permiten distinguir variantes emergentes. En particular, la variante
Omicron mostré un perfil composicional claramente diferenciado del resto de las
VOCs, consistente con una trayectoria evolutiva independiente y con un periodo

prolongado de circulacion no detectada previo a su identificacion.

En el segundo capitulo analizamos cémo la composicion de dinucleétidos CpG en el
genoma de MAYYV estd estrechamente vinculada a mecanismos de inmunidad innata
del hospedador. El enriquecimiento experimental de CpG en la variante FG+, que
incorpora sitios CpG presentes Unicamente en secuencias naturales aisladas del virus,
resultd en una marcada atenuacién dependiente de la proteina antiviral ZAP,
identificando a la isoforma ZAPL como el principal mediador restrictivo en etapas
tempranas de la infeccion. El hecho de que el virus silvestre mantenga sensibilidad a
ZAP, a pesar de presentar una subrepresentaciéon de CpG, sugiere que la composicion
genomica de MAYV refleja un equilibrio evolutivo asociado a su ciclo entre

hospedadores vertebrados e invertebrados.

Finalmente, en el tercer capitulo exploramos la posibilidad de reprogramar el genoma
de MAYV como plataforma experimental para la expresion de ARN pequefios,
mediante la incorporacién de un sgRNA del sistema CRISPR/Cas9 dirigido contra ZAP.
Si bien no se detectd edicion génica eficiente en las condiciones evaluadas, los
resultados constituyen un paso esencial para orientar futuras optimizaciones del

disefio viral y el sistema experimental.

En conjunto, los resultados de esta tesis demuestran que la composicién genémica no
constituye Unicamente una caracteristica pasiva de los virus ARN, sino un
determinante activo de su biologia, capaz de modular tanto su evolucién como su
interaccion con el hospedador. Estos hallazgos integran evidencia evolutiva,
mecanistica y experimental que posiciona a la arquitectura del genoma viral como un
eje central en la comprensién de la dinamica virus—hospedero y como una herramienta

potencial para el disefio racional de virus con aplicaciones biotecnoldgicas.
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Informacion suplementaria - capitulo 1

Tablas y figuras suplementarias:

Capitulo 1

Tabla S1.1: Secuencias de Omicron (BA.2 y BA.3) incluidas en el andlisis filodinamico
bayesiano complementario de la figura S1.1. Las secuencias fueron obtenidas de la

base GISAID.

Nombre de la secuencia
hCoV-19/Poland/Kce-2877/2022
hCoV-19/Poland/Kce-2874/2022
hCoV-19/Slovakia/BA_22_00008002/2022
hCoV-19/Slovakia/BA_22_00005176/2022
hCoV-19/Netherlands/FR-RIVM-89749/2022
hCoV-19/Belgium/ULG-25154/2022
hCoV-19/Switzerland/BE-IFIK-6878-2052/2022
hCoV-19/Switzerland/BE-IFIK-6875-2044/2022
hCoV-19/Austria/LB-R00063-5371/2022
hCoV-19/Austria/LB-R00063-5361/2022
hCoV-19/Norway/0OUS-21440/2022
hCoV-19/Norway/0US-21437/2022
hCoV-19/Italy/EMR_AUSLRomagna_C022-22-04/2022
hCoV-19/Italy/EMR_AUSLRomagna_C022-22-02/2022
hCoV-19/Denmark/DCGC-401971/2022
hCoV-19/Denmark/DCGC-401970/2022
hCoV-19/France/BRE-CHUP-8600827992/2022
hCoV-19/Denmark/DCGC-392185/2022
hCoV-19/England/PHEC-5U0BCZD1/2022
hCoV-19/Denmark/DCGC-382270/2022
hCoV-19/Denmark/DCGC-362114/2022
hCoV-19/Poland/PZH-GUM-10091/2022

Numero de

acceso (GISAID)

EPI_ISL_10703609
EPI_ISL_10703606
EPI_ISL_10702197
EPI_ISL_10702196
EPI_ISL_10696417
EPI_ISL_10695957
EPI_ISL_10695813
EPI_ISL_10695803
EPI_ISL_10693259
EPI_ISL_10693251
EPI_ISL_10681732
EPI_ISL_10681731
EPI_ISL_10681468
EPI_ISL_10681465
EPI_ISL_10680071
EPI_ISL_10680070
EPI_ISL_10694901
EPI_ISL_10506665
EPI_ISL_10327378
EPI_ISL_10216492
EPI_ISL_9854919

EPI_ISL_9817248

Fecha de
aislamiento

2022-02-28
2022-02-28
2022-02-02
2022-01-22
2022-02-17
2022-02-23
2022-02-20
2022-02-21
2022-02-23
2022-02-22
2022-02-16
2022-02-16
2022-02-23
2022-02-22
2022-02-26
2022-02-27
2022-02-18
2022-02-14
2022-01-22
2022-02-15
2022-02-06
2022-01-20

Genotipo
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.2
Omicron BA.3
Omicron BA.3
Omicron BA.3
Omicron BA.3
Omicron BA.3
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0.2

Figura S1.1. Analisis Bayesiano MCMC de las cepas BA.1, BA.2 y BA.3 de
SARS-CoV-2 (Omicron). Se muestra un arbol de méaxima credibilidad de clados
obtenido mediante el modelo GTR+l, un reloj molecular estricto y un modelo de
poblacion coalescente estructurado. El arbol esta enraizado en el ancestro comuin mas
reciente (MRCA). Los clados de las cepas de Omicron BA.1, BA.2 y BA.3 se muestran
en negro, rojo y azul, respectivamente. El tiempo hasta el MRCA se indica en afios en
la parte inferior de la figura. La barra en la base del arbol denota el tiempo en afos.
Para una descripcién completa del andlisis y la figura original, consultar .
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Tabla S2.1: Lista de cebadores y su temperatura de fusion (Tm) en grados centigrados

(°C).
Cebador (nombre) Secuencia 5’-3’ Tm (°C)
Primers para RT-qPCR
MAYV_gPCR_For AGGACCCAGAGGAACACTAATA 60
MAYV_gPCR_Rev CGATACTCTTTCGCCCACTTAC 60
IFNB_for CAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGC 60
IFNB_rev TCATCCTGTCCTTGAGGCAGT 60
CCL5 (RANTES)_for CTGTCATCCTCATTGCTACTGCC 60
CCL5 (RANTES)_rev AGCACTTGCCACTGGTGTAGA 60
CXCL10 (IP-10)_for TCAGCACCATGAATCAAA 60
CXCL10 (IP-10)_rev GCAGGTACAGCGTACAGT 60
OAS1_for GATCTCAGAAATACCCCAGCCA 60
OAS1_rev AGCTACCTCGGAAGCACCTT 60
GAPDH_for GCAGGTACAGCGTACAGT 60
GAPDH_rev CGCTCCTGGAGGATGGTGAT 60
Primers para PCR en tiempo final
JW55-MAYV 1-21F ATGGCGGGCAAGTGACACTTG 57
Notl_Rv CGCTAATACATTCTGCAACG 57
MAYV 5856-5875F CTAAGCCTCGGTACTCTGTG 57
MAYV 11382-11401_Rv TTCTATGGTTAGTAGGTGCC 57
For_sgRNA2 CACACGTGAGCTTGCCTTAA 60
Rev_sgRNA2 GCGAAACCCCGTCTCTAATTTAT 60

157




Informacion suplementaria - capitulo 2

Figura S2.1
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Figura $2.1: Cinética de replicacion de MAYV WT y FG+ en el pool celular A549
ZAP KD A) Titulacién viral por ensayo de placa a las 4, 8, 12, 24 y 48 HPI de MAYV
WT y FG+ en células A549 (grafico izquierdo) o pool A549 ZAP knock down (KD)
(gréfico derecho) infectadas a MOI =3. Los datos a cada tiempo se presentan como
media £+ SEM (n =3 experimentos independientes). ns, non significant; *p < 0.05; **p <
0.01; #x*kp < 0.001; two-way ANOVA (comparando cepa FG+ versus WT MAYV en
cada tiempo). B) WB de homogeneizados de células A549 o pool A549 ZAP KD
infectadas con MAYV WT (+) o sin infectar (-); se utilizaron anticuerpos contra ZAP y

tubulina.
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Figura S2.2
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Figura S2.2: induccion de IFNB y OAS1 en células pretratadas con IFNa.
RT-gPCR para la cuantificacion transcripcional relativa de la expresion de IFNB (panel
A) y OAS1 (panel B) en células A549 y A549 ZAP KO pretratadas con IFNa e
infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI=3, 24 HPI). Se graficé la media £ SEM (n =3
experimentos independientes). ns, non significant; *p < 0.05; **p < 0.01; **xp < 0.001;
two-way ANOVA (comparando cepa FG+ versus WT MAYV en cada tiempo).
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Tabla S3.1: Lista de cebadores y su temperatura de fusion (Tm) en grados centigrados

(°C).

Primers para PCR en tiempo final

Cebador (nombre) Secuencia 5’-3’ Tm (°C)
Fragment_for ggggacccgtcatacACTTGTACGGC 72
GGTCCTAAATAGG
Fragment_rev gaccgccgtacaagtCATTCTAGAATT 72
GTTTCTCCCCACCCT
Vector_for acttgtacggcggtcctaaatagg 66
Vector_rev gtatgacgggtcccctcaatg 66
For_fusionHDV AAGGCGCGCCGGCCGGCATG 57
GTCCCAGC
Rev_fusionHDV gtacaagtCGTCCCATTCGCC 57
For_restofusion TGGGACGacttgtacggcg 52
Rev_restofusion actttacgtacggtgatgggacct 52
For_checkinsKO820 GTGTCGAATAGCGGACCCAT 60
Rev_checkinsKO820 TTTGCCTAAGGGCAAGCGTA 60
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Tabla $3.2 Cobertura secuenciacion por ONT de amplicones realizados para evaluar
la estabilidad gendmica del inserto en los virus MAYV_sgRNA2 miR (820 nt) y
MAYV_sgRNA2_HDV (697 nt).

