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ADNss ADN single strand, ADN de cadena simple

ApoB Apolipoproteína

APOBEC Apolipoprotein B mRNA edi*ng enzyme cataly*c, enzima catalí0ca 
de edicion del ARNm de la ApoB

APOBEC3G/A3G Apolipoprotein B mRNA edi0ng enzyme cataly0c subunit 3G, 
enzima catalí0ca de edicion del ARNm de la ApoB subunidad 3G

ARN Ácido ribonucleico

ARNi ARN interferente

ARNm ARN mensajero

ARNt ARN transferencia

Baf. A Ba,lomicina A

BUZ Bound to ubiqui*n zinc �nger, unión a ubiqui0na en dedos de zinc

BSA Bovine serum albumine, albúmina de suero bovino

BST-2 Bone marrow stromal an*gen-2, an+geno estromal de la médula-2

C/dC Citosina/desoxicitosina

CA Cápside

CCR5 C-C chemokine receptor type 5, receptor de quimioquinas C-C 0po 5

CD4/8 Cluster of diJeren*a*on 4/8, cúmulo de diferenciación 4/8

CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4, receptor de quimioquinas C-X-C 
0po 4

dNTPs Desoxinucleo0dos

DMSO Dime0l sulfóxido

EIAV Equine infec*ous anemia virus, virus de anemia infecciosa equina

Env Envelope, complejo de las proteínas virales de la envuelta
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Abreviaturas

ESCRT Endosomas sor*ng complexes required for transport , complejo 
endosomal para el transporte

Fv1 Friend virus suscep*bility 1

G/dG Guanina

Gag Group-speci�c an*gen, an�geno especí,co de grupo

Gag-Pol Poliproteína vírica compuesta por Gag y Pol

GFP Green Nuorescent protein, proteína verde Euorescente

HA Hemaglu0nina

HATs Histonas ace0ltransferasas

HDAC6 Histona deace0lasa 6

HSP90 Heat shock protein 90, proteína de choque térmico 90

HRP Horseradish peroxidase, peroxidasa de rábano

HTLV-III Human T-lymphotropic virus-III, virus linfotrópico humano de células
T-III

IFN Interferón

IL Interleucina

IN Integrasa

LAV Lymphadenopathy-associated virus, virus asociado a 
linfoadenopa+a

LC3-I/LC3-II Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3, cadena ligera 
de proteína asociada a microtúbulos 3

LINEs Long Interspersed Nuclear Elements, elementos largos intercalados 
nucleares

LTR Long terminal repeat, largas secuencias repe0das en los extremos

MA Matriz

MHC-I/II Major histocompa*bility complex, complejo principal de 
histocompa0bilidad

MLV Murine leukemia virus, virus de la leucemia murina

NC Nucleocápside
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Abreviaturas

NIH Na*onal Ins*tute of Health

Nef Nega*ve regulatory factor, factor de regulación nega0vo

NES Nuclear export signal, señal de exporte nuclear

NLS Nuclear localiza*on signal, señal de localización nuclear

ONUSIDA Programa de las Naciones Unidas sobre el sida

ORF Open reading frame, marco de lectura abierto

PBMC Peripheral blood mononuclear cell, células mononucleares de 
sangre periférica

PBS Phosphate buJered saline, tampón de fosfato salino

PIC Pre-integra*on complex, complejo de preintegración

Pol Polimerasa

PR Proteasa

RER Re�culo endoplasmá0co rugoso

Rev Regulator of virion, regulador de la expresión viral

RT Retrotranscriptasa

SAMHD1 SAM domain and HD domain-containing protein 1, proteína 1 que 
con0ene los dominios SAM y HD

SERINC5/3 Serine incorporator 5/3, incorporador de serina 5/3

SIDA Sindrome de la inmunode,ciencia adquirida

SINEs Short Interspersed Nuclear Elements, elementos cortos intercalados 
nucleares 

SP1/2 Spacer pep*des 1/2, pép0do espaciador 1/2

Tat Trans-ac*vator transcrip*on, transac0vador de la transcripción viral

TBS-t Tris-buJered saline Tween, tampón tris salino Tween

TRIM5α Tripar*te mo*f-containing protein 5, proteína que con0ene mo0vo 
tripar0do 5

U/dU Uracilo, desoxiuracilo

Ub Ubiqui0na
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Abreviaturas

VIH Virus de la inmunode,ciencia humana

Vif Viral infec*vity factor, factor de infec0vidad viral

VIS Virus de la inmunode,ciencia en simios

VLPs Viral like par*cles, par�culas similares a virus

Vpr Viral protein R, proteína viral R

Vpu Viral protein U, proteína viral U

VSV Vesicular stoma**s virus, virus de la estoma00s vesicular

Zn2+ Ión de Zinc

IV
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RESUMEN / ABSTRACT

RESUMEN

En la actualidad 37 millones de personas viven infectadas con el Virus de la

Inmunode,ciencia Humana 0po 1 (VIH-1), siendo éste el causante de la muerte de

1,2 millones de personas al año. Esto signi,ca que, a pesar de los avances en el

tratamiento y la prevención, el sida con0núa siendo una enfermedad con un gran

impacto en la población a nivel mundial. 

El descubrimiento de los factores de restricción an0-retrovirales, que

presentes en nuestras células, combaten la presencia del virus, además de la

caracterización de las diversas proteínas del virus encargadas de contrarrestar la

acción de estos factores, ha abierto un área de conocimiento de gran interés. El

tándem más estudiado en este sen0do es el conformado por APOBEC3G y Vif. La

proteína viral Vif logra, mediante la inducción de poli-ubiqui0nación, promover la

degradación proteasómica de APOBEC3G, un factor de restricción que afecta

gravemente a la capacidad infec0va del VIH. Además, la proteína estructural del

VIH-1, Pr55-Gag, también hace uso de la ubiqui0nación para llevar a cabo su

función. Pr55-Gag requiere de ser ubiqui0nada para lograr anclarse e,cientemente

a la membrana plasmá0ca, agregarse en la zona de salida del virus y que se

produzca la maduración correcta de la par�cula viral. En este contexto, donde la

ubiqui0nación es un proceso relevante en el ciclo viral, este trabajo de tesis

doctoral se centra en el estudio de la proteína celular HDAC6.

HDAC6 presenta una gran capacidad de unir Ubiqui0na y juega un papel

esencial en los procesos de degradación de agregados ubiqui0nados en la célula.

En este trabajo describimos a HDAC6 como un factor de protección de APOBEC3G

mediante dos acciones. Por un lado, evita su degradación protegiéndolo de manera

compe00va frente a Vif, y por otro, provoca la degradación de Vif vía autofagia.

1
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RESUMEN / ABSTRACT

También describimos que HDAC6 reconoce las proteínas Pr55-Gag ubiqui0nadas en

su región C terminal, provocando su degradación también vía autofagia, evitando

una producción e,ciente de par�culas virales. 

En este escenario, y frente a la necesidad de con0nuar con la búsqueda de

nuevos factores de lucha contra esta enfermedad, además de ampliar los

conocimientos existentes sobre el VIH y los mecanismos existentes de la célula de

lucha contra el virus, nosotros proponemos HDAC6 como un excelente candidato a

estudio como un nuevo factor de restricción an0-VIH.

ABSTRACT

Nowadays, 37 million people are infected with the Human Immuno-

de,ciency Virus type 1 (HIV-1), this virus bieng responsible for the death of 1.2

million people every year. This means that, despite advances in treatment and

preven0on, AIDS remaing a disease with a great impact over the world popula0on.

The discovery of the an0retroviral restric0on factors that are present in our

cells, which combat the virus infec0on, and the characteriza0on of viral proteins

whose func0on is counterac0ng the ac0on of these factors, has opened a great

area of knowledge. The proteins most studied in this context are APOBEC3G and

Vif. APOBEC3G is a restric0on factor that gravely aTects the infec0vity of HIV and

the viral protein Vif promotes the proteasomal degrada0on of APOBEC3G by

polyubiqui0na0on. Furthermore, the structural protein of HIV, Pr55-Gag, needs

ubiqui0na0on to accomplish its func0on. Pr55-Gag requires to be ubiqui0nated in

order to dock to the plasma membrane, at the budding place, and to achieve the

succes matura0on of the viral par0cle. In this context, where ubiqui0na0on is a

relevant process in viral cycle, this study focuses about HDAC6. HDAC6 is a cellular

protein and has a great ability to bind ubiqui0n and plays an essen0al role in the

degrada0on of ubiqui0nated aggregates. We describe here how HDAC6 acts as an

2
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RESUMEN / ABSTRACT

APOBEC3G protec0on factor by two ac0ons. HDAC6 binds APOBEC3G, compe0ng

against Vif, and avoids its degrada0on and, also, HDAC6 promotes degrada0on of

Vif via autophagy . We also describe that HDAC6 recognizes the ubiqui0nated Pr55-

Gag promo0ng their degrada0on via autophagy.

Due to a need to con0nue with the search of new factors to combat this

disease, and to extend knowledge about HIV and mechanisms of the cell to Eight

against the virus, we propose HDAC6 as an excellent candidate for study it as a new

an0-HIV restric0on factor.

3
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INTRODUCCIÓN

1.1 VIH. El virus de la inmunodeBciencia humana.

1.1.1 El SIDA como enfermedad y descubrimiento del VIH

A principios de los años 80 fueron publicados en Estados Unidos un conjunto

de casos clínicos de individuos que, aparentemente sanos, presentaban casos

graves de infecciones pulmonares (1) y sarcoma de Kaposi (2). Estas enfermedades

e infecciones oportunistas son comunes en pacientes inmunodeprimidos y aunque

no exis�a una razón aparente para ello, todos estos pacientes tenían en común una

gran depleción de linfocitos CD4+ (3). Por ello se denominó a esta nueva

enfermedad como síndrome de inmunode,ciencia adquirida, SIDA (4).

En un escenario de evolución de la infección por VIH en ausencia de

tratamiento, la clínica que se observa consiste en un aumento de la carga viral en

sangre en el momento de la infección. Posteriormente ésta disminuye, en

ocasiones a niveles casi indetectables y se man0ene estable en el 0empo. En este

punto se entra en una fase de duración variable en la que el individuo no presenta

signos clínicos de la infección. Finalmente, entramos en la fase tardía de la

infección donde hay un aumento drás0co de la carga viral en sangre acompañada

de una depleción de los linfocitos CD4+ (principal célula diana del virus). En este

estado de inmunodepresión el individuo presenta los signos clínicos �picos de la

infección, las enfermedades asociadas y las infecciones oportunistas �picas (5,6), y

es en este punto cuando se establece la entrada en la fase SIDA de la infección

(Fig.1.1).

7
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INTRODUCCIÓN

Figura 1.1: Evolución clínica de la infección por el VIH-1 en ausencia de tratamiento.

En la primoinfección hay un descenso de los linfocitos T CD4 + (línea azul), acompañado de un aumento
de la carga viral en sangre (línea roja), en este momento se produce la infección en los órganos
linfoides y se establece el reservorio viral en el individuo. Posteriormente, sigue una fase asintomá*ca,
llamada de latencia clínica, de duración variable con un descenso progresivo de los linfocitos T CD4 +.
Finalmente, la infección desemboca en la fase sida con un descenso dramá*co de los linfocitos T CD4 +,
una alta carga viral en sangre y la aparición de las enfermedades oportunistas +picas. 

Figura modi�cada de (342)

En 1983 un grupo de inves0gación francés dirigido por Dr. Luc Montangier y

otro grupo estadounidense dirigido por Dr. Robert Gallo publicaron el aislamiento

de un retrovirus presente en una muestra de un paciente con sida (7,8). Aunque

cada grupo propuso un nombre diferente, tres años más tarde, en 1986, y tras

veri,carse que se trataba del mismo virus pasó a denominarse Virus de la

Inmunode,ciencia Humana, VIH (9) y comenzaron las inves0gaciones sobre el virus

como el agente e0ológico del SIDA.

Años más tarde fue descubierto otro sub0po de este retrovirus, el VIH-2

(10,11) también con capacidad patogénica pero menos virulento, que presenta una

capacidad infec0va mucho menor y que se encuentra pobremente expandido a

nivel mundial (12,13). El VIH-1 es el causante de la pandemia mundial de SIDA que

se ha cobrado desde su descubrimiento hasta la actualidad más de 40 millones de

vidas (14,15). Este trabajo está centrado en el estudio de mecanismos y factores

8
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INTRODUCCIÓN

que implican principalmente al VIH-1 por lo que de manera simpli,cada nos

referiremos a él como VIH, en caso contrario se especi,cará. 

A pesar del desarrollo de diferentes terapias no existe hoy en día una cura o

vacuna contra este patógeno y los tratamientos actuales tan solo logran conver0rlo

en una enfermedad crónica que sigue lastrando la vida de las personas infectadas.

Ya que actualmente unos 37 millones de personas conviven con el VIH, según datos

del año 2015, publicados en el úl0mo informe del año 2016 (Fig.1.2) (16), la

inves0gación en lograr entender mejor el ciclo vital de este virus y de cómo

interactúa con el sistema inmune y su capacidad para evadirlo sigue siendo un

potente foco de interés.

Figura 1.2: Mapa mundial infectados con el VIH

Se indica el número aproximado de individuos infectados con el VIH-1 por regiones en el año 2015
Figura modi�cada de (16).

1.1.2 Estructura y ciclo de vida del VIH

El VIH es un len0virus que pertenece a la familia Retroviridae (17) e infecta

principalmente células del sistema inmune, en concreto linfocitos T CD4+,

macrófagos y células dendrí0cas, siendo su receptor en la célula el propio CD4

9
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INTRODUCCIÓN

(cluster of diJeren*a*on 4) y usando como correceptor los receptores de

quimiocinas CXCR4 o CCR5 (18–20). Dependiendo de su a,nidad por el co-receptor

se clasi,can como virus con tropismo X4 o R5, respec0vamente (21). El VIH

presenta una envoltura lipídica que adquiere durante su salida de la célula

infectada y un cuerpo interior de naturaleza proteica de morfología cónica

truncada. Dentro de esta estructura se encuentra el material gené0co del virus,

compuesto por dos moléculas de ARN posi0vas, homólogas pero no idén0cas,

además de otras proteínas importantes para su ciclo vital (Fig.1.3) (22).

Figura 1.3: Dibujo esquemá*co de una par+cula
viral del VIH.

En la membrana lipídica y expuestas hacia el
exterior, las proteínas de la envuelta forman
trímeros de heterodímeros de la proteína
extracelular gp120 y proteína transmembrana
gp41 (1). Estabilizando la envoltura se
encuentra la proteína Matriz (MA) o p17 ( 2). EL
cuerpo viral o cápside, la compone la proteína
Cápside (CA) o p24 (3). En el interior, está el
genoma viral (4) y protegiéndolo la proteína
Nucleocápside (NC) o p6 (5). En este espacio
también encontramos otras proteínas como son
la Integrasa (IN) (6), la Retrotranscriptasa (RT)
(7), la Proteasa (PR) (8), entre otras.

