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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 investigó cómo estas presiones moldean la arquitectura genómica y la trayectoria 
adaptativa de dos virus ARN zoonóticos. 
En el primer capítulo se utilizó SARS-CoV-2 como modelo de emergencia y diversificación 
reciente, evaluando su dinámica evolutiva mediante un estudio composicional del gen S en 
VOCs y de la emergencia de Ómicron. Análisis multivariados (PCA y mapas de calor) 
evidenciaron que los patrones de uso de codones y la composición nucleotídica se asocian 
con la diferenciación genotípica entre variantes virales. La divergencia de Ómicron no se 
limita a sustituciones aminoacídicas puntuales, sino que podría reflejar una reorganización 
más amplia de la arquitectura genómica del gen S. En particular, Alfa, Beta, Gamma y 
Delta mostraron mayor proximidad genética entre sí, mientras que Ómicron ocupó un 
espacio multivariado claramente diferenciado, consistente con una trayectoria evolutiva 
independiente en el árbol filogenético de SARS-CoV-2. Estos resultados sugieren que el 
gen S contiene suficiente información evolutiva para asignar VOCs a sus linajes incluso a 
partir de variables composicionales globales, reforzando su utilidad como marcador 
evolutivo. Asimismo, análisis filodinámicos sugieren que los ancestros de este linaje 
habrían circulado durante un período prolongado antes de su detección, evidenciando 
diversificación temprana. 
En el segundo capítulo se estudió el rol de la inmunidad innata como fuerza selectiva 
sobre arbovirus, con foco en la proteína antiviral de dedos de zinc (ZAP) de vertebrados, 
que reconoce dinucleótidos CpG en ARN virales. Los virus ARN que infectan vertebrados 
presentan una marcada supresión de CpG asociada a la actividad restrictiva de ZAP. Sin 
embargo, los arbovirus deben replicar eficientemente en vertebrados e invertebrados, por 
lo que están sometidos a presiones evolutivas potencialmente divergentes. Para abordar 
esta pregunta se utilizó una variante de MAYV enriquecida en CpG (FG+) y se generó una 
línea celular A549 deficiente en ZAP mediante CRISPR/Cas9. Los resultados evidenciaron 
que el aumento de CpG produce una marcada atenuación viral dependiente de este factor 
restrictivo. Además, se observó que la isoforma ZAPL actúa como principal mediador 
restrictivo durante etapas tempranas de la infección y que la estimulación con IFNα 
potencia esta restricción de manera dependiente de ZAP. También se evidenció que MAYV 
silvestre (WT) es susceptible a la inhibición mediada por ZAP, lo que sugiere que la 
modulación del contenido de CpG constituye un compromiso adaptativo relevante para 
arbovirus que alternan entre distintos hospedadores. 
En conjunto, estos capítulos muestran cómo distintos niveles de presión selectiva, desde 
procesos evolutivos poblacionales hasta mecanismos de inmunidad innata, moldean la 
composición genómica y el potencial adaptativo de virus ARN. 
Finalmente, en el tercer capítulo se exploró el rediseño del genoma de MAYV como 
herramienta experimental mediante la generación de variantes sintéticas capaces de 
expresar un ARN guía del sistema CRISPR/Cas9 dirigido contra ZAP. Aunque no se 
detectó edición génica eficiente en las condiciones evaluadas, los resultados demostraron 
la viabilidad de utilizar MAYV como plataforma para la expresión de ARN pequeños y 
resaltan su potencial para estudios funcionales. 
 
Palabras clave: SARS-CoV-2; virus Mayaro; alfavirus; arbovirus; CpG; ZAP; inmunidad 
innata; interferón tipo I; evolución viral; composición nucleotídica; filodinámica; biología 
sintética; CRISPR/Cas9; sgRNA.  
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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 IFNα 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 I interferon; viral evolution; nucleotide composition; phylodynamics; synthetic biology; 
CRISPR/Cas9; sgRNA. 
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Emergencia zoonótica y capacidad adaptativa de virus ARN 
Se estima que entre el 60% y el 75% de los patógenos emergentes en humanos, 

descritos en las últimas décadas, derivan de reservorios animales, lo que refleja la 

creciente interacción entre poblaciones humanas, fauna silvestre y animales 

domésticos 1. Estos patógenos circulan naturalmente en reservorios animales y, bajo 

determinadas condiciones ecológicas, como la expansión urbana, la deforestación, la 

intensificación de la producción animal, la movilidad global, o los cambios climáticos 

que modifican la distribución de vectores pueden generar eventos de transmisión 

interespecie (spillover) 2. Sin embargo, la coincidencia ecológica 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 específicos, replicarse eficientemente y evadir o modular los mecanismos 

de la inmunidad innata. La mayoría de estos eventos no progresa más allá de 

infecciones aisladas: el virus puede ingresar y replicar de manera limitada sin alcanzar 

niveles suficientes para sostener la transmisión. Sólo en circunstancias particulares 

ciertas variantes logran superar estas barreras iniciales y establecer cadenas de 

transmisión entre individuos. En consecuencia, la emergencia viral no depende 

exclusivamente de la exposición sino de la capacidad adaptativa del virus frente al 

nuevo entorno biológico 2,3.  

Los virus de genoma ARN presentan propiedades intrínsecas que favorecen este 

proceso 4. 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 

síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-1) entre 2002 y 2003, la pandemia de 

gripe A (H1N1) de 2009–2010 y, más 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 

patógenos 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 transmisión sostenida en humanos pudiendo alcanzar una escala 

global. 

La replicación de los virus ARN está mediada por polimerasas dependientes de ARN 

(RdRp, del inglés RNA-dependent RNA polymerase) de baja fidelidad (entre 10-4 y 10-6 

sustituciones por nucleótido por generación), que en la mayoría de las familias virales 

carecen de mecanismos eficientes de corrección de errores 5. Como resultado, dentro 
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de un mismo hospedero no existe un genoma único, sino una población de variantes 

estrechamente relacionadas, configurando una estructura poblacional dinámica con 

distinta aptitud replicativa 6. Esta diversidad constituye el sustrato sobre el cual actúa la 

selección natural ante las presiones selectivas en un hospedero nuevo. A esta 

variabilidad se suman mecanismos adicionales de generación de diversidad genética, 

como la recombinación o, en el caso de virus con genomas segmentados, el 

reordenamiento genómico. Estos procesos pueden producir cambios fenotípicos 

abruptos y, ocasionalmente, variantes con ventajas replicativas o de transmisión. 

Durante la infección y la transmisión entre hospederos ocurren además cuellos de 

botella poblacionales que reducen drásticamente la diversidad viral y favorecen la 

fijación de ciertas variantes por selección o deriva genética 7. 

La adaptación 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 continúa tras la infección humana, donde enfrenta nuevas 

restricciones celulares y fisiológicas. La mayoría de los linajes se extinguen 

rápidamente, mientras que algunos adquieren combinaciones genéticas compatibles 

con el nuevo hospedero y logran sostener la transmisión. La emergencia representa, 

por lo tanto, el resultado de múltiples ciclos de generación de diversidad y filtrado 

selectivo más que un evento puntual. 

En conjunto, la elevada tasa de variación genética, los tiempos replicativos cortos y los 

grandes tamaños poblacionales convierten a los virus ARN en sistemas altamente 

eficientes para explorar el espacio evolutivo. Estas características excepcionales 

pueden explicar su alta participación en la emergencia y reemergencia de patógenos 

humanos y subrayan la importancia de comprender los determinantes moleculares que 

condicionan su adaptación a nuevos hospederos. 

 

Interacción virus–hospedero como motor de evolución viral 

Tras la infección viral, el ambiente celular del hospedero impone múltiples restricciones 

al establecimiento de la replicación viral. La entrada del virus a la célula no garantiza 

una replicación 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 traducción, que pueden afectar su 

replicación incluso antes de la activación de la respuesta inmune. 

Las células poseen mecanismos constitutivos capaces de detectar material genético 

exógeno y restringir su expresión. El reconocimiento de patrones moleculares 
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asociados a patógenos (PAMPs) por receptores de reconocimiento de patrones 

(PRRs) permite discriminar entre ARN propio y no propio e iniciar cascadas de 

señalización intracelular que activan programas antivirales, incluyendo la degradación 

selectiva del ARN viral, la inhibición de la traducción y la restricción de la replicación 

genómica. Estas respuestas se activan de manera temprana tras la entrada del virus y 

constituyen una primera barrera de selección intracelular 8,9.  

A esta restricción basal se suma la respuesta inducida por interferones, que 

incrementa la presión selectiva mediante la expresión coordinada de numerosos genes 

estimulados por interferón (ISGs)10. Desde una perspectiva evolutiva, estos 

mecanismos no sólo reducen la carga viral, sino que condicionan qué variantes 

genómicas pueden mantenerse en el tiempo. En consecuencia, la evolución viral se 

encuentra fuertemente determinada por la necesidad de evadir el reconocimiento y la 

restricción celular, de modo que la aptitud viral resulta del balance entre eficiencia 

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

Un aspecto central de esta interacción es que la presión selectiva no actúa únicamente 

sobre proteínas virales, sino también sobre la secuencia nucleotídica del genoma. La 

composición de nucleótidos, el uso de codones y la frecuencia de determinados 

motivos de secuencia no son aleatorios, sino que reflejan la compatibilidad con el 

entorno intracelular. Además de la información para codificar proteínas virales, 

determinadas configuraciones genéticas pueden favorecer la estabilidad del ARN o su 

traducción, mientras que otras aumentan la probabilidad de reconocimiento por 

mecanismos antivirales. Así, el genoma viral constituye un rasgo fenotípico sujeto a 

selección. Como resultado, muchos virus presentan sesgos composicionales 

característicos que se conservan a lo largo de su evolución en hospederos 

específicos, lo que sugiere la existencia de restricciones dependientes de secuencia 

que operan de manera sostenida durante la replicación viral. La adaptación viral 

implica entonces un equilibrio entre maximizar la eficiencia replicativa y minimizar la 

detección por la célula, lo que conduce a la fijación de configuraciones genómicas 

compatibles con el hospedero 11.  

En algunos casos, la presión selectiva se concentra en regiones funcionales 

específicas del genoma, particularmente en proteínas involucradas en la entrada a la 

célula o en el reconocimiento por anticuerpos neutralizantes 12,13. Estas regiones 

pueden estar sometidas a selección positiva sostenida, favoreciendo mutaciones que 

incrementan la afinidad por receptores celulares o disminuyen la susceptibilidad a la 

neutralización inmune. Cuando estas variantes presentan ventajas de transmisión o 
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escape inmunológico, pueden expandirse poblacionalmente y dar lugar a procesos de 

adaptación molecular, evidenciados por la aparición y reemplazo sucesivo de linajes 

virales durante brotes epidémicos o pandemias 14. 

En conjunto, la interacción virus–hospedero no sólo determina el éxito inmediato de la 

infección, sino que moldea progresivamente la arquitectura del genoma viral. La 

composición genómica 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 cómo las presiones selectivas moldean 

la organización y composición de los genomas virales no sólo permite interpretar los 

procesos de adaptación al hospedero, sino que también proporciona información 

valiosa para poder manipular experimentalmente estos genomas. El conocimiento de 

los elementos funcionales que regulan la replicación, traducción y estabilidad del ARN 

viral permite identificar regiones del genoma que toleran modificaciones o la inserción 

de secuencias heterólogas sin comprometer la replicación viral, lo que ha posibilitado 

el desarrollo de variantes virales sintéticas derivadas de genomas modificados con 

fines experimentales o biotecnológicos. En este contexto, los alfavirus constituyen 

plataformas particularmente versátiles para la generación de variantes virales 

sintéticas debido a su eficiente replicación citoplasmática y a la organización modular 

de su genoma, propiedades que han permitido utilizarlos para la expresión de 

secuencias heterólogas durante la infección, como proteínas reporteras, facilitando así 

el estudio funcional de genes del hospedero y de los mecanismos celulares que 

controlan la replicación viral. 
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Justificación y estructura de la tesis 

La evidencia acumulada a lo largo de la historia indica que los virus ARN zoonóticos 

constituyen una amenaza persistente para la salud pública debido a su elevada 

capacidad de adaptación genética y a su potencial de transmisión entre especies 15. La 

interacción dinámica entre virus y hospedero genera presiones selectivas que moldean 

la composición del genoma viral, su eficiencia replicativa y su capacidad de evasión 

inmune 11. Comprender estos procesos requiere integrar enfoques experimentales y 

evolutivos que permitan analizar, por un lado, los determinantes moleculares del 

hospedero que restringen la replicación 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 análisis 

complementarios organizados en tres capítulos. Estos están vinculados a la 

adaptación de virus ARN zoonóticos frente a las presiones selectivas impuestas por el 

hospedero, abordando la interacción virus–hospedero desde distintas escalas de 

análisis y utilizando dos sistemas virales.  

En el capítulo 1 se caracterizan los patrones evolutivos del gen S en las variantes de 

preocupación de SARS-CoV-2 (VOCs; Alfa, Beta, Gamma, Delta y Ómicron) mediante 

el análisis comparativo de la composición nucleotídica y el uso de codones, con el 

objetivo de evaluar su asociación con la diferenciación genotípica entre linajes virales. 

Asimismo, se examina la dinámica evolutiva asociada a la emergencia y expansión de 

la variante Ómicron como ejemplo contemporáneo de adaptación viral a escala 

poblacional.  

En el capítulo 2, se analiza experimentalmente la interacción virus–hospedero a 

escala intracelular, utilizando el arbovirus Mayaro (MAYV) como modelo. Este capítulo 

se enfoca en el estudio del rol antiviral de la proteína ZAP específica de vertebrados 

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

Por último, en el capítulo 3 se desarrolla una aproximación funcional basada en la 

modificación del genoma de MAYV para la expresión de ARN guía (sgRNA) del 

sistema CRISPR/Cas9. Se explora la viabilidad y funcionalidad de variantes sintéticas 

para llevar a cabo la edición génica en células que expresan Cas9 de manera 

constitutiva, permitiendo evaluar la funcionalidad de los sgRNA en el contexto de una 

infección activa. 
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Dinámica evolutiva de SARS-CoV-2: análisis 
composicional del gen S y emergencia de 
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Capítulo 1 

Introducción 
Emergencia de SARS-CoV-2 desde el reservorio animal hacia la 
transmisión humana. 
El análisis del genoma completo de un virus detectado en muestras clínicas, 

procedentes de un brote de neumonía detectado en la ciudad de Wuhan (China) en 

diciembre de 2019, permitió identificar un nuevo agente viral con capacidad de infectar 

humanos. La primera anotación del genoma completo de SARS-CoV-2, de 29.903 

nucleótidos, reveló que se trataba de un virus de ARN monocatenario de sentido 

positivo (+ssRNA) perteneciente al género Betacoronavirus (β-CoV), dentro de la 

familia Coronaviridae 16. Posteriormente, el Comité Internacional de Taxonomía de 

Virus (ICTV) denominó oficialmente al virus SARS-CoV-2, mientras que la enfermedad 

asociada recibió el nombre de COVID-19 por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) 17.  

En pocas semanas tras publicarse la primera secuencia genómica completa, se 

confirmó la transmisión sostenida entre humanos, evidenciada por brotes familiares y 

nosocomiales. A finales de enero de 2020 el virus ya se había diseminado dentro y 

fuera de China, lo que llevó a la OMS a declarar una emergencia de salud pública de 

importancia internacional el 30 de enero, y posteriormente declararse el estado de 

pandemia el 11 de marzo de 2020. 

Los análisis filogenéticos demostraron que SARS-CoV-2 comparte la organización 

genómica y características estructurales con otros coronavirus, incluido SARS-CoV, 

agente causante del brote de síndrome 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 continúa en debate, ya que 

ninguno de los coronavirus conocidos representa su progenitor directo y la divergencia 

genética observada sugiere décadas de evolución no muestreada, posiblemente con la 

participación de un hospedero intermedio aún no identificado 18,19.  

El coronavirus más 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 nucleotídica y un 98,4% de 

identidad aminoacídica con SARS‑CoV‑2 20,21. Previamente, el virus de murciélago 

RaTG13, aislado de Rhinolophus affinis (Yunnan, China, 2013), era considerado el 

pariente más cercano, con 96,1–96,2 % de identidad genómica. 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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de unión al receptor (RBD) de la proteína Spike (S) de estos Sarbecovirus animales 

presenta divergencias relevantes respecto al de SARS‑CoV‑2, incluyendo diferencias 

en residuos clave implicados en la interacción con el receptor celular: enzima 

convertidora de angiotensina 2 (ACE2). En particular, tanto RaTG13 como BANAL‑52 

carecen de la inserción de cuatro aminoácidos (PRRA) en el sitio de clivaje por furina 

de la proteína S, característica distintiva de SARS‑CoV‑2 asociada a una mayor 

eficiencia en la entrada celular 22. Además, se ha demostrado que la afinidad de unión 

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 21. 

Análisis 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 aminoacídica en el RBD (hasta ~96,8 %) y conservan varios de los 

residuos críticos implicados en la interacción con ACE2 23. En conjunto estos hallazgos 

respaldan la hipótesis de que SARS‑CoV‑2 podría haberse originado a partir de 

eventos de recombinación entre coronavirus relacionados que circulan en murciélagos 

y pangolines. Asimismo, otros coronavirus identificados en murciélagos del sudeste 

asiático muestran una alta similitud en regiones críticas del RBD y capacidad para 

utilizar ACE2 de distintas especies, incluido el humano 21. 

En conjunto, la evidencia genómica y filogenética disponible respaldan un origen 

zoonótico de SARS-CoV-2, probablemente asociado a uno o varios eventos de 

spillover desde reservorios animales, con posible participación de un hospedero 

intermedio aún no identificado. Sin embargo, el proceso preciso de emergencia, así 

como la secuencia de eventos evolutivos que precedieron a su adaptación y las etapas 

iniciales que permitieron la transmisión eficiente entre humanos, aún no están 

completamente esclarecidas. Esta incertidumbre se ve agravada por la disponibilidad 

limitada de información clave durante los primeros meses de la pandemia, incluyendo 

secuencias genómicas tempranas, datos sobre los animales comercializados en los 

mercados de Wuhan y documentación sobre actividades y condiciones de 

bioseguridad en laboratorios locales, lo que ha dificultado la reconstrucción detallada 

de los eventos asociados al origen del virus 24. 

Organización genómica y ciclo replicativo 

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

aproximadamente 30 kb, uno de los de mayor tamaño 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 poliproteínas procesadas en 16 proteínas no estructurales (nsP1–nsP16) 

involucradas en la replicación y transcripción viral. En la región 3’ se encuentran los 

genes codificantes para las proteínas estructurales: spike (S), envoltura (E), 

membrana (M) y nucleocápside (N); junto con varias proteínas accesorias que 

modulan la interacción con el hospedero y la eficiencia replicativa 25 (Fig. 1.1). 

La proteína S desempeña un rol central en el tropismo y la entrada viral al mediar la 

unión al receptor celular ACE2 y la posterior fusión de membranas. Está formada por 

dos subunidades: S1, que contiene el dominio RBD y el dominio amino-terminal (NTD), 

y S2, responsable de la fusión viral. El RBD incluye el motivo de unión al receptor 

celular y, junto con el NTD, constituye el principal blanco de los anticuerpos 

neutralizantes. Tras la unión a ACE2, la proteína S es activada por clivaje proteolítico 

en el sitio S2’, mediado por TMPRSS2 en la superficie celular o por catepsinas 

endosomales, lo que desencadena la fusión entre la envoltura viral y la membrana 

celular y la liberación del genoma viral al citoplasma 26. La proteína S desempeña un 

rol central en el tropismo y la entrada viral al mediar la unión al receptor celular ACE2 y 

la posterior fusión de membranas. Está formada por dos subunidades: S1, que 

contiene el dominio RBD y el dominio amino-terminal (NTD), y S2, responsable de la 

fusión viral. El RBD incluye el motivo de unión al receptor celular y, junto con el NTD, 

constituye el principal blanco de los anticuerpos neutralizantes. Tras la unión a ACE2, 

la proteína S es activada por clivaje proteolítico en el sitio S2’, mediado por TMPRSS2 

en la superficie celular o por catepsinas endosomales, lo que desencadena la fusión 

entre la envoltura viral y la membrana celular y la liberación del genoma viral al 

citoplasma 26. 
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Figura 1.1: Estructura del virión y organización genómica de SARS-CoV-2. 
A) Representación esquemática de la partícula viral, mostrando la envoltura lipídica que 
contiene las proteínas estructurales Spike (S), Membrana (M) y Envoltura (E), y en su interior la 
nucleocápside (N) asociada al genoma de ARN monocatenario de sentido positivo. B) 
Organización 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 
poliproteínas pp1a y pp1ab, posteriormente procesadas en las proteínas no estructurales 
(nsP1–16) que conforman el complejo de replicación-transcripción. En la región 3′ se 
encuentran los genes que codifican las proteínas estructurales (S, E, M y N) y las proteínas 
accesorias virales. Imagen adaptada de 26 y creada en Biorender.com.   
 

 

Una vez en el citoplasma, el ARN genómico actúa directamente como ARN mensajero, 

donde los ORF1a y ORF1b se traducen en las poliproteínas precursoras pp1a (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 proteínas nsPs. Este proceso da origen al 

complejo de replicación-transcripción, cuyo componente central es la RdRp, 

constituida por la subunidad catalítica nsP12 y los cofactores nsP7 y nsP8. Este 

complejo es responsable de la síntesis tanto del ARN genómico como de los ARN 

subgenómicos 26. 
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Las nsPs se ensamblan en vesículas de doble membrana derivadas del retículo 

endoplasmático (RE), donde la RdRp sintetiza primero una hebra de ARN negativa 

complementaria y, a partir de ella, nuevos genomas virales y ARN subgenómicos. 

Estos últimos se traducen para producir las proteínas estructurales y accesorias. La 

proteína S se inserta en membranas del RE y del compartimento intermedio RE-Golgi, 

mientras que el ARN genómico positivo se asocia con la proteína N formando la 

nucleocápside. El ensamblaje de nuevos viriones ocurre en estas membranas que 

contienen las proteínas M, E y S, generando partículas virales completas que luego 

son transportadas en vesículas hacia la membrana plasmática y liberadas por 

exocitosis, para infectar nuevas células 26.  

Desde una perspectiva evolutiva, el ciclo replicativo impone fuertes presiones 

selectivas sobre la proteína S, determinante de la entrada celular y principal blanco 

inmunológico 14,27. A su vez, la RdRp se ha caracterizado como la mayor responsable 

de la generación de diversidad genética como se detalla a continuación 28.  
 
Mecanismos moleculares de generación de variabilidad en 
SARS-CoV-2 
La diversificación genética de SARS-CoV-2 surge principalmente como consecuencia 

directa de su proceso replicativo intracelular. En general, los virus ARN replican como 

poblaciones dinámicas o “nubes de mutantes”, compuestas por variantes 

estrechamente relacionadas genéticamente, debido a la baja fidelidad de las RdRp. En 

este contexto, el equilibrio entre generación de variabilidad y mantenimiento de la 

integridad genómica resulta crítico para la viabilidad viral. El gran tamaño del genoma 

de los coronavirus (~30 kb) los sitúa cerca del umbral de error característico de los 

virus ARN, límite máximo mutacional compatible con la viabilidad del genoma. Para 

compensarlo, estos virus han evolucionado generando mecanismos que reducen el 

número de mutaciones durante la replicación 29,30. En particular, la fidelidad de la RdRp 

está modulada por un sistema de corrección 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 sustitución 

estimada para SARS-CoV-2 es del orden de 10⁻³ sustituciones por sitio por año, lo que 

se traduce, a nivel poblacional, en una acumulación aproximada de dos sustituciones 

por genoma por mes durante su circulación en humanos 28,31. 

La mayoría de las mutaciones generadas durante la replicación del genoma son 

neutras o deletéreas y no se fijan en la población viral. Sin embargo, algunas alteran 

propiedades funcionales como la afinidad por receptores celulares, la eficiencia 
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replicativa o la evasión inmunológica, pudiéndose expandir bajo selección positiva 32. 

Estas variaciones se han concentrado con mayor frecuencia en la proteína S, donde 

cambios en el dominio RBD o en regiones antigénicas afectan simultáneamente la 

infectividad y el reconocimiento inmunológico. 

Además de las sustituciones puntuales (SNPs), la RdRp posee capacidad de cambio 

de molde durante la síntesis (template switching), lo que puede generar inserciones, 

deleciones y recombinaciones entre genomas virales. Este mecanismo puede producir 

cambios fenotípicos abruptos y contribuir a la aparición de variantes con múltiples 

mutaciones simultáneas 33. Estos eventos, sin embargo, no ocurren al azar: ciertos 

sitios del genoma actúan como “puntos calientes" asociados a la estructura del ARN y 

a señales reguladoras de transcripción, sugiriendo que la arquitectura genómica 

condiciona la generación de diversidad 34. 

En conjunto, la variabilidad de SARS-CoV-2 surge de tres procesos interrelacionados: 

errores de replicación de la RdRp, recombinación por cambio de molde y restricciones 

estructurales del genoma viral. Tras su introducción en la población humana 

inicialmente naive, estos mecanismos generaron rápidamente un amplio repertorio de 

variantes sobre las cuales actuó la selección natural tanto a nivel intra- como 

inter-hospedero, favoreciendo la expansión de combinaciones de mutaciones con 

ventajas de transmisión o evasión inmune, dando lugar a la emergencia recurrente de 

linajes divergentes que caracterizaron la dinámica evolutiva de la pandemia. 

 
Clasificación y vigilancia genómica de variantes virales 
La pandemia de COVID-19 se desarrolló de manera concomitante con la expansión 

global de las tecnologías de secuenciación de próxima generación (NGS), permitiendo 

la obtención de millones de genomas virales en un corto período de tiempo. Este 

volumen de datos impulsó el desarrollo de sistemas estandarizados para clasificar y 

monitorear la aparición 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 dinámicos basados en relaciones de 

descendencia para rastrear cadenas de transmisión 35. Nextstrain agrupa secuencias 

en clados definidos por mutaciones características y contexto temporal (sistema de 

año en el que emergió el clado y letra que diferencia el grupo dentro de ese año, ej. 

20A, 21K) 36, mientras que GISAID (del inglés, Global Initiative on Sharing All Influenza 

Data) clasifica grandes grupos genéticos de circulación global 37. Dado que estas 

 
25 



Capítulo 1 

nomenclaturas resultaban complejas para la comunicación pública, la OMS introdujo 

una nomenclatura basada en letras del alfabeto griego para designar variantes con 

impacto epidemiológico relevante, como las denominadas variantes de preocupación 

(VOCs, del inglés Variant of Concern) 38.  

El seguimiento de estas variantes fue posible gracias a consorcios interinstitucionales 

nacionales e internacionales dedicados a la vigilancia genómica, que secuenciaron 

sistemáticamente muestras positivas y generaron millones de genomas virales 

depositados en las bases de datos públicas. Este enfoque permitió monitorear el 

desempeño de los métodos diagnósticos, reconstruir rutas de transmisión, identificar 

introducciones geográficas y analizar la dinámica temporal de expansión de las 

variantes 39–42.  

En paralelo, se desarrollaron estrategias complementarias de diagnóstico molecular, 

como el desarrollo de RT-qPCR multiplex dirigidas a mutaciones características de las 

VOCs circulantes. Así, la combinación de secuenciación masiva y genotipificación 

molecular rápida permitió detectar tempranamente nuevas variantes y seguir su 

reemplazo poblacional en tiempo casi real, un escenario sin precedentes en vigilancia 

epidemiológica 41,43,44. 