MAYV sgRNA2_miR
ARN Extracelular ARN Intracelular
Posicidon (nt) 48hpi_3_bc24 24hpi_3_bc25 48hpi_3_bc26 24hpi_3_bc28

4 0 0 0 1.12

12 19.25 187.25 54.5 158.88
20 63.62 686.75 178.25 530.25
28 68 723.75 186.88 565.62
36 69.12 727.5 187.25 572.88
44 70.75 739.5 188.88 583.62
52 72.38 752.25 191.38 592.38
60 74 763.75 192.75 600.5
68 76 779.5 196.12 620

76 76.88 785.38 198.12 633.62
84 78 800 203.12 642.12
92 78.38 817.38 208.62 659.75
100 81.38 827.88 219 677.88
108 81.12 824.75 218.25 676.5
116 81.75 840.25 2225 689.5
124 81.88 844.38 223.25 691.75
132 82 849.25 224.5 697.75
140 83.25 850.75 225.12 700

148 84.88 856.88 226.5 709.38
156 84.75 867.5 229.5 713.88
164 86 871.88 229.75 718.62
172 86.12 881.75 230.62 726.25
180 87.5 897.62 233.62 735.38
188 88.62 903.62 235.62 737.5
196 88.88 916 239.38 744.5
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204 90.38 928.75 242 753.25
212 91.25 939.25 245.38 754.75
220 95.12 959.38 252 764.75
228 95.38 959.62 251.75 767.12
236 96.12 953.88 250.12 766.5
244 97.75 962.12 252.12 770.88
252 100.5 1001.5 258.5 795.88
260 100.88 1002.38 257.62 804

268 102.62 1032.38 264.62 815.5
276 102 1040.88 269.25 825.12
284 103.5 1039.5 2715 810.62
292 103.88 1052.38 271.88 773.38
300 102.75 1057.12 272.75 768.38
308 102.38 1041.38 278.75 763.25
316 103.75 1037.12 277.62 750.38
324 107 1068.25 281.25 764.88
332 106.88 1078.75 282.38 762.5
340 108.12 1078.38 281.62 763.25
348 109.25 1079.5 281.5 761

356 106 1067.75 279.38 748.38
364 104 1053.75 273.38 733.62
372 104.38 1065.88 278.75 747.62
380 101.75 1064.5 279 746.25
388 96 1061.62 277.88 740.5
396 86.5 1051.88 276.5 740.88
404 87.38 1041.88 275.62 728.38
412 90.5 1058.62 278.25 735.88
420 89.88 1073.38 282.88 745

428 89.88 1077.88 282.38 741.75
436 91.12 1061.62 278 740.75
444 90.25 1063.38 274.62 736

452 88.88 1056.38 265.25 727.5
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460 91.25 1049.38 253 726.5
468 91.25 1052.62 2485 718.38
476 91.62 1049.12 243.75 714.62
484 92.75 1059.5 238.12 696.88
492 91.38 1065.5 2345 688.75
500 91 1033.75 177.25 634.75
508 90.12 1046.38 232.75 687.25
516 88 1051.25 232.25 691.38
524 89 1052.38 234.38 681.25
532 87 1025.12 228 664.25
540 84.75 1020.38 2275 663.62
548 84 1025.88 228.25 658.88
556 84.62 1019.25 228.75 660.25
564 82.5 1007.88 227.12 660.88
572 77 983.25 219.75 647.62
580 76.75 987.25 219 644.62
588 74.62 960.75 209 625.12
596 74.25 949.75 205.25 619.5
604 72.88 946.38 204.25 615.88
612 71.5 947.88 212.62 614.62
620 71 940.88 213 636.38
628 70.38 929.5 208.75 623.38
636 79 921 205.12 614.12
644 80.38 909.12 200.62 607.88
652 79 881.62 196.5 597.88
660 78 865.75 186.75 584.38
668 78 850.88 182.38 572.88
676 77 839.75 177.75 559.62
684 75 833.12 177.12 556.5
692 73.5 822.5 176 550

700 71.38 812.75 172.75 541.5
708 71.38 808.75 173.25 536.12
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716 69.62 803.38 171.5 531.75

724 68.5 793.38 171 514.25

732 68 787.88 168 507.38

740 68.12 785.5 163.88 505.75

748 67.75 779.5 161.38 498.75

756 67.38 767.25 160.12 493.38

764 67 7615 155.88 488.75

772 63.62 742.5 146.5 465.25

780 62.88 727.38 143.5 449.38

788 61.38 706.75 137.38 441

796 55 602.75 120.38 385.25

804 37.62 404.62 82.38 268.12

812 1.38 13.75 3.38 6.38

818 0 0.25 0.25 0

MAYV sgRNA2_HDV
ARN Extracelular ARN Intracelular
Posicion | 24hpi_0 | 24hpi_1_ | 24hpi_3_ | 48hpi_0. | 48hpi_1_ | 24hpi_3_ | 24hpi_1

(nt) .1_bc28 bc29 bc30 1_bc31 bc32 bc29 _bc30
3 0 0 0 0 0 0.33 1
9 0.5 0 1.17 0.67 3.83 8.5 1
15 24.67 35 75.67 19.83 112.83 293.83 115
21 34.67 6.33 99.17 28.83 157 414.83 285.33
27 36 8 103 28.17 164 434.33 402.17
33 36 8 103.67 30 165 438.33 404.83
39 35.83 10.33 107.83 35.67 166.5 446.5 411.33
45 35.5 1 109.17 36.83 168.67 450.67 415.67
51 36.5 1 13 38.17 172.67 457.5 418.83
57 38 10.5 15 38.17 176.83 4715 428.17
63 38.17 1 116.17 38.33 179.5 478.67 438.5
69 40 1 117.83 38.5 186 4925 450.17

164




Informacion suplementaria - capitulo 3

75 40.5 1 119.33 40 188.83 496.5 455.33
81 41.67 11.17 122.5 41 195.17 507.67 463.83
87 42.33 125 132 42 197.5 517.33 478

93 43.33 13 133.5 43.33 202.33 527.17 486.67
99 44.67 13.83 138.67 44.67 2115 548.17 505.17
105 44.83 13.67 138 455 211.67 546.5 504.33
M 44.5 13.67 140 4517 215.33 554.33 510.83
17 45.83 14 141.67 45.83 218.5 562 517.83
123 45.83 14 141 45.67 220.5 564.83 520.83
129 47 13.83 143 47.67 224.67 580.67 530.5
135 47 14.5 143.83 47.5 225.67 583.67 538

141 46.5 15 145.33 47.83 226.17 587.5 546

147 47 15 145.83 48 229 593.17 549

153 45.83 15 149.17 48 230.17 599.67 554

159 47.67 14.83 151.17 48.5 232.33 609.67 561.67
165 48.83 14.83 153.83 49 233.33 615 566.17
171 50.33 15.83 155.83 49.33 236.17 622.33 572.67
177 50.67 16.67 161.67 50 237.5 637.17 582.67
183 50.5 16.83 162 51.17 240.5 638.67 586.33
189 50.83 16.5 162.5 52 240.33 648.83 590.83
195 52 17 165.5 52.33 242.33 665.67 600

201 52 17.83 170.33 53.33 24467 676.67 607.5
207 52.17 18 173.83 54.83 247.83 691 620.5
213 52 18 175.67 55.17 247.67 703 634.17
219 52.83 18 183.33 56.33 252.33 726.83 655.33
225 52.67 17.83 183.67 56.5 2525 729 650

231 53.5 18.33 182.83 56.83 255.17 728.83 655.33
237 53.17 16.83 182.5 56.5 251.17 722.5 650.5
243 54.33 17.17 181.33 57.67 254 727.67 666.17
249 57.33 18 189.67 59.33 260.83 753.67 689.83
255 58 18.67 195 60.5 260.33 76717 704.17
261 57.67 18.83 194 63.17 255.67 766.67 711.67
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267 57.83 18 195.67 63.67 258.33 778 727.83
273 57.83 18.83 196.5 63.67 259 785.5 743.33
279 57.67 19 195.83 63.67 259.83 788.33 758.83
285 54 17.33 180 59 2255 763.17 752.5
291 51.83 17.83 176.67 58 216.17 759 753

297 51.83 18 175 57.83 213.67 759.33 756.33
303 51.67 18.83 176 57.5 208.83 757 755.17
309 51.17 17.83 172.17 55.83 200.83 743.33 73417
315 49.83 18.33 165.5 54.33 202.67 725.33 731.83
321 49.5 18 163.83 55.33 197.67 742.5 745.33
327 47.33 17 160.33 54 191.83 743.67 750.33
333 47 16.83 157.33 53.67 186.83 73517 746.17
339 46 15.83 155.33 54 180.67 723.83 742.67
345 45 15 151 52.67 172.33 727 73717
351 39 15 145.33 48.67 164.17 70717 715.83
357 37.67 14.83 139 46.67 151.33 685 699.5
363 31.83 15 129.33 43.5 138.17 666.5 692.5
369 31 15 129.5 44 136.67 677.67 702.33
375 30.5 14.67 127.5 44 135.67 668.5 694.83
381 25.5 15 1255 43.67 132.33 659.83 690.83
387 24.83 14.83 122.17 43.17 127.33 635 667

393 23.5 14.17 119 39.5 122.5 623.17 668.33
399 16.83 10.17 80 24.83 75.5 47217 558

405 8 4.5 23 3 9.33 255.5 406.67
411 7.67 5 21.67 3 8.5 251 401.83
417 7 4.83 20.67 3 6.17 230.5 384

423 7 4.83 21 3 6 236.33 387.83
429 7 5 21.67 3.83 6 237 385.67
435 6.5 4.67 21.67 3.33 6 233 379.17
441 7 5 21.33 4 6 234.83 379

447 6.83 5 20.67 4 5.83 230.67 376.83
453 7 5 20.67 3.5 5 227.33 371.17
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459 6.83 5 21.33 4 6 235.17 372.33
465 6.33 5 22 4 6 240.5 383.17
471 6.83 5 23 4.5 6.17 241.83 387.33
477 7.83 5 27.33 7.5 14 255.5 400.33
483 13.67 7.33 46.33 14.33 40.17 278.67 418

489 22 7.67 59.67 19.17 65 347.67 453.5
495 25.5 9.33 71.83 23 84.33 407 490.67
501 27.33 10.33 78.5 24 101.17 423.33 497

507 31 11.5 103.5 30.5 130.5 487.33 541.33
513 30.5 12 104.83 30.67 131.83 490.5 537.5
519 35.5 14.83 118.33 39.67 150.67 538 571.5
525 37 15 123.67 44 159.5 553.33 580.67
531 38.67 16.17 128.5 4517 168 567.83 590