Figura modi�cada de (348)

La entrada del virus en la célula diana se produce por uniones especí,cas de

las proteínas de su envuelta al receptor y co-receptor celular, lo que desencadena

tanto cambios conformacionales en las proteínas víricas como alteraciones en el

citoesqueleto celular. Estos cambios permiten la formación del poro de fusión y la

consecuente liberación del cuerpo viral en el interior celular. Tras la

desestructuración de la par�cula vírica se libera el genoma y las proteínas virales

en el citoplasma y se produce la retrotranscripción. Posteriormente, y formando

parte de un complejo de integración, el ADN vírico viaja al núcleo y se integra en el

genoma celular. En este estado de provirus la transcripción del genoma vírico da

10
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lugar a ARNs diferentemente procesados que, o se incorporarán como genoma de

las nuevas par�culas virales o servirán como molde para la síntesis de las

diferentes proteínas que forman la par�cula vírica. Como eventos ,nales del ciclo,

se produce una acumulación de los componentes del virus en zonas concretas de la

membrana plasmá0ca, y es en esas regiones donde ocurre la gemación y salida de

la par�cula viral (Fig.1.4) (23,24).

Figura 1.4: Ciclo viral del VIH en su célula diana.

Tras el primer contacto del virus con su receptor y co-receptor de la célula, se producen los cambios
conformacionales que conducen a la presentación de la proteína viral gp41 que se ancla en la
membrana celular, llevando a la formación del poro de fusión por reorganización del citoesqueleto
celular y la fusión de ambas membranas (1). Tras la liberación de la cápside, ésta se desestructura
liberándose el genoma y las proteínas que lo acompañan ( 2). En el citoplasma se inicia la
retrotranscripción de las moléculas de ARN virales, y el ADN resultante viaja hasta el núcleo donde se
integra en el genoma celular (3). El provirus integrado será transcrito y algunas de estas moléculas
serán usadas como genoma vírico y otras some*das a diferentes procesamientos darán lugar a las
diferentes proteínas del virus (4). Finalmente, en la parte interna de la membrana plasmá*ca se
produce una acumulación de proteínas víricas, en regiones especí�cas donde se encuentran
presentadas hacia el exterior proteínas de la envuelta viral. Esta acumulación bajo la membrana
evoluciona hacia una curvatura y gemación y por úl*mo, la liberación del virus ( 5).

Figura modi�cada de (339))

El genoma del VIH con0ene una serie de genes comunes a todos los

retrovirus como son los genes de proteínas estructurales, gag (que dará lugar a las

proteínas Matriz, Cápside, Nucleocápside y p6) y env (codi,ca para las proteínas de

11
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la envuelta del virus, gp120 y gp41), y genes de proteínas reguladoras: tat y rev.

Además, el genoma viral codi,ca una serie de proteínas accesorias, en algunos

casos exclusivos para del VIH-1, cuyos genes son vif, vpr, vpu y nef (Fig.1.5).

Figura 1.5: Genoma del VIH-1.

El genoma del VIH-1, de 9 Kb, consta de dos regiones LTR (Long Terminal Repeat) que lo Naquean,
que actúan como promotores y par*cipan en la recombinación con el genoma huésped para su
integración. También presenta 3 genes comunes a todos los retrovirus que son gag (que dará lugar
a las proteínas Matriz, Cápside, Nucleocápside y p6), pol (donde se codi�can las enzimas Proteasa,
Retrotranscriptasa, e Integrasa) y env (dará lugar a las dos proteínas de la envuelta viral gp120 y
gp41). El genoma codi�ca para dos genes de proteínas reguladoras Tat y Rev y por úl*mo 4 genes
que codi�can para las proteínas Vif, Vpr, Vpu y Nef; Vpr única para el VIH-1

Figura modi�cada de (340)

1.1.3 Proteínas accesorias del VIH

Las proteínas accesorias del VIH carecen de ac0vidad enzimá0ca y no son

imprescindibles para que el virus lleve a cabo un ciclo viral completo, pero poseen

un rol esencial en la evasión del sistema inmune y en la patogenicidad del virus.

Por ejemplo, cuando las proteínas de la envuelta del virus están siendo sinte0zadas

en la célula, a menudo quedan ,jadas en el re�culo endoplasmá0co por

interacciones con moléculas de CD4 que están siendo sinte0zadas de novo. La

proteína Vpu promueve la degradación de estos CD4 evitando así esta interacción y

permi0endo el transporte de las proteínas de la envuelta a la super,cie celular

(25–27). Otra función pro-viral de Vpu consiste en la modulación nega0va de los

niveles de la proteína BST-2 (Teterina o CD317), favoreciendo su desaparición de la

membrana plasmá0ca. BST-2 posee dominios transmembrana que pueden

establecer un anclaje entre la membrana vírica y la celular que impida la liberación

12
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completa del virus dejándolos anclados a la membrana celular (28–30). También se

ha descrito que Nef logra disminuir la expresión de CD4 y MHC-I (Major

histocompa*bility complex I, complejo principal de histocompa0bilidad I) en la

super,cie de la célula infectada, lo que afectaría tanto la unión de los viriones

nacientes al CD4 de la célula productora y el reconocimiento de esta célula

infectada por parte de los linfocitos T citotóxicos a través de MHC-I (31–35).

Además, trabajos recientes han descrito el mecanismo por el que Nef también

provoca la disminución de SERINC5 y SERINC3 en la membrana celular, alterando

así la presencia de estas proteínas en la envuelta lipídica de los viriones nacientes y

favoreciendo la infec0vidad de estos viriones, ya que estas dos proteínas

transmembrana di,cultarían la fusión de la membrana viral con la membrana

celular en un nuevo evento de infección (36,37).

Muchos trabajos se han enfocado en dilucidar las funciones de las proteínas

accesorias y, en síntesis, se ha visto que en la mayoría de los casos su principal

ac0vidad parece ser la evasión de mecanismos de resistencia an0viral presentes en

la célula, contrarrestando la acción de los factores de restricción y de los

mecanismos celulares an0virales (38,39).

1.2 Un paso más en la inmunidad innata: los factores de restricción.

Los factores de restricción son proteínas expresadas en células de mamífero

que representan la primera línea de defensa contra una infección viral a nivel

celular. Son consideradas parte de la inmunidad innata, ya que estas proteínas se

expresan de manera cons0tu0va y presentan una ac0vidad autónoma para evitar

la replicación viral. Para ser aceptada una proteína celular como factor de

restricción se ha consensuado que ha de cumplir una serie de premisas: 1) debe

causar de manera directa y signi,ca0va un decremento en la infec0vidad del VIH,

2) debe exis0r un factor viral que contrarreste su acción, 3) el factor de restricción

13
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debe presentar signos de rápida evolución y, por úl0mo, 4) la expresión de dicho

factor ha de estar interconectada con la respuesta del sistema inmunitario, por

ejemplo su expresión puede verse inducida como respuesta a interferón (38–40).

El primer factor de restricción descrito para retrovirus fue descubierto en

1967 cuando se describió que la proteína celular Friend virus suscep*bility 1 (Fv1)

lograba inhibir la infección del virus de la leucemia murina (MLV, Murine leukemia

virus) en ratones (41). Este primer descubrimiento fue seguido de mul0tud de

inves0gaciones centradas en descubrir más factores de restricción y dilucidar el

mecanismo por el cual los virus logran sobreponerse a su ac0vidad. En relación al

VIH son muchos los factores de restricción propuestos aunque sólo unos pocos han

sido aceptados y correctamente caracterizados hasta la fecha (40,42,43). Los

factores de restricción más estudiados incluyen proteínas con funciones dispares y

que afectan a diferentes etapas del ciclo viral. Por ejemplo, la Teterina que

explicamos anteriormente y que inter,ere en la salida viral, o SAMHD 1, que en

células dendrí0cas, macrófagos y monocitos depleciona los niveles de dNTPs

intracelulares di,cultando la etapa de retrotranscripción del virus (44–46). Otro

ejemplo es la proteína TRIM5α que impide, junto con la Ciclo,lina A, la replicación

del retrovirus uniéndose a la cápside viral e impidiendo la retrotranscripción,

aunque curiosamente sólo presenta esta función la TRIM5α de primates no

humanos (47–49). De todos ellos, el factor de restricción contra VIH más conocido

es APOBEC3G. 

1.2.1 APOBEC3G y familia APOBEC

APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA edi*ng enzyme cataly*c subunit 3G,

A3G), fue el primer factor de restricción an0-VIH iden0,cado (50). Trabajos previos

a su descubrimiento ya habían descrito dos 0pos celulares dis0nguibles por su

permisibilidad a ser infectadas o no, por un mutante del VIH que carecía de la

14
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proteína accesoria Vif (51,52). Además, se comprobó en trabajos realizados en

1998 que el feno0po permisivo era dominante frente al no permisivo, ya que,

cuando se realizaban heterocariontes mediante fusión de células de ambos

feno0pos, estos heterocariontes resultaban no permisivos a la infección por VIH-

∆Vif. Se postuló entonces la existencia de algún factor o componente en la célula

no permisiva que di,cultaba la infección del VIH y que presente en la célula no

permisiva, al fusionarse esta célula con una célula permisiva, le transmi�a este

componente (52). No fue hasta el año 2002,  cuando por análisis de las proteínas

expresadas en células permisivas y en no permisivas se comprobó que exis�a una

proteína, en principio denominada CEM15, que podría ser la responsable de este

feno0po (53). Por comparación de secuencias se vio la alta similitud que

presentaba con una proteína ya descrita denominada APOBEC3G (54).

APOBEC3G (A3G) es una proteína de unos 46 KDa principalmente

citoplasmá0ca, aunque también se puede encontrar una pequeña fracción nuclear

(55,56). Pertenece a una familia de proteínas altamente conservada de once

miembros cuyos genes se encuentran localizados en diferentes cromosomas

(57,58). Todos los miembros de esta familia 0enen en común un dominio con

ac0vidad ci0dina desaminasa dependiente de zinc (ZDD) que cataliza la eliminación

mediante hidrólisis del grupo amino de la ci0dina (C) para así formar una uridina

(U) (54,59). La primera proteína descrita de esta familia fue APOBEC1 (60), cuyo

gen se encuentra en el cromosoma 12. Estudiando la existencia de dos formas de

la Apolipoproteína B (ApoB), una más pequeña que la otra, se vio que esa

producción alterna0va era debido a una modi,cación post-traduccional del ARN de

la proteína. APOBEC1 provoca un cambio de C a U en el ARNm introduciendo un

codón de stop prematuro en la secuencia (61). La proteína de tamaño inferior

resultante de esta mutación es esencial para la absorción de grasas procedentes de

15
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la dieta en forma de quilomicrones (62). Trabajos posteriores demostraron,

además, que APOBEC1 sobre-expresada en neuronas podía provocar

deaminaciones en el genoma viral del herpes simplex (virus con genoma de ADN de

cadena sencilla, ADNss) ejerciendo así un efecto nega0vo sobre el virus (63). Esta

acción de protección frente a la infección por virus está altamente conservada en

las proteínas de la sub-familia APOBEC3 (A3). A3G pertenece a esta sub-familia de

siete proteínas cuyos genes se localizan en humanos en el cromosoma 22

(denominadas de la A a la H) (Fig.1.6) (54). Estas proteínas actúan principalmente

como cen0nelas en la inmunidad innata contra retroelementos endógenos (LTR,

LINEs y SINEs) y virus exógenos (64–68). La familia APOBEC3 sólo está presente en

organismos placentarios, y tan solo en mamíferos encontramos la expresión de las

siete proteínas (69,70). Es más, se ha visto que la expansión de las proteínas A3 en

primates correlaciona posi0vamente con el decremento de retroelementos ac0vos

en humanos (68,69,71). En relación a su rol an0-retroviral, en cinco de los

miembros de esta familia se ha descrito ac0vidad an0-VIH: A3A (sólo en

monocitos), A3DE, A3F, A3G y A3H (72–78).

16
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Figura 1.6: Familia de las proteínas APOBEC.

A) Se muestra la localización cromosómica de cada miembro de la familia. B) Se muestra una
clasi�cación de la familia dependiente del dominio caracterís*co de todas ellas con ac*vidad
desaminasa.

Figuras modi�cadas de (338)

1.2.2 Función an>-retroviral de APOBEC3G

El mecanismo de acción de A3G se inicia cuando por uniones a la

poliproteína estructural Gag-Pol (siendo esencial la región de la Nucleocápside, NC

de Gag) éste es encapsidado dentro de la par�cula viral (79,80). Se ha visto,

además, que esta interacción está facilitada por la presencia de un ARN aunque su

origen, viral o celular, aún se desconoce (79). Cuando el virus infecta a una nueva

célula, y tras producirse la retrotranscripción, A3G actúa en la cadena minus del

ADN viral mediante la desaminación de ci0dinas y provoca la aparición de uracilos

en dicha cadena. De esta manera cuando se sinte0za la cadena de ADN

complementaria, se generan mul0tud de sus0tuciones de base con guaninas (G) en

lugar de adeninas (A) (Fig.1.7) (81–83). Esto desencadena los mecanismos de

reparación de la célula involucrando la acción de las enzimas uracilo-ADN-

glicosilasa que eliminan los uracilos de la cadena de ADN y posteriormente la

ac0vación de endonucleasas que detectan la ausencia de base nitrogenada en la

17
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cadena y provocan el corte en la misma (84–86). El resultado de estos mecanismos

reparadores es la generación de un menor número de copias de ADNc completo,

exis0endo un decremento de hasta siete veces en la producción de provirus

integrados (87,88). Por otro lado, el ADN viral que escapa de esta degradación y es

incorporado en el genoma celular presentará un gran número de mutaciones,

principalmente codones stop, lo que conlleva a una producción de viriones

defec0vos que no serán capaces de completar el ciclo viral (Fig.1.8) (89).

Figura 1.7: APOBEC3G

A) Esquema de la proteína de unos 46 KDa donde se indican los dos dominios desaminasa que
requieren de Zn2+para su ac*vidad. B) Reacción de eliminación de un grupo amino de la base
nitrogenada ci*dina catalizada por la proteína A3G. Esta reacción, mediante hidrólisis, lleva a la
aparición de un uracilo en la cadena de ADN. 

Figura modi�cada de (338,345)

Además de los trabajos de experimentación realizados in vitro e in vivo, que

demuestran este efecto an0-retroviral, numerosas inves0gaciones clínicas han

iden0,cado cohortes de pacientes que presentan una elevada expresión de A3G y

que correlacionan inversamente con la progresión a SIDA (90,91), o que siendo

individuos altamente expuestos a la infección se man0enen seronega0vos (92).

Pero, igualmente, esta función an0-retroviral de A3G mediada por la

hipermutación del genoma viral puede presentar un pequeño hándicap, ya que

18
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algunos trabajos han revelado que en ocasiones puede provocar mutaciones

favorables al virus y así bene,ciar su efecto patogénico (93–95).

Figura 1.8: Mecanismo de acción de A3G.

A) Cuando a par*r de una célula infectada se están liberando nuevos virus, A3G, gracias a
interacciones con el genoma viral, es incorporado dentro de estas par+culas ( 1). B) Cuando estos virus
infectan una nueva célula, se produce la retrotranscripción del ARN viral ( 2), sobre esta cadena de
ADN, la minus, A3G actúa provocando deaminaciones en las ci*dinas ( 3). La aparición de uracilos lleva
a que, al sinte*zarse la cadena complementaria, hayan mutaciones de G a A. Cuando el ADN viral
mutado entra en el núcleo para integrarse en el genoma celular, la maquinaria de reparación de la
célula detecta la presencia de U en la cadena de ADN y provoca su degradación ( 4). Por otra lado, el
genoma viral que resulta integrado y escapa de la degradación, presenta un número tan elevado de
mutaciones que no es capaz de producir viriones infec*vos ( 5).