 

Emergencia y evolución de variantes durante la pandemia 

Desde su emergencia a finales de 2019, SARS-CoV-2 acumuló mutaciones de forma 

progresiva durante su expansión global. Una de las primeras con impacto 

epidemiológico fue la sustitución A23403G, que produce el cambio de aminoácidos 

D614G en la proteína S y define el clado G (Nextstrain 20A y descendientes). La 

emergencia de esta mutación se estimó entre mediados y finales de enero de 2020, y 

se extendió rápidamente, en Europa y luego al resto del mundo, constituyendo uno de 

los primeros eventos de reemplazo poblacional asociados a una ventaja de 

transmisión sin un aumento marcado de la patogenicidad 45. 

A fines de 2020 comenzaron a detectarse linajes con un número inusualmente alto de 

mutaciones y claras ventajas epidemiológicas, lo que llevó 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 diversificación adaptativa más acelerada 46. Poco después, surgieron 

de manera independiente las VOCs Beta en África austral y Gamma en Sudamérica, 

ambas con mutaciones convergentes en el RBD de la proteína S, indicando presiones 
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selectivas similares en diferentes poblaciones y regiones geográficas distantes 47,48. 

Posteriormente, la variante Delta, detectada inicialmente en el sur de Asia, presentó un 

aumento sustancial de transmisibilidad y desplazó globalmente a las VOCs previas, 

constituyendo una nueva fase de adaptación viral 49.  

Finalmente, a fines de 2021 emergió Ómicron, caracterizada por una divergencia 

genética considerable respecto de variantes anteriores y por la presencia de más de 

30 mutaciones en la proteína S, un sitio antigénico clave 50. Esta variante dio origen a 

múltiples sublinajes y reemplazó rápidamente a Delta a escala mundial. En la figura 
1.2  se puede ver la emergencia y la diversificación de las VOCs Alfa (20I), Beta (20H), 

Gamma (20J), Delta (21I y 21J) y Ómicron (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 adaptación viral como se observa en la figura 1.3. Este patrón evidencia 

una evolución no lineal, donde distintas combinaciones de mutaciones confirieron 

ventajas selectivas en distintos contextos epidemiológicos y de inmunidad poblacional. 
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Figura 1.2. Emergencia y diversificación de VOCs hasta el año 2022. Árbol 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 año de aparición. El diagrama parte del clado ancestral 19A 
(Dic. 2019) observándose la rápida emergencia del clado 20A (B.1 según Pango) e ilustra la 
diversificación progresiva del virus a partir de este clado. Se destacan las trayectorias 
evolutivas que condujeron a la aparición de VOCs Alfa, Beta, Gamma y Delta, y 
posteriormente, la expansión del clado 21M correspondiente a la VOC Ómicron (B.1.1.529), del 
cual derivó un gran número de sublinajes (no mostrado). En esta imagen se observan los 
sublinajes de Ómicron que emergieron hasta el 2022. Tomado de 51  

 

 

 

 
28 



Capítulo 1 

 

Figura 1.3. Dinámica temporal global de la frecuencia relativa de variantes de 
SARS-CoV-2. Gráfico de áreas apiladas que muestra la proporción 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 
Ómicron y la diversificación de sus sublinajes (BA, BQ.1, XBB, CH.1.1, EG.5.1, JN, KP.3, entre 
otros). Imagen tomada de Our World in Data (consultado en febrero de 2026) a partir de 
secuencias depositadas en GISAID, vía CoVariants.org. 

 

Es importante destacar que, como mencionamos anteriormente, la designación de 

“VOCs” fue introducida por la OMS únicamente para facilitar la comunicación pública 

sobre linajes asociados a cambios epidemiológicos relevantes. Sin embargo, con el 

avance de la vacunación y el aumento de la inmunidad poblacional producto de 

sucesivas olas de infección, este contexto cambió sustancialmente. Muchas variantes 

previamente clasificadas como VOC dejaron de cumplir los criterios de riesgo al 

disminuir sustancialmente la circulación del virus o perder impacto epidemiológico. 

Desde 2023 la OMS discontinuó progresivamente esta clasificación para los linajes 

derivados de Ómicron, y al momento de la redacción de esta tesis no existen variantes 

de SARS-CoV-2 que cumplan la definición operativa de VOC. Actualmente, la 

diversidad viral circulante corresponde principalmente a sublinajes evolutivamente 

relacionados cuya dinámica se explica por adaptación antigénica incremental más que 

por la aparición de linajes altamente divergentes (por ejemplo, las VOCs Beta y 

Gamma) como ocurrió al inicio de la pandemia 52. 

 
29 



Capítulo 1 

Filogenia molecular y filodinámica en el estudio de brotes y 
epidemias virales 
Los genomas virales constituyen registros históricos de la evolución de una población 

viral, ya que las mutaciones heredables se acumulan durante la transmisión entre 

hospederos, permitiendo que las diferencias genéticas entre aislamientos reflejen su 

parentesco evolutivo. De este modo, la comparación sistemática de secuencias 

permite reconstruir la historia evolutiva de poblaciones virales, la cual se representa 

mediante árboles filogenéticos, donde la topología 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 53. 

La reconstrucción 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 árbol evolutivo, como en el método neighbor-joining 

(NJ). En contraste, los métodos basados en caracteres analizan directamente los 

cambios observados en cada posición del alineamiento, considerando cada sitio como 

un carácter evolutivo con distintos estados posibles (nucleótidos o aminoácidos). Entre 

estos se incluyen Maximum parsimony (MP), Maximum likelihood (ML) y la inferencia 

bayesiana, ampliamente utilizados para estimar el escenario evolutivo más probable 53. 

Independientemente del enfoque aplicado, la identificación de clados diferenciados 

permite distinguir entre descendencia directa y divergencia independiente, así como 

detectar procesos de diversificación intralinaje. 

En el contexto de brotes y/o epidemias virales, la reconstrucción filogenética constituye 

además la base de los análisis filodinámicos. Estos integran evolución viral, 

epidemiología y dinámica poblacional para inferir procesos de transmisión y 

diversificación a partir de datos genómicos. Este enfoque resulta particularmente útil 

en virus de ARN, cuyos genomas acumulan mutaciones a medida que se diseminan 

en la población. 

Al incorporar información adicional, como la fecha y el lugar de muestreo, los análisis 

filodinámicos permiten calibrar los árboles filogenéticos en tiempo calendario mediante 

modelos de reloj molecular (para una revisión detallada de estos modelos, ver la 

bibliografía 54. Estas aproximaciones permiten estimar la tasa evolutiva, reconstruir la 

historia temporal de divergencia entre linajes y aproximar la fecha del ancestro común 
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más reciente (tMRCA), además de inferir cambios en el tamaño poblacional efectivo y 

patrones de expansión viral durante una epidemia. 

En conjunto, estos enfoques permiten estudiar la dinámica evolutiva de los virus en 

tiempo real, proporcionando información sobre el origen de los linajes, su 

diversificación y los procesos de transmisión que moldean la estructura genética de las 

poblaciones virales. 

 

Análisis composicional de genomas virales: uso de codones y 
sesgos nucleotídicos 
Además de la acumulación de mutaciones puntuales, los genomas virales presentan 

propiedades composicionales globales que reflejan la acción de distintos procesos 

evolutivos. Entre estas propiedades se encuentran la composición nucleotídica 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 

sinónimos son utilizados para codificar un mismo aminoácido. Aunque múltiples 

codones pueden codificar el mismo aminoácido, estos no siempre se utilizan con la 

misma frecuencia, fenómeno conocido como sesgo de uso de codones. Este sesgo 

puede estar influido por diversos factores, incluyendo presiones mutacionales, 

selección a nivel translacional, adaptación al hospedador y restricciones estructurales 

del genoma viral 11,55. 

De manera relacionada, los sesgos en la composición nucleotídica, definidos como 

variaciones en el contenido de A, U/T, G y C en posiciones específicas del codón, 

pueden reflejar procesos evolutivos que actúan sobre escalas más amplias que las 

sustituciones individuales 56–58. El análisis de estas propiedades composicionales se ha 

utilizado para investigar procesos de adaptación viral, evolución de linajes y relaciones 

evolutivas entre virus. 

En el caso de SARS-CoV-2, diversos estudios han analizado la composición 

nucleotídica y los patrones de uso de codones en comparación con otros 

betacoronavirus. En general, el genoma de este virus presenta un sesgo 

composicional caracterizado por un predominio de nucleótidos A y U y una marcada 

depleción de G y C. Este patrón se refleja en los codones preferenciales, que con 

frecuencia terminan en A o U, lo que sugiere que la presión mutacional constituye una 

de las principales fuerzas que moldean el uso de codones en SARS-CoV-2 59,60 
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La mayoría de los estudios evolutivos se han centrado en la identificación de 

mutaciones específicas asociadas a cambios fenotípicos. Sin embargo, el análisis de 

la arquitectura composicional del genoma viral puede aportar información adicional 

sobre las trayectorias evolutivas de distintos linajes. Este enfoque resulta 

particularmente útil en virus ARN, cuyas poblaciones evolucionan rápidamente, 

acumulando cambios a lo largo del tiempo. En particular, la variante Ómicron se 

caracteriza por presentar un número inusualmente elevado de mutaciones en la 

proteína Spike, lo que plantea interrogantes acerca de los procesos evolutivos que 

precedieron a su emergencia. En este contexto, el análisis de patrones de uso de 

codones y sesgos nucleotídicos en este gen podría aportar información adicional para 

caracterizar la singularidad evolutiva de este linaje. 

Un estudio reciente que analizó más de 80.000 genomas recolectados entre 2020 y 

2024 evidenció que la evolución del uso de codones no ocurrió de manera uniforme en 

todo el genoma viral. En los genes no estructurales ORF1a y ORF1ab necesarios para 

la replicación del genoma viral se observó una tendencia en el transcurso de los años 

hacia un uso de codones similar al usado por humanos, mientras que los genes 

estructurales mostraron una tendencia contraria. Estos resultados sugieren que la 

evolución del uso de codones en SARS-CoV-2 es dinámica y dependiente del gen, y 

podría estar moldeada por la interacción entre presión mutacional, selección y la 

dinámica epidemiológica de las variantes virales 61.  
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Hipótesis 

La divergencia de la variante Ómicron no se explica únicamente por la acumulación de 

sustituciones puntuales en la proteína S, sino que refleja una trayectoria evolutiva 

diferenciada caracterizada por cambios en la composición nucleotídica y en los 

patrones de uso de codones del gen S. Estos patrones composicionales permitirían 

discriminar genotípicamente a Ómicron respecto a otras VOCs. Asimismo, análisis 

filodinámicos permitirían estimar su origen, emergencia y evolución a lo largo del 

tiempo. 

Objetivo general 
Analizar la evolución de SARS-CoV-2 mediante el análisis composicional del gen S y 

la emergencia de la variante de preocupación Ómicron. 

Objetivos específicos 
1- Caracterizar patrones evolutivos del gen S en las VOCs (Alfa, Beta, Gamma, Delta y 

Ómicron) de SARS-CoV-2 mediante el análisis comparativo de composición 

nucleotídica y uso de codones, con el fin de evaluar su asociación con la 

diferenciación genotípica entre linajes virales.  

 

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

evolución molecular a partir de análisis filodinámicos. 

 

3- Analizar la diversificación genética intralinaje de Ómicron y su dispersión geográfica 

temprana, identificando subclados y patrones de expansión 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 únicamente aquellas 

con: i) secuencia completa o casi completa, ii) alta cobertura, iii) ausencia de regiones 

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

A partir de las secuencias descargadas, se realizó un análisis comparativo de uso de 

codones y composición nucleotídica. Se incluyeron 159 secuencias del gen S 

correspondientes a la variante Ómicron (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 

análisis filodinámico Bayesiano mediante cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) se 

utilizaron 89 genomas completos de Ómicron disponibles hasta el 2 de diciembre de 

2021 que cumplían criterios de calidad y comparabilidad temporal. 

Para cada secuencia obtenida se registraron metadatos: número identificador GISAID 

(Accession ID), fecha de aislamiento, país de origen, linaje Pango asignado, 

información de clado cuando correspondía. Los números de acceso, fechas de 

aislamiento y países de origen de todas las secuencias incluidas en los análisis se 

encuentran en el siguiente link (información suplementaria). 

Alineamiento de secuencias 
Las secuencias nucleotídicas fueron alineadas utilizando el programa MAFFT v7, 

aplicando los parámetros por defecto. Los alineamientos se inspeccionaron  

manualmente para verificar la correcta conservación del marco de lectura y excluir 

secuencias con regiones ambiguas o incompletas. 

Asignación de genotipo de SARS-CoV-2 
La asignación de linajes virales se realizó mediante la herramienta Pangolin, que 

permite clasificar las secuencias de SARS-CoV-2 dentro del sistema dinámico de 

nomenclatura Pango 35. Esta aproximación permitió integrar la diversidad genética 

local y global y asegurar una clasificación coherente de los aislamientos analizados 

dentro de los linajes Alfa, Beta, Gamma, Delta y Ómicron. 
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​
Análisis de composición nucleotídica y uso de codones 
Las frecuencias nucleotídicas y el uso de codones del gen S fueron calculados 

mediante el programa CodonW, implementado a través del servidor Galaxy (versión 

1.4.4). Se analizaron las frecuencias nucleotídicas totales, así como las frecuencias 

por posición en el codón, junto con el uso relativo de codones. Para explorar la 

relación entre variables composicionales y variantes virales se realizó un Análisis de 

Componentes Principales (PCA), mediante descomposición en valores singulares 

(SVD). Se aplicó un escalado por varianza unitaria con el fin de que todas las variables 

contribuyeran de manera equivalente al análisis. Además, 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 correlación y método de enlace promedio (average linkage). Estos análisis se 

realizaron con la herramienta ClustVis 62. 

Análisis filodinámicos  
La historia evolutiva de la variante Ómicron se reconstruyó mediante inferencia 

bayesiana basada en MCMC, implementado en el paquete BEAST v2.5.2 63. El modelo 

de sustitución nucleotídica, que mejor ajustó a los datos, se seleccionó con IQ-TREE, 

utilizando como criterios de selección el Bayesian Information Criterion (BIC), el Akaike 

Information Criterion (AIC) y el logaritmo de la verosimilitud (LnL), resultando 

seleccionado el modelo HKY+I, que considera frecuencias de bases desiguales, 

diferentes tasas de transiciones y transversiones, y una proporción de sitios 

invariantes. Se evaluaron tanto un reloj molecular estricto como un reloj relajado, junto 

con distintos modelos demográficos (tamaño poblacional constante, crecimiento 

exponencial, Bayesian Skyline y Birth-Death Skyline Serial). La incertidumbre 

estadística se estimó mediante intervalos de densidad de probabilidad más alta (HPD) 

al 95 %. La convergencia de las cadenas MCMC se verificó mediante valores de 

tamaño efectivo de muestra (ESS) superiores a 200 utilizando el programa Tracer 

v1.7.2, y la comparación entre modelos se realizó mediante el criterio AICM. 

Finalmente, los árboles de máxima credibilidad de clado (Maximum Clade Credibility 

trees) se generaron con TreeAnnotator 63 y se visualizaron mediante FigTree v1.4.4 64.
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Resultados  
 
Caracterización de patrones evolutivos en el gen S de VOCs 
En noviembre de 2021 se reportó la detección de una nueva variante de SARS-CoV-2, 

posteriormente designada por la OMS como Ómicron (21M, B.1.1.529), la cual mostró 

una rápida expansión global. Esta variante se caracterizó por presentar un número 

inusualmente elevado de sustituciones y deleciones en la proteína S, incluyendo 

mutaciones compartidas con VOCs previas (Alfa, Beta, Gamma y Delta) y otras 

exclusivas, lo que sugirió 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 distribución de los cambios observados plantean que 

la divergencia de Ómicron podría involucrar modificaciones globales en la arquitectura 

composicional del gen S. En este contexto, el análisis del uso de codones y de la 

composición nucleotídica permite evaluar diferencias evolutivas más allá 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 Ómicron. 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 separación de Ómicron 

respecto al resto de las variantes en el plano PC1–PC2, indicando un patrón 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 proteína S de VOCs. Se realizó un Análisis 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 calculó mediante 
descomposición en valores singulares (SVD) con escalado a varianza unitaria, método que 
permite una comparación equitativa entre linajes al normalizar la contribución de cada variable 
independientemente de la sobrerrepresentación de la variante Ómicron (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 variación total. Se observa una separación clara de Ómicron respecto a las demás 
variantes. Las elipses representan el intervalo de confianza del 95%. 

 

El mapa de calor y el análisis de clustering mostraron resultados consistentes con el 

PCA, evidenciando que Alfa, Beta, Gamma y Delta presentan mayor proximidad 

genética entre sí, mientras que Ómicron se posiciona como un grupo claramente 

diferenciado, sugiriendo una trayectoria evolutiva independiente. Asimismo, se observó 

cierta heterogeneidad intragrupo dentro de Ómicron, 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 proteína 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 correlación y método de enlace promedio (average linkage) 
utilizando ClustVis. Esta metodología estadística asegura que la identificación de clústeres se 
base en patrones de uso de codones, evitando que la mayor proporción de secuencias de 
Ómicron (n= 159) desvíe el agrupamiento jerárquico. 

 

Con el fin de evaluar si estos patrones evolutivos podrían estar asociados a la 

composición nucleotídica, se analizaron las frecuencias de A, C, U y G en cada 

posición del codón en los genes S completos de las variantes estudiadas. Los análisis 

de PCA y mapas de calor evidenciaron la presencia de un sesgo significativo en la 

composición nucleotídica entre las proteínas 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 composición nucleotídica en la proteína S de VOCs. Para analizar 
diferencias en la composición nucleotídica dentro del gen S entre VOCs, se realizó un PCA de 
las frecuencias de A, C, U y G calculadas en primera, segunda y tercera posición de codón 
(N=256; Ómicron n=159; Alpha/Beta/Gamma/Delta n=97). Las frecuencias se estimaron con 
CodonW y el PCA se calculó mediante SVD con escalado a varianza unitaria, lo que permite 
una contribución equivalente de cada variable y mitiga el efecto del tamaño desigual de los 
grupos. Se muestran PC1 (68,1%) y PC2 (16%) y elipses de predicción al 95% para cada 
genotipo. 
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Figura 1.7. Mapa de calor de las frecuencias nucleotídicas por posición de codón en la 
proteína S de VOCs. Se calcularon las frecuencias de A, C, U y G en la primera, segunda y 
tercera posición de cada codón del gen S en un total de 256 secuencias (n = 256) y se 
representaron mediante un mapa de calor. Las posiciones de codón se indican como 1, 2 y 3. 
Los datos fueron escalados a varianza unitaria y agrupados mediante distancia de correlación y 
método de enlace promedio (average linkage) utilizando ClustVis. Esta metodología estadística 
asegura que la identificación de clústeres se base en patrones de uso de codones, evitando 
que la mayor proporción de secuencias de Ómicron (n= 159) desvíe el agrupamiento 
jerárquico. 

 
Análisis de coalescencia bayesiana de las cepas Ómicron  
Para reconstruir la historia evolutiva de Ómicron, se realizó un análisis 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 análisis de coalescencia bayesiana, 

producto de 20 millones de pasos del MCMC, utilizando el modelo de sustitución 

nucleotídica HKY+I, un reloj molecular estricto y el modelo de población Birth-Death 

Skyline Serial. 

Los resultados indican que las cepas Ómicron analizadas derivan de un ancestro 

común que habría existido alrededor del 15 de mayo de 2020, lo que sugiere un 

periodo prolongado de circulación no detectada previo a su identificación en la 

población humana.  

 
40 



Capítulo 1 

La tasa media de evolución estimada para las cepas de Omicron fue de 5.61×10−4 

sustituciones/sitio/año (s/s/y) (valores de densidad de probabilidad alta del 95% de 

3.051×10−4 a 9.014×10−4 s/s/y).  

Por otra parte, estos estudios sugieren que los linajes directamente asociados a los 

brotes iniciales en Sudáfrica se originaron alrededor de octubre de 2021, poco antes 

de su detección (noviembre de 2021). 

 

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

 
aLas cepas incluidas en el análisis de inferencia coalescente bayesiana se encuentran en la 
información suplementaria en el siguiente link. bEn todos los casos se muestran los valores 
medios. cHPD, valores de alta densidad de probabilidad. dESS, tamaño efectivo de la muestra. 
eLa tasa de evolución se indica en sustituciones/sitio/año. ftMRCA, el tiempo del ancestro 
común más reciente se muestra en años. gtMRCA Sudáfrica, tiempo hasta el ancestro común 
más reciente para todas las cepas aisladas en Sudáfrica. La fecha estimada para los tMRCAs 
se indica en negrita. 
 

El análisis filogenético basado en árboles de máxima credibilidad de clados (MCC) 

reveló que las secuencias de Ómicron aisladas en Sudáfrica se agrupan en dos clados 

genéticos principales, evidenciando una diversificación temprana de Ómicron en ese 

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

Adicionalmente, se observa un clúster diferenciado conformado por secuencias de 

Malasia e India, lo que podría reflejar introducciones independientes o eventos de 

dispersión temprana hacia Asia.  

Dentro del clúster principal sudafricano se agrupan secuencias provenientes de 

múltiples regiones (Singapur, Hong Kong, Europa, Brasil y EE. UU.), lo que sugiere 

una rápida dispersión internacional del linaje tras su emergencia. 

La topología del árbol, 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 rápida dispersión global. En conjunto, estos 
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resultados apoyan un escenario de diversificación temprana en Sudáfrica, 

acompañado de múltiples eventos de exportación a distintos continentes en un corto 

período de tiempo. 

 

 
 
Figura 1.8. Inferencia filogenética de Ómicron B.1.1.529 (21M) hasta diciembre de 2021 
mediante una aproximación bayesiana basada en MCMC. Se muestra un árbol de máxima 
credibilidad de clados (MCC) obtenido utilizando el modelo HKY+I, un reloj molecular estricto y 
el modelo de población Birth-Death Skyline Serial. El árbol está enraizado en el Ancestro 
Común Más Reciente (MRCA). Los dos clados principales que contienen las cepas aisladas en 
Sudáfrica se muestran en azul y rojo, respectivamente. El tiempo hasta el MRCA se indica en 
años en la parte inferior de la figura. La barra en la base del árbol indica el tiempo en años.
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Discusión 
El 26 de noviembre de 2021, la OMS clasificó a Ómicron (B.1.1.529) como variante de 

preocupación tras evidenciarse un aumento sostenido de casos en Sudáfrica y su 

rápida detección en múltiples países. Esta expansión temprana, junto con el elevado 

número de mutaciones acumuladas en la proteína S, dio lugar a la hipótesis de una 

trayectoria evolutiva prolongada e independiente, potencialmente asociada a 

infecciones crónicas en individuos inmunocomprometidos 50. 

Las primeras secuencias de Ómicron revelaron más de 30 sustituciones y múltiples 

deleciones en la proteína S, incluyendo mutaciones compartidas con VOCs previas y  

un conjunto extenso de sustituciones e inserciones exclusivos en la proteína S, como 

A67V, L212I, ins214EPE, G339D, S371P, S375F, N440K, N466S, S477N, Q493R, 

Y505H, T547K, N679K, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K y L981F. Este perfil 

genético sugiere no sólo la acumulación de mutaciones adaptativas, sino también una 

divergencia evolutiva más profunda respecto a los linajes previamente circulantes 50.  

1. Análisis composicionales en el gen S de VOCs 

Dada la magnitud de sustituciones presentes en la proteína S y su relevancia para la 

transmisión y evasión inmune, el análisis composicional de este gen ofrece una 

dimensión complementaria para comprender los procesos evolutivos asociados a la 

emergencia de Ómicron. 

Los resultados obtenidos demuestran que el uso de codones y la composición 

nucleotídica contienen información suficiente para discriminar entre las VOCs y revelar 

la trayectoria independiente asociada a la emergencia Ómicron.  

Nuestros estudios indican que los patrones de uso de codones y la composición 

nucleotídica (en cada posición del codón del gen S) se asocian de forma consistente 

con la diferenciación genotípica entre linajes virales, evidenciando que la divergencia 

observada no se limita a sustituciones aminoacídicas puntuales, sino que involucra 

una reorganización más amplia de la arquitectura genómica del gen S. Este enfoque 

se alinea con otros trabajos que han descrito sesgos marcados en la composición de 

nucleótidos y en el uso de codones en genes estructurales de SARS-CoV-2 y otros 

coronavirus, los cuales se relacionan con adaptación al hospedero y con diferencias 

en la historia evolutiva de cada linaje 60,65. 

Los análisis multivariados de uso de codones (PCA y mapas de calor) evidenciaron 

una asociación 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 sí, mientras que Ómicron ocupa una posición 
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claramente diferenciada en el espacio composicional. Este patrón es consistente con 

una trayectoria evolutiva independiente y sugiere que el gen S contiene suficiente 

información evolutiva como para permitir la asignación 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 caracterización de nuevas 

variantes. 

Asimismo, la separación observada pudo explicarse en parte por sesgos en la 

composición nucleotídica. Las diferencias observadas en las frecuencias de A, C, U y 

G por posición de codón indican que los cambios composicionales son sistemáticos y 

no aleatorios, lo que apoya la hipótesis de que la divergencia del linaje Ómicron no se 

limita a la acumulación de mutaciones funcionales en sitios críticos del RBD, sino que 

podría deberse a una reorganización composicional más 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 específicos como trayectorias composicionales 

diferenciadas. En el caso particular de Ómicron, su arquitectura composicional singular 

es compatible con escenarios de evolución prolongada bajo presiones selectivas 

particulares, como infecciones crónicas en individuos inmunocomprometidos, donde se 

ha documentado una rápida acumulación de mutaciones y una aceleración de la 

evolución intrahospedero.  

En conjunto, los análisis composicionales revelan la presencia de una arquitectura 

genómica distintiva en el gen S de Ómicron, donde el análisis de uso de codones y 

sesgos nucleotídicos podrían complementar herramientas como la filogenia clásica 

para la identificación temprana y la caracterización evolutiva de variantes emergentes 

de SARS-CoV-2. 

2. Análisis filogenéticos y filodinámicos de la variante Ómicron 

El análisis coalescente bayesiano permitió estimar el origen temporal del linaje 

Ómicron y reconstruir su historia evolutiva reciente. Los resultados indican que este 

linaje evolucionó a partir de ancestros que existían hacia mediados de mayo de 2020, 

aunque su detección ocurrió recién en noviembre de 2021 en Sudáfrica. Esta 

estimación es consistente con estudios independientes que proponen una divergencia 

temprana del linaje previa a su identificación oficial 66. 

A nivel filogenético, las variantes sudafricanas de Ómicron se distribuyeron en al 

menos dos clados genéticos distintos, evidenciando una diversificación temprana 

intralinaje. Además, la presencia de variantes aisladas en Singapur y Hong Kong 

dentro de uno de los principales linajes sudafricanos sugiere que la circulación del 
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virus pudo no haber estado restringida geográficamente a Sudáfrica, sino que pudo 

haber circulado también en múltiples regiones con capacidad limitada de vigilancia 

genómica. 

Durante el proceso de revisión del manuscrito asociado al trabajo presentado en este 

capítulo, se evidenció una rápida diversificación del linaje de Ómicron. Durante ese 

período, el linaje  B.1.1.529 (21M) derivó en los sublinajes BA.1 (compuesto por los 

primeros aislados en Botswana, Sudáfrica y en los demás países que fueron utilizados 

en el análisis 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 análisis 

filodinámicos adicionales al análisis realizado en la figura 1.8, incorporando 

secuencias de Ómicron BA.2 y BA.3 (Tabla S1.1 y Fig. S1.1). Se confirmó que estos  

pertenecen a linajes genéticos diferenciados, reforzando la noción de que Ómicron 

representa un complejo evolutivo heterogéneo más que una variante monolítica. 