537 39 17 130 45.67 172.17 569.83 591.17
543 39 17 128.67 45.83 172 567.83 582.5
549 37.67 17 129 45.5 173 563 571.17
555 37 17 128.5 45.83 172 555.5 561.5
561 37 17 128.67 46 172.67 554 558.83
567 36.33 17 128.67 45.83 172.5 550.67 553

573 35.17 16.67 126.67 45.83 172.83 549.83 550.67
579 34.67 16.83 126.67 46 171.83 546 544.67
585 34.5 17 126 45.67 170.83 544.67 540.5
591 35 16.83 125.5 45.33 169.33 539 535

597 34.83 17 125.67 45.33 169.5 534.5 525.33
603 35 17 125.17 46 165.67 536.83 52417
609 34.33 16.5 124.67 45.67 164 526.67 514.17
615 34.83 17 124.33 45.33 163.33 527.67 511.67
621 34.83 17 123.17 4417 160.67 520.33 504.33
627 34.83 16.83 120.67 43.67 161.33 513 499.5
633 34.83 17 120.17 43.33 159.5 507.17 490.83
639 33.5 17 118.33 43 152.33 501.17 485.33
645 31.33 17 112.67 41.83 149.17 486.83 463.17
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651 30.17 16 104.17 41 141 460.67 440.67
657 28.67 15.83 101.5 40.5 138.17 449.83 432.83
663 26.83 16 98.83 39.83 130.83 435.17 420.17
669 24.67 15.33 93.17 39 121.17 421.17 391.67
675 215 13.17 82.5 37.17 96.5 354.83 332.17
681 17.67 11.83 66.5 30.67 73 274.33 269.5
687 0.67 0.5 7.7 2.83 8.33 28.5 24.67
693 0 0 0 0 0 1 0.33

696.5 0 0 0 0 0 1 0

Tabla S3.3: Métricas de control de calidad de la secuenciacién Illlumina para las
bibliotecas de amplicones secuenciadas en la plataforma NovaSeq X Plus (PE150).
Rendimiento (Gb): cantidad total de bases generadas en gigabases. Namero de lecturas (M):
total de fragmentos secuenciados en millones. Q20 y Q30: porcentaje de bases con una
precision de secuenciacion del 99% y 99,9%, respectivamente. Contenido GC: proporcion de
bases guanina y citosina. Datos efectivos: porcentaje de datos de alta calidad remanentes tras
el filtrado de adaptadores y lecturas erréneas. Tasa de duplicacién: porcentaje de secuencias
idénticas detectadas. Los términos Bruto y Limpio/Filtrado indican el estado de los datos antes
y después del procesamiento de calidad, respectivamente.

Muestra Rendimiento | Lecturas | Q30 Bruto | Q20 Bruto | Contenido
bruto (Gb) | Brutas (M) (%) (%) GC Bruto
(%)
HDV 1.0155 6.77 92.48 97.77 49.23
0.1_24 HPI
HDV 0.1_48HPI 1.0274 6.85 92.33 97.77 49.36
HDV 1.045 6.97 92.49 97.73 49.37
3_ 24HPI
HDV 1.7597 11.73 92.38 97.71 49.56
3_48HPI
miR 0.1_24HPI 2.6565 17.71 92.76 97.87 49.35
miR 0.1_48HP!I 1.1098 74 92.47 97.85 495
miR 1_24HPI 1.7769 11.85 92.51 97.77 49.49
miR 1.8209 12.14 92.42 97.67 49.37
1_48HPI
Mock 1.8988 12.66 92.43 97.74 49.26
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Muestra | Rendimie | Lecturas Q30 Q20 Contenid | Porcentaj
nto Limpias Limpio Limpio o GC e de
Limpio/Fi (M) (%) (%) Limpio Datos
Itrado (%) Efectivos
(Gb) (%)
HDV 0.993 6.65 93.23 98.17 49.06 97.79
0.1_24HPI
HDV 1.0 6.69 93.28 98.25 49.07 97.38
0.1_48HPI
HDV 1.015 6.81 93.45 98.22 49.08 97.17
3_ 24HPI
HDV 1.710 11.45 93.41 98.26 49.3 97.2
3_48HPI
miR 2.600 17.4 93.52 98.29 49.19 97.88
0.1_24HPI
miR 1.082 7.24 93.36 98.3 49.22 97.56
0.1_48HPI
miR 1.729 11.58 93.49 98.28 49.25 97.32
1_24HPI
miR 1.771 11.89 93.37 98.19 49.17 97.31
1_48HPI
Mock 1.855 12.42 93.27 98.2 49.08 97.71
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Figura S3.1. PCR para la amplificacion del gBlock de 351 pb y el backbone MAYV WT.
Analisis en gel de agarosa al 1% de los amplicones solapantes, obtenidos en las PCRs del
gBlock de 351 pb (PCR inserto) y el backbone del clon infeccioso MAYV WT (PCR backbone)
de 16417 pb. MPM, marcador de peso molecular; C -, control negativo sin ADN.
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Figura S3.2. PCR de fusion para la construccion del clon infeccioso MAYV_sgRNA2_HDV.
Analisis en gel de agarosa 1% de los productos de PCR en A) Amplicones obtenidos de las
PCR 1 (103 pb) y PCR 2 (2658 pb) luego de la purificacion. B) La PCR de fusién (PCR f) se
realizé a partir de los amplicones mostrados en A) Se probaron dos temperaturas de fusion, 72

y 68 grados. MPM, marcador de peso molecular 1Kb plus (ThermoFisher™, USA). C-, control
negativo sin ADN.

170



Informacion suplementaria - capitulo 3

PCR 566 pb

PAM
—|:| [ |
sgRNA — sitio blanco I

A549-cas9

[ 1 3 |
HPI: 24 48 24 48 c+ CE G

1500 X
- -
700 MAYV sgRNA2_miR

500 —
-

15001
1000

0o MAYV sgRNA2_HDV

600 e

1. Sec.Sanger

10 20 30 50 2] b 50 50 100 110 124
GG G4 GGT GITTT GATCTGGCTGT TGTTTCTCCCT TCT GTAGATAT GC GTTAT AA GGG AGAGGGT € GGCAGCAGATTT GTAACCAGCAGCCACCGTGTTCAAGACTCCACATC
[
N )
f " ) . . , il
. A p o N J i I” F["‘ "'H-‘- n ;'\ ) “\'.| h ‘l"”" h ) |‘\| f
Aemeninonn el el e on N el AV Al VY ua_i L A LY A LYV T
230 0

180 150

150 60 170 200 210 220 3 bl
CTGTCGTTTTCCCAACTGCCTCCGGTCCCAT CCTGATGGACAG GGIGCTGGCCATCATGAGGGAGCAC GGG TGAACCCCGACGTGGT CCAGAACATC

130 140
TGTGACCACTTCACCCGAGGG

o, i I i N "o
N Neinntonsddne cblenanebbotmsononal by (ol st i g

.lelw“n.“‘" UL s LA |‘/|‘. f | IIh I\u ,,Hl'\« if ‘|‘I\I 1| | e
JL‘\“.‘.‘ WALTARLEY) BURRN A IL‘.I"".L‘nII'nfw ! -v ! ”:J If'I‘I"'U ”“l’lh"ﬂh‘ (1YY J'.H]‘HH‘ (Y
250 260 270 280 290 300 320 35 360
B GG ACAT CT GCAA CAGCAA B ACAT GEAG ARG AAT CCC COAGGICOCAG AGATAAAGECETTTTCT T TTT CAATT AT AT OACT CTT TTI T TTTTTITTL T TT creeTrorTrecee

i
I i | | ﬂ | TRy
Mt hen ashiag \ f Il ally B WA Ana .

| w'-J UL AR A “ Vil II‘ |‘ “ ‘i‘ I f\ | If I\ 'w‘|‘| ‘.I " I||J ! |\|\' Il \l \Il \ HH Apaa afh

U Y IUNE YN AUV YT b LRI RN Vil i LYY | U bt ARA A AR A AAAARALL

380 390 400 120 430 450 470 500
CCCAAGGGEa GGGGGGEGGAT l(‘CCC(‘CC‘CCGGG CCCCCCCCCCCCOGGGHT Gl L TT ICL‘CL’CL’L‘CCCCCC'CCCL‘ GGGGG GGGGGGGCCL‘CECL‘CCCCL‘CE‘L‘C

l 2. Analisis ICE
Contributions Indel Distribution Traces

Status 3 Guide Target () PAM Sequence () Indel % &) Model Fit (R) &

& S led TCTGTGACCACTTCACCCGA GGG 0 1
RELATIVE CONTRIBUTION OF EACH SEQUENCE (NORMALIZED)

INDEL  CONTRIBUTION ~ SEQUENCE
TCCBET ATAACCTGATGGA

+ o 100% ACT ACATCTGTGA ACTTCA I CGAGBGAACTBTCEGTTTT AACTG

ed populetion ard their relative proportions (in contrast to the Ind

ites are represented by black vertical d es, and t

sequence is marked by a “+* symbol on the far left.

Figura $3.3: Secuenciacion por Sanger y analisis ICE en células A549-Cas9 infectadas
con MAYV_sgRNA2_miR o MAYV_sgRNA2_HDV. Células infectadas (MOl = 1 y 3) fueron
recolectadas a 24 y 48 HPI. A) PCR del locus ZAP (566 pb) y analisis en gel de agarosa.
Controles: C+ (no infectadas), CE (extraccion), C- (PCR). B) Cromatograma representativo y
analisis ICE. No se detectaron indels en ninguna condicion.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is a novel virus that belongs to the family
C"mﬁ?"“’“-q Coronaviridae. This virus produces a respiratory illness known as coronavirus disease 2019 (COVID-19) and is to
;;‘:sunczzrz blame for the pandemic of COVID-19. Due to its massive circulation around the world and the capacity of
Omicron mutation of this virus, genomic studies are much needed in to order to reveal new variants of concern (VOCs). On
COVID-19 November 26th, 2021, the WHO announced that a new SARS-CoV-2 VOC, named Omicron, had emerged. In

order to get insight into the emergence, spread and evolution of Omicron SARS-CoV-2 variants, a comprehensive
phylogenetic study was performed. The results of these studies revealed significant differences in codon usage
among the S genes of SARS-CoV-2 VOCs Alfa, Beta, Gamma, Delta and Omicron, which can be linked to SARS-
CoV-2 genotypes. Omicron variant did not evolve out of one of the early VOCs, but instead it belongs to a
complete different genetic lineage from previous ones. Strains classified as Omicron variants evolved from an-
cestors that existed around May 15th, 2020, suggesting that this VOC may have been circulating undetected for a
period of time until its emergence was observed in South Africa. A rate of evolution of 5.61 x 10~* substitutions/
site/year was found for Omicron strains enrolled in these analyses. The results of these studies demonstrate that S

genes have suitable genetic information for clear assignment of emerging VOCs to its specific genotypes.