Dentro de la ac0vidad protectora de A3G frente a la infección por el virus,

diversos trabajos han visto que esta ac0vidad puede ser disociada de su acción

ci0dina deaminasa: mutantes de A3G cuyos dominios de acción han sido

inac0vados siguen presentando cierta ac0vidad an0-VIH (96,97), además de

impedir el proceso de integración del ADN viral en el genoma celular (98) o

bloquear la retrotranscripción uniéndose al ARNt necesario para iniciarla (99).

Además, los efectos an0-retrovirales de A3G no están sólo limitados contra el VIH,
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se ex0ende a otros retrovirus incluyendo MLV (Murine Leukemia Virus), SIV

(Simian Immunode�ciency Virus) y EIAV (Equine Infec*ous Anemia Virus) (100–

102).

Como hemos explicado al inicio de este apartado, la acción de A3G sobre la

replicación viral sólo se observa en determinados 0pos celulares, denominados no

permisivos (células T primarias, macrófagos y algunas líneas celulares CD4+) y

siempre y cuando el virus que infecta carezca de la proteína accesoria Vif.

1.3 El factor de infec>vidad viral, Vif.

Vif (Viral Infec*vity Factor), una de las seis proteínas accesorias del VIH, es

esencial para la replicación viral y la patogénesis del virus, es de pequeño tamaño

(23 KDa) y par0cipa en las etapas ,nales del ciclo viral (103–107). Esta proteína

está presente en todos los len0virus excepto en EIAV, esta ubicuidad nos indica la

importancia de su función en la replicación viral (108,109). En los primeros

estudios sobre el VIH tras describirse su ORF (open reading frame, marco de

lectura abierto), este gen fue denominado como gen sor (110,111), pero estudios

posteriores del producto de este gen demostraron la necesidad de su presencia

para la producción de virus infecciosos en líneas celulares T CD4+, lo que hizo que

pasase a conocerse como factor de infec0vidad viral, Vif (105,112,113).

Figura 1.9: Estructura de la proteína Vif.
Se indican los dominios de interacción con A3G, las regiones implicadas en la nucleación del complejo
de ubiqui*nación y las regiones implicadas en el empaquetamiento de la proteínas en los nuevos virus

Figura modi�cada de (258).
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1.3.1 Papel de Vif en el ciclo viral.

La principal función de Vif conocida hasta la fecha es la de contrarrestar la

función de A3G evitando su encapsidación dentro de la par�cula viral, acción que

lleva a cabo provocando la degradación de este factor de restricción. Vif en el

citoplasma celular, recluta proteínas celulares tales como Culina 5-Rbx, Elongina B

y C, y CBF-ß, formando así un complejo ubiquina-ligasa de 0po E3 donde Vif actúa

como la subunidad de reconocimiento de sustrato (114,115). De esta manera Vif

reconoce a A3G y promueve su poli-ubiqui0nación, provocando su degradación

por el proteasoma celular (116–118). Durante este proceso Vif también resulta

ubiqui0nado, pero esta ubiqui0nación no provoca la degradación de la proteína

viral (117,119). De esta manera el pool intracelular de A3G se ve dramá0camente

disminuido impidiendo así que pueda ser encapsidado en los viriones nacientes

(Fig.1.10). Este mecanismo de Vif también actúa sobre el resto de proteínas de la

familia A3 con ac0vidad an0-retroviral, como son A3F, A3D y A3H (120–123).
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Figura 1.10: Mecanismo de acción de Vif y estructura de la proteína.

n células no permisivas, que expresan A3G, la proteína accesoria del virus Vif ( 1), agrupa un complejo
de ubiqui*nación, donde actúa dando especi�cidad de sustrato (2). Así reconoce a A3G y promueve su
poli-ubiqui*nación. Finalmente, A3G es reconocido por la maquinaria de degradación de la célula
debido a esta cola de ubiqui*nas y es degradado por el proteasoma (3). Los nuevos virus serán
liberados libres de A3G y podrán con*nuar su ciclo de infección ( 4).

Figura modi�cada de (258)

Otra acción descrita para Vif ha sido la a,nidad que éste presenta a

secuencias especí,cas del ARNm de A3G, en concreto una región en el 5' UTR

(124,125). Tras la unión al ARNm de A3G, Vif podría impedir la traducción de la

proteína o provocar la degradación del ARNm llevándolo a cuerpos intracelulares

de procesamiento (P-bodies, estructuras celulares relacionadas con el control y

degradación de ARNm (126)), ya que se ha descrito que Vif provoca una reducción

de los niveles de ARNm de A3G de entre un 15-40 % (124,125,127). En ambos

casos Vif lograría impedir la síntesis de nuevas proteínas A3G (Fig.1.11).
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F i g u r a 1.11: Mecanismos principales de
inhibición de A3G por parte de Vif.

Vif puede impedir la traducción de nuevas
proteínas A3G por uniones a su ARNm.

Figura modi�cada de (343)

A pesar de que este es el mecanismo de Vif mejor estudiado, diversos

trabajos han revelado que la producción de virus infecciosos y la degradación de

A3G podrían ser eventos funcionalmente separables. Vif logra prevenir la

encapsidación y contrarrestar la ac0vidad an0viral de un mutante de A3G (A3G

C97A) que resulta resistente a la degradación (128), por lo que se piensa que la

degradación de A3G dependiente de Vif y la inhibición de su encapsidación podrían

seguir rutas independientes o exis0r algún mecanismo adicional que evite la

encapsidación de A3G. De manera cons0tu0va, A3G forma parte de complejos de

alto peso molecular, requiriendo su disociación y formación de complejos de bajo

peso molecular para permi0r su encapsidación dentro del virión (129–131). Vif

podría inducir la formación de estos complejos de alto peso molecular quedando

A3G “atrapado” y evitando su encapsidación por una vía independiente a la

degradación proteasómica (132).

Con respecto a la localización intracelular de Vif, se ha caracterizado como

una proteína citoplasmá0ca, estando presente en la célula durante la infección y

después del exporte nuclear del ARNm del virus, en can0dades abundantes.

Llegando a can0dades semejantes a la mitad de la can0dad de la proteína

estructural Pr55-Gag (133,134). Curiosamente, Vif presenta dos dominios puta0vos
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de localización nuclear en las regiones tanto N como C terminal, por lo que algunos

estudios le proponen cierta regulación de localización nuclear, pero además,

cuenta en su secuencia con una señal inhibitoria de transporte nuclear (135). La

importancia de su ubicación citoplasmá0ca es consistente con los datos de un

estudio clínico que caracterizaba un aislado de VIH cuyo Vif presentaba una

mutación que provocaba la aparición de un mo0vo de localización nuclear,

anclando a esta proteína en el núcleo, en un paciente asintomá0co de larga

duración (136).

Estudios sobre todas las posibles funciones de Vif han descrito que los virus

que carecen de esta proteína (virus ΔVif), presentan una morfología aberrante y

poca estabilidad de la par�cula viral, lo que hace suponer un posible papel de Vif

en el ensamblaje del virión (105,106,137–139). Estos defectos observados

consisten en un heterogéneo empaquetamiento del core con formaciones

concentradas de material electrodenso, aunque por otra parte, diversos estudios

han demostrados que Vif no afecta o interviene en el contenido proteico o de ARN

de la par�cula viral (134,140). Vif interacciona con dos dominios de Pr55-Gag,

gracias a 22 aminoácidos de la región C terminal que se unen a las regiones NCp7

(Nucleocápside-p7) y una región intermedia entre MA (Matriz) y CA (Cápside)

(141,142). Actualmente, la importancia de esta interacción no está de,nida, pero

se cree que puede ayudar a la localización citoplasmá0ca de Vif o a su

encapsidación dentro del virión naciente (143,144). La interacción Pr55-Gag/Vif se

evidenció en experimentos donde la infec0vidad de viriones ΔVif fue rescatada por

un aporte en trans de la proteína de manera dosis dependiente, pero esta

respuesta alcanzó un umbral a par0r del cual el efecto se rever�a, es decir,

mayores can0dades de Vif provocaban una pérdida de la infec0vidad. Se vio que

una presencia excesiva de Vif llevaba a la acumulación de intermediarios del
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procesamiento de Pr55-Gag debido a las interacciones entre ambas proteínas lo

que impedía el ensamblaje y maduración de las par�culas virales (145,146).

Uno de los mecanismos que llevan a la gran depleción de los linfocitos T

CD4+ que sufren los infectados por el VIH es debido a la muerte de estas células

por el bloqueo que provoca el virus en la fase G2 del ciclo celular (147). Un estudio

para analizar cómo el VIH provoca este bloqueo consis0ó en la eliminación

secuencial de las proteínas accesorias del virus hasta observar la pérdida de este

fenómeno. La eliminación de los genes accesorios vif y vpr provocaban que el virus

resultante fuese incapaz de causar muerte celular y el arresto en G2, haciendo

responsable del fenómeno a la acción de estas dos proteínas virales. Pero, incluso

recuperando tan solo la expresión en solitario de Vif, ya se conseguía inducir una

acumulación de células en fase G2 (148–151), aunque el mecanismo por el cual Vif

lleva a cabo este efecto sobre la célula aún no está descrito. Por lo tanto, la

expresión de Vif también se relaciona con un efecto citopatogénico viéndose muy

implicada en la patogénesis del virus (152–154).

Todas las funciones descritas hasta la fecha de la proteína accesoria Vif y los

procesos donde parece estar implicada, revelan la importancia de esta pequeña

proteína para la supervivencia del virus y el papel que 0ene en la patogénesis de la

infección y por tanto el desarrollo de la enfermedad. Por ello, Vif se convierte en

un foco importante de interés en el estudio de este virus como posible diana

terapéu0ca para lograr el control de la infección.

1.4 Pr55-Gag, origen de la estructura del virus.

Otra proteína viral objeto de estudio en este trabajo es la proteína

estructural Pr55-Gag (Gag), común a todos los retrovirus. Esta poliproteína de 55

KDa es el resultado del procesamiento de un pép0do mayor de 160 KDa que
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comprende las proteínas del virus Gag y Pol. Gag dirige el ensamblaje de la

par�cula viral, e incluso en ausencia del resto de componentes virales es capaz de

originar VLPs (virus-like par0cles, par�culas similares a virus) (155–157). Gag será

,nalmente procesada por la Proteinasa viral (PR) dando lugar a las proteínas Matriz

(MA), Cápside (CA) y Nucleocápside (NC), y en el caso del VIH, también aparecen la

proteína p6 (correspondiente a la región más C terminal de Gag) y los pép0dos

espaciadores SP1 y SP2 (situados entre CA y NC y entre NC y p6 respec0vamente)

(Fig.1.12) (158,159).

Figura 1.12: Representación de la proteína Pr55-
Gag y su procesamiento.

Gag, puede provenir de una poliproteína mayor
de 160KDa (conjunto de Gag y Pol, en el 5% de los
casos). que una vez escindida con*nua su
procesamiento para dar lugar a las proteínas
Matriz, Cápside, Nucleocápside y p6.

Figura modi�cada de (159)

1.4.1 Ensamblaje del virión a par>r de Pr55-Gag

El ensamblaje del virus dentro de la célula puede ser dividido en diferentes

etapas. En primer lugar, y tras la miristoilación de la región de la proteína Matriz,

Gag queda anclada en regiones especí,cas de la membrana plasmá0ca. Estas
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regiones presentan una composición lipídica determinada y una acumulación de

proteínas de la envuelta viral presentadas hacia el exterior celular (160,161).

Posteriormente, debido al anclaje de gran número de estas proteínas Gag en estas

regiones, comienza a generarse una pequeña gemación hacia el exterior por

inducción de la curvatura de la membrana. Finalmente, la liberación de la nueva

par�cula se produce con el cierre de la envoltura alrededor del cuerpo viral y la

,sión de la membrana celular. Es durante este proceso o en eventos posteriores

(aún existe controversia al respecto), cuando la Proteasa viral presente dentro del

virión realiza un procesamiento de Gag dando lugar a las proteínas ya mencionadas

(Fig.1.13) (159,162,163).

Figura 1.13: Ensamblaje del virión.
Tras la traducción de la proteína Gag (de 55 KDa o en conjunto con Pol de 160 KDa) ( 1), ésta reconoce
al genoma viral y tras sufrir la miristoilación de la región MA (2) se ancla a la membrana plasmá*ca en
regiones con alta concentración de colesterol y donde se encuentran expuestas al exterior proteínas de
la envuelta viral (3). En esas zonas, tras la agrupación de varias proteínas Gag, comienza a formarse
una curvatura de la membrana envolviendo los componentes víricos. Finalmente se produce la escisión
del virus, se ac*va la Proteasa viral y con ella se produce la maduración de la par+cula ( 4).

Figura modi�cada de (346,347)
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Para llevar a cabo este proceso, Gag hace uso de la maquinaria celular,

requiriendo la par0cipación de varios componentes celulares. Especí,camente,

Gag u0liza el mecanismo de una compleja red de proteínas encargadas del

transporte extracelular de proteínas ubiqui0nadas. Este complejo denominado

ESCRT I (Endoso m a l complex required for transport I, complejo endosomal

requerido para el transporte I) conforma un entramado de proteínas y factores

accesorios cuya función principal consiste en el reconocimiento y agrupación de

proteínas ubiqui0nadas, formando MVB (Molecular Vesicular Bodies, cuerpos

mul0vesiculares) o endosomas, y transportarlas a la membrana plasmá0ca y

expulsarlas al exterior. Gag, mediante su mo0vo P(T/S)AP recluta el complejo

celular ESCRT-I (a través de interacciones con uno de sus componentes TSG101

(164–166) y a otros factores implicados en este proceso, como es AIP1 a través de

su mo0vo YPXL/LXXLF (166,167). Así, bene,ciándose de este mecanismo celular de

transporte, Gag es posicionada en la membrana plasmá0ca y lleva a cabo el

proceso de budding viral (168–170).

1.4.2 Papel de la Ubiqui>na en el ensamblaje y maduración del virión

Existen muchas evidencias que sugieren que la proteína celular Ubiqui0na

(Ub) es importante en el proceso de ensamblaje viral en retrovirus, y se ha

demostrado que dentro de la par�cula viral puede llegar a encapsidarse Ub libre en

niveles superiores al 10 % de proteína Gag. Además de la presencia de Ub libre,

está aceptada la mono- o di-ubiqui0nación de hasta un 5 % de las proteínas Gag en

su región p6 (171,172). Este hecho está explicado, en parte, por el requisito del

complejo de transporte ESCRT I que actúa principalmente sobre proteínas

ubiqui0nadas (173,174). En experimentos in vitro se ha visto que la a,nidad de

interacción entre la región p6 de Gag y TSG101 se ve fomentada cuando p6 es

expresada con Ub fusionada en su región C terminal (172), lo que apoyaría la idea
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de la importancia de la ubiqui0nación de la proteína viral para la adecuada

interacción con las proteínas celulares que ayuden al virus a una salida exitosa de

la célula. Algunos estudios, además, han demostrado que las proteínas Gag unidas

a membrana presentaban niveles de mono-ubiqui0nación mucho más altos que las

proteínas Gag presentes en la fase soluble, postulándose que la ubiqui0nación

fomentaría la unión a membrana (175). También se ha visto que la inhibición del

proteasoma, que provoca una alteración de la dinámica de la proteína Ubiqui0na

en la célula bloquea la liberación de VIH y otros retrovirus (176–178).