En conjunto, los resultados filogenéticos y filodinámicos respaldan un escenario en el 

cual la emergencia de Ómicron fue el resultado de una historia evolutiva caracterizada 

por una divergencia significativa con respecto a otros linajes de SARS-CoV-2. Este 

patrón pone de manifiesto la importancia de mantener sistemas de vigilancia genómica 

robustos, capaces de detectar tempranamente linajes altamente divergentes con 

potencial impacto epidemiológico.  

Los resultados mostrados en este capítulo dieron lugar a la publicación: 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 67.  
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Conclusiones 
 

●​ El análisis composicional del gen S reveló diferencias significativas en el uso 

de codones y en la composición nucleotídica entre las VOCs de SARS-CoV-2, 

asociadas a su diferenciación genotípica. 

 

●​ Las variantes Alfa, Beta, Gamma y Delta mostraron perfiles composicionales 

similares, mientras que Ómicron presentó una divergencia composicional 

consistente con una trayectoria evolutiva independiente. 

 

●​ El gen S contiene información suficiente para discriminar variantes emergentes 

mediante análisis multivariados basados en variables composicionales, 

ampliando las herramientas disponibles para la caracterización de linajes 

virales. 

 

●​ El análisis filodinámico bayesiano situó el origen del linaje Ómicron hacia mayo 

de 2020, lo que respalda la hipótesis de un período prolongado de circulación 

no detectada previo a su identificación oficial. 

 

●​ Ómicron se diversificó tempranamente en múltiples clados y dio origen a 

sublinajes, evidenciando rápida heterogeneidad intralinaje. 

 

●​ La divergencia de Ómicron no se limita a la acumulación de mutaciones 

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

 

●​ Estos resultados subrayan la relevancia de la vigilancia genómica y resaltan el 

valor de combinar análisis composicionales y filodinámicos para detectar linajes 

divergentes y comprender la dinámica evolutiva de virus ARN emergentes a 

escala poblacional. 
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Perspectivas 

La evidencia de una trayectoria evolutiva diferenciada en la variante Ómicron plantea 

interrogantes relevantes acerca de los mecanismos que dan origen a linajes altamente 

divergentes en virus ARN. En este sentido, futuros estudios deberían profundizar en 

los procesos evolutivos que pueden favorecer la emergencia de variantes con 

características genómicas y composicionales distintivas, incluyendo el rol de 

infecciones crónicas, reservorios alternativos y dinámicas intra-hospedero. 

En particular, resulta de interés analizar en mayor detalle los sublinajes derivados de 

Ómicron, evaluando cómo han evolucionado en el tiempo los patrones de composición 

nucleotídica y uso de codones desde su emergencia. Es esperable que estos 

sublinajes conserven rasgos composicionales heredados de su ancestro común, pero 

que también presenten divergencias progresivas asociadas a distintas presiones 

selectivas, lo que permitiría caracterizar con mayor resolución las trayectorias 

evolutivas dentro de este linaje. 

Por otra parte, el volumen sin precedentes de secuencias generadas durante la 

pandemia ha permitido estudiar la evolución de SARS-CoV-2 con una resolución 

temporal y geográfica inédita. Sin embargo, esta abundancia de datos también 

introduce desafíos, particularmente asociados a la sobrerrepresentación de ciertas 

regiones geográficas y a las variaciones en la intensidad de muestreo a lo largo del 

tiempo. Asimismo, es importante considerar la evolución 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 clínico, priorizando la 

secuenciación en pacientes hospitalizados o con cuadros graves. Esta transición 

también puede condicionar la representatividad de las secuencias disponibles en las 

bases de datos públicas. La evaluación sistemática de estos sesgos y su impacto en 

los análisis filogenéticos y filodinámicos constituye un aspecto clave para mejorar la 

interpretación de las trayectorias evolutivas. 

Desde una perspectiva metodológica, la integración de variables composicionales con 

enfoques filogenéticos, filodinámicos y herramientas de aprendizaje automático podría 

contribuir al desarrollo de modelos capaces de identificar tempranamente linajes 

altamente divergentes o con potencial de expansión. Este tipo de aproximaciones 

integradoras podría complementar los sistemas actuales de vigilancia genómica, 

particularmente en contextos con capacidad limitada de secuenciación. 

En conjunto, estas líneas de trabajo fortalecerán la comprensión de la emergencia viral 

y las estrategias de respuesta frente a futuros virus ARN con potencial pandémico. 
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Introducción 

Virus Mayaro  

Clasificación  
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) 68. Además de la alta similitud antigénica, 

los miembros de este complejo presentan una alta homología genómica (entre el 70% 

y 90% de identidad de nucleótidos), poseen genomas +ssRNA de replicación 

citoplasmática y un ciclo replicativo dual en hospederos vertebrados y vectores 

artrópodos 69.  

Dado su ciclo replicativo dual, ecológicamente MAYV se clasifica como un arbovirus 

(del inglés, arthropod-borne virus), término que define a aquellos virus que requieren 

de la replicación biológica en un artrópodo hematófago para su transmisión entre 

huéspedes vertebrados. MAYV se transmite a humanos a través de la picadura de 

mosquitos, manteniendo primordialmente un ciclo selvático o enzoótico donde los 

vectores del género Haemagogus (especialmente H. janthinomys) son los principales 

responsables de la transmisión 70. No obstante, existe una creciente preocupación en 

salud pública debido al potencial de urbanización del virus, dada su capacidad 

experimental de infección y transmisión por vectores urbanos como el Aedes aegypti 
70.  

Estructura genómica y ciclo replicativo 
MAYV es un virus envuelto por una membrana lipídica externa que rodea la cápside 

viral, sobre la cual se proyectan las glicoproteínas de envoltura (E1 y E2) (Fig. 2.1). 

Posee un genoma +ssRNA de aproximadamente 11.5 kb, y su organización es 

característica de los alfavirus 71 (Fig. 2.2).  
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Figura 2.1: Representación de la estructura del virus Mayaro (MAYV). Se observa el virión 
de MAYV, compuesto por un trímero de glicoproteínas estructurales E1–E2, la proteína de la 
cápside y un genoma +ssRNA. El diseño de la figura está basado en la estructura del virión de 
MAYV maduro determinada por criomicroscopía electrónica (cryo-EM) (PDB ID: 7KO8) según 
72. Imagen tomada y adaptada de 73. 
 

Su genoma posee un extremo 5’ con un residuo de 7-metilguanosina (m7G) unido al 

primer nucleótido del ARN mediante un puente trifosfato (m7GpppN)  característico 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. El genoma codifica dos marcos abiertos de lectura (ORF, del 

inglés open reading frame). El primer ORF (ORF1) codifica para las proteínas no 

estructurales (nsP1-4), cuya función principal es la replicación y transcripción del 

genoma. El segundo ORF (ORF2) codifica las proteínas estructurales que conforman 

la cápside y la envoltura (C-E3-E2-6K-E1). Esta región se traduce a partir de un ARN 

subgenómico 26S que es sintetizado durante la infección, a partir de un promotor 

subgenómico ubicado entre los dos ORFs.  

 

 
Figura 2.2. Estructura genómica de los alfavirus 74. Imagen creada en Biorender.com​
 
 

El ciclo replicativo de MAYV, similar al de otros alfavirus, comprende una serie de 

etapas definidas que incluyen entrada, traducción, replicación y liberación de nuevas 

partículas virales (Fig. 2.3).  
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La infección se inicia con la unión del virión a receptores celulares, principalmente a 

través de la glicoproteína E2, que reconoce al receptor Mxra8 (del inglés, Matrix 

Remodeling Associated 8), seguido de la internalización por endocitosis mediada 

principalmente por claritina 75,76. También se ha demostrado una posible vía alternativa 

a través de la endocitosis mediada por caveolinas77. Mxra8 (también conocido como 

DICAM, ASP3 o limitrina) es una proteína de adhesión celular identificada como un 

mediador crítico de la entrada a la célula para alfavirus 78. 

Una vez internalizada, la partícula viral queda confinada en un endosoma donde la 

acidificación del lumen permite la fusión de membranas y la liberación de la 

nucleocápside al citoplasma, donde ocurre el desensamblaje y la liberación del ARN 

genómico para iniciar la traducción. El genoma viral de ARN de sentido positivo es 

traducido inmediatamente, generando una poliproteína no estructural que es 

procesada en las proteínas maduras nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4 79. Estas proteínas 

forman el complejo de replicación, inicialmente orientado a la síntesis de ARN de 

sentido negativo y posteriormente a la producción de ARN genómico y subgenómico 

(26S) de sentido positivo.  

La replicación del genoma ocurre en invaginaciones de la membrana plasmática 

denominadas esférulos 80. Allí, nsP1 ancla el complejo a la membrana citoplasmática y 

cataliza la adición de la caperuza 5’ al +ssRNA81. nsP2 actúa como helicasa y 

proteasa, desempeñando un papel central en la supresión de las respuestas 

antivirales del hospedero 82. nsP3 media interacciones con proteínas del hospedero 

como G3BP y FXR1, contribuyendo a la formación de vacuolas citopáticas (CPVs) que 

albergan los complejos de replicación. nsP4 funciona como la polimerasa de ARN 

dependiente de ARN, esencial para la síntesis de nuevos genomas de ARN 83 y 

también posee actividad adenilil transferasa terminal (TATasa) 84.  

El ARN subgenómico se transcribe a partir de un promotor interno y actúa como 

ARNm para las proteínas estructurales, cuya traducción genera una poliproteína 

procesada en cápside, E3, E2, 6K y E1 83. Estas proteínas son transportadas a través 

del retículo endoplásmico y el aparato de Golgi, donde las glicoproteínas se procesan 

e insertan en la membrana plasmática. Las proteínas de la cápside encapsidan el ARN 

genómico formando nucleocápsides, que interactúan con E1 y E2 en la membrana 

celular 72,79,85. La replicación culmina con la gemación de nuevas partículas virales, 

liberando viriones maduros e infecciosos79.  
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Figura 2.3 Ciclo replicativo de los alfavirus. Esquema de las principales etapas del ciclo 
replicativo de MAYV (1) unión a receptores celulares y entrada por endocitosis mediada por 
receptores; (2) traducción de proteínas virales y replicación del genoma viral; (3) ensamblaje 
del nucleocápside; y (4) gemación y liberación de nuevas partículas virales desde la célula 
hospedera. Adaptada de 74. 
 

Epidemiología y relevancia clínica 
MAYV fue identificado por primera vez en 1954 en Trinidad y Tobago en trabajadores 

forestales con cuadros febriles, siendo posteriormente descrito como el agente 

etiológico de la fiebre de Mayaro 86. La infección en humanos produce una enfermedad 

similar a otras infecciones por arbovirus como CHIKV y Dengue (DENV), caracterizada 

por fiebre aguda de 3 a 5 días, acompañada de cefalea, dolor retroorbitario, artralgia, 

mialgia, vómitos, diarrea y erupciones cutáneas 87. Un subconjunto de pacientes 

desarrolla dolor articular crónico, y en casos severos pueden ocurrir complicaciones 

neurológicas, hemorragias y miocarditis 88. 

MAYV circula principalmente en América Central y del Sur, con mayor prevalencia en 

la Amazonia y regiones cercanas, aunque también se han reportado casos en áreas 

subtropicales 73. La similitud clínica y la superposición geográfica con otros arbovirus 

como DENV y CHIKV dificultan el diagnóstico diferencial, contribuyendo al subregistro 

de casos y a la limitada disponibilidad de secuencias genómicas 73,89.  

Su principal vector es el mosquito del género Haemagogus 90, aunque también se ha 

detectado en Aedes aegypti y Aedes albopictus, lo que sugiere una alta capacidad de 
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adaptación a distintos vectores 91. Además, factores como la globalización, el cambio 

climático, la deforestación y el aumento del contacto entre humanos, reservorios y 

vectores incrementan el riesgo de diseminación. 

Aunque la transmisión urbana no está completamente establecida, se ha detectado 

ARN viral en Aedes aegypti en Brasil, y estudios experimentales han demostrado su 

susceptibilidad a la infección 92,93. Estos hallazgos refuerzan la preocupación sobre el 

potencial de urbanización del virus y su relevancia como patógeno 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 preclínicas, incluyendo vacunas inactivadas, atenuadas, de ADN, 

vectores virales y VLPs (del inglés, Virus-like particles) 69.  

Respuesta inmune innata frente a MAYV 
La infección 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 citosólicos 

tipo RIG-I (RLRs), incluyendo RIG-I (Retinoic acid-inducible gene I) y MDA5 

(Melanoma Differentiation-Associated gene 5), los cuales inician cascadas de 

señalización antiviral que conducen a la activación de factores de transcripción como 

IRF-3/7 (Interferon Regulatory Factor) y NF-κB (Nuclear Factor kappa B) 94–96. Más 

recientemente, un estudio ha reportado que receptores tipo NOD (NLRs), como 

NLRP3 y NLRP1, pueden formar inflamasomas que activan caspasa-1 y promueven la 

expresión de interleucinas proinflamatorias como IL-1β en macrófagos infectados con 

MAYV 97. 
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Figura 2.4: Respuesta inmune innata frente a la infección 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 detección es coordinada por receptores endosomales como TLR3, TLR7 y 
TLR8. 3. Además, los receptores citoplasmáticos tipo RIG-I (RLR), específicamente RIG-I y 
MDA5, detectan ARN viral en el citoplasma celular que activa MAVS (del inglés, Mitochondrial 
Antiviral Signaling protein) en la mitocondria desencadenando la fosforilación y translocación 
nuclear de los factores NF-κB 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 así la liberación de citocinas proinflamatorias como la IL-1β y la IL-18. 5. La 
señalización derivada de los PRR culmina en una respuesta robusta que induce la expresión 
de IFN-I (IFN ɑ/β), diversas citoquinas y quimioquinas. 6. En conjunto, estas vías son 
determinantes para establecer una defensa antiviral eficaz, tanto a nivel humoral como celular. 
Imagen adaptada de 98 

 

La activación coordinada de estas vías culmina en la inducción de interferones tipo I 

(IFN-I) como IFNα e IFNβ e interferones tipo III. Los IFN-I actúan mediante 

mecanismos autocrinos y paracrinos al unirse al receptor IFNAR (receptor de 

interferón ɑ/β), lo que desencadena la vía JAK-STAT y promueve la expresión de una 

amplia batería de genes estimulados por interferón (ISGs) (Fig. 2.5). Junto con la 

producción de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, este proceso establece un 

estado antiviral crítico que no solo limita la replicación viral en etapas tempranas, sino 

que también orquesta la transición hacia una respuesta inmune adaptativa, tanto 

humoral como celular. 
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Figura 2.5: Cascada de señalización JAK/STAT desencadenada por  IFN-I. El receptor 
transmembrana IFNAR (heterodímero IFNAR1/2) está acoplado a las enzimas JAK1 y TYK2. 
Estas quinasas se activan mediante la interacción entre los IFN y sus receptores, lo que les 
permite fosforilar las proteínas STAT1 y STAT2. Las proteínas STAT fosforiladas interactúan con 
IRF9 para formar el complejo ISGF3, el cual es transportado al núcleo donde se une a 
secuencias ISRE (Interferon-Stimulated Response Element). Esto induce la transcripción 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 señalización por 

IFN-I es crítica para el control de MAYV in vivo, ya que su disrupción (por ejemplo en 

ratones IFNAR KO) conduce a viremia elevada, diseminación sistémica y mayor 

letalidad 99–101.  

La infección por MAYV se asocia con una respuesta inflamatoria caracterizada por la 

producción de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, así como por el 

reclutamiento de células mieloides a tejidos afectados, contribuyendo tanto al control 

viral como a la inmunopatogénesis articular 90,100.  

En conjunto, estos estudios posicionan a MAYV dentro del grupo de alfavirus 

altamente sensibles a la inmunidad innata dependiente de IFN-I y resaltan la 

relevancia de ISGs específicos como mediadores directos de la restricción viral. Entre 
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ellos, la proteína ZAP es un ISG que emerge como un factor central de esta respuesta, 

dado su reconocimiento preferencial de ARN enriquecido en dinucleótidos CpG y su 

potencial rol como presión selectiva en la configuración composicional del genoma 

viral, aspecto que se desarrolla en la sección a continuación. 

Proteína antiviral de dedos de zinc (ZAP) 
La interacción entre los virus y el sistema inmune innato de sus hospederos se 

caracteriza por una carrera armamentista evolutiva constante. En este contexto, la 

proteína 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 última década como un factor antiviral 

crítico de vertebrados, capaz de sensar el ARN viral y restringir su replicación. A 

diferencia de otros sensores que detectan estructuras secundarias del ARN, como 

RIG-I o MDA5, ZAP reconoce ARN de cadena simple en el citoplasma, identificando 

específicamente motivos de dinucleótidos citosina-guanina (CpG), que actúan 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 genómica de CpG 102,103. 

Identificación 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 expresión de ADN copia (ADNc) 

diseñado para buscar genes antivirales 104. Posteriormente, se estableció  como un 

componente clave de la respuesta inmune innata temprana frente a infecciones virales 
105–107. ZAP  es un ISG, pero se ha reportado que su expresión se puede inducir 

directamente a través del factor IRF3, el cual se activa en respuesta a una infección 

viral o por la estimulación de células con análogos de ARN doble hebra (dsRNA) o 

ADN doble hebra (dsDNA), lo que ocurre río arriba de la señalización por interferón y 

de manera independiente de NF-κB 108.  

ZAP ejerce una actividad antiviral de amplio espectro frente a numerosos virus 

mediante el reconocimiento específico de motivos CpG en el ARN viral, afectando 

tanto a virus de ARN como de ADN. Clásicamente, esta actividad se describió 

principalmente frente a virus +ssRNA y -ssRNA, así como virus ADN, mientras que los 

virus de dsRNA se consideraban en gran medida refractarios a su acción 109. 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 hemorrágica epizoótica (EHDV), aunque esta 
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restricción no es universal dentro de este grupo, ya que otros virus como el rotavirus 

(RV) no son sensibles a su acción 110. 

La sensibilidad a la restricción por ZAP es altamente variable y depende de 

características específicas de cada virus como la composición y estructura del ARN, 

en particular la distribución 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 intrínsecas del genoma viral como por mecanismos 

virales que antagonizan la expresión o función de ZAP. Se ha reportado que ZAP 

restringe eficazmente la replicación del virus de la encefalitis japonesa (JEV) 111, 

mientras que los virus DENV, ZIKA (ZIKV) y fiebre amarilla son resistentes a su acción 
112. Por otra parte, se ha descrito para citomegalovirus humano (HCMV) que la 

depleción de ZAP en las células aumenta significativamente la replicación de la cepa 

de alto pasaje AD169, pero apenas afecta a una cepa de bajo pasaje Merlin. Además, 

se observaron niveles diferenciales de expresión de ZAP en células infectadas, 

atribuibles a las distintas capacidades de estas cepas para modular la señalización de 

IFN-I e inducción de ZAP 113. De manera similar, en el herpesvirus simple (HSV), la 

proteína viral UL41 inhibe la expresión de ZAP mediante la degradación de su ARNm, 

interfiriendo con la restricción por esta proteína 114.  

En conjunto, estos antecedentes indican que, aunque ZAP actúa como un factor 

antiviral de amplio espectro, su actividad es marcadamente dependiente del contexto 

viral.  

Isoformas y regulación de la expresión transcripcional 
ZAP presenta dos isoformas principales, ZAPL (902 aa) y ZAPS (699 aa), cuya 

producción está regulada a nivel del procesamiento del ARN, y predominan en la 

mayoría de los tipos celulares estudiados 104,115. Más recientemente, mediante una 

caracterización exhaustiva de variantes de splicing, se identificaron isoformas 

adicionales ZAPXL (1024 aa) y ZAPM (821 aa), las cuales se originan por la 

combinación de un exón 4 extendido con mecanismos alternativos de terminación 107 

(Fig. 2.6). 

ZAPL se genera a partir de la inclusión completa de los 13 exones del gen ZC3HAV1, 

mientras que ZAPS se origina por un proceso de poliadenilación alternativa a partir de 

una señal no canónica ubicada en el intrón 9 115,116. Esta poliadenilación alternativa es 

promovida principalmente por el factor de escisión CSTF2 115, mientras que diversos 

factores de splicing, como las ribonucleoproteínas nucleares heterogéneas 

hnRNPA1/A2, las proteínas de unión a tractos polipirimidínicos PTBP1/2 y la 
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ribonucleoproteína nuclear pequeña U1 (snRNP)  la inhiben, favoreciendo la 

producción de ZAPL 116. 

La expresión de ZAP es inducida por la detección de PAMPs virales a través de los 

PRRs, lo cual activa al factor de transcripción IRF3, el cual se une al promotor de ZAP 

induciendo su expresión. Adicionalmente, la señalización mediada por interferones 

amplifica esta respuesta mediante señales autocrinas y paracrinas 108. En este 

contexto, ZAPS y en menor medida ZAPM son inducibles por la señalización mediada 

por IFN-I, mientras que ZAPL presenta una inducción más moderada, ya que 

constituye la isoforma predominante en condiciones celulares basales 107.  

Además, se ha demostrado que el cofactor de ZAP TRIM25 (del inglés, Tripartite Motif 

Containing 25), una ligasa E3 de ubiquitina con capacidad de unión a ARN, puede 

favorecer la producción de ZAPS mediante la regulación del splicing alternativo hacia 

la expresión de esta isoforma, en el contexto de una infección por HCMV. En este 

estudio, se observó que el silenciamiento de TRIM25 reduce los niveles de ZAPS y 

aumenta concomitantemente ZAPL, evidenciando su rol en la regulación del equilibrio 

entre isoformas 117.  

Diferencias estructurales y funcionales 
Todas las isoformas de ZAP comparten un dominio N-terminal de unión a ARN 

compuesto de cuatro dedos de Zn de tipo CCCH (RNA-binding domain, RBD), 

responsable de su actividad antiviral mediante el reconocimiento específico de 

dinucleótidos CpG en el ARN viral 118 (Fig. 2.6).  

La resolución estructural del dominio RBD de ZAP en complejo con ARN mostró que 

sus cuatro dedos de zinc generan una superficie rica en residuos básicos en la 

superficie de RBD, que permite la interacción con el ARN, donde el segundo dedo de 

zinc forma un bolsillo capaz de reconocer específicamente dinucleótidos CpG (Fig. 
2.7) 119,120. Además, se ha demostrado que este dominio es suficiente para mediar la 

restricción de diversos virus, como MLV, HBV y PRRSV 121–123, lo que resalta su papel 

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

Las isoformas largas (ZAPXL y ZAPL) contienen además 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) 124. Las proteínas PARP constituyen una familia de enzimas, implicadas en la 

señalización celular y la respuesta al estrés. Su función principal es llevar a cabo la 

poli-(ADP-ribosil)ación (PARilación), una modificación postraduccional en la que se 

añaden polímeros de poli(ADP-ribosa) (PAR) a proteínas diana, utilizando NAD+ como 
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sustrato. Sin embargo, el dominio PARP de ZAP es catalíticamente inactivo, ya que 

carece del residuo de ácido glutámico catalítico esencial (correspondiente a la posición 

988 en PARP-1) y no presenta estructura compatible con la unión de NAD+, aunque 

sigue siendo importante para su actividad antiviral 124,125.  

 

Además, se ha demostrado que las diferencias estructurales entre ZAPS y ZAPL 

conllevan una distribución subcelular distinta para cada isoforma. ZAPL se asocia 

preferentemente a compartimentos membranosos, como el retículo endoplásmico y 

estructuras endolisosomales. Esto es debido a que ZAPL, dentro del dominio PARP, 

contiene un motivo CaaX S-farnesilado (prenilación S de la proteína), lo que aumenta 

la hidrofobicidad de las proteínas y mejora su afinidad por las membranas celulares, lo 

cual es crucial para su direccionamiento a vesículas intracelulares y membranas, así 

como para su actividad antiviral eficiente 105. 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 115. 

ZAPS es la isoforma preferencialmente inducida tras la estimulación con IFN-I, 

mediante el mecanismo de splicing alternativo regulado por CSTF2 115. Además de su 

actividad antiviral directa, ZAPS modula la vía de señalización de RIG-I: puede 

potenciarla al unirse a RIG-I y promover su oligomerización y actividad ATPasa, 

aumentando la producción de interferón 106; o bien atenuarla al unirse al extremo 3’ 

UTR de los ARNm de IFN-I y promover su degradación 115. En línea con esto, células y 

modelos murinos deficientes en ZAP (KO) presentan respuestas de interferón más 

elevadas y sostenidas 115,126. 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 específicas ZAP 

potencia o restringe la respuesta inmunitaria. 

Además de los dominios N- y C-terminales, todas las isoformas de ZAP comparten 

una región central que contiene un quinto dedo de zinc (ZnF5) y dominios WWE 

dispuestos en tándem (WWE1 y WWE2) (Fig. 2.6). En esta arquitectura, el bolsillo del 

dominio WWE2 es responsable de la unión a polímeros de poli(ADP-ribosa) (PAR), 

interacción que contribuye a potenciar su actividad restrictiva frente a ciertos virus 
127,128.  

Asimismo, entre el dominio N-terminal de unión a ARN y el dominio central de ZAP se 

encuentra una región amplia que presenta características de desorden estructural 

(IDR, del inglés intrinsically disordered region) (Fig. 2.6). Este tipo de regiones 
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desordenadas en proteínas puede favorecer la separación de fases y la formación de 

orgánulos sin membrana, como los gránulos 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 gránulos durante la 

replicación viral, sugiriendo que esta región desordenada podría estar relacionada con 

su función antiviral y su reclutamiento a dichos orgánulos 129,130.  

 

 
 
Figura 2.6: Isoformas de ZAP. Las isoformas comparten una región N-terminal dedicada a la 
unión de ARN (NZAP, aminoácidos 1–191), que contiene un dominio de unión a ARN (RBD, de 
inglés RNA-binding domain) compuesto de cuatro dedos de Zn (ZnF1-4) de tipo CCCH. 
Además, presentan un dominio central que contiene un quinto dedo de Zn (ZnF5) y dos 
motivos WWE dispuestos en tándem. Las isoformas ZAPL y ZAP-XL incluyen adicionalmente 
un dominio tipo PARP. Las regiones intrínsecamente desordenadas predichas en las isoformas 
de ZAP (IDR, del inglés intrinsically disordered region) se señalan mediante recuadros 
discontinuos. Figura tomada y adaptada de 109. 
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Figura 2.7: Dominio de unión a ARN (RBD) de ZAP humana en complejo con ARN. 
Representación 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 
específicamente con ZnF2. El trinucleótido UCG y los residuos que coordinan el zinc se ilustran 
en representación de varillas con codificación de colores atómicos, mientras que los iones Zn 
se indican como esferas. Adaptado de 120.  
 

Mecanismos moleculares de restricción viral mediados por ZAP 
Tras unirse al ARN viral, ZAP inhibe la replicación viral mediante dos mecanismos: la 

inhibición de la traducción de proteínas virales y la promoción de la degradación del 

ARN viral, cuya contribución relativa depende del virus, del contexto celular y de la 

composición nucleotídica del genoma viral. 

ZAP inhibe la traducción viral al interactuar con el factor de iniciación eIF4A, e interferir 

su asociación con la proteína eIF4G, impidiendo la formación del complejo de 

iniciación de la traducción 131. Este mecanismo se ha observado para distintos virus 

como VIH-1 y JEV 111,131. En alfavirus, este mecanismo depende además del cofactor 

TRIM25, que potencia la actividad de ZAP mediante su ubiquitinación, favoreciendo la 

unión al ARN viral 132. 