1. Introduction

In December, 2019, a pandemic of coronavirus disease (COVID-19)
started in Wuhan, China (Li, Zai and Zhao, 2020a). This pandemic is
caused by a virus known as severe acute respiratory syndrome corona-
virus 2 (SARS-CoV-2) and the infection by this virus leads to a severe
respiratory pneumonia (Gorbalenya et al., 2020). As December 14”‘,
2021, there have been more than 270 million confirmed cases world-
wide and the global deaths of SARS-CoV-2 disease surpasses 5 million
people (World Health Organization 2021a),

SARS-CoV-2 possess a single stranded, positive-sense RNA genome of
approximately 30 kilobases in length, which encodes for multiple
structural and non-structural proteins. The structural proteins include
the spike (S) protein, the envelope (E) protein, the membrane (M) pro-
tein, and the nucleocapsid (N) protein (Chen et al., 2020).

The replication cycle of SARS-CoV-2 starts when it infects epithelial
cells using the viral S§ protein to bind host angiotensin-converting

enzyme 2 (ACE2) and by this means fusing with cell membrane to
gain cell entry (Hoffmann et al., 2020; Xia, 2021).

From the beginning of this pandemic several therapies and preven-
tive health cares were developed, such as clinically applied monoclonal
antibodies (Weinreich et al., 2021) or vaccinations (Wang et al., 2021),
and both were successfully used to neutralize the virus. However, the
emergence of variants of concern (VOCs) with substitutions in the §
protein may make these therapies and vaccines to reduce its efficiency
by escaping to anti-SARS-CoV-2 antibodies (Davies et al., 2021).

Previous studies have identified four VOCs currently circulating in
the human population: VOC Alpha (B.1.1.7, first identified in the United
Kingdom); VOC Beta (B.1.351, first identified in South Africa); VOC
Gamma (P.1, first identified in Brazil) and VOC Delta (B.1.617.2, first
isolated in India). By November 24™ 2021, a new SARS-CoV-2 VOC,
now known as VOC Omicron (B.1.1.529) was first identified in South
Africa (Wang & Chen, 2021).

The emergence of Omicron VOC raised a concern that this variant
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may reduce the efficacy of the anti-SARS-CoV-2 induced-antibodies or
be more transmissible (Callaway, 2021; Zhang et al., 2021).

In order to better understand the emergence, spread and evolution of
Omicron SARS-CoV-2 variants, a comprehensive phylogenetic study was
performed.

2, Material and Methods
2.1. Sequences

Available and comparable complete S gene sequences of 159 Omi-
cron SARS-CoV-2 strains isolated from November 13" to December 2“d,
2021, in South Africa, Ghana, Singapore, Portugal, Netherlands, Mexico,
Malaysia, Japan, Hong Kong, Germany, Canada, Botswana, Israel,
Ireland, Belgium, Austria, Australia, South Korea, USA, Sri Lanka and
Switzerland, were used throughout these studies. These sequences were
aligned with corresponding sequences from 97 Alfa, Beta, Gamma and
Delta SARS-CoV-2 strains isolated elsewhere. Sequences were obtained
from the Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data (GISAID)
database. For accession numbers, country of origin and date of isolation,
see Supplementary Material Table 1.

2.2. Sequence alignment

Sequences were aligned using MAFFT version 7 program (Katoh
et al.,, 2019).

2.3. SARS-CoV-2 genotype assignment

In order to capture local and global patterns of virus genetic diversity
in a timely and coherent manner, we employed Pangolin COVID-19
genetic lineage strain assignment (Rambaut, Holmes, O'Toole et al.,
2020).

2.4. Data analysis

Nucleotide frequencies and codon usage of S proteins from SARS-
CoV-2 variants were calculated using the program CodonW (written
by John Peden) as implemented in the Galaxy server version 1.4.4
(Afgan et al., 2018). The relationship between compositional variables
and samples was obtained using Principal Component Analysis (PCA).
Singular value decomposition (SVD) method was used to calculate the
PCA method. The unit variance was used as the scaling method. This
means that all variables are scaled so that they will be equally important
(variance = 1) when finding the components. By the same approach,
Heatmaps were also constructed, which is a data matrix for visualizing
values in the dataset by the use of a color gradient. Rows and/or columns
of the matrix are clustered so that sets of rows or columns rather than
individual ones can be interpreted. PCA and Heatmaps analysis were
done using the ClustVis program (Metsalu and Vilo, 2015).

To reconstruct the evolutionary history of Omicron SARS-CoV-2
strains, a Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) approach was
used as implemented in the BEAST package v2.5.2 (Bouckaert et al.,
2019). First, the evolutionary model that best fit the sequence dataset
was determined using the IQ-TREE program (Trifinopoulos et al., 2016).
Bayesian information criterion (BIC), Akaike information criterion
(AIC), and the log of the likelihood (LnL) were used to identify the best
model. Both strict and relaxed molecular clock models were used to test
different dynamic models (constant population size, exponential popu-
lation growth, Bayesian Skyline and Birth-Death Skyline Serial). Statis-
tical uncertainty in the data was reflected by the 95 % highest
probability density (HPD) values. Results were examined using the
TRACER v1.7.2 program (available from http://beast.bio.ed.ac.
uk/Tracer). Convergence was assessed by effective sample sizes (ESS)
above 200. Models were compared by AICM from the likelihood output
of each of the models. Maximum clade credibility trees were generated
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by means of the use of the Tree Annotator program from the BEAST
package. Visualization of the annotated trees was done using the FigTree
program v1.4.4 (available at: http://tree.bio.ed.ac.uk).

3. Results

3.1. Trends in evolution acress S proteins from SARS-CoV-2 VOCs
variants

In order to gain insight into the trends of evolution of the S protein,
codon usage frequencies of 256 S genes from SARS-CoV-2 strains
belonging to VOCs Alpha, Beta, Gamma, Delta and Omicron were
determined and PCA and Heatmap analysis were performed (for strains
included in these analyses, see Supplementary Material Table 1). This
analysis revealed significant differences in codon usage among the S
genes of SARS-CoV-2 VOCs, which can be linked to SARS-CoV-2 geno-
types (see Fig. 1A and B). Average linkage suggest that VOCs Alfa, Beta,
Gamma and Delta have a closer genetic relation among themselves and a
more distant genetic relation with Omicron variants (see F'ig. 1B, upper
part). Moreover, average linkage also shows that Omicron isolates are
not identical and heterogeneity can be observed (see Fig. 1B).

In order to study if these trends of evolution of the VOC’s S genes are
due to differences in nucleotide composition, an analysis of nucleotide
frequencies for first, second and third codon positions were established
for the complete S genes from VOCs SARS-CoV-2 variants included in
these analyses and PCA and Heatmap analysis was performed (see
Fig. 2). A significant bias in nucleotide composition frequencies was
found among VOCs S proteins.

3.2, Bayesian coalescent analysis of Omicron SARS-CoV-2 strains

In order to reconstruct the evolutionary history of Omicron SARS-
CoV-2 population, a Bayesian MCMC approach was employed (Bouck-
aert et al., 2019) using 89 available and comparable full-length genomes
by December 2 2021, (for isolates included in these analyses see
Supplementary Material Table 1). The results shown in Table 1 are the
outcome of 20 million steps of the MCMC, using the HKY+1I nucleotide
model, a strict molecular clock and the Birth-Death Skyline Serial pop-
ulation model.

The results of these studies suggest that strains classified as Omicron
variants evolved from ancestors that existed around May 15, 2020. A
mean rate of evolution of 5.61 x 10~ substitutions/site/year (s/s/y)
was found for Omicron strains enrolled in these analyses (95 % high
probability density values of 3.051 x 10~* to 9.014 x 10~*s/s/y). This
is in agreement with previous estimations of SARS-CoV-2 rate of evo-
lution of SARS-CoV-2 populations (6.57 x 107* s/s/y, Castells et al,
2020; 7.80 x 10~ s/s/y, Lai et al., 2020; 9.90 x 10~ s/s/y, Nie et al.,
2020; 3.0 x 10~* s/s/y, Simmonds, 2020; 1.60 x 1073 s/s/y, Bai et al.,
2020; 1.19-1.31 x 10’35,/5/)/, Li, Zai and Zhao, 2020b).

To study the phylogenetic relations among Omicron variants,
maximum clade credibility trees were generated using software from the
BEAST package (Bouckaert et al., 2019)(). The results of these studies
are shown in Fig. 3.

Strains isolated in South Africa belong to two different genetic
clades, revealing that Omicron variants have diversified into two
distinct genetic groups in that country. Strains isolated in Malaysia and
India conform another genetic group (see Fig. 3). Inside main cluster of
South African strains, strains isolated in Singapore, Hong Kong, Europe,
Brazil and the USA are observed, suggesting a rapid spread of this
lineage in different continents.

4. Discussion
SARS-CoV-2 S protein plays a key role in virus biology, epidemiology

and adaptation of virus to its human host. Moreover, almost all vaccine
candidates against SARS-CoV-2 are based on the S protein (Xia, 2021).
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Fig. 1. PCA of codon usage in Spike proteins from SARS-CoV-2 VOCs strains. In (A) the position of the Spike proteins in the plane conformed by the first two major
components of PCA is shown. SVD was used to calculate principal components and unit variance was applied. The proportion of variance explained by each axis is
shown between parentheses. Prediction ellipses are such that with probability 0.95, a new observation from the same group will fall inside the ellipse. Genotypes are
indicated at the right of the figure. N = 256 data points. In (B) Heatmaps of codon usage in Spike proteins are shown. Unit variance scaling was applied. Each column
corresponds to a different Spike protein from SARS-CoV-2 VOCs strains, who's genotype is shown in the upper part of the figure. Both rows and columns are clustered
using correlation distance and average linkage.
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Fig. 2. PCA of nucleotide composition in Spike proteins from SARS-CoV-2 VOCs. In (A) a PCA analysis of nucleotide frequencies for first, second and third codon
positions in S protein from SARS-CoV-2 strains is shown. SVD was used to calculate principal components and unit variance was applied. The proportion of variance
explained by each axis shown between parentheses. Prediction ellipses are such that with probability 0.95, a new observation from the same group will fall inside the
ellipse. Genotypes are indicated at the right of the figure. N = 256 data points. In (B) Heatmaps of nucleotide frequencies in Spike proteins are shown. Frequencies for
A, C, Uand G at first, second and third codon positions are indicated 1 through 3. Unit variance scaling was applied. Each column corresponds to a different Spike
protein from SARS-CoV-2 VOCs strains, who’s genotype is shown in the upper part of the figure. Both rows and columns are clustered using correlation distance and
average linkage.