Aunque la ubiqui0nación de Gag está ,rmemente aceptada, se desconoce:

la maquinaria celular que lleva a cabo este evento, los factores reguladores que

evitan que este marcaje sea pro-degrada0vo, la localización intracelular y

momento temporal donde esta modi,cación post-traduccional es llevada a cabo o

qué regiones de Gag resultan ser las dianas indispensables. Aunque algunos

estudios han revelado que la ubiqui0nación de Gag sólo se produce en su región C

terminal, en concreto en la región p6 (179,180), estudios posteriores detectaron

que las dianas de ubiqui0nación van más allá de esta región p6 (175). En

experimentos con provirus cuyas regiones de Gag fueron mutadas mediante

cambio de aminoácido (las lisinas fueron sus0tuidas por argininas), de manera

individual o combinada, se estudió la liberación y maduración de virus. Se vio que

las regiones mutadas y por tanto no ubiqui0nables eran compensadas por la

ubiqui0nación de otras regiones con sus lisinas intactas. Finalmente, se producía

un defecto importante en la salida y maduración viral, quedándose las par�culas

inmaduras ancladas en la membrana celular, cuando todas las regiones de Gag

fueron insensibles a la ubiqui0nación. Por lo tanto, parece ser que no existe una

lisina o región única indispensable para este proceso, pero las mutaciones en la

región C terminal (NC, SP2 y p6) en su conjunto eran las que provocaban el
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feno0po más defec0vo (175,181,182). Sorprendentemente, las mutaciones en las

regiones NC o SP2 llevaban a un incremento en la ubiqui0nación de Gag en los

lisados celulares, algo que no se correspondía en los productos derivados de Gag

en los viriones maduros (181). Es posible que, tras cumplir su función de señal, Gag

sufra una de-ubiqui0nación durante o después de la liberación del virus o que

exista algún mecanismo de exclusión de los viriones de proteínas Gag hiper-

ubiqui0nadas. Todos estos datos indican que los procesos de mul0merización de

Gag, su asociación a membrana y su ubiqui0nación son eventos ín0mamente

ligados, habiendo una correlación posi0va muy clara entre la proporción de

proteínas Gag modi,cadas con Ubiqui0na y la can0dad de Gag que logra

mul0merizar y anclarse a la membrana. Por ello, esta modi,cación post-

traduccional puede conver0rse en un foco importante de interés, no sólo para su

estudio y entendimiento, sino también como diana sobre la cual interferir y afectar

al éxito del ciclo viral (178).

En este doble escenario que hemos presentado, compuesto por factores de

restricción que son degradados por una proteína accesoria del virus, Vif mediante

la poli-ubiqui0nación, y por Pr55-Gag, una proteína estructural que requiere de

ubiqui0naciones para llevar a cabo su función, focalizamos nuestra atención sobre

una proteína celular llamada HDAC6. Aunque estudios previos ya le habían

otorgado a HDAC6 cierta función an0-VIH al impedir la entrada viral en la célula

por afectar a la formación del poro de fusión (183), este trabajo busca ampliar la

caracterización an0-VIH de HDAC6 centrándonos en su capacidad para reconocer y

unir Ubiqui0na y el papel que juega en las diferentes vías degrada0vas celulares.

HDAC6 es un componente esencial en el transporte retrógrado de cargos celulares,

en la autofagia, y en respuesta frente a situaciones de estrés celular como puede

ser la infección de un virus.
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1.5 Una Histona Desace>lasa diferente: HDAC6

1.5.1 Familia de las Histonas Desace>lasa

El estudio de cómo la célula regula la expresión de sus genes en base a

factores cambiantes, tales como el ambiente o las diferentes fases del ciclo celular,

llevó al descubrimiento de que modi,caciones postraduccionales de las histonas

producen un remodelamiento de la croma0na (184). Este remodelamiento

modi,caba la accesibilidad del ADN a ser transcrito, facilitando o evitando la

expresión génica (185). Una de las modi,caciones más comunes es la ace0lación o

desace0lación, llevada a cabo por proteínas denominadas Histonas Acetilasas

(HATs) y por Histonas Desace0lasas (HDACs), respec0vamente. Actualmente, se

sabe que la regulación de la expresión génica es muy compleja y que incluye

muchos más factores, condicionantes y vías de las que se pensaba en un principio

(186,187), pero el descubrimiento de estas modi,caciones de las histonas abrió el

camino para la descripción de una gran familia de proteínas, las HDACs, con

mul0tud de funciones dentro de la célula, no sólo como par0cipantes en la

regulación de la expresión génica (188,189). Actualmente están descritas dieciocho

HDACs que se clasi,can en cuatro grupos según la homología de sus secuencias y

su cofactor (190). Los miembros de las clases I, II y IV son dependientes de Zn2+ en

su ac0vidad enzimá0ca, mientras que los miembros de clase III (conocidos como

Sirtuinas) requieren a NAD+ como cofactor (Fig.1.14) (190–192).
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Figura 1.14: Esquema de la familia HDAC.
Se clasi�can según en el cofactor necesario para su ac*vidad en dos grandes grupos y posteriormente
según el *po de dominio catalí*co que posean en 4 clases en total.

Figura modi�cada de (344)

La mayoría de estas proteínas poseen dominios de localización nuclear (NLS,

nuclear localiza*on signal) ya que su principal función la llevan a cabo en el núcleo

de la célula, pero muchos miembros de esta familia poseen además una señal de

exporte nuclear (NES, nuclear export signal), lo que les permite una localización

dinámica entre el citoplasma y el núcleo, par0cipando en más procesos ajenos a la

remodelación de la croma0na y con sustratos diferentes a las histonas (191). 

HDAC6 pertenece a la Clase IIb y presenta una serie de caracterís0cas únicas.

El gen de HDAC6 fue descubierto en 1999 mediante análisis compara0vo de

secuencia en bases de datos entre las secuencias de HDAC de levaduras con ORFs

de genomas de ratones. Así se detectó la secuencia de un gen que codi,caba para

una proteína con dos dominios puta0vos de ac0vidad desace0lasa, llamada en un

principio mHDA2 (193). Durante ese mismo año, se produjo el descubrimiento de

hasta 6 HDACs diferentes y se establecieron las primeras clasi,caciones,
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denominándose según el orden de caracterización, por lo que fue denominada

HDAC6 (194).

1.5.2 Caracterís>cas de HDAC6 y su función en la célula.

HDAC6 es el único miembro de esta gran familia que posee dos dominios

funcionales de desace0lación, y también cuenta con NLS y NES, lo que le otorgaría

una localización dual, pero la presencia de una secuencia especí,ca llamada SE14

(única en la proteína humana) supone una señal de retención citoplasmá0ca, por

lo que una vez traslocada del núcleo al citoplasma, HDAC6 queda anclada en este

compar0mento celular (195–197). También es el único miembro de esta gran

familia que posee un dominio de unión a Ubiqui0na (198). Este dominio situado en

el extremo C terminal de la proteína presenta una conformación en dedos de zinc y

posee una gran capacidad de unión a Ubiqui0na. Esta región, conocida

habitualmente como BUZ (Bound to ubiqui*n zinc �nger) también puede

denominarse DAUP (deacetylase-ubiqui*n-speci�c protease), HUB (HDAC6-USP3-

BRAP2-related), PAZ (polyubiqui*n-associated zinc �nger) y ZnF-UBP (Ubiqui*n C-

terminal hydrolase-like zinc finger) (Fig.1.15) (198–201).

Figura 1.15: Esquema de la proteína HDAC6.

Se muestra los dominios principales de la proteína, sus dos dominios catalí*cos ac*vos (azul), su región
BUZ de unión a ubiqui*na (verde), la región puta*va de localización nuclear, NLS (rosa) y las regiones
responsables de su ubicación en el citoplasma que son dos regiones de exporte nuclear, NES y el
tetrapép*do SE14 (amarillo).

Figura modi�cada de (349) 

Diversas inves0gaciones han revelado que HDAC6 está implicada en mul0tud

de procesos celulares y son varios los sustratos sobre los que actúa (202–207). La

función principal que se le ha otorgado es la de actuar como elemento
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fundamental en la respuesta a la acumulación de proteínas no funcionales y la

par0cipación ac0va en el proceso de autofagia para la degradación de estos

agregados. 

El mecanismo habitual de degradación o reciclaje de proteínas que, o bien

ya no son necesarias para la célula, o presentan una conformación errónea para su

función, pasa por su poli-ubiqui0nación y posterior degradación por el proteasoma

(208). Este sistema puede verse sobrepasado ante la acumulación excesiva de

proteínas poli-ubiqui0nadas, o sufrir algún 0po de bloqueo, o simplemente la

tendencia que presentan algunas proteínas ubiqui0nadas a agregarse las hace

menos accesibles al proteasoma por lo que acaban acumulándose en el citoplasma

celular. La acumulación de proteínas mal plegadas y ubiqui0nadas con tendencia a

formar agregados en el citoplasma, supone un elemento de toxicidad para la célula

que puede llegar a poner en riesgo su viabilidad y supervivencia (209). Por ello una

e,ciente eliminación de estas proteínas y agregados es clave para la supervivencia

celular. Para evitar esta toxicidad, estos agregados son secuestrados en cuerpos de

inclusión pericentriolares denominados agresomas, que son ,nalmente

procesados (210). Esto se realiza mediante un transporte retrógrado de los

agregados mediante los motores de Dineína usando la red de microtúbulos de la

célula como guía. HDAC6 cumple varias funciones en este proceso, en primer lugar,

mediante la desace0lación de las sub-unidades α de Tubulina (211) adecua la

dinámica del citoesqueleto celular para el transporte (212–214), por otro lado,

gracias a su dominio BUZ reconoce las ubiqui0nas de estos agregados, y por

interacciones con Dineína actúa como el nexo entre estos agregados y el complejo

que los transporta para formar los agresomas (204,215,216). Finalmente, durante

el proceso de degradación, que se realiza vía autofagia, HDAC6 actúa sobre la

Cortac0na favoreciendo el remodelamiento de F-Ac0na importante para la fusión

de autofagosomas con los lisosomas (Fig.1.16) (217,218).
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Figura 1.16: Función de HDAC6 en la formación de agresomas.

HDAC6, gracias a su dominio Buz, reconoce las Ubiqui*nas de las proteínas mal plegadas y/o
agregadas que se encuentran en el citoplasma ( 1). Actúa como unión entre estos agregados y la
maquinaria de transporte dineína, que los dirige en sen*do retrógrado hacia el MTOC ( 2). Ahí se
produce una acumulación de estos agregados formándose una estructuras denominadas agresomas
(3). Finalmente, en eventos donde HDAC6 también interviene, estos agregados son englobados en
autofagosomas que tras la fusión con lisosomas tendrá lugar su procesamiento por la maquinaria
autofágica (4).

Figura modi�cada de (344)

1.5.3 Autofagia y par>cipación de HDAC6 en el proceso.

La autofagia es un proceso altamente complejo y conservado en las células

eucariotas, descrito por primera vez en 1962 (219). El término proviene del griego

y signi,ca “comerse a uno mismo”, ya que los primeros estudios revelaron que este

proceso se desencadenaba en estados de privación de nutrientes, donde las

células comenzaban un proceso de degradación de orgánulos y proteínas propias

obteniendo así una fuente de nutrientes. Este proceso supone una solución a corto

plazo ya que si es mantenido en el 0empo ,nalmente las células entran en

apoptosis y mueren (220–222). Actualmente se sabe que la autofagia no sólo
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interviene en estos casos si no que actúa en mul0tud de procesos celulares,

exis0endo muchos actores que par0cipan en el proceso y diferentes vías de

ac0vación. Por ejemplo, en la autofagia inducida por deprivación de nutrientes,

donde el propósito es la degradación de cons0tuyentes citosólicos para mantener

las funciones celulares esenciales, la captura autofágica de agregados se produce

de manera aleatoria en el citoplasma siendo este un proceso ine,ciente para la

degradación de elementos concretos. En cambio, la autofagia puede ser inducida

mediante señales especí,cas, llevándose a cabo la degradación de elementos

concretos respetándose la integridad del resto de los componentes celulares, como

ocurre en el caso del procesamiento de los agresomas (223–226).

La autofagia, en síntesis, consiste en la nucleación de los componentes

des0nados a degradación en vesículas denominadas autofagosomas, donde la

doble membrana que compone el autofagosoma proviene principalmente del

Re�culo Endoplasmá0co o del Aparato de Golgi (227,228). Estos autofagosomas se

fusionan con lisosomas donde las enzimas y proteasas del interior lisosomal

procesarán dichos componentes (229,230). Previa a la fusión con el lisosoma los

autofagosomas pueden pasar por una etapa intermedia de an,soma, vesícula

resultante de la fusión de un endosoma con autofagosomas (231). Durante la

autofagia puede realizarse el procesamiento no sólo de proteínas para su reciclaje,

como hemos explicado, sino también de orgánulos celulares, habitualmente

mitocondrias y ribosomas, agregados proteicos citotóxicos, patógenos,

componentes extracelulares internalizados en endosomas, etc (Fig.1.15) . (232–

236).
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Figura 1.17: Esquema del proceso de la autofagia.

En regiones del citoplasma comienza la nucleación de una vesícula denominada fagóforo ( 1). Una vez
completada las formación de la vesícula de doble membrana con origen del Aparato de Golgi y del
Re+culo Endoplasmá*co, nos encontramos frente a un autofagosoma que engloba todas las proteínas,
componentes celulares o patógenos que deberán ser degradados ( 2). El autofagosoma se fusionará
con un lisosoma formándose un autofagosoma ( 3). Aunque previo a este evento, el autofagosoma
puede fusionarse con un endosoma con material proveniente del exterior celular, encontrándonos un
estado intermedio en el proceso por la formación de an�somas (2*). Finalmente, los
autofagolisosomas o an�lisosomas, pierden la membrana interna de la vesícula y comienza el
procesamiento del interior y la actuación de la proteasas del lisosoma ( 4).

Figura modi�cada de (341) 

Este proceso implica una gran dinámica de membranas dentro de la célula,

por lo que muchos patógenos hacen uso de ella para completar su ciclo vital

(237,238). Algunos virus promueven la maquinaria autofágica y por tanto se

bene,cian de la dinámica de membrana y vesículas que conlleva, y así favorecen la

salida o entrada de las par�culas, o incluso el transporte dentro de la célula (239–

244). Pero debido a que este proceso también puede ser un mecanismo de

degradación de patógenos, y por tanto de protección frente a infecciones, se han

descrito casos de virus que provocan el bloqueo de la autofagia para escapar de la

maquinaria de degradación. Es decir, ciertos virus pueden modular este proceso,
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promoviendo su ac0vación o inhibiéndolo en función de la fase del ciclo viral en la

que se encuentren.