De forma complementaria, ZAP promueve la degradación del ARN viral a través de 

múltiples rutas. Por un lado interactúa con la deadenilasa PARN (poly(A)-specific 

ribonuclease) y con el complejo exosoma con actividad exonucleasa 3′→5′ para 

mediar la deadenilación y la degradación del ARN viral desde el extremo 3′ 111,121,133. 

Este proceso mediado por PARN elimina la cola poli(A), dando lugar a una molécula 

de ARN menos estable y más susceptible a la degradación exosomal 133. Por otra 

parte, ZAP puede reclutar el complejo DCP1A–DCP2 que elimina la caperuza 5' del 
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ARN viral, exponiéndolo a nucleasas 5′→3′ como Xrn1 133,134. De este modo, ZAP 

coordina un programa en dos etapas para la degradación del ARN: una degradación 

3′→5′ mediada por el exosoma tras una deadenilación dependiente de PARN, y una 

degradación 5′→3′ mediada por Xrn1 luego de la decaperuza dependiente del 

complejo DCP.  

Además, la degradación del ARN viral mediada por ZAP requiere la acción 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 acción se asocia a 

su interacción con ZAP 135,136. KHNYN interactúa tanto con ZAPS como con ZAPL, y es 

independiente de la unión al ARN, siendo sus dominios KH y NYN esenciales para su 

actividad antiviral. Además, el silenciamiento de TRIM25 en líneas celulares que 

expresan ZAP reduce la actividad antiviral de KHNYN en la inhibición del VIH-1, lo que 

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

Sin embargo, la proteína KHNYN no parece estar implicada en la restricción de 

alfavirus, ya que en líneas celulares deficientes en KHNYN, la replicación del virus 

Sindbis (SINV) no se vio afectada 135. Los autores del estudio postulan que esta 

divergencia en el requerimiento de KHNYN entre retrovirus y alfavirus podría radicar 

en diferencias en los mecanismos de acción: mientras que el efecto antiviral frente a 

los retrovirus mediado por ZAP/KHNYN ocurre predominantemente a nivel de la 

estabilidad del ARN, la inhibición de los alfavirus parece estar regida principalmente 

por un bloqueo de la traducción, aunque se requieren más estudios para confirmar 

esta hipótesis. 

Reconocimiento preferencial de dinucleótidos CpG y dependencia 
del contexto genómico 
La caracterización estructural de la interacción de ZAP con el ARN viral representó un 

avance clave en la comprensión de su mecanismo antiviral, al establecer que este 

factor reconoce de forma preferencial los dinucleótidos 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 hidrofóbica donde 

puede acomodar exclusivamente dinucleótidos CpG (Fig. 2.7) 119,120. Sin embargo, la 

sola presencia de motivos CpG aislados no es suficiente para inducir una restricción 

antiviral eficiente, ya que la potencia de esta respuesta antiviral depende del efecto 

acumulativo de múltiples sitios de unión distribuidos a lo largo del genoma. 
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En concordancia, se ha demostrado que el incremento artificial de la frecuencia de 

estos dinucleótidos mediante mutaciones sinónimas atenúa significativamente la 

replicación viral, incluso en virus que han demostrado ser resistentes a ZAP, como el  

echovirus 7 (E7) y ZIKV 137–141. 

De manera crítica, se ha observado que la actividad restrictiva de ZAP no depende 

exclusivamente de la abundancia global de dinucleótidos CpG, sino también de su 

localización y del contexto genómico en el que estos se encuentran. Así, 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 región env son 

reconocidos con mayor eficiencia por ZAP que aquellos localizados en gag o pol, aun 

cuando el número total de CpGs introducidos sea equivalente 142. 

Adicionalmente, estudios basados en CLIP-seq mostraron que la unión de ZAP al ARN 

viral es más eficiente cuando los CpGs se encuentran espaciados a una distancia 

media de aproximadamente 32 nucleótidos, mientras que un espaciamiento menor, 

cercano a 11 nucleótidos, se asocia con una menor afinidad de unión. Estos resultados 

sugieren que la interferencia entre múltiples moléculas de ZAP o sus cofactores puede 

afectar negativamente su actividad antiviral 140. En el mismo estudio, se observó 

además que una mayor proporción de nucleótidos uridina (U) o adenina (A) entre 

CpGs potencia la restricción antiviral mediada por ZAP. 

En línea con estas observaciones, se ha demostrado que el contexto nucleotídico 

inmediato también modula la sensibilidad a ZAP. Por ejemplo, el flanqueo de 

dinucleótidos CpG con dos nt de U o A a los extremos 5′ y 3′ de una región no 

codificante de un replicón del enterovirus E7 reduce significativamente la replicación 

del ARN viral, en comparación con replicones en los que los CpGs están flanqueados 

por otros nucleótidos 138. Estudios posteriores refinaron este análisis, mostrando que el 

posicionamiento de una única U a cada lado es suficiente para potenciar la restricción 

mediada por ZAP 129.  

En conjunto, estos resultados indican que tanto la distribución como el contexto 

nucleotídico que rodea a los CpG son determinantes clave de la eficiencia de la 

restricción antiviral mediada por ZAP, aunque los mecanismos moleculares 

subyacentes aún no se comprenden completamente. En concordancia con estas 

observaciones, otros estudios han reportado una recuperación parcial de la replicación 

de virus enriquecidos en UpA en células carentes de ZAP 143. No obstante, análisis 

estructurales de la interacción de ZAP con el dinucleótido CpG sugieren que, desde un 

 
63 



​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ Capítulo 2  

punto de vista estructural, es poco probable que ZAP se una directamente a 

dinucleótidos UpA 144. 

Implicancias adaptativas de ZAP en el sesgo de dinucleótidos CpG 
en genomas de virus ARN 
Un rasgo característico de la mayoría de los virus de genoma ssRNA que infectan 

vertebrados es la marcada subrepresentación del dinucleótido CpG en sus genomas, 

especialmente en aquellos virus cuyos hospederos se encuentran filogenéticamente 

cercanos a los mamíferos 145. Este rasgo composicional suele evaluarse mediante el 

cálculo del sesgo de CpG, definido como la relación entre la frecuencia observada y la 

esperada de CpG (O/E CpG) en una secuencia genómica dada, en función de la 

abundancia de citosinas y guaninas. Así, 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 subrepresentación de este dinucleótido.  

Un análisis comparativo donde se analizó el sesgo de CpG en genomas de virus 

ssRNA y sus hospederos mostró 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 

patrón se replica en los genomas de los hospederos, en donde notablemente los 

vertebrados muestran una supresión de CpG considerablemente mayor que los 

invertebrados (Fig. 2.8b), lo que sugiere la existencia de procesos de coevolución 

entre virus y hospedero en relación con este rasgo composicional (Tesis de Doctorado 

de Diego Simón).  
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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 razón 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) Distribución del sesgo de CpG 
(razón O/E) en hospederos metazoos, con una subdivisión detallada de los vertebrados. La 
razón O/E se calcula como la frecuencia observada (O) del dinucleótido CpG dividida por la 
frecuencia esperada (E) en función del número de citosinas y guaninas en los genomas. Las 
letras sobre los diagramas de caja indican diferencias estadísticamente significativas entre 
grupos (test de Wilcoxon con corrección de Benjamini–Hochberg), donde los grupos que no 
comparten la misma letra difieren de manera significativa entre sí (P ≤ 0,05). Imagen tomada de 
Simón et al., 2025 145, y parte de su tesis doctoral.  

En los vertebrados, la supresión genómica de CpG se ha vinculado a mecanismos de 

regulación epigenética, particularmente a la metilación de citosinas en la conformación 

CpG. Las citosinas metiladas son susceptibles a desaminación espontánea 

convirtiéndose en timina (es decir, TpG), lo que a lo largo del tiempo evolutivo habría 
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contribuido a la pérdida de CpGs en los genomas de los vertebrados 11. En contraste, 

la metilación de citosinas en los genomas de invertebrados es limitada, lo que explica 

la ausencia de supresión de CpG en estos organismos 11,146,147.  

En los virus, se ha propuesto que la ausencia de estos mecanismos epigenéticos, 

junto con la falta de un ortólogo funcional de ZAP en invertebrados, permite la 

replicación de genomas sin un sesgo marcado de CpG en estos hospedadores 148–150. 

En contraste, en vertebrados, factores restrictivos de la inmunidad innata, en particular 

ZAP (diversificada en el último ancestro común de los tetrápodos y los peces 

pulmonados hace más de 400 millones de años), junto con sesgos mutacionales, 

constituyen presiones selectivas que moldean la composición de CpG en virus ssRNA 

de vertebrados 145. En concordancia, el enriquecimiento experimental de dinucleótidos 

CpG mediante mutaciones sinónimas en genomas con baja representación de CpG se 

ha demostrado que conduce a una atenuación de la replicación dependiente de ZAP, 

reforzando la hipótesis de que esta proteína constituye uno de los principales 

determinantes de la supresión de CpG en virus ssRNA que infectan vertebrados 138, 

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 más de 570 millones de años de evolución y con 

sistemas inmunes marcadamente distintos. Mientras que los virus específicos de 

insectos mantienen genomas relativamente enriquecidos en CpG y son restringidos en 

células de mamíferos por ZAP 151,152, los arbovirus exhiben distintos grados de 

supresión de CpG, lo que sugiere estrategias intermedias de adaptación que reflejan 

compromisos evolutivos entre ambos ambientes celulares 153. 

En particular, se ha propuesto que los alfavirus conservan genomas relativamente 

enriquecidos en CpG para así favorecer su replicación en mosquitos, a costa de una 

mayor restricción mediada por ZAP en hospederos vertebrados 154,155. Además, 

estudios comparativos entre distintos alfavirus sugieren que la sensibilidad a ZAP no 

depende exclusivamente del contenido global de CpG, sino también de su distribución 

localizada en ciertas regiones del genoma viral, especialmente en regiones que 

codifican proteínas no estructurales como nsP2 156. Esta supresión localizada de CpG 

sugiere un mecanismo de evasión antiviral más específico, que permitiría 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 justificación del estudio en MAYV 
Como se ha descrito hasta ahora, ZAP es un factor clave de la inmunidad innata capaz 

de restringir la replicación 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 139, el rol de ZAP en la adaptación genómica de los 

arbovirus, que deben mantener un equilibrio evolutivo entre hospederos vertebrados e 

insectos hematófagos, continúa siendo poco explorado. 

En este contexto, el virus MAYV, un alfavirus emergente en América Latina, representa 

un modelo particularmente relevante, ya que su biología molecular y su interacción con 

la inmunidad innata del hospedero permanecen poco caracterizadas. Hasta el 

momento, no existen estudios que evalúen la sensibilidad de MAYV a la restricción 

mediada por ZAP ni el impacto de la introducción de mutaciones sinónimas que 

incrementen el contenido de CpG sobre su replicación y aptitud viral en distintos 

hospederos. Asimismo, este tipo de aproximaciones ha sido escasamente explorado 

en otros arbovirus, lo que limita la comprensión de cómo el contenido y la distribución 

de motivos CpG influyen en la restricción antiviral y contribuye a definir el rango de 

hospederos de estos virus 154,155.  

Estas lagunas de conocimiento plantean interrogantes fundamentales sobre cómo los 

arbovirus modulan la composición de sus genomas para compatibilizar presiones 

evolutivas opuestas entre insectos y vertebrados y cuál es el costo asociado a evadir 

la restricción antiviral mediada por ZAP. En este sentido, MAYV constituye un modelo 

idóneo para profundizar en los mecanismos que regulan la restricción viral y la 

adaptación 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 replicación viral y condicionan la adaptación de los arbovirus a un ciclo 

replicativo dual.  
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Antecedentes y resultados preliminares  

Nuestro grupo analizó la composición de CpG en los genomas de arbovirus y la 

comparó con la de virus ssRNA específicos de insectos o con vector desconocido (Fig. 
2.9). Se observó que los virus que carecen de vector artrópodo (o se les desconoce) 

presentan una fuerte supresión de CpG, mientras que los virus específicos de insectos 

muestran valores elevados de este dinucleótido. Por su parte, los arbovirus exhiben 

niveles de CpG intermedios, lo que sugiere que su composición refleja un equilibrio 

evolutivo frente a presiones selectivas divergentes entre vertebrados e invertebrados. 

 

Figura 2.9: Sesgo de dinucleótidos CpG en virus que infectan vertebrados y/o 
invertebrados según grupo de transmisión. Sesgo de CpG en virus que infectan vertebrados 
y/o invertebrados, resumido entre grupos de transmisión mediante gráficos de violín. El punto 
blanco indica la mediana, la barra negra gruesa el rango intercuartílico, y la línea horizontal 
discontinua indica un sesgo de CpG de 1 (sin depleción ni enriquecimiento). Análisis realizado 
por el Dr. Diego Simon (LEEV, IP Mon y LVM, UdelaR).  

 

A continuación, con el objetivo de explorar el rol de los CpG en la evolución de los 

alfavirus y su adaptación a un ciclo replicativo dual, se analizó la distribución de estos 

dinucleótidos en 71 genomas de MAYV. La mayoría 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 selección negativa que 

impediría su fijación en el genoma viral (figura 2.10) .  
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Figura 2.10. Distribución de CpG presentes en una posición genómica determinada para 
un dataset de n= 71 genomas de MAYV. Distribución de CpG presentes en una posición 
genómica determinada para un dataset de n = 71 genomas de MAYV. Cada posición analizada 
presenta un dinucleótido CpG en al menos un genoma del conjunto de datos, pero dicho 
dinucleótido está ausente en el clon infeccioso MAYV WT. El eje x representa la proporción de 
genomas (de un total de 71) en los que se observa un dinucleótido CpG en cada posición 
genómica, mientras que el eje y indica el número de posiciones genómicas (frecuencia) que 
presentan cada valor de dicha proporción.Análisis realizado por el Dr. Diego Simon (LEEV, IP 
Mon y LVM, UdelaR).  

A partir de este análisis, 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 sinónimas: FG+ (con aumento de CpG en toda la región 

codificante), NS+ (con aumento de CpG únicamente en la región no estructural) y S+ 

(con aumento de CpG en la región estructural). 

Entre ellas, el virus FG+ mostró la mayor atenuación en células A549, con una 

reducción de ~10 veces en los títulos virales a las 24 h postinfección 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 atenúa la replicación en hospederos vertebrados, pero no en el 

vector, sugiriendo una presión selectiva específica 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 infección de 3 (MOI=3). Los títulos 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 biológicas ± error estándar. *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) 
Títulos virales a los 2 días postinfección en bazo, hígado y músculo. Cada punto indica un 
animal; la línea 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) Infección en Aedes aegypti. Cada punto representa un mosquito; la línea 
indica la media. No se detectaron diferencias significativas (ANOVA con post-test de 
Bonferroni). Ensayo realizado por el Dr. Álvaro Fajardo (NYU). 
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Hipótesis  
El enriquecimiento de dinucleótidos CpG en el genoma de MAYV favorece su 

reconocimiento por la proteína ZAP en células de vertebrados, promoviendo una 

restricción antiviral más eficiente y resultando en una replicación viral disminuida. En 

consecuencia, la atenuación observada en variantes enriquecidas en CpG reflejaría un 

mecanismo de restricción mediado por la inmunidad innata que contribuye a moldear 

la adaptación 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 contribución a la atenuación de una variante atenuada enriquecida en 

CpG (MAYV FG+). 

Objetivos específicos 
1- Analizar la expresión y activación de ZAP tras la infección de células humanas A549 

con MAYV WT y la variante MAYV FG+.  

 
2- Desarrollar una línea celular A549 con knockout de ZAP (ZAP KO) mediante 

CRISPR/Cas9, como modelo experimental para evaluar el impacto directo de ZAP en 

la atenuación de la variante MAYV FG+. 

 
3- Estudiar la replicación de MAYV FG+ vs. MAYV WT en líneas celulares que 

expresan ZAP (A549) y en la línea ZAP KO (A549 ZAP KO) para determinar el rol de 

ZAP en la atenuación de MAYV.  

 
4- Evaluar el rol diferencial de las isoformas ZAPL y ZAPS en la restricción de la 

replicación de MAYV mediante el análisis temporal de su inducción tras la infección por 

MAYV y el silenciamiento selectivo con siRNAs específicos. 

 
5- Profundizar en el rol de ZAP en la activación de la respuesta innata y su relación 

con la señalización por interferón.   
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Materiales y métodos 

Células 
A549 (carcinoma pulmonar humano, ATCC CCL-185) y Vero (riñón de mono verde 

africano, ATCC CCL-81) fueron obtenidas del American Type Culture Collection 

(ATCC) sin autenticación adicional por nuestro laboratorio, pero se confirmó que 

estaban libres de micoplasmas. La línea celular A549 ZAP KO fue desarrollada como 

parte de esta tesis doctoral, cuyo método se detalla a continuación. 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 

solución 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. Simón, el Dr. Fajardo y la Lic. Ferreiro, integrantes de  nuestro 

grupo de trabajo, en el Laboratorio de Virología Molecular de la Facultad de Ciencias, 

UdelaR y en el Laboratorio de Evolución Experimental de Virus del Institut Pasteur de 

Montevideo. 

Generación de stocks virales 
Para generar la progenie viral inicial (P0), los clones infecciosos WT y FG+ se 

transfectaron en células Vero. Estas células son deficientes en la producción de 

interferón tipo I, lo que permite que el virus se replique a títulos 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-transfección (HPT), cuando el efecto citopático fue evidente, se recuperó el medio 

celular que contenía la progenie viral P0. Esta progenie se utilizó posteriormente para 

generar una progenie P1 mediante la infección de células Vero-E6 en frascos T75. 

Siguiendo el mismo procedimiento, se generó una progenie P2 en un pasaje 

subsiguiente infectando nuevas células Vero-E6 sembradas en frascos T-175. En cada 

pasaje se utilizaron 500 µL de la progenie previa y el medio celular se recolectó a las 

48 horas postinfección (HPI), cuando se observó un efecto citopático. Todas las 

progenies se almacenaron en alícuotas de 500 µL a −80 °C. 
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Secuenciación del genoma completo de MAYV mediante NGS 
El ARN viral fue extraído con TRIzol (Invitrogen) o el kit QIAamp Viral RNA Mini 

(Qiagen) y purificado siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN obtenido (5 µl) 

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 amplificó el 

genoma viral completo de MAYV (11300 pb) en dos amplicones de PCR. Se incluyeron 

un control de extracción y un control de PCR (sin template), los cuales se mantuvieron 

a lo largo de la preparación de librerías de secuenciación. Las reacciones de PCR  (Vf: 

25 µL) se realizaron con la polimerasa de ADN de alta fidelidad Q5® (12,5 µL) (New 

England Biolabs, MA, USA), 1.25 µL de cebadores directos y reversos (10 µM) y 5 µL 

de ADNc. Se utilizaron los siguientes cebadores para la amplificación del genoma viral 

por PCR: (1) JW55-MAYV 1-21F y NotI_Rv, y (2) MAYV 5856-5875F y 

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 secuenciación se prepararon según un protocolo optimizado a partir 

del protocolo de secuenciación descrito por Freed N. y Silander O. con el kit Rapid 

barcoding SQL-RBK 110.96 (Oxford Nanopore Technologies, ONT) 157. Con este fin se 

utilizaron 100 ng de productos de PCR combinados a una relación molar 1:1 para la 

preparación 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 

secuenciación GridION X5 (ONT), la cual se ejecutó durante 12-24 horas. La 

asignación de bases y la demultiplexación se realizaron con Guppy 6.3.9 (Oxford 

Nanopore Technologies, 2003a), utilizando el modo de súper precisión. Los genomas 

consenso se generaron mediante el flujo de trabajo Epi2Me (ONT, 2003b), utilizando 

los parámetros predeterminados. 

 
Titulación 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 µl de cada dilución durante 1 

hora a 37 °C. Posteriormente, se agregó una capa semissólida que comprendía medio 

DMEM y 1% en peso/volumen de agarosa ultrapura. A las 48 horas postinfección 
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(HPI), las células se fijaron con una solución de formalina al 4% y se tiñeron con 

violeta de cristal al 0.2%. Finalmente, se contaron las placas de lisis para determinar la 

concentración de partículas virales infectivas, expresada como unidades formadoras 

de placa por mililitro (PFU/mL).  

Infecciones virales y tratamiento con INFα 
Para evaluar el efecto de ZAP en la replicación viral, células A549 o A549 ZAP KO se 

infectaron con el virus MAYV WT y MAYV FG+ a una multiplicidad de infección (MOI) 

de 3. A las 2, 4, 8, 16, 24 y 48 HPI, se recolectaron sobrenadantes (200 µL) y pellets 

celulares. Los sobrenadantes se utilizaron para analizar la cinética de replicación viral 

mediante ensayo de placa. Los pellets celulares se emplearon para: a) extracción de 

proteínas y el análisis por western blot de ZAP, nsP1 y E1; y b) extracción de ARN y 

cuantificación por PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) de los transcriptos 

intracelulares de ZAP (ZAPL y ZAPS), IFNβ, CXCL10, CCL5 y OAS1, así como del 

ARN genómico (utilizando cebadores dirigidos a la región nsP1) y subgenómico 

(utilizando cebadores dirigidos al gen E2) del genoma viral. Los cebadores y 

temperaturas de annealing se detallan en la tabla S2.1. Para el ensayo con IFNα-2b, 

las células fueron pretratadas con 500 U/mL de  IFNα-2b en DMEM completo durante 

16 horas previas a la infección viral.  

Extracción de ARN y PCR Cuantitativa en Tiempo Real (RT-qPCR) 
para: ZAP y MAYV 
Las células A549 se sembraron a una densidad de 1.5 x 105 células/pocillo en placas 

de 12 pocillos en DMEM suplementado con 10% de FBS y 1% de solución de 

Pen-Strep. Al día siguiente, las células se infectaron con una MOI 3 durante 1 hora a 

37°C y 5% de CO2 con agitación 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 (QIAgen), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Para la síntesis del ADN copia (ADNc), se emplearon 0.5 µg de ARN total 

en un volumen final de 10 µL con 2 µL de 5X LunaScript™ RT SuperMix (NEB)  y agua 

libre de nucleasas hasta un volumen total. La mezcla se incubó secuencialmente a 

25°C durante 2 minutos, a 55°C durante 10 minutos y a 95°C durante 5 minutos. El 

ADNc se diluyó 1:5 para todas las reacciones, excepto para la amplificación de la 

región del genoma viral codificante para la proteína nsP1,  donde se utilizó una 

dilución 1:50. La RT-qPCR se realizó en una reacción de 20 µL que contenía 1 µL de 

ADNc diluido, 2 µL de 5X Luna® Universal qPCR Master Mix (NEB), 0.5 µL de cada 

cebador (10 µM) 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. 

Preparación de lisados celulares para SDS-PAGE y Western blot de 
ZAP, nsP1, E1 y Cas9. 
Las células adherentes A549 se lisaron directamente en 200 µL de buffer de muestra 

2X (125 mM TRIS-HCl, 4% SDS, 16% glicerol, 10% β-mercaptoetanol, 0.002% azul de 

bromofenol) y se hirvieron durante 5 minutos a 100 grados centígrados. La 

concentración de proteínas totales se determinó mediante el kit Pierce 660 nm con 

suplemento de Reactivo de Compatibilidad de Detergente Iónico (IDCR) (Invitrogen, 

USA) siguiendo las indicaciones del fabricante.  

Para el WB, se separaron cantidades iguales de proteínas de cada muestra, hasta 20 

µg 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; proteínas 

virales anti-nsP1 y anti-E1 (cedidos por el Dr. José González, 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 utilizó un anticuerpo de cabra 

anti-conejo IgG H&L conjugado con peroxidasa. La detección de proteínas se realizó 

con el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico PLUS (Invitrogen). Las 

intensidades de las bandas se midieron por densitometría utilizando el software  

ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, 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 expresión de α-tubulina o GAPDH. 

Generación de células A549 ZAP KO mediante CRISPR/Cas9 
Se emplearon 3 ARN guías (sgRNAs) diseñados para inhibir la expresión del gen 

ZC3HAV1:  sgRNA1 (5'-CGACGTGGTCCAGAACATCC-3') 143, sgRNA2 

(5’-TCTGTGACCACTTCACCCGA-3’) diseñado en este trabajo con el software 

Synthego Knockout Guide Design, y el sgRNA3 (5’-ACTTCCATCTGCCTTACCGG-’3) 
135. Las células A549 fueron resuspendidas en buffer de electroporación MaxCyte 

(Maxcyte, Walkersville, MD) a una concentración de 5 × 106 células/mL. Se mezclaron 

45 µL de suspensión celular con partículas ribonucleoproteicas (RNP) que consistían 

en 272 pmol de ARN guía sintético (sgRNA, Kit CRISPRevolution sgRNA EZ, 

modificado; Synthego, Redwood City, CA),  y 68 pmol de proteína 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 edición génica se evaluó mediante secuenciación por Sanger (Macrogen 

Inc, Seúl, Corea del Sur) utilizando los cebadores For_sgRNA2 y Rev_sgRNA2 (tabla 
S2.1) y las secuencias fueron analizadas utilizando la herramienta en línea de 

Inferencia de Ediciones CRISPR (ICE, Synthego, USA).  El 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) 113. Células A549 fueron transfectadas con 10 o 20 nM de cada DsiRNA 

utilizando Lipofectamina 3000 (Invitrogen) por 48 h o 72 h, según el protocolo del 

fabricante, y posteriormente infectadas con MAYV FG+ (MOI=3). El silenciamiento de 

ZAP se verificó mediante WB.  

Estadística 
Los gráficos y los análisis estadísticos se realizaron  con el software GraphPad 

(Prism). La significancia estadística de las diferencias entre los promedios de grupos 

fue evaluada mediante los análisis indicados en cada pie de figura, considerando 

significativo un valor de p ≤ 0.05.  
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Resultados 

Análisis de la expresión de ZAP en células A549 infectadas con 
MAYV. 
Dado que no existían antecedentes sobre la inducción de ZAP durante la infección con 

MAYV, se analizó la expresión 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 condición basal (mock).  

Como se puede observar en la figura 2.12A.i (gráfico izquierdo), en ausencia de 

infección, ZAPL fue la isoforma predominante, mientras que ZAPS fue prácticamente 

indetectable, en concordancia con lo descrito en la literatura.  

La cuantificación proteica por WB reveló que la infección con MAYV WT indujo la 

expresión de ZAPL, mientras que MAYV FG+ no produjo cambios detectables en su 

expresión. En contraste, la isoforma ZAPS aumentó significativamente tras la infección 

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, gráfico derecho). 

De manera complementaria, el análisis por RT-qPCR (Fig. 2.12.A.ii) mostró que MAYV 

WT incrementó significativamente los niveles de los transcritos de ambas isoformas. 

En el caso de MAYV FG+, si bien se observó una tendencia al incremento en los 

niveles de ZAPS, esta no alcanzó a ser estadísticamente significativa, aunque sí se 

detectó un aumento claro a nivel proteico. Esto sugiere que incluso un aumento 

transcripcional moderado podría ser suficiente para elevar la expresión proteica. Cabe 

señalar que la falta de significancia observada para FG+ podría estar influenciada por 

el reducido número de réplicas biológicas (n=2). 

En conjunto, estos resultados indican que la infección por MAYV induce la expresión 

de ZAP, con perfiles diferenciales según la variante. Mientras que el virus WT 

incrementó significativamente los niveles de ambas isoformas, la variante FG+ mostró 

un aumento restringido a ZAPS y de menor magnitud. En este contexto, una mayor 

densidad de CpG no se correlacionó con una inducción proporcionalmente mayor de 

ZAP. 