Phylodynamic analyses can be extremely useful to study viral adapta-
tion, particularly since new SARS-CoV-2 VOCs have emerged.

On November 26“‘, 2021, the WHO announced that a new SARS-
CoV-2 VOC, named Omicron (initially named B.1.1.529), appeared to
be increasing in almost all of South Africa’s provinces, particularly
Gauteng (World Health Organization, 2021Db). Just three days after the
announcement, cases of VOC Omicron have been detected in several
other countries, including Austria, Australia, Belgium, Brazil, Canada,
Czech Republic, Denmark, France, Germany, Italy, the Netherlands and
the United Kingdom.

Omicron has some deletions and more than 30 substitutions in S
protein, several of which (e.g., 69-70del, T95I, G142D/143-145del,
K417N, T478K, N501Y, N655Y, N679K, and P681H) overlap with those
in alpha, beta, gamma, or delta VOCs (GISAID, 2021). Nevertheless,
Omicron also has specific S protein substitutions and insertions, like
A67V, L2121, ins214EPE, G339D, §371P, S375F, N440K, N466S, S477N,
Q493R, Y505H, T547K, N679K, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K
and L981F (GISAID, 2021).

In these studies, PCA and Heatmap analysis revealed correlation
among codon usage and genotypes in the S protein from VOC's strains
(see Fig. 1). These results demonstrate that S genes have suitable genetic
information for clear assignment of emerging VOCs to its specific ge-
notypes (Fig. 1). These differences are also related to biases in nucleotide
composition among VOC’s strains (Fig. 2). These findings highlight the
latent diversity of SARS-CoV-2 that has yet to be fully explored. This is
also in agreement with similar results found in other members of the
family Coronvaviridae (Kumar et al., 2021).

Bayesian coalescent analysis revealed that Omicron strains evolved
from ancestors that existed by May 15'™, 2020. This result revealed that
this VOC may have been circulating undetected for a period of time until
its emergence was observed in South Africa (Petersen et al., 2021). This
is in agreement with recent results suggesting that Omicron variants
have been circulating much longer than previously anticipated (Kandeel
et al., 2021). The earliest known case of Omicron in South Africa was a
patient diagnosed with COVID-19 on Nov 9, 2021 (Karim & Karim,
2021). The results of these studies revealed that South African’s
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Table 1

Bayesian coalescent inference of Omicron SARS-CoV-2 strains.
Value” HPD ESS’
-41527.05 -41604.75 to -41432.15 214.50
318.78 255.70 to 397.14 209.40
-41845.83 -41863.00 to -41830.62 314.10
5613 x 10°* 3.051 x 10~%t0 9.014 x 10~ 208.10
1.539 0.806 to 2.251 210.70
May 15%, 2020
0.310 0.120 to 0.570

October 10%, 2021

“See Supplementary Material Table 1 for strains included in this analysis.
“The rate of evolution is indicated in substitions/site/year.
fIMRCA, time of the most common recent ancestor is shown in years.
StMRCA South Africa, time to the most recent common ancestor for all strains
isolated in South Africa. The date estimated for the tMRCAs are indicated in
bold.

b In all cases, the mean values are shown.

© HPD, high probability density values.

d ESS, effective sample size.

Omicron strains evolved from ancestors that circulated around October
10m, 2021, just before it emerged in the South African population (see
Table 1). Nevertheless, strains isolated at Singapore and Hong Kong can
be traced to one of the main genetic lineages of Omicron, suggesting that
although Omicron strains were first detected in South Africa, they may
have also been circulating in other regions of the world undetected (see
Fig. 3). Besides, Omicron strains isolated in South Africa can be assigned
to two different genetic groups (see Fig. 3). This is in agreement with
recent results suggesting that Omicron strains diversified in two
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different sub-lineages in that country (Wang & Chen, 2021).

The results of these studies revealed that Omicron variant did not
evolve out of one of the early VOC's. Instead, it belongs to a complete
different genetic lineage from previous VOC’s. These results highlight
the possibility of Omicron (or other VOCs currently unknown) may
change the course of the pandemic. Whether the virus could have been
circulating undetected in countries with little surveillance and se-
quences capacities is currently unknown (Kupferschmidk, 2021). More
studies will be needed to address these important questions.

While this manuscript was in the review process, very recent studies
revealed that Omicron SARS-CoV-2 viruses have diversified in three
different genetic lineages: BA.1, composed by the first emerging viruses
isolated in South Africa, Botswana, and elsewhere and being enrolled in
the analyses shown in this work; and two more genetic lineages, BA.2,
which have been remained minoritarian in several countries although its
incidence became predominant in Demark (Houhamdi et al., 2022) and
BA.3 (Colson et al,, 2022). In order to gain insight into this recent
evolutionary process, the same strains enrolled in these studies were
aligned with comparable BA.2 and BA.3 strains recently isolated in
different countries (for strains, accession numbers, date and country of
isolation, see Supplementary Material Table 2). Then, the same Bayesian
MCMC approach depicted in these studies were performed and their
results are shown in Supplementary Material Fig. 1. As it can be seen in
the figure, the same conclusions about the origin and phylogenetic re-
lations of BA.1 strains were obtained. Moreover, BA.2 and BA.3 strains
belong to different genetic lineages in agreement with recent results
(Colson et al., 2022). More studies will be needed in order to establish
the origin and evolution of BA.2 and BA.3 strains.
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containing strains isolated in South Africa are shown in blue and red, respectively. Time to the MRCA is shown in years at the bottom of the figure. Bar at the bottom
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177



M. Paz et al.

5. Conclusions

The results of these studies revealed significant differences in codon
usage among the S genes of SARS-CoV-2 VOCs, which can be linked to
SARS-CoV-2 genotypes. These results demonstrate that S genes have
suitable genetic information for clear assignment of emerging VOCs to
its specific genotypes. VOCs Alfa, Beta, Gamma and Delta have a closer
genetic relation among themselves and a more distant genetic relation
with Omicron variants. Omicron variants did not evolve out of one of the
early VOCs, but instead it belongs to a complete different genetic lineage
from previous VOCs. A significant bias in nucleotide composition fre-
quencies was found among VOCs S proteins. Omicron variants evolved
from ancestors that existed around May 15th, 2020 suggesting that this
VOC may have been circulating undetected for a period of time until its
emergence was observed in South Africa. Strains isolated in South Africa
belong to two different genetic clades, suggesting that Omicron variants
have diversified into two distinct genetic groups in that country.
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ABSTRACT Recent advancements in synthetic biology and sequencing technologies
have revolutionized the ability to manipulate viral genomes with unparalleled pre-
cision. This review focuses on two powerful methodologies: deep mutational scan-
ning and CRISPR-based genome editing, that enable comprehensive mutagenesis and
detailed functional characterization of viral proteins. These approaches have significantly
deepened our understanding of the molecular determinants driving viral evolution and
adaptation. Furthermore, we discuss how these advances provide transformative insights
for future vaccine development and therapeutic strategies.
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n our 2020 mSphere of Influence article (1), we unfold groundbreaking work in

synthetic biology that revolutionized how we study viral genomes, introducing an
approach to decode how genetic information drives function, fitness, and evolution-
ary trajectories. Among these, the seminal study by Coleman et al. (2) demonstrated
how engineering codon pair bias in poliovirus genes created a synthetic virus with
unchanged protein composition but altered nucleotide sequences. By incorporating
host-unfavorable codon pairs, this virus showed reduced replication efficiency and
attenuated virulence, while retaining robust immunogenicity, a milestone in designing
rationally attenuated viruses.

Building on this foundation, subsequent studies expanded the scope (3-6), applying
recoding strategies across diverse viral families. These efforts revealed the intricate
links between genome architecture and viral fitness, paving the way for innovative
approaches to studying viral evolution and developing vaccine candidates. More
recently, researchers have reframed these concepts to engineer RNA viruses using
genome-wide recoding strategies aimed at promoting the accumulation of the most
detrimental mutations, stop codons, thereby steering viral progenies toward evolution-
ary “dead ends” This approach, tested across a spectrum of RNA viruses, including
human enteroviruses, influenza, chikungunya, and coronaviruses (7-9), highlights the
potential of this strategy to develop live attenuated vaccines and investigate the viral
capacity to buffer mutations, known as genetic robustness.

Technological advancements in computational and experimental virology have
further catalyzed this progress. Cutting-edge tools now enable precise manipulation
of viral genomes, encompassing genome-wide mutagenesis and targeted insertions or
deletions to dissect the functional roles of proteins and sequence motifs. This Full Circle
review builds upon the existing body of work on viral fitness, focusing specifically on
protein-focused methods and their application in deep mutational scanning (DMS) and
CRISPR-based engineered viruses. These methodologies are pivotal for dissecting viral
mechanisms, developing novel therapeutics, and understanding viral evolution. Here,
we highlight recent advances in these two transformative techniques, which represent
the next chapter in our understanding of viral fitness. Taken together, these techniques
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integrate viral genomes with protein function, showcasing the power of these tools
in engineering viral genomes. The review will explore the principles behind DMS and
CRISPR-based genome editing, discuss their applications in studying viral fitness, and
highlight key findings from recent studies. We will also examine the challenges and
future directions of these techniques in the context of viral research.

DMS IN RNA VIRUSES
Overview and applications

DMS is a powerful high-throughput technique that systematically investigates how
genetic variation translates into phenotypic variation. It enables the creation of fitness
maps that detail the effects of nearly all possible nucleotide substitutions within a
viral genome or protein sequence. This approach has helped to uncover key molecu-
lar mechanisms underlying viral evolution, the roles of non-coding viral sequences,
protein function, and resistance to antiviral therapies, among many other applications as
summarized in Fig. 1.