El papel de HDAC6 en el proceso de la autofagia es muy complejo. Como

hemos contado, reconoce los agregados poli-ubiqui0nados, condiciona la red de

microtúbulos y facilita la remodelación de la Ac0na necesaria para la fusión con los

lisosomas, pero también se ha demostrado que par0cipa en los procesos de

mitofagia (autofagia donde se procesan las mitocondrias) (217), e interviene en las

etapas de regulación de la autofagia desace0lando e interaccionando con

moléculas clave del proceso (como son p62 y LC3) (245–247). Además del papel

que HDAC6 desempeña en estos procesos relacionados con la degradación y la

autofagia, varios trabajos han descrito su importancia en los eventos de

quimiotaxis y la movilidad celular debido a su papel modulador del citoesqueleto

celular (248–251). Con respecto a una posible ac0vidad de HDAC6 de protección

frente a infecciones, varios trabajos han descrito que la sobre-expresión de HDAC6

y la consecuente afectación del citoesqueleto celular logra reducir la infección viral

del VIH por impedir la formación del poro de fusión, además de afectar a la

infección por otros virus (183,252,253). Pero además, HDAC6 también podría

inEuir en otros momentos del ciclo viral ya que se ha visto que impide la correcta

transcripción del VIH desace0lando una lisina clave de la proteína viral Tat,

proteína reguladora del virus que potencia la elongación de la transcripción (254).

Debido a los indicios de un posible papel an0-viral de HDAC6, a su gran

capacidad de unión a proteínas ubiqui0nadas y el nexo que supone entre las vías

proteasómicas y autofágicas de degradación, habitualmente usadas y manipuladas

por el VIH, decidimos estudiar la posible ac0vidad an0-retroviral de HDAC6 en este

contexto.
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

El obje0vo de esta tesis doctoral se centra en el estudio de una posible

función an0-retroviral de la proteína celular HDAC6, ya que consideramos que las

caracterís0cas especiales que posee esta proteína la convierten en un candidato

idóneo para su estudio. Otros trabajos han descrito acciones an0-VIH de HDAC6 en

los que su ac0vidad desace0lasa, que afecta a la estabilización del citoesqueleto,

di,culta la entrada viral. Nosotros nos queremos centrar en su capacidad de unión

a la proteína Ubiqui0na y el papel que 0ene en el proceso degrada0vo de la

autofagia.  Nuestras hipótesis se enfocan en el efecto an0-viral de HDAC6 en dos

procesos importantes del ciclo de vida del VIH-1 y donde la ubiqui0nación aparece

como señal post-traduccional crucial. 

Hipótesis 1:

Proponemos que HDAC6 reconoce las señales de ubiqui0nación de A3G y Vif

actuando, por una parte, como protector de A3G secuestrándolo y evitando que

sea degradado por el proteasoma y por otra parte, capturando a Vif des0nándolo a

la degradación vía autofagia. Al provocar la disminución de la presencia de Vif en la

célula, la encapsidación de A3G no se encontrará limitada y éste podrá ejercer su

función de factor de restricción.  De esta manera HDAC6 se conver0ría en un factor

de protección para A3G.

Hipótesis 2:

Proponemos que HDAC6 reconoce las agrupaciones de Gag ubiqui0nadas

que se producen durante el proceso normal de salida y maduración del virus y los

deriva para una degradación autofágica. Afectando por tanto a una proteína

estructural del virus y di,cultando seriamente la producción vírica. 

Para abordar nuestras hipótesis nos planteamos los siguientes obje0vos

especí,cos:
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1. Estudio del papel de HDAC6 sobre el complejo A3G/Vif.

1.1 Estudiar el efecto de HDAC6 sobre la degradación y poli-ubiqui0nación de

A3G promovida por Vif, analizando si estas 3 proteínas interaccionan

entre sí y si HDAC6 en ausencia de A3G, logra desestabilizar a la proteína

viral Vif.

1.2 Estudiar si la degradación de Vif inducida por HDAC6 sigue la ruta

autofágica y qué dominios descritos de HDAC6 son relevantes para esta

acción.

1.3 Analizar el efecto de HDAC6 sobre la incorporación de Vif y A3G en viriones

nacientes de VIH-1.

1.4 Analizar el efecto que 0ene la degradación de Vif por HDAC6 sobre la

capacidad infec0va de viriones VIH-1.

2. Estudio del papel de HDAC6 sobre la proteína estructural Pr55-Gag

2.1 Estudiar si HDAC6 afecta a la estabilidad de Gag y qué dominios de HDAC6

podrían estar implicados en esta acción.

2.2 Analizar el efecto que 0ene la degradación de Pr55-Gag por HDAC6 sobre

la producción de viriones VIH-1 y su infec0vidad.

2.3 Con,rmar el uso de la ruta autofágica como vía degrada0va usada por

HDAC6 para provocar la degradación de Pr55-Gag y por tanto, descartar

el uso de la vía proteasómica para tal ,n.

2.4 Estudiar cuales de las regiones ubiqui0nables de Gag son necesarias para

el reconocimiento por parte de  HDAC6.
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3.1 Materiales

3.1.1 An>cuerpos

Los an0cuerpos u0lizados en este trabajo se recogen en la siguiente tabla:

NOMBRE
N.º. de Catálogo

EMPRESA APLICACIÓN

A3G 9959 Dr. J-C Paillart Western Blot

Alexa-Fluor 488 an0-Rabbit
A11008

Invitrogen InmunoNuorescencia

Alexa-Fluor 568 an0-Goat
A11057

Invitrogen InmunoNuorescencia

Alexa-Fluor 568 an0-Rabbit
A11011

Invitrogen InmunoNuorescencia

Alexa-Fluor 633 an0-Mouse
A21126

Invitrogen InmunoNuorescencia

An0-Ace0l Lysine
AB3879

Merck Millipore Western Blot

An0-Ace0lated Tubulin
T7451

Sigma-Aldrich Western Blot

An0-FLAG M2
F1804

Sigma-Aldrich Inmunoprecipitación

An0-Human CD4
(RPA-T4)

16-0049-85
eBioscience Ensayos de infección

An0-Mouse
Immunoglobulins/HRP

P0447
Dako Western Blot

An0-Rabbit
Immunoglobulins/HRP

P0448
Dako Western Blot

An0-α-Tubulin
T6074

Sigma-Aldrich
Western Blot e

inmunoEuorescencia

An0-β-Ac0n
A2228

Sigma-Aldrich Western Blot

45



65 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

MATERIALES Y MÉTODOS

An0-HIV1 p55+p24+p17
ab63917

Abcam Western Blot

c-Myc (9E10)
sc-40

Santa Cruz
Biotechnology Inc

Inmunoprecipitación

GFP (FL)
sc-8334

Santa Cruz
Biotechnology Inc

Western Blot e
inmunoprecipitación

HA-probe (F-7)
sc-7392

Santa Cruz
Biotechnology Inc

Western Blot,
inmunoEuorescencia e
inmunoprecipitación

HA-probe (Y-11)
sc-805

Santa Cruz
Biotechnology Inc

InmunoEuorescencia

HDAC6 (H-300)
sc-11420

Santa Cruz
Biotechnology Inc

Western Blot,
inmunoEuorescencia e
inmunoprecipitación

HIV-1 Vif (319)
sc-69731

Santa Cruz
Biotechnology Inc

Western Blot

HSP 90 α/β (N-17)
sc-1055

Santa Cruz
Biotechnology Inc

Western Blot

PEBP2β (141,4,1)
sc-56751

Santa Cruz
Biotechnology Inc

Western Blot

SQSTM1 (D-3)
sc-28359

Santa Cruz
Biotechnology Inc

Western Blot

3.1.2 Reac>vos

Los reac0vos usados durante este trabajo se recogen en la siguiente tabla:

NOMBRE
N.º. de Catálogo

EMPRESA APLICACIÓN

3-Methyladenine
(3-MA)
M9281

Sigma-Aldrich
Inhibición de la formación de

autofagosomas 
(Bloqueo de la autofagia)

Ba,lomycin A1
B1793

Sigma-Aldrich
Inhibición de la bomba de

protones V-ATPasa 
(Bloqueo de la autofagia)
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Britelite plus PerkinElmer
Sustrato de la enzima

Luciferasa en los ensayos de
infección con HeLaTZM-bl

Calpain Inhibitor I
(ALLN)
A6185

Sigma-Aldrich Inhibición del proteasoma

DEAE-Dextran
hydrochloride

D9885
Sigma-Aldrich Ensayos de infección

Fluoroshield with DAPI
F6057

Sigma-Aldrich
Medio de montaje para las

preparaciones de microscopia
confocal

MISSION siRNA Universal
Nega0ve

SIC001
Sigma-Aldrich

Oligo control scrambled usado
en los silenciamientos

PEI25k Polyscience Transfección

Polybrene
sc-134220

Santa Cruz
Biotechnology Ensayos de infección

rs-gp120IIIB 
Innogene0cs

Inducción de la ace0lación de
Tubulina

ß-Gal Reporter Gene Assay Roche
Sustrato de la enzima ß-

Galactosidasa en los ensayos
de infección con HeLa P5

Steady-Glo Luciferase 
Assay System

Promega
Sustrato de la enzima

Luciferasa en los ensayos de
infección con CEM.NKR-CCR5

X-Gal
B4252

Sigma-Aldrich

Sustrato de la enzima ß-
Galactosidasa para la
detección de colonias
posi0vas de bacterias

transformadas

X-tremeGENE HP
06 366 236 001

Roche
Transfección en ensayos de

producción de virus y
pseudovirus
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Z-Leu-Leu-Leu-al
(MG132)

C2211
Sigma-Aldrich Inhibición del proteasoma

3.1.3 Soluciones de trabajo

Las soluciones de trabajo u0lizadas se recogen en la siguiente tabla:

Nota: las concentraciones hacen referencia a la concentración ,nal del producto en la
solución. El pH fue ajustado en presencia de todos los componentes de la solución y siempre antes de
llevar la solución al volumen ,nal, siempre en agua miliQ (H2OmQ) a no ser que se indique lo
contrario.

SOLUCIÓN COMPOSICIÓN

Lower tris 4x
Tris-HCl 1,5 M pH 8,8
SDS 0,4 % (w/v)

PBS 1X

NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Na2HPO4·2H2O 10 mM
KH2PO4 2 mM

Permeabilización Tritón X-100 0.1 % (v/v) en PBS 1 X

Running

30 % Acrilamida/Bis 3,2 mL
Lower Tris 2 mL
TEMED 10 μL
APS 64 μL
Volumen ,nal 8 mL

SDS-PAGE

Tris-base 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)
pH 8,3

Solución de bloqueo (Western Blot) Leche en polvo desnatada 5 % en TBS-t

Solución de bloqueo
(inmunoEuorescencia)

BSA 0,1 % (w/v) en PBS 1 X

Solución de Fijación
PFA 3 % (v/v)
Glutaraldehido 2 % (v/v)
PBS hasta completar volumen
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Solución de lisis

NaCl 150 mM
TrisHCl 50 mM pH 7,5
Tritón 1 %
Deoxycolato sódico 0,5 % (v/v)
Inhibidor de proteasas Complete (Roche) 1 X

Solución de lisis para IP

NaCl 150 mM
TrisHCl 50 mM pH 7,5
Tritón 1 %
PMSF 1 mM
Inhibidor de proteasas Complete 1 X

Stacking

30 % Acrilamida/Bis 0,65 mL
Upper Tris 1,25 mL
TEMED 5 μL
APS 25 μL
Volumen ,nal 5 mL

Stripping

Glicina 7,5 g
SDS 0,5 g
Tween-20 1 % (v/v)
pH 2,2
Volumen ,nal 500 mL

TAE
Tris base 40 mM
Ácido acé0co glaciar 20 mM
EDTA 2 mM

Tampón Laemmli 4X

Tris-HCl pH6.8 0,25 M
SDS 0,4 g
Glicerol 40 % (v/v)
ß-Mercaptoetanol 20 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,002 g
Volumen ,nal de 5 mL

TBS-t
Tris-Hcl 50 mM
NaCl 150 mM
Tween20 0,1 % (v/v)

Towbin
Metanol 20 % (v/v)
Glicina 192 mM
Tris-base 25 mM

Upper tris 4x
Tris-HCl 0,5 M pH 6,8
SDS 0,4 % (w/v)
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3.1.4 Medios y suplementos para los cul>vos celulares.

Los medios y suplementos de cul0vo usados en este trabajo son los

siguientes:

NOMBRE
N.º. de Catálogo EMPRESA APLICACIÓN

DMEM
L0104

Biowest
Medio de cul0vo para HEK

293T, HeLa P5 y TZM-bl

MycoZap prophylac0c
VZA-2031

Lonza

Complemento que se
añade a todos los cul0vos
para prevenir la infección

por micoplasma

RPMI1640
BE12-702F/U1

Lonza
Medio de cul0vo para

CEM.NKR-CCR5

Suero FBS Biowest
S1810-500

Biowest
Suero para suplementar el
medio de cul0vo de HEK
293T, HeLa P5 y TZM-bl

Suero FBS Gibco
10270106

ThermoFisher Scien0,c
Suero para suplementar el

medio de cul0vo de
CEM.NKR-CCR5

3.1.5 Líneas celulares.

Durante el desarrollo de este trabajo se usaron diferentes líneas celulares,

todas ellas fueron cul0vadas para su mantenimiento y durante los experimentos a

una atmósfera controlada de 5 % de CO2 y a una temperatura de 37 ºC. Todos los

medios usados fueron suplementados con suero fetal bovino hasta una

concentración del 10 % y con los an0bió0cos penicilina y estreptomicina hasta una

concentración del 1 %. Las células fueron pasadas con una frecuencia de 2 a 3

veces en semana.
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CEM.NKR  -CCR5

(Cat. 4376, NIH AIDS Research and Reference Reagent Program).

Proviene de la línea CEM.NKR (línea celular resistente a la lisis celular

mediada por las células Natural Killer (NK)) las cuales han sido transducidas con un

vector retroviral que las hace expresar el co-receptor CCR5 de manera cons0tu0va.

Por lo tanto estas células son CD4+, CXCR4+, CXCR5+. No secretan virus y son

adecuadas para los ensayos de infección ya sea con aislados primarios o con virus o

pseudovirus producidos en el laboratorio. Crecen en suspensión formando

pequeños agregados. 

HEK 293T

(Cat. CRL3216™, American Type Culture Colecc*on, ATCC®).

Línea celular proveniente de células renales embrionarias humanas.

Modi,cadas para expresar el an�geno T del virus SV40, por lo que son

competentes para la transcripción de vectores de expresión que posean la región

de transcripción del SV40. Indicadas para producción de retrovirus, estudios de

expresión génica y para producción de proteínas.

TZM-bl

(Cat. 8129, NIH AIDS Research and Reference Reagent Program)

Línea celular proveniente de HeLa, la cual 0ene su origen en un

adenocarcinoma humano. Han sufrido tranfecciones estables por lo que son CD4+,

CXCR4+ y CCR5+. Tienen bajo el control del LTR del VIH, el gen reportero de la ß-

Galactosidasa y de la Luciferasa por lo que al ser infectadas con virus y

pseudovirus, producirán dicha enzima. Son muy apropiadas para estudios de

infección. No es necesario el uso de an0bió0cos para mantener la expresión o

presencia de los genes reporteros ni los receptores.
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HeLa P5

(Cedido amablemente por Dr. M. Alizon del Hôpital Cochin, Paris, Francia)

Línea celular que deriva de su parental HeLa. Estas células se encuentran

transfectadas de manera estable con el correceptor CCR5 en fase de lectura con la

proteína verde Euorescente (EGFP, Enhanced Green Fluorescent Protein, proteína

verde Euorescente potenciada). También presentan el gen reportero de la ß-

Galactosidasa bajo el control del LTR del VIH-1, por lo que al ser infectadas con

virus o pseudovirus VIH, producirán dicha enzima. Son células adherentes y

ampliamente usadas para estudios de infección célula-célula. Para la estabilización

y expresión del gen reportero se ha de añadir al medio de cul0vo Higromicina B

(150 µg/mL) y G418 (500 µg/mL).