Como control de sistema experimental, y dado que ZAP es un ISG, se evaluó su 

expresión tras el tratamiento con IFNα o la transfección con poly I:C, un análogo 

intracelular de dsRNA que activa la señalización a través de los receptores citosólicos 

tipo RIG-I (RLRs).  
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En concordancia con lo observado tras la infección con reportes previos, la isoforma 

ZAPS fue predominantemente inducida por ambos estímulos: el tratamiento con IFNα 

produjo un aumento de dos veces respecto a células no tratadas, mientras que la 

transfección con poly I:C indujo un incremento de 15 veces respecto a células no 

tratadas. En contraste, ZAPL no mostró cambios detectables en su expresión bajo 

ninguno de estos tratamientos (Fig. 2.12.B, +IFNα y Fig. 2.12.C, +poly I:C). 
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Figura 2.12: MAYV WT induce una mayor expresión 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 análisis de la densitometría de banda (RDU, del inglés relative densitometry units) 
para ZAPL (110 kDa) y ZAPS (90 kDa) con el software ImageJ (panel derecho); ii: 
cuantificación relativa de los niveles del transcripto de ZAPL o ZAPS por RT-qPCR. B) Células 
A549 fueron tratadas durante 8 h con 500 U/mL de IFNα (+IFNα) 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 análisis relativo de ZAPL y 
ZAPS (gráficos de barras en el panel derecho). Se graficó 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; ∗∗∗p ≤ 0,001; ∗∗∗∗p ≤ 0,0001; prueba t-Student. 
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Generación de células A549 ZAP KO mediante CRISPR/Cas9. 
Con el fin de investigar el papel de ZAP en la atenuación de MAYV FG+, se generaron 

células A549 ZAP knockout (KO mediante CRISPR/Cas9). Esta herramienta emplea 

un ARN guía (sgRNA) para dirigir a Cas9 a secuencias específicas, donde actúa como 

“tijera molecular” generando cortes que se reparan intracelularmente mediante 

inserciones/deleciones por unión de extremos no homólogos (NHEJ) o reparación 

dirigida por homología (HDR). 

Dado que el gen ZC3HAV1 da origen a cuatro isoformas por empalme alternativo, se 

seleccionó el exón 3, común a todas, para abolir la expresión de todas las isoformas 

de ZAP. Para ello se diseñó un sgRNA específico (sgRNA2) (Fig. 2.13.A), y se 

evaluaron además dos sgRNAs previamente reportados: sgRNA1 (contra el exón 3) y 

sgRNA3 (contra el exón 6) 135,143. 

A continuación, se generaron complejos ribonucleoproteicos (RNP sgRNAs-Cas9) los 

cuales fueron transfectaron en células A549 y posteriormente la eficiencia de edición 

fue evaluada por WB a las 96 h post-infección. Con el objetivo de maximizar la 

eficiencia de eventos de edición génica, se evaluaron dos relaciones molares 

sgRNA:Cas9 (8:1 y 4:1) (Fig. 2.13B). Entre los tres ARNs guías analizados, sgRNA2 

en una relación molar sgRNA:Cas9 de 4:1 mostró la mayor eficiencia, reduciendo la 

expresión de ZAPL en aproximadamente un 80% y llevando a niveles prácticamente 

indetectables de ZAPS. 

Cabe destacar que, a pesar de que el sitio blanco del sgRNA3 se localiza en un exón 

más distal al extremo 5’ (Fig. 2.13A), este mostró una buena eficiencia, reduciendo la 

expresión de ZAPL en un ~70% y logrando la desaparición de la banda de ZAPS. Por 

el contrario, el sgRNA1 resultó ser el menos eficaz, con una reducción de apenas el 

30% para ZAPL. 
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Figura 2.13: Diseño y evaluación de ARN guías contra el gen ZC3HAV1 codificante para 
ZAP. A) Representación de los cuatro transcritos de ZAP (ZAPXL, ZAPL, ZAPM y ZAPS). Los 
sitios blancos para cada ARN guía, sgRNA1, sgRNA2 y sgRNA3, están indicados por flechas 
rojas en la parte inferior del esquema. B) Representación del mecanismo de edición génica 
mediante el complejo ribonucleoproteico (RNP) sgRNA-Cas9. Se detalla el reconocimiento del 
sitio blanco y la inducción del corte de doble cadena, seguido de las dos vías intracelulares de 
reparación: la generación de indels y knockout (KO) por unión de extremos no homólogos, o la 
corrección del gen de interés mediante reparación dirigida por homología. C) Panel izquierdo, 
WB a partir de homogeneizados de células A549 electroporadas con complejos 
ribonucleoprotéicos (RNP) de sgRNA (+sgRNA 1, 2 o 3) y proteína Cas9, a una relación molar 
de 8:1 o 4:1, o células A549 electroporadas sin RNP (-); se utilizaron anticuerpos contra ZAP y 
tubulina. Panel derecho, análisis de densitometría de banda (RDU) a partir del WB mostrado en 
el panel izquierdo, de las isoformas ZAPL (gráfico izquierdo) o ZAPS (gráfico derecho). Se 
muestran valores de RDU relativos a tubulina, normalizados con respecto a las células sin RNP 
(-). 
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Se obtuvieron líneas clonales ZAP KO a partir del pool A549 ZAP KD mediante 

dilución límite en placas de 96 pocillos. De los 16 clones analizados, 12 no 

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

Diez de estos clones sin expresión detectable de ZAP fueron caracterizados mediante 

PCR de una región flanqueante al sitio blanco del sgRNA2 (566 pb), seguida de 

secuenciación Sanger (Fig. 2.14B). El análisis ICE mostró que los clones E11_1 y 

E12_2 eran homocigotos, con una deleción de un nucleótido, mientras que G9_1 

presentó múltiples variantes (una inserción 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 

confirmó en condiciones de infección con MAYV, confirmando así el fenotipo ZAP KO 

en condiciones de infección (Fig. 2.14D). 
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Figura 2.14: Validación de ZAP KO en clones A549 (E11_3, E12_2 y G9_1). A) WB para 
ZAP y tubulina en clones obtenidos por dilución límite a partir del pool A549 ZAP KD. B) Gel de 
agarosa de productos de PCR flanqueantes al sitio blanco del sgRNA2. C) Análisis ICE de 
productos secuenciados por Sanger. Se indican los indels (inserciones N, deleciones -), su 
frecuencia (%) y el sitio de corte por Cas9 (líneas 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 atenuación de MAYV FG+ en células A549 es dependiente de 
ZAP.  
Con el objetivo de evaluar el rol de ZAP en la atenuación de la variante de MAYV 

enriquecida en CpG (MAYV FG+), se utilizaron células A549 y una de las líneas A549 
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ZAP KO generadas en esta tesis. Ambas fueron infectadas con MAYV WT y MAYV 

FG+ a una MOI = 3, y se analizó la replicación viral a las 12 y 24 HPI mediante 

titulación viral por ensayo de placas (Fig. 2.15A). A las 24 HPI, además, se 

cuantificaron las copias relativas intracelulares de ARN genómico y subgenómico por 

RT-qPCR (Fig. 2.15B) y se analizó la expresión de las proteínas virales nsP1 

(traducida a partir de ARN genómico) y E1 (traducida a partir de ARN subgenómico) 

por WB (Fig. 2.15C). De manera complementaria, se analizó la cinética de replicación 

de MAYV WT y MAYV FG+ en el pool celular ZAP KD (con 80% de reducción de la 

expresión de ZAPL), previamente caracterizado (Fig. 2.14B), cuyos resultados se 

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

En células A549, la variante FG+ mostró una reducción significativa en el título viral, 

acompañada de una disminución en los niveles intracelulares de ARN genómico y en 

la expresión de la proteína nsP1, en comparación con el virus WT a las 12 y 24 HPI. 

Sin embargo, ni los niveles de ARN subgenómico (Fig. 2.15B, gráfico derecho) ni la 

expresión de la proteína 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 atenuación de MAYV FG+ se asocia 

específicamente a una disminución del ARN genómico intracelular y a una menor 

expresión de la proteína nsP1, y no a una alteración en los niveles de ARN 

subgenómicos o en la expresión de proteínas estructurales. 

En células A549 ZAP KO, la variante FG+ alcanzó niveles de replicación comparables 

a los del virus WT, sin diferencias significativas en títulos virales, genomas o niveles de 

proteína nsP1 (Fig. 2.15.A-C). De manera complementaria, en células A549 ZAP KD 

también se observó que la variante FG+ no mostró diferencias significativas en títulos 

virales respecto al virus WT (Fig. S2.1). En conjunto, estos resultados identifican a 

ZAP como el mediador principal de la atenuación de MAYV FG+ y descartan la 

participación de otros mecanismos independientes de ZAP que afecten la replicación 

de MAYV tras la introducción sinónima de CpG en células de mamífero.  

Asimismo, se observó que tanto MAYV WT como FG+ replican mejor en ausencia de 

ZAP, evidenciado por un aumento significativo en los títulos virales para ambos virus 

en células ZAP KO en comparación con células A549, lo que se vio reflejado en 

mayores copias de ARN genómico o subgenómico y una mayor expresión de 

proteínas virales a nivel intracelular también para el virus WT (Fig. 2.15, A549 vs. 

A549 ZAP KO en gráficos de barra), sugiriendo que ZAP posee acción antiviral sobre 

ambos virus. 

 
84 



​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ Capítulo 2  

 
Figura 2.15: La atenuación de MAYV FG+ en células A549 es dependiente de ZAP. A) 
Titulación viral por ensayo de placa de MAYV WT y FG+ a las 12 o 24 HPI B) Cuantificación 
relativa de ARN viral genómico (gráfico de barras izquierdo) y ARN viral subgenómico (gráfico 
de barras derecho) por RT-qPCR C) Panel izquierdo, WB para las proteínas virales nsP1 y E1, 
ZAP y tubulina con n=3 réplicas biológicas; panel derecho, análisis de densitometría (RDU) de 
para los niveles de proteínas 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 
gráficos de barras: ns, no significativo, ∗p ≤ 0,05; ∗∗p ≤ 0,01; ∗∗∗p ≤ 0,001; ∗∗∗∗p ≤ 0,0001; 
two-way ANOVA (A549 vs. A549 ZAP KO) y prueba t-Student múltiple (FG+ vs. WT). Se graficó 
la media ± SEM (n = 3 experimentos independientes). 
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ZAPL es la principal isoforma responsable de la restricción de 
MAYV FG+ en células A549 
Con el objetivo de identificar la isoforma de ZAP implicada en la restricción de MAYV 

FG+, se evaluó el efecto de un silenciamiento específico de ZAPL o ZAPS sobre la 

replicación viral en células A549 infectadas con este virus (Fig. 2.16). El análisis por 

WB confirmó la eficacia y especificidad de los DsiRNAs dirigidos contra el exón 12 

(ZAPL) y la región 3′UTR (ZAPS).  

La titulación viral por ensayo de placa mostró que el silenciamiento de la isoforma 

ZAPL produjo un aumento significativo de los títulos virales y de la expresión de nsP1 

(Fig. 2.16). En contraste, la inhibición de ZAPS no produjo cambios significativos en 

ninguno de los parámetros evaluados. 

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

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

 

 
Figura 2.16: ZAPL es la principal isoforma responsable de la restricción de MAYV FG+ en 
células A549. Titulación viral (PFU/mL, log10) en células A549 infectadas con MAYV FG+ 
(MOI = 3, 24 HPI) tras la transfección con un DsiRNA control no dirigido (NC), DsiRNA 
específico contra ZAPL o contra ZAPS. WB representativo de lisados celulares mostrando los 
niveles de ZAPL y ZAPS, la proteína viral nsP1 y GAPDH como control de carga. ns, no 
significativo; ∗∗∗∗p ≤ 0,0001; one-way ANOVA con prueba post hoc de comparaciones 
múltiples. Se muestra la media ± SEM (n = 3 réplicas biológicas independientes). 
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​
El tratamiento con IFNα demuestra que la atenuación de MAYV 
FG+ es dependiente del grado de activación de ZAP.  
En análisis previos (Fig. 2.12A) observamos que MAYV FG+ es menos eficiente en la 

inducción 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 restricción 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 prenilación, que permite su 

asociación con compartimentos membranosos 105,107, en contraste con el rol 

predominantemente inmunomodulador de ZAPS 115.  

Dado que MAYV FG+ induce ZAP de forma menos robusta, se planteó que un 

aumento previo de sus niveles podría potenciar la restricción viral. Para ello se realizó 

un pretratamiento de células A549 con IFNα O/N para inducir su expresión antes de la 

infección y posteriormente fueron infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI = 3). A las 24 

HPI, se evaluó la expresión de ZAP mediante WB, incluyendo controles sin IFNα y 

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

El pretratamiento con IFNα, en combinación con la infección viral, mostró un efecto 

aditivo sobre la inducción de ZAP. En células infectadas sin IFNα, ZAPS fue 

indetectable (ND), mientras que en células pretratadas e infectadas su expresión 

aumentó consistentemente, con un incremento de ~12 veces respecto a células 

tratadas sin infección. En contraste, ZAPL mostró un aumento más moderado en 

respuesta al IFNα, tanto en células no infectadas (~0.5 veces) como infectadas (~1.2 

veces). No se realizó análisis estadístico para la condición sin infectar debido a la 

disponibilidad de una única réplica.  
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Figura 2.17: La activación de ZAP tras la infección con MAYV WT y FG+ se ve 
incrementada en células pretratadas con IFNα. Panel superior, WB con anticuerpos contra 
ZAP y tubulina en tres réplicas independientes; panel inferior, análisis de densitometría de 
banda (RDU) de los niveles de ZAPL (gráfico izquierdo) o ZAPS (gráfico derecho) normalizados 
a la expresión 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 IFNα 500 u/mL (+IFNα). ND, no detectado. Se graficó la media ± SEM (n = 
3 réplicas biológicas independientes) excepto para el mock, que se muestra sin barras de error 
(n=1) como referencia. No se realizó análisis estadístico dado el n=1 para la condición sin 
infectar.  
 

Posteriormente, se evaluó la replicación viral mediante titulación por ensayo de placas,  

la cuantificación de ARN genómicos por RT-qPCR y la expresión de nsP1 por WB, a 

distintos tiempos postinfección (Fig. 2.18). El tratamiento con IFNα inhibió 

significativamente la replicación de ambos virus, observándose una reducción en la 

producción de partículas infectivas tanto a las 12 como a las 24 HPI (Fig. 2.18A). El 

efecto fue más pronunciado en MAYV FG+ con una reducción de ~3 log a las 24 HPI, 

en comparación con ~2 log para MAYV WT. De manera consistente, se observó una 

disminución notable en los niveles de ARN genómico y la proteína nsP1 (Fig. 2.18B), 

siendo prácticamente indetectables para la variante FG+ en células A549 tratadas con 

IFNα. 
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Figura 2.18: IFNα inhibe la replicación de MAYV, observándose una mayor inhibición de 
la variante FG+. A) Titulación 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 
IFNα 500 U/mL (línea punteada, +IFNα) o  sin tratar (línea continua). B) RT-qPCR para la 
cuantificación de ARN genómico viral relativo a GAPDH. C) WB para la proteína viral nsP1 y 
tubulina. M, mock (células sin infectar). ∗p ≤ 0,05; ∗∗p ≤ 0,01; ∗∗∗p ≤ 0,001; ∗∗∗∗p ≤ 0,0001; 
two-way ANOVA (sin tratar vs. + IFNɑ) y prueba t-Student múltiple (FG+ vs. WT). Se graficó la 
media ± SEM, n =3 (A) y n=4 (B) experimentos independientes. 
 

En conjunto, estos resultados indican que el pretratamiento con IFNα potencia la 

restricción de MAYV, con un efecto significativamente mayor sobre la variante 

enriquecida en CpG. Considerando que IFNα induce la expresión 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 interferón. 

ZAP regula negativamente la expresión transcripcional de INF� y 
de las citoquinas CXCL10 y CCL5, pero no OAS1 en células A549 
infectadas con MAYV. 
Además de su función antiviral asociada al reconocimiento de motivos CpG en los 

genomas virales, se ha demostrado que ZAPS, al igual que otras proteínas de la 

familia PARP, modula la vía de señalización 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 expresión de esta isoforma se asoció con una mayor 

inducción de IFN� tras la activación de células HEK293T humanas con 3p-RNA (ARN 

con el extremo 5' tri-fosforilado, agonista de RIG-I) 106. Por otro lado, estudios más 

recientes han documentado que ZAPS inhibe la inducción de IFN� tras la infección 

viral o la activación de PRRs con análogos sintéticos de dsARN en células Huh7 

humanas.  

Con el objetivo de evaluar el papel inmunomodulador de ZAP en la señalización de 

IFN-I durante la infección por MAYV, se cuantificó mediante RT-qPCR la expresión 

relativa del ARNm de IFNβ en células A549 y A549 ZAP KO infectadas con MAYV WT 

o FG+ (MOI=3). En ausencia de ZAP, se observó una inducción significativamente 

mayor de IFNβ 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 expresión de 

IFNβ durante la infección por MAYV, además de su acción antiviral directa. 

Para ampliar este análisis, se evaluó la expresión de genes inducidos por PRRs 

(CXCL10 y CCL5) y de un ISG canónico, la enzima 2'-5'-oligoadenilato sintetasa 1 

(OAS1) dependiente de la vía IFNAR-JAK-STAT, en células A549 y A549 ZAP KO 

infectadas con MAYV (WT o FG+). La ausencia de ZAP provocó un aumento 

significativo en la expresión de CXCL10 y CCL5 en comparación con células que 

expresan ZAP, particularmente a las 24 HPI, lo que sugiere una activación 

transcripcional sostenida de PRRs (Fig. 2.19).  

En contraste, la expresión de OAS1 no mostró 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 IFNβ en células ZAP KO. Este desacople entre la producción de IFN-I y la 

inducción del ISG OAS1 sugiere que ZAP no amplifica la señalización downstream del 

IFNAR, sino que posiblemente actúa principalmente restringiendo la disponibilidad de 

ARN viral en el interior celular y, por ende, la activación prolongada de PRRs.  
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Figura 2.19: ZAP regula negativamente la expresión de IFNβ, CXCL10 y CCL5, pero no de 
OAS1 en células A549 infectadas con MAYV WT y FG+. Cuantificación relativa del ARNm de 
IFNβ, CXCL10, CCL5 y OAS1 por RT-qPCR. Células A549 o ZAP KO infectadas con MAYV WT 
y FG+, 12 HPI (gráfico izquierdo) y 24 HPI (gráfico derecho), a MOI = 3 o sin infectar (mock). Se 
graficó 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; ∗∗p ≤ 0,01; ∗∗∗p ≤ 
0,001; ∗∗∗∗p ≤ 0,0001; two-way ANOVA y post-test Šídák's para comparaciones múltiples. 
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La atenuación de MAYV FG+ por IFNα requiere la expresión de 
ZAP. 
Si bien el tratamiento con IFNα indujo fuertemente la expresión de ZAP y aumentó la 

susceptibilidad de MAYV FG+ (Figs. 2.17 y 2.18), no se puede descartar la 

contribución de otros ISGs en la atenuación observada, considerando la alta 

sensibilidad de los alfavirus a la respuesta de IFN-I y la actividad antiviral reportada de 

diversos ISGs frente a MAYV 100,158. 

En este contexto, se evaluó si el efecto antiviral del IFNα sobre MAYV FG+ podía 

depender de mecanismos independientes de ZAP.  

Para ello, células A549 y A549 ZAP KO fueron pretratadas con IFNα O/N y 

posteriormente infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI = 3). A las 24 HPI, se evaluó la 

replicación viral mediante titulación por ensayo de placa, se cuantificó el ARN 

genómico viral intracelular y la expresión de la proteína nsP1 por WB. Notablemente, 

en ausencia de ZAP, el pretratamiento con IFNα no logró inhibir la replicación de la 

variante MAYV FG+, no observándose diferencias significativas en los títulos virales 

entre FG+ y WT en células A549 ZAP KO tratadas con IFNα (Fig. 2.20A), ni en los 

niveles de ARN genómico (Fig. 2.20B) ni en la expresión de nsP1 (Fig. 2.20C). Estos 

resultados contrastan con lo observado en células A549, donde el IFNα reduce 

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

Para verificar que ambas líneas celulares respondieron adecuadamente al tratamiento 

con IFNα, se cuantificó la expresión relativa de IFNβ y OAS1. No se detectaron 

diferencias significativas en la inducción de estos genes, entre células A549 y A549 

ZAP KO pretratadas con IFNα (Fig. S2.2), lo que indica que la vía de señalización de 

que el IFNα se encuentra funcional en ambas condiciones.  

En conjunto, estos resultados indican que la actividad antiviral inducida por IFNα frente 

a MAYV FG+ depende críticamente 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 interferón-dependiente. 
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Figura 2.20: ZAP es necesario para el efecto antiviral del IFNα sobre la variante FG+. 
Células A549 y A549 ZAP KO fueron tratadas con 500 U/mL de IFNα O/N y posteriormente 
infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI = 3) o mantenidas sin infección (mock). Las muestras se 
recolectaron a las 24 HPI. A) Titulación viral por ensayo de placa para MAYV WT y FG+. B) 
Cuantificación relativa de ARN genómico viral mediante RT-qPCR. C) Análisis por WB  para las 
proteínas nsP1, ZAP y GAPDH. Se muestran los valores como media ± SEM de n=2 o 3 
réplicas experimentales independientes. ns, no significativo ∗p ≤ 0,05; ∗∗p ≤ 0,01; ∗∗∗p ≤ 0,001; 
∗∗∗∗p ≤ 0,0001; two-way ANOVA y post-test Šídák's para comparaciones múltiples. 
 

ZAP reduce el ARN viral de MAYV FG+ en las primeras etapas de la 
infección.  
Con el objetivo de caracterizar la cinética del efecto antiviral de ZAP, se analizó la 

dinámica temporal de la replicación 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 cuantificó el ARN 

genómico viral mediante RT-qPCR, se evaluó la expresión de la proteína viral nsP1 por 

WB (Fig. 2.21). 

En células A549, se detectó una reducción en los niveles de ARN genómico de la 

variante FG+ en comparación con el virus WT a partir de las 2 HPI. Si bien esta 

diferencia no alcanzó a ser significativa a nivel estadístico, se observó una disminución 

cercana al 50%. A partir de las 4 HPI, la inhibición mediada por ZAP fue evidente en 
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todos los tiempos analizados y resultó estadísticamente significativa (Fig. 2.21A). La 

proteína nsP1 fue detectada a partir de las 12 HPI, y su expresión fue menor en 

células infectadas con MAYV FG+ en comparación con las infectadas con el virus WT 

(Fig. 2.21C, panel izquierdo), en concordancia con los niveles reducidos de ARN 

genómico observados.  

En contraste, en células A549 ZAP KO, tanto los niveles de ARN viral (Fig. 2.21B) 

como la expresión de nsP1 (Fig. 2.21C, panel derecho) fueron comparables entre 

MAYV WT y FG+ en todos los tiempos postinfección evaluados. En conjunto, estos 

resultados sugieren que ZAP restringe la replicación de MAYV FG+ en células A549 

mediante la reducción de las copias genómicas intracelulares desde etapas tempranas 

del ciclo viral. 

 
Figura 2.21: ZAP reduce los niveles de ARN genómico de MAYV FG+ a tiempos 
tempranos postinfección. 
(A-B) Cuantificación relativa de ARN genómico viral mediante RT-qPCR 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 log₁₀, expresándose de forma relativa a las 2 HPI (media ± 
SEM de n = 3 réplicas biológicas independientes). La significancia estadística se evaluó 
mediante prueba t-Student no pareada para comparar WT vs. FG+ en cada punto temporal, 
con ajuste de Holm-Šidák para comparaciones múltiples. *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 caracterizó la cinética de expresión 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 

 
94 



​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ Capítulo 2  

mostraron una inducción tardía. En el caso de ZAPL, el incremento fue detectable 

únicamente a las 24 HPI, tanto a nivel de ARNm como de proteínas. Por su parte, para 

ZAPS mostró un incremento en los niveles de ARNm a partir de las 12 HPI, 

traduciéndose en una mayor acumulación de proteína hacia las 24 HPI.  

A pesar de esta respuesta tardía, la variante FG+ mostró una disminución en la 

replicación del genoma desde las 2 HPI. Este hallazgo sugiere que los niveles basales 

de ZAP, particularmente ZAPL, constituyen una barrera antiviral constitutiva que actúa 

en etapas tempranas del ciclo viral, previa a la inducción mediada por la infección. En 

este sentido, la mayor restricción observada anteriormente bajo condiciones de 

pretratamiento con IFNα (Fig. 2.18) refuerza la idea de que la eficacia antiviral contra 

MAYV FG+ es estrictamente dependiente de la concentración intracelular de ZAP. 

Asimismo, la capacidad de MAYV para retrasar la inducción de ZAP sugiere un posible 

mecanismo de evasión viral orientado a proteger las etapas iniciales de la replicación, 

antes de que la respuesta inmune innata alcance niveles efectivos. 

 
Figura 2.22: La activación de ZAP ocurre a tiempos tardíos post-infección. Células A549 
fueron infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI=3), las muestras se recolectaron a los tiempos 
indicados en cada figura. A) Cuantificación relativa por RT-qPCR del ARNm de ZAPL (gráfico 
izquierdo) o ZAPS (gráfico derecho), normalizados contra 0 HPI. B) WB representativo con 
anticuerpos específicos contra ZAP y GAPDH. En panel A, se muestran los valores como 
media ± SEM de n=3 réplicas experimentales independientes. t Student para comparaciones 
múltiples (cada tiempo analizado vs. O HPI). ∗p ≤ 0,05; ∗∗p ≤ 0,01; ∗∗∗p ≤ 0,001.  
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Discusión  
Los resultados presentados en este capítulo demuestran que ZAP desempeña un rol 

clave en la restricción de la variante sintética MAYV FG+ validando el enriquecimiento 

sinónimo de dinucleótidos CpG como una estrategia eficaz de atenuación viral.  

Mostramos que la incorporación sinónima de CpG en el genoma viral, basado 

exclusivamente en la incorporación de CpG presentes en aislados virales, sensibiliza a 

MAYV a la inhibición por ZAP, lo que respalda la hipótesis de que la subrepresentación 

de CpG observada en el genoma de MAYV (y otros virus ARN) supone una estrategia 

evolutiva para evadir la restricción por ZAP en hospederos vertebrados. 

A nivel mecanístico, el desarrollo de una línea celular A549 ZAP KO mediante 

CRISPR/Cas9 permitió demostrar que la ausencia de ZAP revierte el fenotipo 

atenuado de la variante FG+ hacia niveles de replicación comparables al virus WT 

(Fig. 2.15, células A549 KO y Fig. S2.1, células A549 KD). En células que expresan 

ZAP, la variante FG+ presenta una disminución significativa en las copias genómicas 

virales y en la expresión de la proteína 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 subgenómicos ni en 

la expresión de la proteína estructural E1, sugiriendo que la restricción mediada por 

ZAP afecta principalmente etapas tempranas del ciclo viral o la estabilidad del ARN 

genómico, más que la síntesis de ARN subgenómico o la traducción de proteínas 

estructurales. Estos resultados son consistentes con un modelo en el cual ZAP actúa 

promoviendo la degradación del ARN viral o interfiriendo con la replicación inicial. De 

todas formas, se necesitan más estudios para explicar por qué el ARN subgenómico 

no se ve afectado por ZAP y cuál es el mecanismo específico de restricción.  