Methodologically, a DMS experiment follows at least five key steps. It starts with the
design and construction of a large library of sequence variants, which defines the target
sequence under study. This sequence can range from an entire viral protein to a particu-
lar protein domain, such as active sites or regions involved in important molecular
interactions, or even a full viral proteome. The mutational scope is also defined at this
stage, including single-nucleotide or amino acid substitutions covering all 19 non-native
residues per position, and codon insertions and deletions (known as indels). To generate
the mutant libraries, various strategies have been employed. Error-prone PCR has been
widely used due to its cost-effectiveness and scalability in high-throughput experiments
for introducing random nucleotide substitutions (10-13). However, it is less suitable for
experiments in which specific mutations are required and can also introduce biases in
the mutation frequency depending on the polymerase used in the PCR (14). Over the
past two decades, rapid advances in de novo DNA and RNA synthesis have made
controlled mutagenesis approaches more accessible, for example, the use of a pool of
oligos containing the desired mutations, ensuring precise amino acid or nucleotide
substitutions (15, 16) or indels (17).

Following library construction, the mutant proteins must be expressed in a relevant
experimental system which is chosen based on the biological question. Infectious virus
systems, for example, are used to assess viral fitness by rescuing mutant viral genomes
into live viruses and measuring replication efficiency in cells permissive to infections (18-
21). Library screening tools used for high-throughput selection of desired traits based on
the display of proteins or peptides on the cell surface, like yeast (22-24) or mammalian
(16, 25, 26) display systems, and more recently lentiviral or vesicular stomatitis virus (VSV)
based pseudoviruses, have been highly beneficial for studying envelope proteins. For
example, it was used in studies of the spike (S) protein of SARS-CoV-2 and the hemagglu-
tinin (HA) protein of H5 influenza, to characterize the effects of mutations in phenotypes
critical to viral fitness, like viral cell entry, antibody neutralization, and receptor-binding
assays (27, 28).

Once expressed, mutants must be filtered to identify beneficial, neutral, and deleteri-
ous mutations. For example, in experiments using live viruses, assessing the replicative
fitness of mutants after a certain time post-infection or after several rounds of serial
passages has been used for evaluating amino acid substitutions in the RNA-dependent
RNA polymerase (RdRp) of influenza A virus (IAV) and dengue virus (DENV) (18, 19).
Binding affinity assays evaluate how mutations in receptor-binding domains (RBDs)
affect interactions with host receptors; for instance, SARS-CoV-2 RBD mutant S proteins
are tested for binding strength to human angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) using
labeled sorting methods (22, 29). Additionally, neutralization and immune-escape
selection experiments can test how mutant envelope proteins influence viral evasion
from antibodies, revealing key antigenic sites (23, 29, 30).
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FIG1 Summary of the main applications of deep mutational scanning in virology. Created in https://BioRender.com.

Following selection, next-generation sequencing is employed to quantify mutation
frequencies before and after functional screening. DNA or RNA from the selected mutant
populations is extracted and sequenced using high-throughput platforms. Computa-
tional analyses are then used to calculate fitness scores for each variant, categorizing
them as deleterious, neutral, or beneficial based on their enrichment or depletion in the
selected population (31).

The final step involves interpreting the mutational effects within a structural and
evolutionary context. Mapping these changes onto known protein structures using
molecular modeling, cryo-electron microscopy, or computational tools like AlphaFold
helps predict how mutations alter protein stability and function (15, 16, 32).

Seminal papers published on DMS studies around 2010, originally focused on
understanding protein sequence-function relationships. For example, the work by Fowler
et al. (33) focused on WW domains, stable, triple-stranded beta-sheet motifs found in
signaling and structural proteins that are characterized by their ability to bind proline-
rich sequences and evaluated the ligand-binding performance of over 600,000 sequence
variants in a single experiment. In another foundational study by Hietpas et al. (34),
they developed an approach to systematically generate mutant libraries and measure
fitness in a high-throughput manner. Precisely, they mapped the fitness effects of point
mutations on a nine amino acid (AA) region of the yeast Hsp90 protein, a chaperone
that mediates, directly or indirectly, the folding and activation of 10-15% of all proteins
in yeast and humans. Another example of the applicability of this technique is the work
of Starita et al. (35), where they used DMS to create a sequence-function map of the
U-box domain of the murine E3 ligase Ube4b, characterizing mutations that enhance
ubiquitin transfer activity. These works provided the first insights into the distribution
and evolutionary weight of different types of mutations, established a tool for identi-
fying mutations that enhance enzymatic activity for biotechnology applications, and
demonstrated the potential of DMS in precision medicine, by elucidating the influence
of human genome variations on disease susceptibility. As discussed in the following
sections, DMS has been used extensively in virology to study viral protein function and
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immune evasion mechanisms, to contribute to the development of vaccines and antiviral
strategies, and to study viral evolution.

How does DMS shape our understanding of viral proteins?

DMS has greatly been used to map fitness landscapes and constraints on RNA viral
proteins. It has helped to identify which AA sites are essential for molecular interac-
tions or enzymatic activity and which ones are more tolerant to mutation, providing
a detailed picture of protein function (10, 18, 19, 36-38). Historically, this analysis has
been addressed by exploring the grade of sequence conservation of available deposited
sequences (39-41). Although sequencing viral genomes from naturally isolated strains
has become technically straightforward, only a limited number of viruses have suffi-
cient sequence data available for comprehensive analysis. Furthermore, this approach
has been proven to obscure critical residues within highly conserved regions (10,
42). Coupled with corroborative approaches combining experimental validation and
computational modeling, DMS has advanced in understanding conserved functional and
structural areas, as well as epistatic mechanisms in viral proteins.

Multiple studies have applied DMS to examine viral polymerases and structural
proteins. For example, different groups have focused on uncovering functional
constraints on the IAV polymerase subunits. Wu et al. (10) combined experimental fitness
profiling across 94% of the polymerase A (PA) AA sequence with computational protein
structure stability predictions, revealing high inter-type diversity, as numerous functional
residues were non-conserved among each influenza virus (A or B) type. Additionally, this
integrative methodology successfully distinguished residues critical for viral replication
from those essential for protein stability, outperforming conventional approaches like
dN/dS analysis (nonsynonymous/synonymous substitution ratio, a method in evolution-
ary biology to assess selection pressure) and highlighting the limitations of relying solely
on sequence conservation or phylogenetic analyses.

Li et al. (19 used DMS to study the mutational landscape of the polymerase basic
1 (PB1) protein. They generated a library covering more than 90% of all possible
AA substitutions and quantified their effects on replicative fitness, measured by a
viral reconstitution system in mammalian cells. The study revealed that functional
and structural constraints primarily mapped to residues involved in molecular interac-
tions with RNA or proteins rather than broader conserved subdomains. In addition
to capturing mutational effects on fitness, pairwise competition assays experimen-
tally validated more than 10 mutations, highlighting regions critical for stability
and polymerase function. This comprehensive approach demonstrated how DMS can
delineate essential regions of RNA virus polymerases while correlating mutational
tolerance with evolutionary diversity across natural influenza populations. Similarly,
Suphatrakul et al. (18) conducted a DMS study of the nonstructural protein 5 (NS5)
protein of DENV, focusing on its roles as an RNA-dependent RNA polymerase and
methyltransferase. They performed a saturation mutagenesis experiment targeting
nearly all single AA substitutions and assessed their effects on viral replication in
mammalian cells. The resulting fitness maps demonstrated high mutational constraint
in the conserved RdRp active site but unexpectedly revealed tolerance for select
substitutions in universally conserved residues lining the priming loop. These findings
suggest potential alternative roles for these residues in regulating polymerase activity.
Further integration with structural and biochemical data highlighted the enzymatic
versatility of NS5, as certain constrained positions influenced both RNA synthesis
and host immune antagonism. This study underscored the importance of combining
DMS data with structural modeling to identify residues critical for viral replication
and therapeutic targeting. Moreover, recent research on the hepatitis B virus (HBV)
polymerase unveiled the mechanism behind cis-preferential reverse transcription (38).
They identified conserved prolines near the polymerase’s termination codon that stall
ribosomes, effectively tethering the nascent polymerase to its template RNA. Conse-
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quently, this interaction ensures cis-preferential RNA packaging and facilitates reverse
transcription of the HBV genome.

Structural proteins also play a crucial role in many aspects of viral fitness. They
dictate the assembly, infectivity, host-tropism, and survival of viruses. DMS studies on the
HA and neuraminidase (NA) proteins of IAV have revealed a clear distinction between
antigenic and functional/structural regions (32, 43, 44). Antigenic regions, such as the
HA globular head or surface-exposed regions of NA, show high mutational tolerance,
enabling immune escape by allowing the virus to evade host immune responses.
In contrast, functional domains, including the HA and NA catalytic sites, exhibit low
mutational tolerance due to their critical roles in maintaining essential viral functions
such as receptor binding and enzymatic activity. These findings highlight the evolu-
tionary constraints imposed by the need to balance immune evasion with functional
integrity.

The M1 matrix protein is the most conserved in IAV, leading to the historical
assumption that it has a low tolerance for mutations. However, a recent study demon-
strated that mutational tolerance varies across the protein, despite the low sequence
diversity observed in natural isolates (42). The N-terminal third of M1 exhibited low
mutational tolerance, likely due to its critical role in oligomerization and interactions with
other viral components. In contrast, the C-terminal two-thirds were more tolerant of AA
variations, which structural analysis suggests may result from its disordered configura-
tion, reducing constraints on AA preferences. During the COVID-19 pandemic, multiple
studies focused on performing DMS to explore the mutational fitness landscape of the
SARS-CoV-2 S protein, shedding light on structural and functional constraints (16, 22, 45,
46). For example, Starr et al. (22) conducted a comprehensive DMS of the RBD of the S
protein, measuring the effects of all possible AA substitutions on folding stability and
ACE2 binding affinity, which is the main entry point into cells for some coronaviruses
including SARS-CoV-2. Their findings showed that whereas most mutations reduced
binding or compromised protein folding, some substitutions improved ACE2 binding,
most notably, aligning with changes observed in circulating variants. Similarly, Ouyang
et al. (16) examined the spike N-terminal domain (NTD) and quantified the impact
of thousands of single mutations on protein expression levels, revealing that muta-
tional tolerance was inversely correlated with proximity to interdomain interfaces. Their
findings highlighted mutations that enhanced expression without altering antigenicity,
offering insights for immunogen design.