3.1.6 Constructos de ADN.

3.1.6.1 Plásmidos virales

PNL4-3

(Cat.114, NIH AIDS Research and Reference Reagent Program)

Provirus de VIH-1, su expresión da lugar a virus completos e infecciosos.

Proviene de la clonación de dos aislados genómicos del virus (la región 5' del

aislado NY5 y la región 3' del aislado LAV). Los virus resultantes presentan tropismo

X4 y son virus completos e infec0vos, por lo que su manejo ha de limitarse a

laboratorios de seguridad biológica de nivel 2 o superior.

Mutantes pNL4-3 en Pr55-Gag 

(Cedidos amablemente por el Dr. H.G.Kräusslich, Departamento de Virología,
Hospital Universitario de Heidelberg, Alemania)

Set de siete vectores de expresión del virus VIH a par0r del provirus pNL4-3

cuya proteína resultante de su gen gag ha sufrido cambio de lisina por arginina

(KR) en diferentes regiones. Los virus resultantes de la expresión de estos
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plásmidos son virus completos e infec0vos, por lo que su manejo ha de limitarse a

laboratorios de seguridad biológica de nivel 2 o superior. Los siete plásmidos

presentan diferentes regiones con sus lisinas mutadas, la relación de los mismos es

la siguiente:

- pNC(KR): Las diez lisinas de la región NC han sido mutadas a arginina.

- pSP2(KR): Las dos lisinas de la región SP2 han sido mutadas a arginina.

- pp6(KR): Las dos lisinas de la región p6 han sido mutadas a arginina.

- pNCSP2(KR): Las doce lisinas de NC y SP2 han sido mutadas a arginina.

- pNCp6(KR): Las doce lisinas de NC y p6 han sido mutadas a arginina.

- PSP2p6(KR): Las cuatro lisinas de SP2 y p6 han sido mutadas a arginina.

- PNCSP2p6(KR): Las catorce lisinas de NC, SP2 y p6 han sido mutadas a

arginina.

PNL4-3.Luc.R-  E-

(Cat.3418, NIH AIDS Research and Reference Reagent Program).

Plásmido que porta el genoma del VIH-1 en el cual se ha insertado el gen de

la Luciferasa en la posición del gen env, por lo que el virus resultante presenta un

genoma nef- , env-, y vpr-. Este provirus resulta competente para un ciclo de

infección, pero requiere la co-transfección de un vector que exprese el gen env

para la producción de virus infecciosos.

pHXB2-env

(Cat. 1069, Lot. 040154, NIH AIDS Research and Reference Reagent Program).

Vector de expresión que codi,ca para el gen env (gp160) del VIH-1, este gen

proviene del clon Hxbc2. Esta proteína de envuelta presenta tropismo X4. Es usado
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en co-transfección con un plásmido que codi,ca para el cuerpo viral, en concreto

pNL4-3.Luc.R-E-, para la producción de pseudovirus.

PCAGGS-SF162-gp160 

(Cat. 10463, NIH AIDS Research and Reference Reagent Program).

Vector de expresión que codi,ca para el gen env (gp160) del VIH-1, este gen

proviene del clon SF162. Esta proteína de envuelta presenta tropismo R5. Es usado

en co-transfección con un plásmido que codi,ca para el cuerpo viral, en concreto

pNL4-3.Luc.R-E-, para la producción de pseudovirus.

BaL.01

(Cat.11445, NIH AIDS Research and Reference Reagent Program).

Vector de expresión que codi,ca para los genes env y rev de la cepa de VIH-1

BaL. La proteína de la envuelta resultante presenta tropismo R5. Es usado en co-

transfección con un plásmido que codi,ca para el cuerpo viral, en concreto pNL4-

3.Luc.R-E-, para la producción de pseudovirus.

hVif

(Cat. 10077,NIH AIDS Research and Reference Reagent Program).

Vector de expresión de la proteína viral Vif. Nos permite la expresión de

dicha proteína en un contexto libre del resto de los componentes del virus.

Gag-GFP

(Cat.11468, NIH AIDS Research and Reference Reagent Program).

Vector de expresión para la poliproteína Pr55-Gag en fase de lectura con el

gen de la EGFP. Al carecer de la Proteasa viral la proteína Gag resultante estará sin

procesar teniendo un tamaño estable de 55 KDa.
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3.1.6.2 Plásmidos de proteínas celulares

A3G-3xHA, A3G-FLAG y A3G-myc

Vectores de expresión de la proteína APOBEC3G con una e0queta de 3

epítopos de HA (corresponde a la región comprendida entre los aminoácidos 98 y

106 de la glucoproteína de super,cie Hemaglu0nina del virus de la gripe humana),

la e0queta FLAG y myc, respec0vamente. Todas ellas en fase de lectura con A3G en

su región C terminal. El vector de expresión es el pcDNA3.1 y están Eanqueados

por los si0os de restricción de EcoRI y XhoI. Estos vectores fueron diseñados en

nuestro laboratorio en momentos previos a la realización de este trabajo gracias a

la amable donación de un vector de expresión de A3G del Dr.B.R. Cullen, Carolina

del Norte.

A3G-C97A y A3G-D128K

Vectores de expresión de dos mutantes de A3G que presentan cambio de

aminoácido en las posiciones 97 y 128 respec0vamente. Esto les con,ere una

resistencia a ser degradados por Vif, presentando en el segundo mutante, además,

una baja capacidad de unión a Vif. Estos plásmidos fueron cedidos amablemente

por el Dr.Jean-Christophe Paillart, Strasbourg.

EGFP-HDAC6wt, EGFP-HDAC6_ΔBUZ y EGFP-HDAC6_BUZ 

Vectores de expresión que codi,can para la proteína HDAC6wt (wild-type,

salvaje, proteína de 1215 aminoácidos), para la proteína HDAC6 con su región BUZ

delecionada (del aminoácido 1 hasta el 1091 de HDAC6) y para el fragmento BUZ

(del aminoácido 841 al 1215 de la proteína), todo ellos en fase de lectura de la

proteína EGFP en su región N terminal. Estas proteínas fueron clonadas en el

vector pEGFP-C1 usando las enzimas BglII y SalI. Estos vectores fueron diseñados
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en nuestro laboratorio en momentos previos a la realización de este trabajo a

par0r de otros vectores de expresión de estas mismas proteínas cedidos

amablemente por el Dr. X-J Yan (McGill University Health Center, Montreal,

Canada)

HA-HDAC6wt, HDAC6_ΔBUZ-HA y HA-HDAC6_BUZ

Vectores de expresión que codi,can para la proteína HDAC6wt (wild-type,

salvaje, proteína de 1215 aminoácidos), para la proteína HDAC6 con su región BUZ

delecionada (del aminoácido 1 hasta el 1091 de HDAC6) y para el fragmento BUZ

(del aminoácido 841 al 1215 de la proteína), todo ellos en fase de lectura del

epítopo HA en su región N terminal. El plásmido de expresión para HDAC6_ΔBUZ

fue cedido nuevamente por el Dr. X-J Yan. En los otros dos casos, en PCRs usando la

enzima EHF (Expand™ High Fidelity PCR System, Roche) y mediante oligos con la

secuencia HA incorporada en el oligo forward fueron sinte0zado los fragmentos

HA-HDAC6wt y HA-HDAC6-BUZ, usando como molde los plásmidos descritos

anteriormente. Finalmente, ambos fueron clonados con las enzimas HindIII y XbaI

en pCDNA3.1. Estos vectores fueron diseñados en nuestro laboratorio en

momentos previos a la realización de este trabajo.

HA-HDAC6dm

Vector de expresión que codi,ca para la proteína HDAC6 cuyos dominios con

ac0vidad desace0lasa han sido mutados con un cambio de aminoácido (la his0dina

fue sus0tuida por arginina, en su si0o ac0vo (en concreto posiciones 216 y 611),

perdiendo su ac0vidad catalí0ca. Este plásmido fue diseñado para su uso en este

trabajo mediante extracción del fragmento HDAC6 por PCR y posterior clonaje en

el vector de expresión pcDNA3.1. El molde usado para la PCR fue el plásmido
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HDAC6dm-GFP, cedido amablemente por Dr. F. Sanchez-Madrid, (Servicio de

Inmunología del Hospital la Princesa, Madrid). Los oligos usados fueron:

FwhACTTAAGCTTGCCACCATGTATCCATACGATGTTCCAGATTACGCTACCTCAACCGGCCA
GGATTCC

RvhCGAGTCTAGATTAGTGTGGGTGGGGCATATCCTC

La enzima usada para la PCR fue la Phire Hot Start II (Cat.NºF-122S, Thermo

Scien*�c). Tras obtener nuestro fragmento de HA-HDAC6dm, lo clonamos en un

vector TOPO (StrataClone Blunt PCR cloning kit (Cat.Nº240207, Agilent

Technologies) para op0mizar así la diges0ón de las enzimas de restricción que

generarán los extremos apropiados para ser clonado en su vector ,nal. Se usaron

las bacterias StrataClone SoloPack Competent Cells (Cat.Nº200185, Agilent

Technologies) y se seleccionaron las colonias posi0vas usando el producto X-Gal.

Finalmente se some0ó a la acción de las enzimas de restricción HindIII y XbaI al

plásmido HA-HDAC6dm-TOPO y pcDNA3.1, y usando la ligasa T4DNA Ligase Kit

(Cat.Nº2011A, Takara) ,nalizamos el clonaje de HA-HDAC6dm en el vector

pcDNA3.1.

Ubiqui0n-6xHis

(Cedido amablemente por Dr .M.S. Rodriguez, BioGune, Vizcaya)

Vector de expresión de la proteína ubiqui0na con una e0queta en fase de

lectura de seis his0dinas en su extremo C terminal. Estas his0dinas presentan alta

a,nidad por iones metálicos tales como níquel y cobalto.
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3.1.7 Vectores de expresión

PcDNA.3.1

(Cat. V790-20, Invitrogen)

Vector de expresión usado para el clonaje de algunas de las construcciones

previamente descritas. Además de ser usado como ADN compensatorio en las

transfecciones.

PEGFP-C1

(Clontech)

Vector de expresión usado para el clonaje de algunas de las construcciones

previamente descritas.

3.1.8 Oligos de interferencia.

siARN de HDAC6.

Para el silenciamiento de la proteína endógena de HDAC6 se usaron 3 oligos

interferentes que unen en las regiones 193-213, 217-237 y 284-304 del ARN

mensajero de HDAC6.
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3.2 Métodos

3.2.1 Transfección de cul>vos celulares

Las células CEM.NKR-CCR5 (3 x 106 por condición) fueron transfectadas

mediante nucleofección con las can0dades especi,cadas de ADN o siARN en 100

μL de solución de nucleofección (Nucleofector Kit C, Lonza). Después de ejecutar el

programa de nucleofección especí,co (Amaxa Biosystems Nucleofec*on System,

Programa X-001, Lonza) las células fueron recuperadas en medio suplementado

con 20 % de suero y mantenidas en cul0vo 24 horas.

Las células 293T fueron transfectadas con X-tremeGENE HP (para producción

de pseudovirus y virus) o con PEI25k (para los ensayos de sobre-expresión de

proteínas). Las células fueron sembradas 24 horas antes en placas de 12 pocillos (1

x 105 células por pocillo) y placas de 6 pocillos (3 x 105 células por pocillo)

respec0vamente. El ra0o usado fue de  1:3 (por cada 1 µg de ADN se usaron 3 µL

de agente de transfección). Las células fueron mantenidas en condiciones

normales de cul0vo 48 horas. Para los experimentos de silenciamiento estas

células se transfectaron con el método de la nucleofección (Amaxa Biosystems

Nucleofec*on System, Programa Q-001, Lonza).

3.2.2 Western Blot

48 horas después de realizar la transfección o silenciamiento, las células

fueron recogidas y lavadas dos veces con PBS 1 X frío, y resuspendidas en la

solución de lisis. Se dejaron 30 min. en hielo y posteriormente se centrifugaron a

13.000 rpm durante 15 min. a una temperatura de 4 ºC. La cuan0,cación de

proteína total se realizó mediante el método del ácido bicinconínico (BCA protein

assay kit, Cat.Nº712853, Novagen Calbiochem, Pierce) así, equivalentes can0dades

de proteína total fueron diluidas en la solución Laemmli e incubadas a 95 ºC
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durante 5 min. Posteriormente, se some0eron a electroforesis en condiciones

desnaturalizantes usando geles de poliacrilamida del 10 % - 15 %. Una vez

,nalizada la electroforesis se trans,rieron las proteínas a una membrana de PVDF

de 0,45 µm (Immobilon-P Transfer Membranes Cat.Nº IPVH00010, Millipore)

usando el sistema de transferencia Trans-blot Turbo (Bio-rad). Tras la transferencia

la membrana fue incubada en la solución de bloqueo durante 30 min. a

temperatura ambiente en agitación para posteriormente lavarla 3 veces durante 5

min. con TBS-t. Luego, se realizó la incubación con los an0cuerpos primarios y

secundarios durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación constante

seguida en ambos casos por 3 lavados de TBS-t de 5 min. Las proteínas se

detectaron mediante luminiscencia incubando la membrana con el sustrato de la

peroxidasa (Clarity western ECL Substrate, Cat# 170-5061, Bio-rad) y la señal

producida se registró con el ChemiDoc MP (Biorad). Las imágenes fueron

analizadas mediante el programa Image Lab (Biorad).

Cuando se requirió realizar otros marcajes sobre la misma membrana se

realizó un paso de stripping (eliminación de los an0cuerpos primario y secundarios

presentes en la membrana). Para ello se incubó la membrana a temperatura

ambiente y en agitación constante con la solución de stripping durante 30 min.

seguido de dos lavados de 10 min. cada uno con NaCl 50 mM y por úl0mo dos

lavados de 5 min. con TBS-t. Finalmente, se realizó de nuevo el bloqueo de la

membrana y los marcajes con los an0cuerpos primarios y secundarios.

3.2.3 Ensayos de poliubiqui>nación.

Para los ensayos realizados para estudiar los niveles de poli-ubiqui0nación

de A3G, se co-transfectaron células 293T, con PEI25K, los plásmidos de las

proteínas de interés junto con el plásmido Ubiqui0n-6xHis. Durante las 48 horas de

expresión de las proteínas, la ubiqui0nación de A3G promocionada por Vif se
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produce con las Ub-6xHis. Así, tras la lisis de las células y siguiendo el protocolo del

fabricante de Ni-NTA Magne*c Agarose Beads (Cat.Nº36113, Qiagen), realizamos

una precipitación. La cola de his0dinas de las Ub presentan una alta a,nidad por el

níquel de las bolas magné0cas uniéndose a ellas y arrastrando con ellas a las

proteínas a las cuales se encuentran unidas. De esta manera, obtenemos un

concrentrado de todas las proteínas ubiqui0nadas y poliubiqui0nadas. El resultado

de la precipitación se analiza mediante Western Blot.