Si bien la variante FG+ mostró una mayor sensibilidad a ZAP, nuestros resultados 

también indican que MAYV WT es susceptible a esta restricción, evidenciado por el 

aumento de su replicación en células ZAP KO. Este hallazgo amplía el espectro de 

alfavirus sensibles a ZAP, previamente descritos para otros miembros del género 

(incluyendo SINV, Semliki Forest, RRV, CHIKV y VEEV) 130, y sugiere que podría 

constituir un mecanismo antiviral conservado. Asimismo, este hallazgo es consistente 

con el análisis 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 más altos que los virus que están estrictamente adaptados a 

vertebrados. Esto podría explicar la sensibilidad de MAYV WT a la restricción ejercida 

por ZAP. Sería interesante utilizar herramientas basadas en ensayos de cross-linking e 

inmunoprecipitación de ARN, tales como RIP o CLIP-seq, que permitirían identificar de 

 
96 



​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ Capítulo 2  

manera directa las regiones específicas del ARN viral asociadas a ZAP durante la 

infección, así como determinar si existe una unión preferencial al ARN genómico en 

comparación con el ARN subgenómico y las regiones de unión al genoma de MAYV 

WT.  

En relación con el rol de los CpG, estudios previos han sugerido que  la susceptibilidad 

a la restricción mediada por ZAP dentro del género alfavirus no depende 

exclusivamente del contenido global de CpG en el genoma viral, sino también de su 

distribución. Nguyen y colaboradores reportaron que una mayor sensibilidad a ZAP no 

está mediada por una mayor unión de esta proteína 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 156. Sin embargo, los resultados obtenidos por nuestro grupo con  

la variante FG+ (la cual presentó mayor atenuación dentro de las tres variantes 

desarrolladas en nuestro laboratorio y contiene el mayor número de CpG, Fig 2.11A) 

sugieren que un aumento y distribución global de CpG también puede potenciar 

significativamente la restricción 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 atenuación viral 159. Asimismo, 

en otros virus ARN como VIH-1 e Influenza A, se ha demostrado que no solo la 

cantidad, sino también la distribución y el espaciamiento de los CpGs influyen en la 

sensibilidad a ZAP 160, 161.  

El análisis temporal de la infección reveló que la restricción mediada por ZAP ocurre 

desde etapas muy tempranas del ciclo viral. En células A549, se observó una 

reducción en la replicación viral de FG+ respecto al virus WT a partir de las 2 HPI, 

previo a la inducción transcripcional de ZAP (tanto ZAPL o ZAPS) (Fig. 2.21A y Fig. 
2.22A), lo que sugiere que la expresión constitutiva de ZAP, en particular de la 

isoforma ZAPL, actúa como una barrera antiviral intrínseca que limita la replicación 

viral en etapas tempranas. Esta observación está en línea con reportes previos que 

destacan un rol antiviral basal de ZAP frente a otros virus ARN 115,133,160.  

También observamos que la inducción de ZAP, tanto ZAPL como ZAPS, ocurre de 

manera tardía durante la infección (Fig. 2.22). A modo comparativo, en otros estudios 

que han caracterizado la dinámica temporal en la inducción de ZAP tras la infección 

viral, como por ejemplo, en células infectadas con HCMV o con echovirus 7 se ha 

observado una inducción más temprana de ZAP, entre las 2 y 4 HPI 143,162. Estos 

resultados sugieren que MAYV podría estar interfiriendo con la inducción temprana de 

ZAP como estrategia de evasión 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 163. Para 

MAYV se ha demostrado que la proteína viral nsP2 promueve la degradación del factor 

TFIIE2 (del inglés, transcription initiation factor IIE subunit 2) y de la subunidad Rpb1 

de la ARN polimerasa II, bloqueando la transcripción dependiente de esta polimerasa 
82. Sería interesante investigar en un futuro si esta proteína viral contribuye a la 

inducción limitada de ZAP en las etapas más tempranas de la infección en nuestras 

condiciones experimentales como mecanismo de evasión de la respuesta inmune.  

Por otro lado observamos que la variante FG+ induce niveles más bajos de ZAP en 

comparación con el virus WT (Fig. 2.12), lo que sugiere que un mayor contenido 

genómico de CpG no es suficiente por sí solo para desencadenar una activación de 

ZAP, sino que la expresión de esta proteína podría estar más relacionada a la 

replicación viral y la activación de PRRs. Una posible explicación es que tras la 

infección con la variante FG+ haya una menor activación de sensores citosólicos de 

ARN viral, como RIG-I y MDA5, cuya expresión se ha visto aumentada por la infección 

con MAYV 100. Aunque en este trabajo no evaluamos directamente la activación de 

estos sensores, sí observamos que la variante FG+ mostró una menor inducción de 

los transcritos de las quimioquinas inflamatorias CCL5 y CXCL10, así como una 

tendencia hacia niveles más bajos de IFNβ, en comparación con el virus WT, lo que es 

consistente con una activación más débil de la respuesta mediada por PRRs. (Fig. 
2.19). En este contexto, el pretratamiento de células A549 con IFNα permitió disociar 

el efecto del contenido de CpG de los niveles de expresión de ZAP. La estimulación 

con IFNα promovió una fuerte inducción de ZAPS y, en menor medida de ZAPL en 

células infectadas con ambos virus (Fig. 2.17), y bajo estas condiciones, se observó 

una inhibición significativamente mayor de la replicación de MAYV FG+ en 

comparación con el virus WT (Fig. 2.18). Por el contrario, este efecto se perdió 

completamente en células ZAP KO, donde el pretratamiento con INFα no logró inhibir 

la variante FG+, demostrando el rol crucial de ZAP en la restricción mediada por IFNα 

(Fig. 2.20).  

Estos resultados sugieren que la sensibilidad de MAYV FG+ no solo depende de su 

contenido de CpG, sino que está fuertemente influenciada por el nivel de expresión de 

ZAP y la activación de la respuesta antiviral. En línea con esto, estudios realizados en 

HIV-1 han demostrado que la introducción sinónima de CpG en las regiones gag o pol 

del genoma viral no genera una atenuación significativa bajo niveles endógenos de 

ZAP. Sin embargo, tras aumentar la expresión de ZAP, tanto con tratamiento con IFN-I 

o mediante una sobreexpresión de ZAP de forma heteróloga, se logró convertir estas 
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variantes originalmente resistentes a ZAP, en variantes sensibles160. En resumen, los 

resultados sugieren que la restricción viral mediada por  ZAP resulta de una 

interacción dinámica entre la composición del genoma viral y el nivel de activación de 

los mecanismos antivirales del hospedero. 

En este contexto, cofactores como TRIM25, KHNYN y Riplet  también podría contribuir 

a la mayor inhibición observada de la variante FG+ tras el tratamiento con IFNα. No 

obstante, el hecho de que el pretratamiento con IFNα no haya logrado inhibir la 

replicación 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 restricción viral de la variante FG+ inducida por IFNα. 

Además de su acción 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 activación de PRRs (como RIG-I) y de la inducción de IFNβ, 

investigaciones recientes sugieren que actúa como un mecanismo de 

retroalimentación negativa, suprimiendo la producción de interferón tras la detección 

de ARN viral 115.  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 infección indujo una activación más intensa y sostenida de IFNβ, así como de 

CXCL10 y CCL5, ambas implicadas en el reclutamiento de células inmunes y 

asociadas a la inmunopatogénesis de alfavirus (Fig. 2.19). En particular, en modelos 

murinos que desarrollan artritis tras la infección viral con CHIKV y ONNV, CXCL10 se 

ha asociado con una mayor persistencia viral y daño articular, sugiriendo un papel en 

la cronificación de la respuesta inflamatoria 164. Asimismo, se ha reportado que la 

infección de células neuronales humanas con MAYV induce niveles elevados de 

CXCL10, lo que apunta a una posible implicancia de esta quimioquina en la 

neuropatogénesis 165. En el caso de CCL5, se ha observado que su expresión se ve 

aumentada considerablemente en tejidos musculares de ratones jóvenes y en ratones 

adultos IFNAR KO, ambos modelos altamente susceptibles a la infección por MAYV. 

Este aumento se correlacionó con inflamación muscular severa y necrosis tisular, 

sugiriendo que CCL5 facilita el reclutamiento de células inmunes que agravan el daño 

tisular durante la fase aguda de la infección 99. En contraste, en modelos murinos 

adultos e inmunocompetentes, que no desarrollan síntomas clínicos graves, no se 

observaron cambios significativos en la expresión de CCL5. Estos resultados indican 

que la expresión exacerbada de esta quimioquina está asociada con un fenotipo 

clínico más severo y al establecimiento del daño muscular. En conjunto, nuestros 
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resultados donde se observó aumento de CXCL10 y CCL5 en células ZAP KO (Fig. 
2.19) sugieren que ZAP podría tener un rol importante en el control de la 

inmunopatología inducida por MAYV al modular la expresión de estas quimioquinas. 

En contraste, la expresión de OAS1, un ISGs dependiente de la señalización a través 

de IFNAR, no mostró diferencias significativas en su expresión entre células A549 y 

A549 ZAP KO, a pesar de observarse mayores niveles de IFNβ (Fig. 2.19). Este 

desacople entre la producción de IFN-I y la inducción de ISGs sugiere que ZAP no 

modularia directamente la señalización downstream de IFNAR, sino que podría estar 

actuando principalmente limitando la disponibilidad de ARN viral citoplasmático, 

restringiendo la activación prolongada de PRRs y, en consecuencia, regulando la 

magnitud y duración de la respuesta antiviral upstream de la activación por IFNAR. 

No obstante, serían necesarios estudios adicionales para profundizar en estos 

resultados. Un abordaje transcriptómico global permitiría definir con mayor precisión el 

impacto de ZAP sobre la regulación coordinada de genes de la respuesta inmune 

innata y evaluar la posible existencia de umbrales o mecanismos de saturación en la 

señalización downstream de IFNAR. 

Nuestros resultados son  consistentes con reportes recientes en modelos murinos ZAP 

KO, donde se observa una expresión prolongada de IFN-I tras la activación de PRRs 

con análogos de ácidos nucleicos, sin observarse una inducción proporcional de ISGs 

canónicos 126. Sería interesante extender estos estudios en un contexto de infección 

por MAYV en modelos murinos ZAP KO, para caracterizar si ZAP (o específicamente 

la isoforma ZAPS) puede actuar como un modulador clave de la homeostasis inmune 

previniendo un mayor daño tisular. 

En conjunto, nuestros hallazgos apoyan un modelo en el cual ZAP cumple una doble 

función durante la infección por MAYV: por un lado, actúa como un factor antiviral 

intrínseco que restringe la replicación 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 activación excesiva de PRRs 

y la producción de citoquinas proinflamatorias. En este sentido, ZAP no solo 

contribuiría al control de la replicación viral, sino también a la regulación de la 

magnitud y duración de la respuesta inmune, lo que podría impactar en la prevención 

de la inmunopatología asociada a la infección (Fig. 2.23).  

Además, los resultados sugieren que potenciar la acción de ZAP podría ser una 

estrategia efectiva para controlar la infección por MAYV y posiblemente por otros 

alfavirus. Este estudio ofrece nuevas perspectivas sobre la interacción entre los 

factores de restricción del hospedero, la composición genómica viral y la respuesta 
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inmune, con implicancias relevantes para la patogénesis viral y el diseño racional de 

vacunas atenuadas. 

 
Figura 2.23: Modelo propuesto del papel de ZAP en el control de la infección por MAYV. A 
partir de nuestros resultados, proponemos un modelo hipotético que podría explicar nuestras 
observaciones. En condiciones normales (panel A), ZAP restringe la replicación de MAYV, 
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 expresión basal de ZAPL actúa como un factor antiviral intrínseco clave. ZAPS se induce 
moderadamente tras la infección por MAYV y requiere el tratamiento con IFNα para potenciar 
su expresión. Además, MAYV podría estar retrasando la inducción de ambas isoformas para 
evadir su restricción. En ausencia de ZAP (panel B), la acumulación de ARN viral intracelular e 
intermediarios de replicación incrementa la activación de PRRs, promoviendo una mayor 
producción de interferón y quimioquinas. Esta respuesta exacerbada podría contribuir a un 
mayor daño tisular; por lo tanto, nuestros resultados sugieren que ZAP podría representar un 
posible blanco para estrategias antivirales dirigidas a limitar la replicación viral y la 
diseminación del virus.  
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Conclusiones 
 

●​ Se generó una línea A549 ZAP KO, que permitió demostrar que ZAP es 

indispensable para la restricción de MAYV FG+ en células humanas.​

 

●​ El enriquecimiento de CpG aumenta la sensibilidad de MAYV a ZAP, lo que 

sugiere que la supresión de CpG podría contribuir a modular la interacción del 

virus con este factor antiviral. 

 

●​ La isoforma ZAPL constituye el principal factor de restricción celular frente a la 

variante MAYV FG+, actuando como un factor intrínseco que limita la 

replicación viral en células humanas.​

 

●​ La restricción viral inducida por IFNα depende directamente de la inducción de 

ZAP, donde posiblemente otros ISGs no compensan su función antiviral en este 

contexto.​

 

●​ MAYV FG+ desencadena una respuesta inmune innata más débil que el virus 

WT, reflejada en menor activación de ZAP. Para ambos virus la inducción de 

ZAP fue tardía, sugiriendo que MAYV podría evadir parcialmente la respuesta 

antiviral mediante modulación de la cinética de activación de ZAP.​

 

●​ ZAP limita la magnitud y duración de la inducción de citoquinas durante la 

infección por MAYV posiblemente evitando una activación excesiva de PRRs, 

lo que sugiere un rol adicional en la regulación de la inmunopatología asociada 

a la infección.  
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Perspectivas  
 

Los resultados obtenidos en el marco de esta tesis abren nuevas líneas de trabajo a 

futuro, orientadas a profundizar en los mecanismos que subyacen a esta interacción 

en sistemas más complejos. Una limitación de este trabajo es que los modelos 

celulares utilizados no capturan completamente la complejidad de la respuesta 

inmunológica sistémica durante una infección viral en un organismo completo. En este 

sentido, la transición hacia modelos murinos deficientes en ZAP (ZAP KO) permitirá 

evaluar el impacto de esta proteína sobre la replicación viral, la diseminación sistémica 

y la respuesta inflamatoria en un contexto fisiológico. 

La utilización de estos modelos también permitirá estudiar el papel de esta proteína en 

la regulación de la producción de IFN-I y de quimioquinas dependientes de RLRs 

durante la infección. Dado que la infección por MAYV induce quimioquinas 

proinflamatorias como CXCL10 y CCL5, asociadas al daño articular y muscular 

característico de la enfermedad, estos modelos permitirían evaluar si la ausencia de 

ZAP exacerba la respuesta inflamatoria in vivo y agrava la sintomatología clínica o 

favorece la cronificación de la enfermedad. 

Además, el hallazgo de que MAYV es susceptible a la restricción mediada por ZAP, y 

que potenciar su expresión limita la replicación viral y la inducción de citoquinas, abre 

una línea de investigación orientada a explorar el potencial antiviral de esta vía. 

Futuros estudios podrían evaluar estrategias destinadas a modular la actividad o los 

niveles de expresión de ZAP, por ejemplo mediante agonistas de la respuesta de 

interferón u otros compuestos capaces de potenciar su expresión. 

Finalmente, será relevante profundizar en los determinantes moleculares que regulan 

la interacción entre ZAP y el ARN viral. Estudios basados en técnicas de 

inmunoprecipitación de ARN (RIP/CLIP-seq) permitirán identificar las regiones 

específicas del genoma de MAYV reconocidas por ZAP y evaluar si la restricción 

depende de la distribución local de CpG o de su contenido global. Estos enfoques 

contribuirán a comprender con mayor precisión los principios que gobiernan la 

sensibilidad viral a ZAP y a optimizar estrategias de diseño viral basadas en este 

mecanismo. 
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Desarrollo de variantes de MAYV como vectores de 

ARN guías (sgRNAs) para la edición génica in vitro, 
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Introducción 

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

desarrollo de estudios funcionales del genoma, tanto en cultivos celulares como en 

modelos in vivo, consolidándose como una de las metodologías más utilizadas en 

biología molecular para este fin 166. En el contexto de las infecciones virales, su 

aplicación ha permitido la identificación sistemática de factores del hospedero 

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

En particular, los CRISPR screens, basados en la edición dirigida de genes celulares 

mediante bibliotecas de sgRNAs clonados en vectores lentivirales, han sido 

fundamentales para comprender procesos como la entrada viral, replicación, 

ensamblaje y evasión inmune, así como para identificar posibles blancos terapéuticos 
78,167,168.  

En este tipo de abordajes, se selecciona una línea celular permisiva y susceptible que 

permita una replicación viral eficiente y, en el caso de estrategias basadas en 

viabilidad, presente efectos citopáticos notorios. En la figura 3.1 se muestra el flujo 

experimental de este abordaje, en donde los sgRNAs se diseñan in silico o se utilizan 

bibliotecas comerciales preexistentes, seguidas de su clonación y validación para 

generar una biblioteca agrupada (pooled). Posteriormente, las células se transducen 

con la biblioteca de sgRNAs diseñada a escala genómica mediante sistemas 

lentivirales, generando una población celular mutada, en la cual cada célula porta la 

inactivación de un gen distinto. 

Posteriormente, la población celular se somete a infección viral y posiblemente a una 

presión selectiva de interés. Dependiendo del diseño experimental, la selección puede 

basarse en supervivencia/muerte celular o en separación mediante citometría de flujo, 

por ejemplo, utilizando virus reporteros fluorescentes. Tras la selección, se extrae el 

ADN genómico de las poblaciones celulares y se amplifican las secuencias de sgRNA 

integradas al genoma para su análisis mediante secuenciación de nueva generación 

(NGS). El análisis bioinformático posterior permite cuantificar el enriquecimiento o la 

depleción de cada sgRNA respecto a la población control, generando una lista 

jerarquizada de genes candidatos. Posteriormente, estos factores del hospedero se 

deben validar experimentalmente y caracterizarse en estudios mecanísticos que 

investiguen su papel en etapas específicas del ciclo replicativo viral. 
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Además del enfoque clásico de pérdida de función mediado por la nucleasa Cas9 

(CRISPR KO), existen variantes como CRISPR de interferencia (CRISPRi) o de 

activación (CRISPRa), que utilizan una Cas9 catalíticamente inactiva (dCas9) 

fusionada a dominios represores o activadores para silenciar o activar la expresión 

génica respectivamente. Estas herramientas permiten modular la expresión génica sin 

generar cortes en el ADN, ampliando el espectro de aproximaciones funcionales 

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

 

Figura 3.1: Esquema general del flujo de trabajo de un cribado funcional basado en 
CRISPR screens. (1) Los sgRNAs se diseñan in silico o se utilizan bibliotecas comerciales 
preexistentes, seguidas de su clonación y validación para generar una biblioteca agrupada 
(pooled). (2) Las sgRNA se empaquetan en lentivirus y se transducen en células diana, 
induciendo inactivación génica (knockout) o modulación de la expresión génica según la 
plataforma empleada. (3) La población celular editada se somete a infección con el virus en 
estudio. (4) Tras la infección, se aplica una selección basada en viabilidad. En infecciones con 
virus citolíticos, los ensayos de supervivencia permiten una selección positiva de células 
resistentes, en las que la pérdida de factores provirales favorece la supervivencia. Los cribados 
negativos identifican genes cuya inactivación compromete la viabilidad bajo presión selectiva, 
siendo útiles para detectar genes esenciales. Alternativamente, puede emplearse clasificación 
celular activada por fluorescencia (FACS) en infecciones persistentes o con virus no citolíticos 
marcados con reporteros fluorescentes. (5) Se extrae ADN genómico de células seleccionadas 
y controles, y se amplifican por PCR las secuencias guía integradas. (6) El análisis mediante 
NGS compara la representación relativa de sgRNA entre poblaciones, permitiendo identificar 
genes enriquecidos o depletados asociados al fenotipo de interés. Adaptada de 169 
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Limitaciones de los CRISPR screens convencionales 
En su formato más comúnmente utilizado, los CRISPR screens en virología se basan 

en la transducción previa de células con bibliotecas lentivirales que codifican sgRNAs, 

seguida de selección celular editada mediante FACS o selección con antibióticos, y 

posterior infección con el virus de interés. Este esquema ha demostrado ser 

extremadamente útil, pero introduce limitaciones a la hora de capturar interacciones 

dinámicas o dependientes del contexto replicativo. 

En este sentido, los pasos de transducción y selección pueden generar 

heterogeneidad en la población celular editada. Por otro lado, la edición génica ocurre 

antes de la infección, lo que dificulta el análisis de procesos que dependen 

estrictamente del estado infeccioso o que se manifiestan en etapas tardías del ciclo 

viral. Además, muchos de estos estudios utilizan la viabilidad celular como principal 

criterio de selección e indicador de la edición génica, donde se analizan las células 

resistentes a la infección. Si bien este enfoque ha permitido identificar genes cuya 

alteración confiere resistencia celular a la infección y se trata de una estrategia 

extremadamente valiosa, tiende a favorecer la detección de factores celulares que 

intervienen en etapas tempranas de la replicación 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 edición génica con la replicación 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 170–173. En estos sistemas, las bibliotecas de 

sgRNA se expresan directamente desde el genoma viral, lo que permite monitorear de 

forma directa la propagación del virus a lo largo de su ciclo de replicación. Tras la 

infección de células que expresan la proteína Cas9 de manera constitutiva, los sgRNA 

codificados por el virus se producen en el interior celular tras la infección y dirigen la 

edición específica de genes celulares. Esta modificación genética afecta la cinética de 

replicación viral, en donde los niveles de sgRNA funcionan como una medida directa 

de la propagación del virus (Fig. 3.2) 174. De esta forma, en un experimento de pérdida 

de función génica (KO), los sgRNA dirigidos contra genes esenciales para la 

replicación viral se verán subrepresentados en las partículas virales producidas, 
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mientras que aquellos que apuntan contra genes con efecto restrictivo de la replicación 

viral se verán enriquecidos. 

 

Figura 3.2: Esquema del funcionamiento de un CRISPR screen mediado por una librería 
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 
propagación del virus a lo largo de todo el ciclo de infección. Tras la infección de una célula que 
expresa la proteína Cas9, la sgRNA codificada por el virus es liberada y modula la expresión de 
genes celulares. Esta alteración impacta en la cinética replicativa viral, de modo que los niveles 
de cada sgRNA constituyen una lectura directa de la propagación del virus. En consecuencia, 
las sgRNA dirigidas contra genes esenciales para la replicación viral tenderán a estar 
subrepresentadas, mientras que aquellas que inactivan factores restrictivos aparecerán 
enriquecidas en las partículas virales producidas por células que expresan Cas9. 174 

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 permitió evaluar la eficiencia replicativa tras la inactivación 

sistemática de genes celulares. Mediante el análisis de la representación diferencial de 

sgRNAs tras múltiples ciclos de replicación, estos estudios identificaron factores 

antivirales (como MxB, TRIM5α, IFITM1 y Tetherin) así como factores de dependencia 

que favorecen la replicación viral 172. De manera similar, un sistema denominado 

VECOS (del inglés, virus-encoded CRISPR-based direct readout system) desarrollado 

para el citomegalovirus humano (HCMV) permitió expresar bibliotecas de sgRNAs 

desde el genoma viral a partir de la expresión de sgRNAs desde un promotor eucariota 

y cuantificar su abundancia a lo largo de pasajes seriados, identificando factores 

críticos en distintas etapas del ciclo infeccioso 170. Asimismo, en influenza A, se 

desarrollaron construcciones capaces de expresar sgRNAs codificados en una 

secuencia intrónica del gen no estructural (NS) que es procesado durante la 
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replicación viral, sin comprometer la producción de proteínas virales esenciales. Este 

sistema se basó en la activación de genes en células que expresan dCas9 de forma 

constitutiva y demostró que la propagación viral puede emplearse como una métrica 

directa de selección funcional, permitiendo identificar factores celulares provirales 171. 

Una ventaja clave de estos sistemas frente a los CRISPR screens convencionales 

(Fig. 3.1) es que, dado que durante cada ciclo de replicación se sintetizan miles de 

copias del genoma viral, la señal asociada al impacto funcional de cada sgRNA se 

amplifica de manera natural. Esto aumenta significativamente la sensibilidad del 

análisis, permitiendo detectar efectos tanto positivos como negativos sobre la 

replicación viral 170. 

En conjunto, esta metodología ofrece mayor resolución 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. 

Además, al acoplar la edición génica a la dinámica replicativa del virus, amplía el 

espectro de factores identificables en las interacciones virus–hospedero y abre nuevas 

posibilidades para el diseño racional de estrategias antivirales.  

Alfavirus como plataforma de expresión de secuencias heterólogas. 
Dentro de los virus ARN, los alfavirus ofrecen características particularmente atractivas 

para la expresión de genes o ARN de forma heteróloga. Como se describió 

anteriormente (en la introducción del capítulo 2, Fig. 2.2 y Fig. 2.3), el genoma de 

+ssRNA de alfavirus está organizado en dos ORF funcionales: una región no 

estructural traducida directamente a partir del genoma, y una región estructural cuya 

expresión depende de la síntesis de un ARN subgenómico transcrito desde un 

promotor interno, denominado promotor subgenómico.  

Este sistema, de expresión de ARN subgenómicos, ha sido ampliamente explotado 

para la expresión de genes heterólogos en clones infecciosos recombinantes, 

incluyendo proteínas fluorescentes, enzimas reporteras como la nano luciferasa (Nluc) 

o también para la expresión de ARNs pequeños como miRNA a partir de la 

incorporación de un locus pri-miR (Fig. 3.3) 175–178. En este contexto, la introducción de 

un segundo promotor subgenómico permite la expresión de secuencias heterólogas 

sin comprometer necesariamente la replicación viral. Dado que la transcripción del 

ARN subgenómico depende estrictamente del complejo de replicación viral, se 

asegura de que la expresión de secuencias heterólogas ocurra únicamente en células 

donde el virus se está replicando activamente.  
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Figura 3.3 Genoma de alfavirus con doble promotor subgenómico doble para  la 
expresión de genes heterólogos. Clones infecciosos de alfavirus que contienen tanto la 
maquinaria de replicación como las proteínas estructurales (se muestran como NS y E 
respectivamente). Los genes heterólogos (FG, del inglés foreign gene) se expresan mediante la 
duplicación del promotor subgenómico entre los ORF NS o E (panel A) o hacia el  extremo 3’ 
(panel B). Las señales de inicio de traducción (AUG) y de terminación (TRM) se indican 
mediante triángulos abiertos y rombos sólidos, respectivamente. Adaptada de 176. 

Origen del proyecto presentado en este capítulo y justificación 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 edición génica en 

células infectadas. 

Esta línea de investigación se originó en el marco de una propuesta colaborativa entre 

el Laboratorio de Evolución 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 expresión de sgRNAs en el contexto de 

cribados funcionales utilizando al HCMV como modelo 170. El proyecto, seleccionado 

para su financiamiento, tuvo como objetivo integrar la experiencia del grupo israelí en 

CRISPR screens acoplados a infección viral, con la trayectoria de nuestro laboratorio 

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

El plan experimental contemplaba una primera etapa a desarrollarse en Montevideo, 

centrada en el diseño 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 implementación 

de un CRISPR screen acoplado a la replicación viral, aprovechando la infraestructura y 

experiencia del laboratorio anfitrión en este tipo de abordajes. 