How does DMS advance our understanding of viral evolution?

Over the past decade, DMS has also been instrumental in experimental evolution
studies, identifying mutations linked to adaptation and shedding light on evolutionary
mechanisms.

Several studies demonstrate the importance of epistasis, which is defined as the
interactions between mutations in which one mutation’s effect depends on others'
presence. For example, this was done for studying SARS-CoV-2 evolution (29, 47-53),
where compensatory mutations (e.g., at the interaction interface of the S protein RBD
with the NTD) were demonstrated to reconfigure viral fitness. Taylor and Starr (48)
showed that mutations at the RBD of the Omicron SARS-CoV-2 variants BQ.1.1 and
XBB.1.5 can induce substantial epistatic effects, where earlier substitutions like N501Y
reshaped the mutational fitness landscape, making previously deleterious mutations
either neutral or beneficial. Using an infectious system of the whole S protein, Tami-
nishi et al. (51) also revealed epistasis between RBD and NTD mutations, demonstrat-
ing compensatory relationships that stabilize overall S protein fitness while enabling
immune evasion, such as structural compensation in the NTD for destabilizing RBD
mutations observed in Omicron variants BA.1 and BA.2. Recently, epistatic interactions
were observed in the Omicron BA.2.86 spike variant, where specific combinations
of mutations (e.g., Q493E coupled with L4555 and F456L) enhanced ACE2 binding,
reversing the deleterious effect of Q493E in previous variants (49). These studies
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consistently emphasize that epistasis plays an important role in modulating mutational
constraints, either relaxing or tightening them based on the genetic and structural
context, enabling viruses to navigate evolutionary trade-offs. Moreover, these findings
also underscore the importance of investigating epistatic networks across RNA virus
families to uncover conserved principles of viral evolution.

DMS has also been applied to investigate how changes in RNA viral proteins influence
host tropism, the adaptation of a virus to infect different host species. The work by
Thyagarajan and Bloom on the IAV HA protein (32) identified mutations that enable
shifts in receptor-binding specificity, highlighting antigenic sites that enhance binding
to human-like a2-6-linked sialic acids, a critical determinant for allowing 1AV to infect
humans. More recently, a comprehensive proteome-wide DMS analysis of coxsackie-
virus B3 evaluated how over 40,000 nonsynonymous mutations and almost all possi-
ble codon deletions in the nonstructural proteins affected its fitness (15). The study
revealed considerable variation in mutation tolerance both within and across individual
proteins, which is associated with their structural and functional roles. It was found
that while many viral proteins face strict functional constraints, nonstructural proteins
especially display unique mutational tolerance patterns that may relate to mechanisms
of adaptation specific to the host. In another proteome-wide DMS analysis of enterovirus
A71, the virus was modified with around 51,000 indels and 41,000 AA substitutions.
Studies experimentally examining the effects of indels on viral fitness are scarce. Still,
most have indicated that indels are lethal to the virus and can only be tolerated at
certain hotspots, which coincide with regions crucial for host recognition and immune
interaction. Conversely, the viral proteome shows a higher tolerance for AA substitutions
compared to indels, underscoring the evolutionary pressures exerted by this type of
mutation and their possible influence on phenotypic diversity (17).

Regarding arboviruses, their dual-host cycle, which involves replication in both
invertebrate and vertebrate hosts, imposes a strong purifying selection on the viral
genomic determinants required for replication in evolutionarily distant hosts (54). This
selective pressure makes it challenging to resolve which determinants are optimal for
viral fitness in each host. In a work by Setoh et al. on Zika virus (ZIKV) (55), this was
addressed by coupling DMS with fitness measurements across cell types from different
organisms (e.g., mosquito cells vs human cells). They characterized conserved residues
in the envelope protein's RBD, two substitutions in the ZIKV E protein, K316Q and
S461G, that combined, strongly favored virus replication in mosquito cells. The mutant
virus 316Q/461G containing these substitutions was found to be highly attenuated in
mammalian cells, organoids, and mice, demonstrating host-specific trade-offs. Similarly,
constrained mutational tolerance in critical catalytic sites of nonstructural proteins often
links structural stability to host-specific replication efficiency (18). These studies shed
light on evolutionary selection, where host-specific evolutionary pressures, whether
structural, biochemical, or immune-related, tend to exploit residues or domains that
balance adaptability with the preservation of essential functions. They also uncover
conserved mutational constraints and hotspots that govern cross-species adaptability in
RNA viruses.

How can DMS identify therapeutic targets?

As a powerful tool for systematically assessing the impact of mutations across viral
proteins, several DMS studies have contributed insights that could be relevant to the
development of different therapeutic approaches. For instance, mapping viral protein
regions related to immune evasion and receptor binding may be possible to enhance
the development of neutralizing antibodies (56-58). Moreover, highly conserved regions
in viral proteins could be ideal targets for therapeutic and preventive strategies against
RNA viruses. For example, these regions have the potential to be used for the develop-
ment of broadly neutralizing antibodies that focus on conserved epitopes in envelope
glycoproteins, to ensure cross-strain efficacy, such as those reported to target a discrete
membrane-proximal anchor epitope of the HA stalk domain in IAV (59). In addition,
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antivirals targeting critical enzymatic or functional sites in these conserved regions found
by DMS experiments could have the potential to effectively inhibit viral replication,
offering a promising alternative to the limited number of effective vaccines available to
combat diverse RNA viruses (44).

A promising alternative approach to monoclonal antibodies and antivirals, which has
capitalized on DMS studies identifying mutational rigid and conserved receptor-binding
regions, involves the designing of soluble decoy receptors that mimic the virus-binding
regions of host receptors. In a series of studies, a research group used deep mutagenesis
of the ACE2 receptor to first engineer a decoy receptor sACE22.v2.4, with enhanced
affinity for the SARS-CoV-2 S protein (60). The decoy receptor, containing three mutations
(T27Y, L79T, and N330Y), showed a 35-fold increase in binding affinity and neutralized
SARS-CoV-2 at levels comparable to high-affinity monoclonal antibodies. In the first
study, the engineered receptor was demonstrated to be highly soluble, stable, dimeric,
and catalytically active, with broad neutralization capabilities against both SARS-CoV-1
and SARS-CoV-2. In a second study (61), the researchers explored the potential for viral
resistance to SACE22.v2.4 and found that no mutations within the RBD of SARS-CoV-2
redirected specificity toward the wild-type ACE2 receptor, suggesting that resistance
would be rare. In another collaborative work, the in vivo efficacy of a derivative of the
sACE22.v2.4 decoy fused with an IgG1 constant region (SACE22.v2.4-IgG1) was evaluated
in K18-hACE2 mice (62). This work proved that sACE22.v2.4-lgG1 exhibited tight and
persistent binding to SARS-CoV-2 and several variants of concern, and notably, that the
decoy significantly reduced viral entry, lung vascular hyperpermeability, acute respira-
tory distress syndrome, and mortality in mice infected with both the WA-1/2020 and P.1
VOCs. These works highlight the promising therapeutic potential of an engineered decoy
receptor in vivo. However, its clinical application is still being studied due to the possible
short serum half-life, which may compromise its practical use. A recent study on the
engineered decoy receptor sACE22.v2.4-IgG1 points out that sialylation is a vital factor in
enhancing the in vivo efficacy of SACE2 decoy receptors and stresses the importance of
glycosylation modifications to improve their pharmacokinetics (63).

Virus-driven crispr screens to identify host factors modulating viral replica-
tion

Overview

The pioneering work of Mojica et al. (64) and Barrangou et al. (65) demonstrated
CRISPR-Cas9 as the adaptive immune mechanism of bacteria and archaea to fight
foreign genetic material such as plasmids and phages. In prokaryotes, this system
specifically recognizes and binds DNA through CRISPR RNA (crRNA), guiding Cas proteins
to identify and cleave exogenous DNA with the assistance of trans-activating CRISPR RNA
(tracrRNA). Subsequently, the groups of Charpentier and Doudna (66) combined crRNA
and tracrRNA into a single-guide RNA (sgRNA), which more efficiently facilitated Cas9’s
genome-editing role in vitro. This groundbreaking discovery, which earned them the
Nobel Prize in Chemistry in 2020, transformed our ability to investigate gene functions.
In virology, the CRISPR-Cas9 system has widely been used to study virus-host interactions
through whole-genome screening, using vector-based sgRNA libraries targeting the
whole coding host genome, identifying host factors essential for virus replication (67—
72).

Until just a couple of years ago, most multiplexed pooled CRISPR screens in the
context of infection were based on cell viability as their readout, leading to the
discovery of cellular genes that allow cells to resist infection. Although extremely
powerful, cell viability approaches predominantly reveal hits that block the early steps
of viral replication, specifically entry, limiting the breadth of captured host factors. As
reviewed in the following section, various groups have developed a novel screening
system based on CRISPR-engineered replicating viral systems to expand the breadth of
discoverable functional factors and increase sensitivity. In this platform, sgRNA libraries
are expressed directly from the viral genome, enabling the direct follow-up of virus
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propagation throughout the infection cycle. Upon infection of a cell expressing the
Cas9 protein, the sgRNA encoded by the virus is released and alters the expression of
cellular genes. This gene alteration affects the replication kinetics of the virus, where
the sgRNA levels serve as a direct readout for viral propagation (Fig. 2A). In this way,
sgRNAs that target genes that are essential or restrict virus propagation are expected to
be underrepresented or enriched, respectively, in viruses budding from Cas9-expressing
cells. Additionally, since thousands of viral genome copies are synthesized during each
replication cycle, the signal is naturally amplified, making this screening approach highly
sensitive and, potentially enabling the detection of even small positive and negative
effects on viral propagation. This methodology surpasses conventional CRISPR screens
by offering greater specificity, resolution, and mostly, the ability to profile later stages of
the infection cycle, paving the way for novel antiviral strategies.

How can viruses be engineered to conduct CRISPR screens?