3.2.4 Inhibición de proteasoma y de la autofagia

Para inhibir la ac0vidad del proteasoma se añadió al cul0vo celular MG132 a

una concentración ,nal de 20 µM o ALLN a una concentración ,nal de 25 µM. Para

bloquear el proceso de la autofagia se añadió al cul0vo celular 3-MA a una

concentración ,nal de 5 mM y Ba,lomicina A a una concentración ,nal de 100 nM,

siguiendo las recomendaciones del fabricante. En todos los casos se dejó actuar al

inhibidor entre 4-5 horas antes de proceder a la recogida y lisis de las células,

excepto el ALLN que se añadió 16 horas previas a la lisis. En todos los casos, como

control, se añadió a otros pocillos el mismo volumen de DMSO que el añadido de

los inhibidores.

3.2.5 Inmunoprecipitación

Para los ensayos de inmuniprecipitación (IP) se transfectaron  células 293T

con PEI25K los plásmidos de las proteínas de interés dependiendo del ensayo a

realizar. Tras 48 horas de expresión se recogieron las células y tras dos lavados con

PBS 1 X frío se incubaron durante 30 min. en hielo con la solución de lisis para IP y

se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 min. a una temperatura de 4 ºC.

Posteriormente, se realizó una cuan0,cación de proteína total presente en el

lisado celular mediante el método del ácido bicinconínico. Previo a la realización de

la IP, se procedió al acoplamiento de los an0cuerpos (Ac.) a bolas magné0cas
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siguiendo las instrucciones del fabricante del kit Dynabeads An*body Coupling Kit

(14311D, Life Technologies). Para la realización del ensayo, se incubaron 25 µL de

bolas acopladas a Ac. con 300 µg de proteína total some0das a rotación a 4 ºC

durante 16 horas. Con la ayuda de una gradilla magné0ca se lavaron las bolas 3

veces con PBS 1 X a pH 7,4. Tras el úl0mo lavado se resuspendieron las bolas en 30

µL de Laemmlli y se some0eron a 90 ºC durante 10 min. para conseguir el

desacoplamiento de los an0cuerpos y la desnaturalización de las proteínas. El

resultado de las IPs se analizó mediante la técnica del Western Blot.

3.2.6 InmunoNuorescencia

Para los ensayos de inmunoEuorescencia, las células se sembraron sobre

cristales previamente esterilizados con etanol y radiación UV. Estos cristales fueron

tratados con poly-D-Lysine a 0,01 % en H2OmQ para favorecer la adhesión de las

células y evitar que estas se desprendiesen durante los lavados en el protocolo de

marcaje. Se sembraron 200.000 células 293T por condición, 24 horas antes de la

transfección. La transfección se realizó con PEI25K y tras 24 horas se lavaron los

cristales 2 veces con PBS 1 X y se incubaron con la solución de ,jación 1 hora a

temperatura ambiente. Se re0ró la solución de ,jación y tras 3 lavados con PBS 1 X

se incubaron durante 2:30 min. con la solución de permeabilización. Tras 3 lavados

con PBS 1 X se incubaron con la solución de bloqueo durante 30 min a temperatura

ambiente. Tras lo cual se realizó la incubación de los an0cuerpos primarios y

secundarios (durante 1 hora y 30 min. respec0vamente, el secundario en

oscuridad) con los correspondientes 3 lavados con PBS 1 X tras cada incubación. El

montaje de los cristales se realizó poniendo una pequeña gota del medio de

montaje sobre un portaobjetos y colocando el cristal boca abajo sobre la gota. Se

dejó secar 16 horas a temperatura ambiente en oscuridad y después se sellaron

con laca de uñas transparente y se mantuvieron a 4 ºC hasta su visualización y
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análisis. Las imágenes fueron tomadas con un microscopio Leica TCS SP8 (Leica

microsystem) y analizadas con el sokware MetaMorph.

3.2.7 Producción de parOculas virales

Para estudiar las posibles variaciones en la infec0vidad de VIH provocadas en

nuestras condiciones experimentales debidos producir nuestros propios stock

virales. Para ello seguimos dos estrategias de producción, muy similares entre sí,

pero que di,eren en el 0po de virus producido.

3.2.7.1 Producción de pseudovirus de VIH

Las par�culas víricas producidas en este caso reciben el nombre de

pseudovirus porque poseen un genoma defec0vo en los genes env, nef y vpr, por lo

que no son virus completos y sólo podrán realizar un ciclo de infección, por lo que

resultan seguras para el trabajo en el laboratorio. Se sembraron 1 x 105 células

293T por condición en placas de 12 pocillos en 1 mL de medio, 24 horas antes de la

transfección. Las células se co-transfectaron, usando XtremeGENE, con el provirus

pNL4-3.Luc.E-R- y el plásmido de la envuelta, junto a los plásmidos de interés según

las condiciones. 48 horas más tarde se recogió el sobrenadante del cul0vo en el

cual se encuentran las par�culas virales producidas y se clari,có por centrifugación

a baja velocidad (3.000 rpm, 4 min). El stock viral se usó fresco para los ensayos de

infección siempre que fue posible, en caso contrario se guardó a -80 ºC.

3.2.7.2 Producción de virus de VIH

Se sembraron 3 x 105 células 293T por condición en placas de 6 pocillos en 2

mL de medio 24 horas antes de la transfección. Las células se co-transfectaron,

usando XtremeGENE, con el provirus pNL4-3, o con los provirus pNL4-3 que

presentan su gen gag mutado, junto con los plásmidos de interés. En estos casos

no fue necesario co-transfectar el plásmido codi,cante de las proteínas de la
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envuelta, ya que estos provirus codi,can para el genoma íntegro del virus. Pasadas

48 horas, se recogieron los sobrenadantes de los cul0vos y se clari,caron por

centrifugación a baja velocidad (3.000 rpm, 4 min.). El stock viral se usó fresco para

los ensayos posteriores de infección siempre que fue posible, en caso contrario se

guardó a -80ºC. El manejo de estas par�culas virales funcionales fue llevado a cabo

en un laboratorio de bioseguridad de nivel 3 (laboratorio acondicionado para el

manejo de patógenos de riesgo elevado para el individuo pero de bajo riesgo para

la colec0vidad).

3.2.8 ELISA de p24

La cuan0,cación de virus y pseudovirus presentes en los sobrenadantes

clari,cados se realizó mediante kit de ELISA de detección de p24 (proteína que

compone la cápside viral, también denominada CA). Se usaron dos 0pos de kit, uno

no cuan0ta0vo (Genscreen HIV-1 Ag Assay 71120, Bio-Rad) que nos permite

conocer variaciones en la can0dad de p24 según las condiciones de producción,

pero que no nos permite conocer la can0dad real, y otro kit cuan0ta0vo

(INNOTEST HIV An*gen mAb, 80563 Fujirebio) del cual obtenemos la can0dad

exacta de p24 en ng. presente en nuestra muestra. Este dato, tanto el cuan0ta0vo

como el no cuan0ta0vo, nos permite normalizar nuestros stock virales y corregir

los valores de los ensayos de infección según la can0dad de virus.

3.2.9 Ensayos de infección

Para evaluar la capacidad infecciosa de los virus sinte0zados en nuestras

condiciones experimentales realizamos diferentes 0pos de ensayos de infección. 

3.2.9.1 Ensayo de infección Luciferasa

En este 0po de ensayos, el gen luciferasa se encuentra insertado dentro del

genoma viral y es expresado junto con el resto de los componentes virales cuando

logra infectar de manera exitosa una célula. Se lleva a cabo usando pseudovirus de
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VIH producidos a par0r de la expresión de pNL4-3.Luc.R-E- y un vector codi,cante

para la proteína de la envuelta. En placas de 24 pocillos se dispusieron 900 µL del

stock viral, a los cuales se añadieron 2 µL de Polybrene. El Polybrene es un

polímero ca0ónico que actúa neutralizando la repulsión de carga existente entre la

super,cie del virus y algunos componentes de la super,cie celular, por lo que

incrementa la e,ciencia de contacto virus-célula. Además, en la condición control

nega0va de infección se añadieron, 10 µL de An*-Human CD4. Este an0cuerpo se

une a los receptores CD4 de las células impidiendo la interacción del VIH con ellos

y por tanto la entrada viral. El úl0mo paso consis0ó en añadir 9 x 105 células

CEM.NKR-CCR5 por pocillo. Las placas se centrifugaron durante 2 horas a 1.200 rpm

a temperatura ambiente y posteriormente se incubaron en condiciones normales

de cul0vo durante 4 horas. Finalizado este 0empo, se eliminó el sobrenadante por

centrifugación, desechando así el excedente de virus que no ha logrado infectar.

Las células se resuspendieron en medio fresco, y se sembraron en placas de 12

pocillos. Dejándolas en incubación durante 72 horas. Pasado ese 0empo, se

recogieron y lavaron con PBS 1 X y se resuspendieron con el sustrato de la

Luciferasa. La lectura se realizó con un lector de placas VictorTM X5 (PerkinElmer).

Los valores de luz registrados en nuestra condición nega0va fueron tomados como

control del ensayo, estos valores de luz se en0ende que no son el resultado de una

entrada del virus vía contacto con su receptor CD4, por lo que se interpretan como

una señal background que no se ha de tener en consideración. Para tomar como

válido un ensayo de infección, los valores de nuestra condición posi0va han de, al

menos, duplicar al valor de luz de nuestro control nega0vo.

3.2.9.2 Ensayo de infección de ß-Galactosidasa

Para medir la infección de los virus en el ensayo por ß-Galactosidasa se

sembraron en placas de 96 pocillos 10.000 células por pocillo de HeLaP5 durante 6
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horas con el sobrenadante de virus clari,cado. La condición nega0va de infección,

cuya relación con los valores de la condición posi0va nos dará validez al ensayo, se

conformó añadiendo An*-Human CD4 al pocillo. Pasado ese 0empo, se descartó el

sobrenadante,  desechando así el exceso de virus que no logró entrar en las

células, y se añadió medio fresco. La infección se mantuvo en cul0vo durante 48

horas. Finalmente, y siguiendo las instrucciones del fabricante del kit del sustrato

de la enzima ß-Galactosidasa se midió la infección con un lector de placas VictorTM

X5 (PerkinElmer). En este 0po de ensayo, son las células las que 0enen en su

genoma el gen reportero, en este caso el gen de la enzima ß-Galactosidasa bajo el

control del LTR del VIH. Cuando el virus logra entrar en la célula infectando de

manera exitosa, la producción de la proteína Tat del virus, que se une a la región

LTR promoviendo la transcripcción del genoma viral, producirá la expresión de ß-

Galactosidasa.

3.2.9.3 Cálculo de la TCID50/mL

El tercer método u0lizado en este trabajo, para evaluar la infec0vidad de los

virus sinte0zados bajo nuestras condiciones, fue el cálculo de la TCID50 por mL.

(Tissue Culture Infec*ve Dose 50 %). La TCID50 nos indica la dosis necesaria de un

stock viral para conseguir la infección del 50 % de nuestro cul0vo celular, a mayor

TCID50 menor capacidad infec0va tendrá el aislado viral. Para la obtención de este

valor, en placas de 96 pocillos donde previamente se han añadido 100 µL de

medio, se añaden 25 µL del stock viral y se hacen diluciones seriadas hasta

completar la ,la de la placa respetando el úl0mo pocillo. En un aparte se preparan

células TZM-bl junto con DEAE-Dextrano (a una concentración ,nal de 18 µg/mL,

es un poli-ca0ón que cumple la misma función que el Polybrene), y se distribuyen

poniendo 10.000 células por pocillo. Tras 48 horas de infección, se eliminan 150 µL

de sobrenadante y se añaden 50 µL del sustrato de la Luciferasa. La luz emi0da se
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mide con un lector de placas. El resultado de la lectura se aplica en una plan0lla de

hoja de cálculo diseñada y validada por el equipo del Dr. Monte,ori (Centro

Universitario Médico de Duke, Carolina del Norte, EEUU) y la plan0lla directamente

nos da el valor de TCID50/mL del virus. Los valores de luz del úl0mo pocillo de la

placa, donde sí habrán células sembradas, pero donde no habremos añadido virus,

nos servirán para el cálculo de señal nega0va a la infección. En este caso el valor es

expresado mediante el denominador de la dilución que corresponde a un 50% de

infección, por ello a mayores valores obtenidos por la plan0lla mayor capacidad

infec0va del virus.

3.2.10 Detección de proteínas en los pseudovirus nacientes

Para el estudio de las proteínas A3G y Vif encapsidadas en los viriones

producidos de novo realizamos un análisis bioquímico de los pseudovirus. Para

ello, el sobrenadante clari,cado de las células productoras fue ,ltrado con jeringas

de 1 mL (Ref: 300013, BD Plas0pack) y ,ltros de acetato de celulosa de 0,2 µm de

poro (Ref.Nº 10462200, Whatman). Es importante que el ,ltro sea de ese material

para minimizar la pérdida de par�culas víricas que se quedan adheridas al ,ltro de

manera inespecí,ca. Posteriormente, se centrifuga el ,ltrado durante 4 horas a

13.000 rpm a 4 ºC y se precipita la fracción más densa con acetona a -20 ºC

durante 16 horas. El pellet de proteína formado fue resuspendido en solución

Laemmli, some0do a desnaturalización y analizado por Western Blot.

3.2.11 Análisis estadís>co de los datos y representación.

Los datos de todos los experimentos fueron representados tomando el valor

de nuestra condición control posi0va como 1, y normalizando el resto de valores

respecto a esa condición. La condición control en cada experimento se considera

como la condición de expresión en solitario de proteínas virales (Vif o Pr55-Gag), o
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A3G en los ensayos de bioquímica. Y en la producción de virus y pseudovirus, la

condición de producción de virus en ausencia de HDAC6 o A3G.

Los datos fueron analizados con el programa informá0co GraphPad Prism 5.0

(GraphPad sokware Inc. San Diego. CA). Las grá,cas ,nales de cuan0,cación

representan las medias aritmé0cas de cada experimento replicado ± SEM

(standard error of the mean, error estándar de la media). Y el análisis estadís0co

u0lizado para determinar la diferencia signi,ca0va entre las medias fue el test de

ANOVA con posterior corrección de Bonferroni. El p valor en todos los casos fue

0,05.
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4.1 El complejo HDAC6/APOBEC3G regula la infec>vidad de VIH-1 

induciendo la degradación autofágica de Vif.

4.1.1 Experimentos preliminares

Como paso previo a abordar nuestros obje0vos, realizamos varios

experimentos control para asegurar nuestras condiciones de trabajo.

Comprobamos que nuestra línea celular 293T efec0vamente no expresa de manera

endógena el factor de restricción APOBEC3G (A3G) (Fig. 4.1 A, carril control) y que

nuestras construcciones de A3G, independientemente del tag o e0queta, se

expresaban en buenos niveles al transfectar 0,5 μg de cada plásmido en dichas

células 293T (Fig. 4.1 A carriles A3G-3xHA, A3G-Flag, A3G-myc). Además, logramos

reproducir en nuestras condiciones de trabajo el efecto de degradación de Vif

sobre A3G. Para ello, transfectamos una can0dad constante de plásmido de A3G

(0,5 μg) frente a can0dades variables de plásmido de Vif (1 μg, 0,5 μg , 0,25 μg,

0,125 μg y 0,0625 μg) en células 293T, posteriormente con el lisado de las células

realizamos ensayos de Western Blot y con,rmamos el efecto de Vif sobre A3G (Fig.