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

curso en la región, esta segunda etapa prevista en Israel no pudo concretarse en los 
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plazos originalmente establecidos. A pesar de ello, el proyecto continuó en 

Montevideo, donde se desarrollaron las primeras pruebas de concepto destinadas a 

evaluar la viabilidad técnica de expresar sgRNAs desde el genoma de MAYV, analizar 

su estabilidad durante la replicación viral y determinar su capacidad para inducir 

edición génica en células que expresan Cas9 de manera constitutiva. 
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Hipótesis 
Planteamos que es posible modificar el genoma de MAYV para expresar ARN guía 

(sgRNA) funcionales a partir del promotor subgenómico, de modo que tras la infección 

en células que expresan Cas9, estas variantes sean capaces de inducir edición génica 

específica, permitiendo evaluar la funcionalidad de los sgRNA en el contexto de una 

infección activa. La validación de este sistema establecería a MAYV como una 

plataforma viral innovadora para edición génica dirigida, con potencial de aplicación en 

el estudio mecanístico de interacciones virus-hospedero y que podría ser adaptable a 

otros alfavirus. 

Objetivo general 
Desarrollar variantes sintéticas de MAYV que expresen ARN guías del sistema 

CRISPR/Cas9 y evaluar su capacidad para inducir edición génica in vitro como prueba 

de concepto para el estudio de factores del hospedero que modulan la replicación 

viral. 

Objetivos específicos  
1- Diseñar in silico clones infecciosos de MAYV que codifiquen ARN guías (sgRNAs) 

del sistema CRISPR/Cas9.  

 
2- Generar clones infecciosos codificantes para sgRNAs mediante herramientas de 

biología 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 edición génica específica en células 

que expresan Cas9.  
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Materiales y Métodos 
Células   
La línea celular A549 con expresión constitutiva de Cas9 (Streptococcus pyogenes 

Cas9) fue proporcionada gentilmente por el Dr. Benjamin tenOever (New York 

University, USA). Se utilizaron además las líneas A549 (carcinoma pulmonar humano, 

ATCC CCL-185) y Vero (riñón de mono verde africano, ATCC CCL-81) en las 

condiciones de cultivo descritas en el capítulo 2, sección materiales y métodos.  

Generación de clones infecciosos 
La generación del clon infeccioso MAYV_sgRNA2_miR se realizó mediante la 

clonación de un inserto de ADN sintético de 351 pb (gBlock™, Integrated DNA 

Technologies, USA) que abarca desde el extremo 5’ del promotor subgenómico (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 clonación se llevó 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 homología, permitiendo la 

ligación entre el inserto y el vector mediante el kit In-Fusion® HD EcoDry™ Cloning 

(Fig. 3.4). 
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Figura 3.4: Generación de MAYV_sgRNA2_miR por el sistema de clonado In-Fusion. A) 
estructura del gBlock conteniendo las secuencias de interés: 1er SGP, 1er promotor 
subgenómico; rs, sitio de corte de restricción; 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 diseñados 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 clonación sin restricción In-Fusion, y el 
producto resultante fue transformado en bacterias E. coli TURBO quimiocompetentes para la 
obtención del constructo MAYV sgRNA2_miR. 
 

La PCR del inserto de 351 pb (vol. final 50 µL) contuvo 2 ng de ADN molde, 25 µL 

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase Master Mix (NEB, USA), 2.5 µL (10 µM) de los 

cebadores Fragment_for y Fragment_rev y agua libre de nucleasas. La PCR del 

backbone ( vol. final 50 µL) contuvo 22 ng del clon infeccioso MAYV WT, 25 µL del 

Master Mix Platinum™ SuperFi™ PCR (Invitrogen, USA)  y 2.5 µL (10 µM) de los 

cebadores Vector_for y Vector_rev (tabla S3.1). 

Los amplicones obtenidos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % 

p/v en TAE 1X, teñidos 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 reacción de In-Fusion Cloning (vol. final 10 µL) se realizó siguiendo las indicaciones 

del fabricante, conteniendo 2 ng de inserto y 75 ng del vector, a una relación molar 

inserto:vector de 1.5:1, en agua libre de nucleasas. El producto de reacción se utilizó 

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 µg/mL), incubándose a 37 °C O/N. 

El clon infeccioso MAYV_sgRNA2_HDV se generó 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 realizó mediante la clonación 

direccional de un producto de PCR de fusión (2746 pb), utilizando las enzimas de 

restricción AscI y BsiWI-HF® (NEB) (Fig. 3.5). La PCR de fusión se realizó 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 S3.1, información suplementaria). 

En cada PCR (vol. final 25 µL), se utilizó la enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase 

Master Mix (New England Biolabs, MA, USA), 1,25 µL de los cebadores (10 µM), 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 fusión (vol. final 25 µL) se realizó con 

la enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase Master Mix, 1,25 µL del cebador 

For_fusionHDV (10 µM), 1,25 µL del cebador reverso Rev_restofusion (10 µM), 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: Generación de MAYV sgRNA2_HDV por PCR de fusión y clonación 
direccional en el backbone de MAYV sgRNA2_miR. A) Representación esquemática de las 
PCRs realizadas para generar el inserto a clonar (PCR fusión). B) La PCR de fusión mostrada 
en A. y el constructo MAYV sgRNA2_miR fueron digeridos con las enzimas de restricción AscI 
y BsiWI y posteriormente ligados con una enzima T4 ligasa para la obtención del constructo 
MAYV sgRNA2_HDV.  
 

A continuación, el clon infeccioso MAYV_sgRNA2_miR y el amplicón de 2746 pb 

fueron digeridos con las enzimas AscI y BsiWI-HF® por separado en 50 µl finales de 

reacción 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 inactivación 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 ligación 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 µg/mL), 

incubándose a 37 °C O/N. 

Secuenciación de clones infecciosos  
Se seleccionaron al menos cuatro colonias por placa de LB agar conteniendo las 

bacterias transformadas con los constructos MAYV_sgRNA2_miR o 

MAYV_sgRNA2_HDV, y se procedió con la extracción de los plásmidos utilizando el kit 

Zyppy Plasmid Miniprep (Zymo Research, USA) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La secuencia consenso de ambos constructos fue verificada mediante 

secuenciación con Oxford Nanopore a través del servicio CiveTerus ofrecido por el 

CiVE en el Institut Pasteur de Montevideo.  

Generación 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-transfección, se continuó con el protocolo descrito bajo el apartado 

“Generación de stocks virales” del capítulo 2, sección materiales y métodos.  

Cinética de replicación viral 
Para evaluar la cinética de replicación 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 infección (MOI) de 0,0001; 0,1; 1 y 3, 

mientras que para MAYV sgRNA2_HDV se utilizaron MOIs de 0,1; 1 y 3. A las 8, 12, 

24, 48 y 72 HPI se recogieron 150 µL de sobrenadante del medio de cultivo para 

estudiar la cinética de replicación y realizar la extracción de ARN viral. A las 24 y 48 

HPI se recogieron también los pellets celulares para analizar la expresión de la  

proteína ZAP por WB y para la extracción de ARN viral y ADN celular. El ARN extraído 

de ambas fracciones se utilizó para analizar la estabilidad del inserto conteniendo el 

sgRNA en los genomas virales de los virus sintéticos. El ADN celular se utilizó para 

analizar la presencia de indels en el sitio blanco del sgRNA2.  
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Evaluación de la estabilidad genómica del inserto en los virus 
sintéticos MAYV sgRNA2_miR y MAYV sgRNA2_HDV  
Para evaluar la estabilidad genómica del inserto en los virus MAYV sgRNA2_miR y 

MAYV sgRNA2_HDV, se extrajo ARN total a partir de 100 μL de medio de cultivo 

celular (fracción extracelular), como a partir de células A549-Cas9 (fracción 

intracelular), a distintas HPI con el kit QIAamp Viral RNA Mini (Qiagen, USA), 

siguiendo las indicaciones del fabricante. El ARN extraído (0,3 µg) fue retrotranscrito 

con el master mix LunaScript™ RT SuperMix (2 µL, NEB, USA) y agua libre de 

nucleasas (vol. final 10 µL). El ADNc fue amplificado por PCR (vol. final 25 µL) con los 

cebadores For_checkinsKO820 y Rev_checkinsKO820 (1,25 µL, 10 µM) detallados en 

la tabla S3.1 (información suplementaria). Se utilizó el master mix Q5® High-Fidelity 

DNA Polymerase (12,5 µL, 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 

tamaños de los fragmentos obtenidos. De acuerdo con el diseño de los constructos, se 

espera un amplicón 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 

secuenciación 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 1 y 3, a las 24 y 48 HPI. Para MAYV_sgRNA2_HDV, se analizaron los 

amplicones de 697 pb correspondientes a MOI 0,1; 1 y 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 secuenciación se prepararon 

utilizando el kit Rapid Barcoding SQK-RBK110.96 (ONT), siguiendo un protocolo 

optimizado basado en Freed y Silander 157. Para cada preparación 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 GridION X5 durante 

aproximadamente 12 horas. El basecalling y la demultiplexación se realizaron con 

Guppy v6.3.9 en modo de super alta precisión, y los genomas consenso se generaron 

mediante el flujo de trabajo Epi2Me utilizando los parámetros predeterminados. 
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Cuantificación relativa del micro-RNA 124 (miR-124) maduro 
mediante stem-loop RT-qPCR 
La extracción de ARN de células A549-Cas9 infectadas con el virus MAYV 

sgRNA2_miR (MOI=3) a las 24 y 48 HPI, así como de células no infectadas (mock), se 

realizó 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 fracción de menor tamaño. Se cuantificó 

el ARN total de todas las muestras de manera estándar mediante absorbancia a 260 

nm por NanoDrop. La síntesis de ADNc se realizó a partir de 0,1 μg de ARN total con 

la enzima SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se emplearon cebadores específicos de stem-loop para el 

miR124 y el control endógeno miR423-5p. La cuantificación relativa del mir124 se llevó 

a cabo mediante qPCR utilizando el kit TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix 

(Invitrogen, USA) con los cebadores y sondas del TaqMan Assay 5X siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el 

método comparativo del Cq (ΔΔCq), donde se normalizó la expresión del miRNA 

miR124 con el control endógeno miR423-5p.  

Eficiencia de edición génica en células infectadas con MAYV 
sgRNA2_miR y MAYV sgRNA2_HDV  
El análisis de la eficiencia de edición génica en el gen de ZAP se realizó 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 extraído mediante el kit 

RNAeasy Mini (QIAgen), se llevó a cabo una PCR utilizando los cebadores 

For_sgRNA2 y Rev_sgRNA2, detallada en materiales y métodos del capítulo 2, 

obteniéndose un amplicón de 566 pb flanqueante a la región 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 continuación, se emplearon dos tipos de análisis para cuantificar la eficiencia de 

edición génica:  

1)​ Secuenciación por Sanger y análisis mediante ICE 

Para el análisis inicial de indels, los amplicones de 566 pb se secuenciaron por Sanger 

(Macrogen Inc., Seúl, Corea del Sur), empleando el cebador For_sgRNA2. Los 

cromatogramas obtenidos fueron analizados utilizando la herramienta en línea ICE 

(Synthego, USA). 

2)​ Secuenciación masiva por Illumina y análisis mediante CRISPResso2 
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Para aumentar la sensibilidad y resolución en la detección de eventos de edición, los 

amplicones de 566 pb previamente purificados fueron utilizados para la generación de 

librerías compatibles con secuenciación Illumina. Para ello, los amplicones fueron 

fragmentados para la construcción de librerías y posteriormente secuenciados en la 

plataforma NovaSeq X Plus en modalidad paired-end 150 pb (PE150). Tanto la 

fragmentación como la construcción de librerías y secuenciación fueron llevadas a 

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

La cuantificación de edición se realizó con el software en línea CRISPResso2179 

utilizando una secuencia de referencia definida como un fragmento de 150 pb interno 

al amplicón de 566 pb, que contiene el sitio blanco del sgRNA2 (detallado en 

materiales y métodos del capítulo 2). El fragmento  de referencia de 150 pb empleado 

para el alineamiento fue: “5’ – 

gttataagggagagggtcggcagcagatttgtaaccagcagccaccgtgttcaagactccacatctgtgaccacttcacc

cgagggaactgtcgttttcccaactgcctccggtcccataacctgatggacagaaaggtgctggcca –3’”. 

Dado que las librerías fueron generadas a partir de un amplicón de 566 pb que sufrió 

un proceso de fragmentación para la construcción de librerías de 150 pb, únicamente 

las lecturas que abarcan completamente la región de referencia de 150 pb pudieron 

alinearse al amplicón definido en CRISPResso2.  

La eficiencia de edición se calculó como el porcentaje de lecturas alineadas 

clasificadas como modificadas dentro de la ventana de cuantificación. Además, las 

métricas completas de análisis de control de calidad de la secuenciación (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 realizó una preparación de lisados celulares para electroforesis desnaturalizante 

SDS-PAGE y western blotting para el análisis de la expresión de ZAP en células A549 

y A549-Cas9 infectadas con MAYV sgRNA2_miR o MAYV sgRNA2_HDV según el 

procedimiento detallado en el capítulo 2, sección materiales y métodos. Se utilizó el 

anticuerpo primario anti-spCas9 a una dilución de 1:2000 (7A9-3A3, Abcam, USA), 

como control en células A549-Cas9.   
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Resultados  
Diseño in silico de clones infecciosos codificantes para ARN guías. 
Con el objetivo de desarrollar clones infecciosos de MAYV que codifiquen un sgRNA 

del sistema CRISPR/Cas9, se realizó el diseño in silico utilizando SnapGene®, basado 

en la recodificación 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 ubicación en el genoma, mientras que la figura 3.6B esquematiza el 

procesamiento y la expresión del sgRNA durante la replicación viral. 

Estos virus serán 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 seleccionó el sgRNA2 dirigido contra ZAP, previamente validado en células A549 

(ver capítulo 2), donde mostró alta eficiencia de edición (~80%). La inserción se realizó 

downstream de los genes no estructurales y del primer promotor subgenómico (1er 

SGP), con el objetivo de minimizar interferencias con procesos esenciales como la 

replicación y el ensamblaje, en concordancia con reportes previos en alfavirus. 177,180 

Con el fin de facilitar la clonación de otros sgRNAs o la generación de una biblioteca 

de clones infecciosos, se añadieron sitios de restricción PacI (5’) y AscI (3’) 

flanqueando el sgRNA2. Para asegurar el procesamiento adecuado del sgRNA y su 

interacción funcional con Cas9, se incorporaron dos estrategias alternativas. Por un 

lado, utilizó un pri-miRNA mmu-miR-124-2, generando el clon MAYV_sgRNA2_miR. 

Por otro lado,  se utilizó 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. 171,178,181 El miR-124 es específico de células 

neuronales, por lo que no se espera su expresión en A549-Cas9. Además, el 

pri-miR-124-2 ha sido incorporado previamente en el genoma de SINV, un alfavirus 

similar a MAYV, demostrando su procesamiento citoplasmático y su viabilidad en 

alfavirus recombinantes. 178 

Finalmente, se incorporó un segundo promotor subgenómico duplicado (2do SGP), 

downstream del cassette que contiene el sgRNA, seguido de los genes estructurales, 

para permitir la expresión de un ARN subgenómico intacto necesario para la 

producción de las proteínas estructurales (Fig.3.6). 
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Figura 3.6: Representación esquemática del diseño in silico de clones infecciosos 
MAYV_sgRNA2_miR y MAYV_sgRNA2_HDV y procesamiento intracelular hipotético. Se 
recodificó el genoma de MAYV WT para generar dos clones infecciosos: MAYV_sgRNA2_miR y 
MAYV_sgRNA2_HDV, para expresar un ARN guía en células infectadas A549-Cas9. CMV, 
promotor citomegalovirus; ORF ns y ORF s, marco abierto de lectura para proteínas no 
estructurales y estructurales respectivamente; rs, sitio de corte con enzimas de restricción; 
sgRNA, single-guided RNA; miR, ARN primario largo; HDV, secuencia de ribozima del virus de 
hepatitis delta; SGP, promotor subgenómico. 

 
Generación de clones infecciosos de MAYV codificantes para un 
sgRNA contra el gen ZC3HAV1. 
Se generaron los clones infecciosos recombinantes MAYV_sgRNA2_miR y 

MAYV_sgRNA2_HDV mediante técnicas de biología molecular. Para 

MAYV_sgRNA2_miR, se amplificó un fragmento sintético (gBlock™) junto con el 

backbone del clon MAYV WT, los cuales fueron ensamblados mediante In-Fusion. La 

optimización de las PCRs y el análisis de los amplicones se muestran en la figura 
S3.1. Tras la transformación en E. coli, se seleccionaron colonias, se realizó la 

extracción de plásmidos (miniprep) y se confirmó la correcta construcción y ausencia 

de mutaciones mediante secuenciación por ONT. 

A partir de este constructo, se generó MAYV_sgRNA2_HDV mediante el reemplazo del 

pri-miRNA mmu-miR-124-2 por la ribozima HDV, utilizando una estrategia de PCR de 

fusión seguida de digestión y ligación. La optimización de la PCR de fusión y el 
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análisis en gel se muestran en la figura S3.2. El producto fue transformado en 

bacterias, y los plásmidos obtenidos fueron validados por secuenciación, confirmando 

la correcta construcción del clon. 

Obtención 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-transfección se observó efecto citopático en los tres virus 

(Fig. 3.7B), confirmando la producción de partículas infectivas y la viabilidad de los 

clones. 

El sobrenadante obtenido (P0) se utilizó para realizar dos pasajes en células Vero, 

generando la progenie P2 (stock viral). Los títulos virales, determinados por ensayo de 

placa, fueron comparables entre ambos virus, en el rango de 10^7–10^8 PFU/mL. 
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Figura 3.7: Efecto citopático 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), según las indicaciones del fabricante. A las 48 horas post-transfección, 
se evidenció un efecto citopático característico, donde se recolectó la progenie viral 
correspondiente al pasaje 0 (P0). Como control negativo (Mock), se incluyeron células tratadas 
únicamente con el reactivo de transfección, sin adición de ADN.  
 

Para confirmar la presencia del inserto en MAYV_sgRNA2_miR y 

MAYV_sgRNA2_HDV en las progenies P0 y P2, se realizó una RT-PCR utilizando 

cebadores flanqueantes al inserto (Fig. 3.8A). Esta estrategia permitió diferenciar los 

genomas según el tamaño del amplicón: 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 producción de stocks virales. 

 
124 



Capítulo 3 

 

Figura 3.8. Análisis de la estabilidad del inserto en MAYV_sgRNA2_miR y 
MAYV_sgRNA2_HDV durante pasajes seriados (P0–P2) mediante RT-PCR. A) Esquema de 
la región amplificada. Tamaños 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 P0 y P2. MpM: marcador Invitrogen 1 kb Plus DNA Ladder. La línea azul indica los 
tamaños esperados. 

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

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

tres tipos de análisis presentados a continuación:  

1- Análisis de cinética de replicación en células A549-Cas9. 
Se espera que la infección con MAYV_sgRNA2_miR o MAYV_sgRNA2_HDV genere 

mutaciones en ZAP y reduzca su expresión, favoreciendo la replicación viral. Para 

evaluar este efecto, se comparó la cinética de replicación de los virus desarrollados 

con MAYV WT en células A549 y A549-Cas9. 

MAYV sgRNA2_miR: 

Para MAYV_sgRNA2_miR, a MOI bajas (1×10⁻⁴ y 0.1), se observó una atenuación 

significativa respecto al WT (Fig. 3.9). A MOI = 1×10⁻⁴, esta atenuación fue mayor en 

presencia de Cas9, mientras que a MOI = 0.1, el virus alcanzó títulos 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 continuó atenuado en células 

A549. Sin embargo, en A549-Cas9 su replicación fue comparable o superior al WT, 

con mayores títulos a las 48 HPI. 

 

 

 

Figura 3.9: Cinética de replicación viral a baja MOI 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 = 1×10⁻⁴ (A) y 0.01 
(B). Los títulos virales (PFU/mL) se determinaron entre 8–72 HPI mediante plaque assay en 
células Vero. Datos expresados como media ± error estándar (n=3). *P < 0.05, **P < 0.01, 
***P < 0.001 (two-way ANOVA, post-test Šídák). 
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Figura 3.10: Cinética de replicación viral de MAYV_sgRNA2_miR a alta MOI. Células A549 
y A549-Cas9 fueron infectadas con MAYV WT o MAYV_sgRNA2_miR a MOI = 1 (A) y 3 (B). 
Los títulos virales (PFU/mL) se determinaron entre 8–72 HPI. Datos expresados como media ± 
error estándar (n=3). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 (two-way ANOVA, 
post-test Šídák). 

Como control, se evaluó la estabilidad del inserto mediante RT-PCR (según Fig. 3.8A). 

A MOI = 1×10⁻⁴ (Fig. 3.11A), el inserto se mantuvo estable en la fracción extracelular 

hasta 72 HPI, mientras que en la fracción intracelular se detectaron amplicones 

heterogéneos de menor tamaño, sugiriendo genomas defectivos, lo que podría 

explicar la atenuación observada en la figura 3.9A. 

A MOI = 0.1, 1 y 3 (Fig. 3.11B), el inserto se mantuvo mayoritariamente estable en la 

fracción extracelular, aunque a 48 HPI se detectó una banda de menor tamaño 

compatible con pérdida parcial del inserto. Este patrón también se observó en la 

fracción 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 = 1×10⁻⁴ (A) y 0.1, 1 y 3 (B). Se extrajo 
ARN de fracciones extracelular e intracelular a distintos tiempos postinfección (8D: 8 días) 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 tamaño. 
 

Los amplicones correspondientes a MOI = 3 (24 y 48 HPI) fueron analizados por 

secuenciación masiva (ONT) (Fig. 3.12). En la fracción intracelular se observó una 

disminución de cobertura hacia el extremo 3′ y deleciones en la región del miRNA, 

consistentes con los amplicones truncados (Fig. 3.11B). En contraste, la fracción 

extracelular mostró 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 S3.2 (información suplementaria). 
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Figura 3.12. Perfiles de cobertura de amplicones de MAYV_sgRNA2_miR obtenidos por 
secuenciación 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 replicación para MAYV_sgRNA2_HDV se evaluó en células A549 y 

A549-Cas9 a MOI 0.1, 1 y 3. Este virus mostró una atenuación significativa respecto al 

WT entre 12 y 24 HPI en ambas líneas celulares (Fig. 3.13), independientemente de 

Cas9. A las 48 HPI, ambos virus alcanzaron títulos comparables, lo que sugiere que la 

recuperación no se asocia al silenciamiento de ZAP. 

 

Figura 3.13: Cinética de replicación de MAYV_sgRNA2_HDV en células A549 y 
A549-Cas9. Células A549 y A549-Cas9 fueron infectadas con MAYV WT o 
MAYV_sgRNA2_HDV a MOI = 0.1, 1 y 3. Los títulos virales (PFU/mL) se determinaron entre 
8–72 HPI mediante plaque assay en células Vero-E6. Datos expresados como media ± error 
estándar  (n=3). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (two-way ANOVA, post-test Šídák). 
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La estabilidad del inserto se evaluó mediante RT-PCR  (Fig. 3.14), siguiendo el mismo 

enfoque utilizado previamente para MAYV_sgRNA2_miR (mostrado en las Figs. 3.11 y 
3.12). En la fracción extracelular se observó una banda predominante de menor 

tamaño al esperado (697 pb), mientras que en la fracción intracelular se detectaron 

dos bandas cercanas en tamaño, posiblemente correspondientes a genomas con y sin 

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

 

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 postinfección 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 secuenciación masiva ONT (Fig. 
3.15). En la fracción intracelular solo se obtuvieron lecturas para las MOI 1 y 3 (24 

HPI), mientras que en la fracción extracelular se obtuvieron lecturas en todas las 

condiciones excepto para MOI 3 (48 HPI). Los perfiles de cobertura mostraron una 

disminución en la región del inserto en la mayoría de las condiciones, indicando 

deleciones frecuentes. Solo en MOI 3 a 24 HPI (24hpi_3_bc30) se detectaron lecturas 

con cobertura en dicha región, aunque de baja abundancia, sugiriendo que sólo una 

fracción minoritaria mantiene el inserto intacto. 

Como control, se analizaron los amplicones de las progenies P0 y P2. Mientras que en 

P0 se observó cobertura completa, en P2 se detectó una caída en la región del inserto, 

aunque aproximadamente el 70% de las lecturas conservaron dicha región, indicando 
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una población mixta (Fig. 3.15). En conjunto, estos resultados evidencian una baja 

estabilidad del inserto en MAYV_sgRNA2_HDV.  

Cabe señalar que la profundidad de secuenciación 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 posición del amplicón 

utilizados para la generación de los gráficos de cobertura. 

 

 
Figura 3.15. Perfiles de cobertura de amplicones de MAYV_sgRNA2_HDV obtenidos por 
secuenciación 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 MOI 3 en A549-Cas9. Se incluyen 
además amplicones de las progenies P0 (bc37) y P2 (bc38). Los datos se detallan en la tabla 
S3.2. 
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2- Análisis de expresión de ZAP en células A549-Cas9. 
Como segundo análisis de funcionalidad del sgRNA2 codificado en el genoma viral, se 

analizó la expresión 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 expresión de la isoforma corta ZAPS fue menor en células 

infectadas con ambos virus sintéticos en comparación con el virus WT, de forma 

consistente en todas las MOI y tiempos analizados. En contraste, no se observaron 

diferencias significativas en la expresión de ZAPL bajo ninguna condición 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 inhibición eficiente de la expresión de ZAP. 

 
Figura 3.16: Expresión de ZAP en células A549-Cas9 infectadas con MAYV_sgRNA2_miR. 
Análisis 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 MOI = 0.1, 1 y 3, o sin 
infectar (M). Los pellets se recolectaron a los tiempos indicados (HPI). Datos expresados como 
media ± error estándar (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: Expresión de ZAP en células A549-Cas9 infectadas con 
MAYV_sgRNA2_HDV. Análisis 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, 1 y 3, o sin infectar (M). Los pellets se recolectaron a los tiempos indicados (HPI). n=1. 

3- Eficiencia de edición génica en células infectadas con MAYV_sgRNA2_miR 
y MAYV_sgRNA2_HDV. 
Como tercer análisis, se evaluó la eficiencia de edición génica en células infectadas 

mediante secuenciación del locus blanco de ZAP (ZC3HAV1). Para ello, se extrajo 

ADN genómico de células infectadas con MAYV_sgRNA2_miR (MOI = 0.1 y 1; 24 y 48 

HPI) y MAYV_sgRNA2_HDV (MOI = 0.1 y 3; 24 y 48 HPI), incluyendo células mock sin 

infectar como control. Una región flanqueante al sitio blanco del sgRNA2 fue 

amplificada por PCR (produciendo un amplicón de 566 pb), purificada (Fig. S3.2A) y 

analizada mediante dos estrategias de secuenciación. 

El análisis por secuenciación Sanger, junto con la deconvolución mediante ICE, no 

evidenció indels detectables, obteniéndose secuencias que fueron indistinguibles de la 

condición mock (Fig. S3.2B), lo que indica ausencia de edición detectable bajo estas 

condiciones. 

Para aumentar la sensibilidad, los amplicones se sometieron a secuenciación masiva 

por Illumina (PE150) y se analizaron con CRISPResso2. En todas las condiciones, la 

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

función de la MOI y del tiempo postinfección. Los valores máximos (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 mostró niveles bajos comparables al control mock (0,09%). 

En conjunto, aunque la secuenciación masiva por Illumina permitió detectar eventos de 

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

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

infección viral en las condiciones evaluadas. 