This novel approach was first applied in a study to identify interferon-stimulated genes
against HIV (73). In this study, the researchers used lentiviral genomes encoding sgRNAs
packaged into HIV virions, enabling the delivery and expression of Cas9 and sgRNA
in target cells. Knockout cells were pooled, and deep sequencing of CRISPR RNAs in
newly budded virions was used to assess HIV replication efficiency across thousands
of genes in a heterogeneous population. The study identified antiviral factors like
MxB, TRIM5a, IFITM1, and Tetherin, with sensitivity varying by viral strain. Additionally,

A. Virus-driven CRISPR screen
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FIG 2 Virus-driven CRISPR screens. (A) Overview of a virus-driven CRISPR screen. (B) Potential strategy for the development of alphaviruses encoding sgRNAs.
Open reading frame (ORF), nonstructural (ns) proteins, subgenomic promoters (subg. promoters), structural (S) proteins. Created in https://BioRender.com.
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host dependency factors such as CD169, SEC62, and TLR2 were shown to support HIV
replication in THP-1 cells. In another study on HIV (74), the researchers employed a library
of over 1,500 replication-competent HIV-1 constructs, each expressing a single sgRNA
targeting more than 500 cellular genes, to identify antiviral restriction factors across the
entire HIV-1 replication cycle. Passaging in CD4*T cells enriched sgRNAs targeting several
key genes, including GRN, CIITA, EHMT2, CEACAM3, CC2D1B, and RHOA, by over 50-fold.
Additionally, the technique identified IFI16 as a restriction factor specifically targeted by
the HIV-1 accessory gene nef. Functional validation in cell lines and primary CD4'T cells
confirmed that these factors impact various stages of the HIV life cycle, including entry,
transcription, release, and infectivity.

Recently, Finkel et al. (75) introduced virus-encoded CRISPR-based direct readout
screening (VECOS), a system leveraging human cytomegalovirus (HCMV) engineered to
express sgRNAs targeting the human coding genome. This was achieved by cloning the
HCMV genome into a bacterial artificial chromosome system coupled with a Gateway
cloning system to streamline the process of modifying the viral genome to encode
a robust sgRNA library. Primary human foreskin fibroblasts (HFFs) were employed as
the experimental model due to their permissiveness to viral replication. Sequential
infections were performed by harvesting viral supernatants from infected HFFs and
transferring them to fresh cultures to propagate the virus over multiple passages. To
quantify changes in sgRNA abundance across passages and identify host factors critical
for distinct stages of the HCMV infection cycle, the researchers extracted viral DNA after
each sequential passage from cell lysates and culture supernatants. The abundance of
sgRNAs encoded within the viral genome was then analyzed by PCR and high-through-
put sequencing. This experimental approach demonstrated that RRM2, a key enzyme in
dNTP production, is a critical host factor for HCMV replication, as its depletion severely
impaired viral propagation and DNA synthesis. This finding opens up a new therapeu-
tic potential for combining RRM2 inhibitors with existing anti-HCMV treatments, such
as ganciclovir, to enhance antiviral efficacy. Importantly, the study demonstrated the
unique strengths of VECOS in identifying a broader range of host factors, including those
critical for non-lethal stages of infection, which are often missed by traditional survival-
based CRISPR screens. They also provide evidence of the poorly understood functions
of ARL6IP6 and its importance in viral propagation, demonstrating that ARL6IP6 plays
a critical role in the late stages of the HCMV infection cycle, likely contributing to virus
assembly through its association with ER-derived structures.

Similarly to the group above, King et al. (76) developed a novel fitness-based screen
named transcriptional regulation by pathogen-programmed Cas9 (TRPPC), which uses
IAV to deliver single guide RNAs (sgRNAs) that program CRISPR activation or CRISPR
inhibition of cellular genes exploiting the virus's ability to express non-coding RNAs.
They modified the influenza virus nonstructural (NS) gene, which normally encodes
two proteins, nonstructural protein 1 (NS1) and the nuclear export protein, by altering
its overlapping reading frames into non-overlapping ones, separated by an artificial
intron. This created a “split NS” system that allowed the expression of non-coding RNAs
without disrupting viral protein production or replication. They incorporated a microRNA
(miRNA) encoded within this artificial intron, which would be processed by the host's
Drosha nuclease in the nucleus, along with a sgRNA downstream of the miRNA-124,
releasing the sgRNA from the viral genome. After several rounds of selection of the
virus-encoded sgRNA library in A549 cells, the screen identified the protein TREX1, a
cytoplasmic DNA exonuclease, as a key pro-viral factor, as it degrades cytoplasmic DNA
to prevent immune activation, thus aiding influenza replication. This methodology also
allowed the creation of a ranking of host factors that affect AV viral replication, providing
valuable insights into host-pathogen interactions.

Challenges and future directions

Despite their potential, the mentioned methodologies face challenges that create
opportunities for refinement to address research gaps and limitations. A technique like
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DMS produces a big volume of data, and the main challenge remains in analyzing
and making sense of it to predict the effects of mutations. Machine learning offers a
powerful approach for these methods that require the analysis of vast amounts of data
and exhaustive experimental testing. For example, automated viral infectivity assays
utilizing convolutional neural networks have been used to predict infection phenotypes
from microscopy data, improving speed and precision in virus characterization, which
could be applied for a more efficient analysis of viral variants (77-79). Moreover, machine
learning has also been used to predict the functional outcomes of millions of untested
mutations from DMS data sets, helping researchers to identify and filter promising
variants for further study and reduce the need for exhaustive experimental testing
(80-82). This approach could fill gaps in DMS by enabling real-time predictions of
mutation effects in complex protein landscapes and expand the ability to explore larger
mutational spaces with high accuracy and fewer laboratory resources. Another major
challenge, shared by both CRISPR screening and DMS, is that they rely on cell culture
as their experimental system, which can influence the interpretation of mutational
effects. While these systems are used primarily for their ability to facilitate high-volume
infections and vigorous viral replication, they may not fully capture the complexities of in
vivo scenarios, where factors such as tissue-specific interactions and immune responses
may play a significant role. For instance, research teams employing DMS on the same
viral protein have reported inconsistent results across diverse cellular environments (42,
83). The authors discuss that discrepancies can largely be attributed to differences in
viral strains, cell types, and experimental methodologies, but cannot rule out factors like
population bottlenecks and epistatic interactions (42). Therefore, any conclusions drawn
should be contextualized within the specifics of the viral strain and experimental setting.

Regarding DMS, although several studies have identified conserved functional
regions in RNA virus proteins, such as the flavivirus NS5 or influenza PB1 polymera-
ses (18, 19), systematic cross-family comparisons of mutational constraints are scarce.
Current research mostly focuses on specific viral targets or homology-based analyses,
lacking comprehensive data sets that consolidate DMS mappings across diverse RNA
virus families to identify conserved functional or structural “hotspots.” This gap may
largely arise from inconsistencies in experimental models and the lack of standardized
fitness metrics across studies. Future research could expand DMS efforts to homologous
proteins across major RNA viral families, targeting universal antiviral sites such as RdRp
enzymatic cores and conserved glycoprotein domains. Such integration could inform the
design of broad-spectrum inhibitors targeting residues less prone to mutational escape,
paving the way for cross-family antiviral strategies, like the development of pan-viral
vaccines to combat diverse RNA viruses. To support this idea, initiatives such as MaveDB
(84), an open-source repository for sharing and analyzing DMS data sets, and the Atlas of
Variant Effects Alliance (https://www.varianteffect.org/) have been established to foster
collaboration and enhance the utility of mutational scanning research (85).

As part of this section discussing future directions, we hypothesize that alphaviruses,
with their positive-sense, single-stranded RNA genomes that replicate in the cytoplasm,
offer a distinct opportunity for exploration as a possible advancement in CRISPR/
Cas9 technology. These viruses exhibit unique characteristics compared to previously
employed viral systems. Specifically, the potential development of replication-competent
Mayaro virus constructs encoding sgRNAs represents an innovative approach worth
investigating. This idea is grounded in the capacity that alphaviruses have to tolerate
the insertion of exogenous coding and non-coding sequences downstream of their
nonstructural genes, expressed via a subgenomic promoter (Fig. 2B). To facilitate the
release of non-coding RNAs like sgRNAs during replication, these sequences can be
positioned downstream of a duplicated subgenomic promoter, followed by a self-excis-
ing ribozyme (e.g., HDV) or a miRNA sequence, as demonstrated in prior studies (76,
86). Nevertheless, RNA viruses face additional complexities, including high mutation
rates and genomic instability, which increase the risk of evolutionary escape and
may compromise embedded sgRNA functionality. Optimizing experimental designs and
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methodologies will be essential to make CRISPR-based tools broadly applicable across
multiple RNA viral families. In addition, given the recent development of this technology,
establishing robust reproducibility standards is critical to ensure consistent and reliable
outcomes across viral strains. Variability in experimental protocols, such as delivery
methods, cell lines, and infection conditions, affects sgRNA targeting efficiency and
the functional relevance of identified host factors. Addressing these issues will require
standardized sgRNA libraries and multi-laboratory validation studies to benchmark
findings and enhance reproducibility.

CONCLUDING REMARKS

In this Full Circle review, we highlight how DMS and CRISPR-engineered viral systems
serve as essential tools in virology, enabling researchers to map viral fitness landscapes,
identify drivers of evolution, and explore host-virus dynamics. DMS has revolutionized
the study of viral proteins, allowing us to create fitness maps that detail the effects of
nearly all possible nucleotide substitutions within a viral genome. Combining experi-
mental techniques with computational tools such as modeling and machine learning has
provided deeper insights into mutations, protein functions, and epistatic interactions to
unveil viral evolution. Global collaboration is crucial, with open-access repositories like
MaveDB enabling data sharing to address broader challenges like assessing mutational
landscapes across viral families or identifying pan-antiviral targets. The newly developed
strategy, virus-driven CRISPR screenings, focuses on the role of host factors in viral
replication, uncovering novel host-viral mechanisms of interaction and revealing new
therapeutic targets. It represents a significant advancement over earlier conventional
CRISPR screening, addressing limitations such as profiling later stages of the infection
cycle. As this technology develops, new experimental designs and methods will broaden
the application across multiple viruses, revealing new insights into viral-host dynamics
and offering promising leads for antiviral development.

Looking ahead, the convergence of high-throughput technologies, artificial
intelligence, and viral genome engineering will unlock an era of unprecedented
precision in virology. This multidisciplinary approach will not only accelerate our
understanding of viral biology but will also lead to personalized, adaptive treatment
regimens, representing a new frontier in the fight against viral infections.
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