Tabla 3.1 Frecuencia de edición génica en el locus ZC3HAV1 luego de la infección con 
virus MAYV sintéticos. Resultado del análisis realizado con CRISPResso versión: 2.3.3179 

Virus 
MAYV 

MOI HPI Lecturas 
alineadasa           

(n) 

Lecturas sin 
modificaciones       

(n, %) 

Lecturas 
modificadas     

(n, %)b 

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%) 
 atotal de lecturas alineadas a un amplicón de referencia de 150 pb conteniendo el sitio blanco 
del sgRNA2. bLas lecturas modificadas incluyen inserciones y/o deleciones dentro de la 
ventana de cuantificación definida alrededor del sitio de corte. 
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Expresión 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 endógena de la biogénesis de 

mirRNAs para generar miR-124 maduro (~20 nt) y liberar el sgRNA2 en el extremo 5’ 

del ARN subgenómico (Fig. 3.18).  

Con el objetivo de confirmar la producción de miR-124, se utilizó stem-loop RT-PCR, 

una técnica específica y sensible para detectar miARNs maduros de tamaño pequeño. 

Células A549-Cas9 fueron infectadas (MOI = 3) y el ARN se extrajo a 24 y 48 HPI, 

separándose en fracciones <200 nt y >200 nt. Se empleó miR-423-5p como control 

endógeno, considerando que miR-124 no se expresa en A549. Como se muestra en la 

figura 3.18, la fracción <200 nt presentó niveles detectables de miR-124 maduro a 

ambos tiempos postinfección, 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 expresión y 

maduración eficiente del miRNA exógeno en el contexto de la infección. 

 

Figura 3.18: Cuantificación 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). El ARN intracelular se extrajo a las 24 y 48 HPI y se fraccionó en ARN de tamaño menor a 
200 nt (gráfico izquierdo) y mayor a 200 nt (gráfico derecho). La cuantificación relativa de 
miR-124 maduro se realizó mediante stem-loop RT-PCR utilizando miR-423-5p como control 
endógeno. Cada punto en los gráficos representa una muestra biológica individual, por lo que 
no se muestran barras de error ni test estadísticos.  
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Discusión 
En este capítulo se evaluó la viabilidad de utilizar el virus MAYV, un alfavirus de 

replicación citoplasmática eficiente, como plataforma viral para la expresión intracelular 

de ARN guías (sgRNA) del sistema CRISPR/Cas9 durante una infección viral activa. 

La hipótesis planteada proponía que la incorporación de un sgRNA en el genoma de 

MAYV permitiría inducir edición génica específica en células que expresen Cas9 de 

manera constitutiva, facilitando el estudio funcional de factores celulares relevantes en 

la interacción virus–hospedero. En este contexto, los resultados obtenidos constituyen 

una prueba de concepto que demuestra que un alfavirus puede ser reprogramado para 

expresar ARN pequeños funcionales en células infectadas, aunque también revelan 

limitaciones importantes en términos de eficiencia de edición génica. 

Desde el punto de vista experimental, la generación 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 inserción de secuencias exógenas asociadas a la expresión de sgRNAs sin 

comprometer de forma crítica su infectividad. Este hallazgo es relevante, ya que 

confirma la plasticidad del genoma alfaviral y su potencial como vector para 

aplicaciones biotecnológicas más allá de la expresión proteica convencional. 

Sin embargo, los resultados también evidencian que la estrategia de procesamiento 

del sgRNA es un determinante crítico del sistema. Para el procesamiento del sgRNA 

durante la replicación viral se utilizaron dos estrategias distintas, un precursor de 

microARN (pri-miR-124-2) y una ribozima autocatalítica del virus de la hepatitis delta 

(HDV). En ambos casos se obtuvieron virus viables, capaces de producir stocks virales 

con títulos comparables al virus WT, demostrando que el genoma de MAYV tolera la 

incorporación de secuencias exógenas asociadas a la expresión de ARN pequeños sin 

comprometer completamente su viabilidad (Fig. 3.7). 

Los estudios de cinética de replicación revelaron diferencias claras entre ambos virus, 

en términos de estabilidad genómica del inserto y compatibilidad con la biología viral. 

El clon MAYV_sgRNA2_miR mostró mayor estabilidad del inserto, el cual se mantuvo 

predominantemente en las partículas infectivas presentes en el medio celular, a pesar 

de la aparición de genomas defectivos en la fracción intracelular, particularmente a 

muy baja MOI (Fig. 3.11). Además, 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 

detección constituye una prueba funcional sólida de que MAYV puede actuar como 
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plataforma para la expresión y procesamiento intracelular de ARN pequeños durante la 

infección. 

En contraste, MAYV_sgRNA2_HDV presentó una inestabilidad del inserto mucho 

mayor, con pérdida frecuente de la secuencia correspondiente a la ribozima HDV en 

los genomas virales de las partículas infectivas. Aunque se detectaron genomas con el 

inserto intacto, estos representaron una fracción minoritaria de la población viral (Fig. 
3.13 y Fig. 3.14). Estos resultados indican que, en las condiciones evaluadas, la 

estrategia basada en ribozimas autocatalíticas es menos compatible con la dinámica 

replicativa de MAYV y se pierde rápidamente. 

Desde el punto de vista funcional, la evaluación de la eficiencia de edición génica 

mostró resultados consistentes entre ambas plataformas de secuenciación. El análisis 

mediante ICE-Sanger no detectó indels en el locus de ZAP (Fig. S3.2A). De forma 

acorde, la secuenciación masiva por Illumina permitió corroborar este resultado en la 

mayoría de las muestras. No obstante, se llegó 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 edición génica, pero a una frecuencia muy baja (<1,5%), 

insuficiente para evidenciar una edición robusta y específica del locus de ZAP en 

comparación con el control. La ausencia de una reducción clara y consistente de las 

isoformas ZAPS y ZAPL respalda esta interpretación. Dado que el sgRNA2 está 

diseñado contra todas las isoformas de ZAP, la disminución observada 

específicamente en ZAPS probablemente refleja un efecto indirecto asociado al 

fenotipo atenuado de los virus desarrollados, más que un silenciamiento específico de 

esta proteína.  

Diversos factores biológicos podrían estar contribuyendo a la baja eficiencia de edición 

observada. Dado que el sgRNA2 mostró ser muy eficiente en células A549 (>80%, 
Fig. 2.13, Capítulo 2), sugiere que su incorporación en el genoma viral podría no 

favorecer una expresión o procesamiento adecuados. Por ejemplo, la expresión y 

disponibilidad intracelular del sgRNA derivado del virus podrían no alcanzar niveles 

suficientes o sostenidos para permitir una interacción eficiente con Cas9 en el contexto 

de una infección aguda. Además, el efecto citopático marcado inducido por MAYV en 

células A549 reduce la ventana temporal disponible para que se acumulen eventos de 

edición detectables luego de la infección, limitando la expansión de células 

potencialmente editadas.  

 
138 



Capítulo 3 

En conjunto, estos hallazgos indican que, si bien MAYV puede ser utilizado como 

vector para la expresión de ARN pequeños, su aplicación como plataforma para 

edición génica eficiente presenta limitaciones importantes en su configuración actual  

impuestas por la biología de MAYV y el contexto celular.  La identificación de estas 

limitaciones constituye un paso esencial para orientar futuras optimizaciones del 

diseño 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 expresión génica de manera transitoria durante la infección.  
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Conclusiones  
 

●​ Se construyeron exitosamente dos clones infecciosos sintéticos de MAYV, 

diseñados para portar un sgRNA contra ZAP. El uso de secuencias de 

procesamiento basadas en pri-miRNA y la ribozima HDV permitió la 

recuperación de virus con capacidad infectiva, demostrando que el genoma de 

MAYV tolera la inserción de secuencias exógenas asociadas a la expresión de 

ARN pequeños.​

 

●​ El constructo MAYV sgRNA2_miR exhibió una mayor estabilidad genómica 

frente a la variante con ribozima HDV y permitió validar el procesamiento 

funcional del ARN heterólogo mediante la detección de miR-124 maduro en 

células infectadas, confirmando la competencia del sistema para ser 

procesado. 

 

●​ La variante MAYV_sgRNA2_HDV presentó una rápida deleción del inserto en 

la progenie viral. Esta inestabilidad estructural restringe su potencial como 

vector para la expresión sostenida de secuencias de sgRNA en ensayos de 

cinética de replicación o en múltiples pasajes. ​

 

●​ La secuenciación masiva por Illumina permitió detectar eventos de edición 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 edición génica 

eficiente.​

 

●​ La reducción en los niveles de la isoforma ZAPS durante la infección no pudo 

atribuirse a un silenciamiento mediado por CRISPR/Cas9. Este fenómeno 

sugiere un efecto indirecto vinculado a la atenuación en la replicación de los 

virus sintéticos, en lugar de una edición génica específica.​

 

●​ En conjunto, los resultados indican que el sistema permitió la generación de 

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

edición 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 optimización. La detección de eventos de edición 

génica de muy baja frecuencia sugiere que el sgRNA2 codificado desde el genoma 

viral podría ser funcional sólo en un subconjunto reducido de células, lo que indica que 

el rendimiento del sistema estaría condicionado por múltiples factores. Entre ellos se 

incluyen: (i) una expresión insuficiente o una estabilidad limitada del sgRNA maduro 

generado a partir del genoma viral; (ii) una eficiencia intrínseca subóptima del sgRNA2 

en el contexto de expresión viral; y (iii) el efecto citopático de la infección por MAYV, 

que produce la lisis celular tras la infección y dificulta el análisis de poblaciones 

celulares infectadas y potencialmente editadas.  

Para abordar estas limitaciones, una primera estrategia sería avanzar en el desarrollo 

de una biblioteca que incluya al menos tres sgRNAs validados dirigidos contra un 

mismo gen. Este enfoque es común en los CRISPR screens, donde se emplean 

múltiples sgRNAs por gen blanco para contrarrestar posibles efectos derivados de 

estructuras secundarias del ARN o variaciones en la eficiencia de edición intrínseca de 

cada sgRNA. En este trabajo se utilizó únicamente un sgRNA dirigido contra ZAP, 

debido a que su eficiencia había sido previamente validada en células A549 y a que 

disponíamos de herramientas experimentales e insumos para medir su funcionalidad, 

como ensayos de cinética de replicación y anticuerpos específicos contra ZAP. Sin 

embargo, es posible que este sgRNA2 no mantenga la misma eficiencia en el contexto 

del inserto diseñado, el cual además incluye secuencias de enzimas de restricción. 

Asimismo, el sgRNA2 comercial utilizado para generar la línea celular ZAP KO 

presenta una eficiencia particularmente elevada, ya que incorpora modificaciones 

químicas que protegen al ARN de la degradación por exonucleasas y reducen la 

activación 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 incorporación de controles positivos fácilmente medibles, como reporteros 

fluorescentes (GFP) o lumínicos (luciferasa). De esta forma, la pérdida de señal de un 

reportero podría utilizarse como una métrica más sensible para detectar eventos de 

edición génica. 

Otro aspecto relevante a considerar es la biología replicativa de MAYV. Como se 

discutió anteriormente, este virus presenta una replicación rápida en células A549, con 

una progresión acelerada de la infección y una marcada lisis celular, un rasgo bien 
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documentado de su interacción con células susceptibles. En nuestro caso utilizamos 

células A549 que expresan constitutivamente Cas9 (A549-Cas9), una línea celular 

previamente disponible en el laboratorio y generada para estudios de edición génica. 

Mientras que este sistema permitió evaluar de forma directa la funcionalidad del 

sgRNA expresado por el virus en un contexto celular permisivo para la replicación de 

MAYV, la dinámica replicativa de MAYV restringe la ventana temporal disponible para 

la acumulación y detección de eventos de edición génica y reduce la proporción de 

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

Para abordar esta limitación, el sistema podría evaluarse en líneas celulares 

alternativas que presenten una cinética de infección más lenta o una mayor tolerancia 

a la infección por MAYV, lo que facilitaría la recuperación y el análisis de células 

potencialmente editadas. Dado que actualmente no se dispone de un conocimiento 

exhaustivo sobre qué líneas celulares presentan un efecto citopático reducido frente a 

MAYV manteniendo una replicación eficiente, este aspecto deberá ser evaluado 

empíricamente. En estos casos, las líneas celulares seleccionadas deberían además 

modificarse para expresar Cas9 de manera constitutiva. 

A largo plazo, los resultados de este capítulo establecen una base conceptual sólida 

para trabajar en el desarrollo de plataformas virales destinadas a la expresión 

intracelular de ARN pequeños en un contexto de infección activa. La optimización del 

sistema podría permitir su aplicación en estudios funcionales de interacción 

virus–hospedero e incluso en el desarrollo de estrategias experimentales de screening 

basadas en alfavirus. Además, el conocimiento generado podría orientar el diseño de 

vectores virales capaces de modular la expresión de factores antivirales específicos, 

como ZAP, con posibles aplicaciones terapéuticas o biotecnológicas. 
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Esta tesis investigó cómo la plasticidad genómica de los virus ARN y la composición 

de sus genomas contribuyen a su capacidad de adaptación y diversificación en 

distintos contextos biológicos. A través de diferentes modelos virales y enfoques 

experimentales, se exploró cómo variaciones en la arquitectura genómica impactan 

tanto en procesos evolutivos como en mecanismos funcionales durante la infección 

En el primer capítulo demostramos que la composición nucleotídica 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 

Ómicron mostró un perfil composicional claramente diferenciado del resto de las 

VOCs, consistente con una trayectoria evolutiva independiente y con un período 

prolongado de circulación no detectada previo a su identificación. 

En el segundo capítulo analizamos cómo la composición de dinucleótidos CpG en el 

genoma de MAYV está estrechamente vinculada a mecanismos de inmunidad innata 

del hospedador. El enriquecimiento experimental de CpG en la variante FG+, que 

incorpora sitios CpG presentes únicamente en secuencias naturales aisladas del virus, 

resultó en una marcada atenuación dependiente de la proteína antiviral ZAP, 

identificando a la isoforma ZAPL como el principal mediador restrictivo en etapas 

tempranas de la infección. El hecho de que el virus silvestre mantenga sensibilidad a 

ZAP, a pesar de presentar una subrepresentación de CpG, sugiere que la composición 

genómica de MAYV refleja un equilibrio evolutivo asociado a su ciclo entre 

hospedadores vertebrados e invertebrados. 

Finalmente, en el tercer capítulo exploramos la posibilidad de reprogramar el genoma 

de MAYV como plataforma experimental para la expresión de ARN pequeños, 

mediante la incorporación de un sgRNA del sistema CRISPR/Cas9 dirigido contra ZAP. 

Si bien no se detectó edición génica eficiente en las condiciones evaluadas, los 

resultados constituyen un paso esencial para orientar futuras optimizaciones del 

diseño viral y el sistema experimental. 

En conjunto, los resultados de esta tesis demuestran que la composición genómica no 

constituye únicamente una característica pasiva de los virus ARN, sino un 

determinante activo de su biología, capaz de modular tanto su evolución como su 

interacción con el hospedador. Estos hallazgos integran evidencia evolutiva, 

mecanística y experimental que posiciona a la arquitectura del genoma viral como un 

eje central en la comprensión de la dinámica virus–hospedero y como una herramienta 

potencial para el diseño racional de virus con aplicaciones biotecnológicas.  
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Información suplementaria - capítulo 1  
 

Tablas y figuras suplementarias: 
 
Capítulo 1 
 

Tabla S1.1: Secuencias de Ómicron (BA.2 y BA.3) incluidas en el análisis filodinámico 
bayesiano complementario de la figura S1.1. Las secuencias fueron obtenidas de la 
base GISAID. 
 

Nombre de la secuencia 
Número de 

acceso (GISAID) 
Fecha de 

aislamiento Genotipo 
hCoV-19/Poland/Kce-2877/2022 EPI_ISL_10703609 2022-02-28 Omicron BA.2 

hCoV-19/Poland/Kce-2874/2022 EPI_ISL_10703606 2022-02-28 Omicron BA.2 

hCoV-19/Slovakia/BA_22_00008002/2022 EPI_ISL_10702197 2022-02-02 Omicron BA.2 

hCoV-19/Slovakia/BA_22_00005176/2022 EPI_ISL_10702196 2022-01-22 Omicron BA.2 

hCoV-19/Netherlands/FR-RIVM-89749/2022 EPI_ISL_10696417 2022-02-17 Omicron BA.2 

hCoV-19/Belgium/ULG-25154/2022 EPI_ISL_10695957 2022-02-23 Omicron BA.2 

hCoV-19/Switzerland/BE-IFIK-6878-2052/2022 EPI_ISL_10695813 2022-02-20 Omicron BA.2 

hCoV-19/Switzerland/BE-IFIK-6875-2044/2022 EPI_ISL_10695803 2022-02-21 Omicron BA.2 

hCoV-19/Austria/LB-R00063-S371/2022 EPI_ISL_10693259 2022-02-23 Omicron BA.2 

hCoV-19/Austria/LB-R00063-S361/2022 EPI_ISL_10693251 2022-02-22 Omicron BA.2 

hCoV-19/Norway/OUS-21440/2022 EPI_ISL_10681732 2022-02-16 Omicron BA.2 

hCoV-19/Norway/OUS-21437/2022 EPI_ISL_10681731 2022-02-16 Omicron BA.2 

hCoV-19/Italy/EMR_AUSLRomagna_C022-22-04/2022 EPI_ISL_10681468 2022-02-23 Omicron BA.2 

hCoV-19/Italy/EMR_AUSLRomagna_C022-22-02/2022 EPI_ISL_10681465 2022-02-22 Omicron BA.2 

hCoV-19/Denmark/DCGC-401971/2022 EPI_ISL_10680071 2022-02-26 Omicron BA.2 

hCoV-19/Denmark/DCGC-401970/2022 EPI_ISL_10680070 2022-02-27 Omicron BA.2 

hCoV-19/France/BRE-CHUP-8600827992/2022 EPI_ISL_10694901 2022-02-18 Omicron BA.2 

hCoV-19/Denmark/DCGC-392185/2022 EPI_ISL_10506665 2022-02-14 Omicron BA.3 

hCoV-19/England/PHEC-5U0BCZD1/2022 EPI_ISL_10327378 2022-01-22 Omicron BA.3 

hCoV-19/Denmark/DCGC-382270/2022 EPI_ISL_10216492 2022-02-15 Omicron BA.3 

hCoV-19/Denmark/DCGC-362114/2022 EPI_ISL_9854919 2022-02-06 Omicron BA.3 

hCoV-19/Poland/PZH-GUM-10091/2022 EPI_ISL_9817248 2022-01-20 Omicron BA.3 
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Figura S1.1. Análisis Bayesiano MCMC de las cepas BA.1, BA.2 y BA.3 de 
SARS-CoV-2 (Ómicron). Se muestra un árbol de máxima credibilidad de clados 
obtenido mediante el modelo GTR+I, un reloj molecular estricto y un modelo de 
población coalescente estructurado. El árbol está enraizado en el ancestro común más 
reciente (MRCA). Los clados de las cepas de Ómicron BA.1, BA.2 y BA.3 se muestran 
en negro, rojo y azul, respectivamente. El tiempo hasta el MRCA se indica en años en 
la parte inferior de la figura. La barra en la base del árbol denota el tiempo en años. 
Para una descripción completa del análisis y la figura original, consultar 67. 
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Capítulo 2 
 

Tabla S2.1: Lista de cebadores y su temperatura de fusión (Tm) en grados centígrados 

(ºC).  
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Cebador (nombre) Secuencia 5’-3’ Tm (ºC) 
 

Primers para RT-qPCR  

MAYV_qPCR_For AGGACCCAGAGGAACACTAATA 60 

MAYV_qPCR_Rev CGATACTCTTTCGCCCACTTAC 60 

IFNβ_for CAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGC  60 

IFNβ_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 

NotI_Rv CGCTAATACATTCTGCAACG 57 

MAYV 5856-5875F CTAAGCCTCGGTACTCTGTG 57 

MAYV 11382-11401_Rv TTCTATGGTTAGTAGGTGCC 57 

For_sgRNA2 CACACGTGAGCTTGCCTTAA 60 

Rev_sgRNA2  GCGAAACCCCGTCTCTAATTTAT 60 
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Figura S2.1  

 

Figura S2.1: Cinética de replicación de MAYV WT y FG+ en el pool celular A549 
ZAP KD A) Titulación viral por ensayo de placa a las 4, 8, 12, 24 y 48 HPI de MAYV 
WT y FG+ en células A549 (gráfico izquierdo) o pool A549 ZAP knock down (KD) 
(gráfico 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; ∗∗∗p ≤ 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  

 

 

Figura S2.2: inducción de IFNβ y OAS1 en células pretratadas con IFNα.   
RT-qPCR para la cuantificación transcripcional relativa de la expresión de IFNβ (panel 
A) y OAS1 (panel B) en células A549 y A549 ZAP KO pretratadas con IFNα e 
infectadas con MAYV WT o FG+ (MOI=3, 24 HPI). Se graficó la media ± SEM (n =3 
experimentos independientes). ns, non significant; ∗p ≤ 0.05; ∗∗p ≤ 0.01; ∗∗∗p ≤ 0.001; 
two-way ANOVA (comparando cepa FG+ versus WT MAYV en cada tiempo).  
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Capítulo 3 
 

Tabla S3.1: Lista de cebadores y su temperatura de fusión (Tm) en grados centígrados 

(ºC).  
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Primers para PCR en tiempo final  

Cebador (nombre) Secuencia 5’-3’ Tm (ºC) 
 

Fragment_for ggggacccgtcatacACTTGTACGGC
GGTCCTAAATAGG 

72 

Fragment_rev gaccgccgtacaagtCATTCTAGAATT
GTTTCTCCCCACCCT 

72 

Vector_for  acttgtacggcggtcctaaatagg 66 

Vector_rev  gtatgacgggtcccctcaatg 66 

For_fusionHDV AAGGCGCGCCGGCCGGCATG
GTCCCAGC 

57 

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 S3.2 Cobertura secuenciación por ONT de amplicones realizados para evaluar 
la estabilidad genómica del inserto en los virus MAYV_sgRNA2_miR (820 nt) y 
MAYV_sgRNA2_HDV (697 nt).  
 

MAYV sgRNA2_miR 

 ARN Extracelular ARN Intracelular 

Posición (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 81.75 840.25 222.5 689.5 

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 1039.5 271.5 810.62 

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 1052.62 248.5 718.38 

476 91.62 1049.12 243.75 714.62 

484 92.75 1059.5 238.12 696.88 

492 91.38 1065.5 234.5 688.75 

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 1020.38 227.5 663.62 

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 67 761.5 155.88 488.75 

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 

Posición 
(nt) 

24hpi_0
.1_bc28 

24hpi_1_
bc29 

24hpi_3_
bc30 

48hpi_0.
1_bc31 

48hpi_1_
bc32 

24hpi_3_
bc29 

24hpi_1
_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 3.5 75.67 19.83 112.83 293.83 111.5 

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 11 109.17 36.83 168.67 450.67 415.67 

51 36.5 11 113 38.17 172.67 457.5 418.83 

57 38 10.5 115 38.17 176.83 471.5 428.17 

63 38.17 11 116.17 38.33 179.5 478.67 438.5 

69 40 11 117.83 38.5 186 492.5 450.17 
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75 40.5 11 119.33 40 188.83 496.5 455.33 

81 41.67 11.17 122.5 41 195.17 507.67 463.83 

87 42.33 12.5 132 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 44.67 211.5 548.17 505.17 

105 44.83 13.67 138 45.5 211.67 546.5 504.33 

111 44.5 13.67 140 45.17 215.33 554.33 510.83 

117 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 53.33 244.67 676.67 607.5 

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 56.5 252.5 729 650 

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 60.5 260.33 767.17 704.17 

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 59 225.5 763.17 752.5 

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 55.83 200.83 743.33 734.17 

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 53.67 186.83 735.17 746.17 

339 46 15.83 155.33 54 180.67 723.83 742.67 

345 45 15 151 52.67 172.33 727 737.17 

351 39 15 145.33 48.67 164.17 707.17 715.83 

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 15 125.5 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 75.5 472.17 558 

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 45.17 168 567.83 590 

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 46 165.67 536.83 524.17 

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 44.17 160.67 520.33 504.33 

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 21.5 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 7.17 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 secuenciación Illumina para las 
bibliotecas de amplicones secuenciadas en la plataforma NovaSeq X Plus (PE150). 
Rendimiento (Gb): cantidad total de bases generadas en gigabases. Número de lecturas (M): 
total de fragmentos secuenciados en millones. Q20 y Q30: porcentaje de bases con una 
precisión de secuenciación del 99% y 99,9%, respectivamente. Contenido GC: proporción de 
bases guanina y citosina. Datos efectivos: porcentaje de datos de alta calidad remanentes tras 
el filtrado de adaptadores y lecturas erróneas. Tasa de duplicación: 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 
bruto (Gb) 

Lecturas 
Brutas (M) 

Q30 Bruto 
(%) 

Q20 Bruto 
(%) 

Contenido 
GC Bruto 

(%) 

HDV  
0.1_ 24 HPI 

1.0155 6.77 92.48 97.77 49.23 

HDV 0.1_48HPI 1.0274 6.85 92.33 97.77 49.36 

HDV   
3_ 24HPI 

1.045 6.97 92.49 97.73 49.37 

HDV 
3_48HPI 

1.7597 11.73 92.38 97.71 49.56 

miR 0.1_24HPI 2.6565 17.71 92.76 97.87 49.35 

miR 0.1_48HPI 1.1098 7.4 92.47 97.85 49.5 

miR 1_24HPI 1.7769 11.85 92.51 97.77 49.49 

miR​
1_48HPI 

1.8209 12.14 92.42 97.67 49.37 

Mock 1.8988 12.66 92.43 97.74 49.26 
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Tabla S3.3. Continuación 

Muestra Rendimie
nto 

Limpio/Fi
ltrado 
(Gb) 

Lecturas 
Limpias 

(M) 

Q30 
Limpio 

(%) 

Q20 
Limpio 

(%) 

Contenid
o GC 

Limpio 
(%) 

Porcentaj
e de ​

Datos 
Efectivos 

(%) 

HDV  
0.1_24HPI 

0.993 6.65 93.23 98.17 49.06 97.79 

HDV 
0.1_48HPI 

1.0 6.69 93.28 98.25 49.07 97.38 

HDV   
3_ 24HPI 

1.015 6.81 93.45 98.22 49.08 97.17 

HDV 
3_48HPI 

1.710 11.45 93.41 98.26 49.3 97.2 

miR 
0.1_24HPI 

2.600 17.4 93.52 98.29 49.19 97.88 

miR 
0.1_48HPI 

1.082 7.24 93.36 98.3 49.22 97.56 

miR 
1_24HPI 

1.729 11.58 93.49 98.28 49.25 97.32 

miR​
1_48HPI 

1.771 11.89 93.37 98.19 49.17 97.31 

Mock 1.855 12.42 93.27 98.2 49.08 97.71 
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Figura S3.1. PCR para la amplificación del gBlock de 351 pb y el backbone MAYV WT.  
Análisis 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.  
 
 

 

Figura S3.2. PCR de fusión para la construcción del clon infeccioso MAYV_sgRNA2_HDV. 
Análisis 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 purificación. B) La PCR de fusión (PCR f) se 
realizó a partir de los amplicones mostrados en A) Se probaron dos temperaturas de fusión, 72 
y 68 grados. MPM, marcador de peso molecular 1Kb plus (ThermoFisher™, USA). C-, control 
negativo sin ADN. 
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Figura S3.3: Secuenciación por Sanger y análisis ICE en células A549-Cas9 infectadas 
con MAYV_sgRNA2_miR o MAYV_sgRNA2_HDV. Células infectadas (MOI = 1 y 3) fueron 
recolectadas a 24 y 48 HPI. A) PCR del locus ZAP (566 pb) y análisis en gel de agarosa. 
Controles: C+ (no infectadas), CE (extracción), C− (PCR). B) Cromatograma representativo y 
análisis ICE. No se detectaron indels en ninguna condición. 
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