4.1 B). A menores can0dades de proteína Vif el efecto de degradación de A3G es

cada vez menos evidente. Para comprobar que este efecto no se iba a ver

condicionado por el tag de A3G repe0mos el experimento usando esta vez una

única condición para Vif (0,25 μg de plásmido) en co-transfección con 0,5 μg de

cada plásmido de A3G (A3G-Flag y A3G-myc). En ambos casos los niveles de A3G se

mostraron marcadamente disminuidos en presencia de Vif (Fig. 4.1 C).
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Figura 4.1: Efecto de la proteína viral Vif sobre A3G.

Imágenes representa*vas de Western Blot realizados para caracterizar nuestros constructos de A3G y
Vif. A) Expresión de tres constructos de A3G con diferente tag. B) Estudio de la acción de Vif
recombinante sobre A3G recombinante. C) El efecto de Vif se man*ene independientemente del tag de
A3G.

Para ,nalizar nuestra caracterización de A3G y Vif realizamos una co-

inmunoprecipitación con los lisados celulares de 293T, donde previamente

habíamos expresado Vif en solitario o junto con A3G. Usamos en el ensayo un

an0cuerpo que reconoce el epítopo HA, por lo que arrastramos a nuestra proteína

A3G con el tag de tres epítopos de HA y a todas las proteínas que interaccionen

con ella. Revelamos el resultado ,nal de la inmunoprecipitación mediante Western

Blot y comprobamos que Vif únicamente era arrastrado en la condición donde A3G

también había sido expresado (Fig. 4.2).

Tanto en estos ensayos de Western Blot como en los realizados a lo largo del

trabajo usamos an0cuerpos especí,cos para detectar Vif, pero A3G fue detectado

mediante an0cuerpos que reconocen su e0queta (HA, FLAG o c-myc) a no ser que

se indique lo contrario. 
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Figura 4.2: Co-inmunoprecipitación entre A3G y Vif.
Imagen superior corresponde a la fracción co-IP y la inferior al
lisado celular. La inmunoprecipitación se realizó con un
an*cuerpo que reconoce el tag de A3G y sólo en la condición
donde hubo expresión de A3G-3xHA detectamos Vif en la
fracción co-IP.

Con estos experimentos nos aseguramos que nuestras construcciones de

A3G y Vif, nuestras células 293T, an0cuerpos y condiciones y técnicas, lograban

reproducir los resultados ya descritos y resultaban óp0mas para el estudio que nos

proponíamos.

Para comprobar que nuestro HDAC6 recombinante, era funcional decidimos

reproducir alguno de los efectos descritos en la bibliograma. Para ello, realizamos

dos 0pos de controles. En primer lugar estudiamos los niveles de ace0lación de dos

sustratos conocidos y muy estudiados de HDAC6: HSP90 y la subunidad α de la

Tubulina (α-Tubulina) en presencia de nuestra proteína recombinante.

Transfectamos can0dades crecientes de plásmido codi,cante para HDAC6wt (wild

type o salvaje) (0,5 μg, 1 μg, 1,5 μg y 2 μg), lisamos las células y con estos lisados

celulares, realizamos los estudios bioquímicos mediante Western Blot. Usamos

an0cuerpos especí,cos que detectan la α-Tubulina ace0lada y otro an0cuerpo que

reconoce de manera genérica todas las lisinas ace0ladas. Tras este marcaje

re0ramos los an0cuerpos mediante stripping de la membrana y marcamos con

an0cuerpos especí,cos las proteínas HSP90 y α-Tubulina. En la imagen de Fig. 4.3

A, vemos que a mayor presencia de HDAC6, obtenemos mayores efectos de

desace0lación de sus sustratos. Para la detección de HDAC6 usamos un an0cuerpo
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especí,co contra esta proteína, en esta ocasión y en el resto de ensayos realizados

a con0nuación, a no ser que se especi,que lo contrario.

También quisimos comprobar que nuestro HDAC6 recombinante, en la línea

celular CEM.NKR-CCR5, man0ene los efectos an0-VIH descritos. En linfocitos, la

interacción de las proteínas de la envuelta viral con su receptor y co-receptor en la

célula, provoca una remodelación del citoesqueleto celular que se evidencia en un

aumento de la ace0lación de la α-Tubulina. Incubando CEM.NKR-CCR5 con la

proteína viral gp120 recombinante soluble (rs-gp120IIIB), mime0zamos el efecto

sobre la α-Tubulina (Fig. 4.3 B, comparación líneas 2 y 1). Al sobre-expresar 1 μg de

plásmido de HDAC6 y repe0r las mismas condiciones, vemos impedida esa

ace0lación (Fig. 4.3 B, línea 4). El resultado ,nal de esta menor ace0lación de la α-

Tubulina es un impedimento en la formación del poro de fusión (183). Así, pudimos

concluir que nuestro HDAC6 recombinante presenta las mismas funciones descritas

hasta ahora en la bibliograma que la proteína endógena, incluso su función an0viral

de impedimento de la entrada viral.

Figura 4.3: Estudio de la expresión y funcionalidad de HDAC6 recombinante.

A) Imagen representa*va de la pérdida de formas ace*ladas tanto de HSP90 como de α-Tubulina
debido a la expresión de HDAC6 recombinante. B) Imagen representa*va del ensayo donde HDAC6
recombinante evita la ace*lación de α-Tubulina, necesaria para la formación del poro de fusión,
promovida por el contacto de la proteína recombinante de la envuelta del virus, rs-gp120 IIIB , en
CEM.NKR-CCR5.
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De manera habitual y a lo largo del trabajo, decidimos mantener el marcaje

de la ace0lación de α-Tubulina como un control de la función de HDAC6 cuando

realizamos sobre-expresión o silenciamiento de esta proteína.

4.1.2 HDAC6 no afecta a la estabilidad de APOBEC3G

Siendo HDAC6 una proteína implicada en procesos de “limpieza” celular,

quisimos veri,car que no provocaba de manera indiscriminada la degradación de

proteínas sobre-expresadas y por tanto en exceso en la célula. Temíamos que

HDAC6 pudiese afectar a la estabilidad de A3G, cuya presencia está fomentada por

la transfección y expresión de un plásmido. Para ello, co-transfectamos frente a

una can0dad ,ja de A3G-3xHA (0,5 μg de plásmido) can0dades crecientes de

HDAC6wt (wild type, proteína salvaje o no mutante) y realizamos ensayos de

bioquímica. En el Western Blot marcamos HDAC6, A3G, y como controles del

experimento, la ace0lación de la α-Tubulina y la α-Tubulina total. La señal de la

proteína A3G no se vio afectada por la presencia cada vez mayor de proteína

HDAC6 (Fig. 4.4 A). Resultado evidente en la grá,ca de las medias de intensidad de

señal de A3G de varios experimentos (Fig. 4.4 C)

Decidimos, además, repe0r el experimento en las mismas condiciones pero

transfectando esta vez un plásmido que codi,ca para HDAC6-ΔBUZ (un mutante de

HDAC6 el cual carece del dominio BUZ) ya que íbamos a trabajar con este mutante

a la hora de estudiar la importancia de este dominio en la caracterización del

nuevo papel an0viral de HDAC6 y queríamos comprobar que tampoco iba afectar a

la estabilidad de A3G. Efec0vamente vemos en la imagen de Western Blot y en la

grá,ca adjunta que HDAC6-ΔBUZ no parece tener efecto nega0vo sobre la

estabilidad de A3G (Fig. 4.4 B). Descartamos por tanto cualquier efecto, tanto

especí,co como aleatorio de HDAC6 sobre A3G por ser esta una proteína sobre-

expresada en la célula.
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Figura 4.4: Estudio de la estabilidad de A3G en co-expresión con HDAC6.

A) La expresión de HDAC6wt recombinante no afecta a la estabilidad de A3G-3xHA en células 293T. B)
La expresión de HDAC6-ΔBUZ no hace variar la presencia de A3G-3xHA en células 293T. C) Grá�ca que
representa las medias de intensidad de A3G en presencia de HDAC6wt (puntos negros) y de HDAC6-
ΔBUZ (puntos blancos) de varios experimentos. Los valores se normalizaron tomando la señal de A3G
expresada en solitario como valor 1.

4.1.3 HDAC6 protege A3G promoviendo la degradación de Vif con 

importante implicación del dominio BUZ.

Una vez comprobado que podíamos reproducir la degradación de A3G por

parte de Vif en nuestras condiciones y que nuestro HDAC6 era funcional para las

acciones que se han descrito, estudiamos el efecto de una sobre-expresión de

HDAC6 sobre los niveles de A3G en presencia de Vif. Realizamos experimentos de

co-transfección en células 293T de las proteínas de interés en los cuales se decidió

transfectar can0dades constantes de plásmido A3G (0,5μg) y de Vif (0,25 μg),

frente a can0dades crecientes de plásmido HDAC6wt (desde 0,5 μg hasta 2 μg).

Realizamos luego ensayos de Western Blot. En la imagen representa0va de estos

ensayos (Fig. 4.5), se observa la disminución habitual de A3G en las condiciones
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donde hay co-expresión con Vif (Fig. 4.5 A, líneas 2 y 8 comparadas con líneas 1 y 7

respec0vamente). Centrándonos en las condiciones con HDAC6wt, hay una

disminución gradual de los niveles de Vif en el Western Blot y una recuperación de

la señal de A3G (Fig. 4.5 A, comparando líneas 6 y 2). Los úl0mos pocillos de la

imagen corresponden a experimentos en iguales condiciones pero transfectando,

el plásmido para HDAC6-ΔBUZ en lugar de HDAC6wt. En este caso, aunque aparece

una recuperación clara de los niveles de A3G (Fig. 4.5 A, comparando líneas de la 9

a la 12 con la 8) vemos que este efecto no parece estar acompañado por una

bajada en la señal de Vif. 

Estos efectos descritos se evidencian más claramente en las grá,cas que

acompañan a la imagen de Western Blot, donde se representa la media de

intensidad de varios experimentos de las bandas de proteínas de Vif y de A3G

normalizadas por la intensidad de señal de la Tubulina correspondiente para cada

condición (Fig. 4.5 B, grá,ca superior representan los valores para Vif y grá,ca

inferior la respuesta de A3G). Para Vif vemos que la sobre-expresión de HDAC6wt

lleva a una pérdida progresiva de la señal de la proteína, efecto ausente con el

mutante de HDAC6-ΔBUZ. En cambio, la grá,ca para A3G nos indica que la

presencia de ambas proteínas (salvaje o mutante) se acompaña con una mayor

estabilidad de A3G a pesar de la presencia de Vif.
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Figura 4.5: Estudio de la afectación de HDAC6 y HDAC6-ΔBUZ sobre A3G y Vif.

A) Imagen representa*va de los experimentos realizados, los primeros seis carriles corresponden al
ensayo con HDAC6wt, cuya incremento lleva a una pérdida de señal de Vif con una recuperación
progresiva de A3G, muy evidente en el carril 6. Los úl*mos seis carriles corresponden a las condiciones
testadas con HDAC6-ΔBUZ, la señal de Vif permanece invariable en todas las condiciones, al igual que
la señal de A3G. C) Grá�cas de las medias de señal de Vif (grá�ca superior) y A3G (grá�ca inferior) de
varios experimentos, los puntos negros corresponden a la condición HDAC6wt y los puntos blancos a la
condición HDAC6-ΔBUZ. Los valores están normalizados por la señal de la proteína correspondiente
expresada en ausencia de HDAC6. En el caso de A3G se tomó como referencia la señal de la proteína en
presencia de Vif y ausencia de HDAC6.

4.1.4 HDAC6 y APOBEC3G interaccionan de manera cons>tu>va.

La primera impresión tras estos resultados fue que, de alguna manera,

HDAC6wt promueve la degradación de Vif y que como resultado A3G no se ve

afectado por esta proteína viral. En cambio, en el caso del mutante HDAC6-ΔBUZ,

que no logra promover la degradación de Vif pero sí la estabilización de A3G, nos

llevó a pensar en un mecanismo adicional de protección del factor de restricción.

Por ello, nos planteamos si HDAC6 y A3G interaccionarían en la célula en ausencia

de un factor desencadenante como podía ser la presencia de Vif. Realizamos

diversos experimentos de inmunoprecipitación en los cuales, arrastrábamos a

HDAC6 (endógeno o sobre-expresado, según el experimento) y por tanto a todas

las proteínas con las que interacciona. En sen0do contrario también, a través del

tag, arrastramos a A3G y a las proteínas con las que presentase interacción. Para
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A3G no pudimos testar la proteína endógena ya que realizamos estos

experimentos en células 293T, estas células son de 0po permisivo por lo que no

expresan A3G de manera endógena. Con el puri,cado resultante de las

inmunoprecipitaciones realizamos Western Blot para analizar los resultados.

Arrastrando A3G de un lisado celular donde sólo se expresó esta proteína y

de otro lisado donde también se había sobre-expresado HDAC6wt, en ambos

casos, detectamos HDAC6 en la fracción de la Co-IP (Fig. 4.6). En el primer caso

estábamos arrastrando a la proteína endógena (Fig. 4.6 A) y en el segundo caso la

proteína HDAC6wt recombinante (Fig. 4.6 B). Seguidamente, realizamos nuevas co-

inmunoprecipitaciones pero arrastrando la proteína HDAC6 endógena de un lisado

donde previamente se expresó A3G y en otra ocasión arrastramos la proteína

HDAC6wt recombinante de otros lisados celulares donde también se expresó A3G.

En estos ensayos, añadimos un condición adicional de co-expresión de HDAC6-

ΔBUZ. En todos los casos detectamos A3G en la fracción de la Co-IP, resultados

concordantes con las co-inmunoprecipitaciones anteriores (Fig. 4.6 C y D). Para

descartar una afectación en las inmunoprecipitaciones debido a las e0quetas de las

proteínas, realizamos un pequeño abordaje  usando proteínas HDAC6 y A3G con

diferentes e0quetas (HA para HDAC6 y Flag y myc para A3G). Pero el resultado de

las inmunoprecipitaciones no varió con respecto a los resultados anteriores (Fig.

4.6 E), descartando cualquier resultado artefactado debido a las dis0ntas e0quetas

de las proteínas.

Con este pequeño abordaje, concluimos que HDAC6 y A3G interaccionan en

la célula de manera basal, y que la región BUZ no resulta indispensable para esta

interacción.
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Figura 4.6: Co-inmunoprecipitaciones de A3G y HDAC6.

Se muestra la fracción de la co-IP en las imágenes superiores y los lisados celulares en las inferiores. A)
Co-IP de la proteína HDAC6 endógena junto con A3G-3xHA, al usar un an*cuerpo an*-HA para la
inmunoprecipitación. B) Co-IP de la proteína HDAC6 recombinante junto con A3G-3xHA, al usar un
an*cuerpo an*-HA para la inmunoprecipitación. C) Co-IP de A3G-3xHA junto con la proteína HDAC6
endógena al usar un an*cuerpo an*-HDAC6 para la inmunoprecipitación. D) Co-IP de A3G-3xHA junto
con la proteína HDAC6wt (primer carril) y HDAC6-ΔBUZ (segundo carril), usar un an*cuerpo an*-
HDAC6 para la inmunoprecipitación. E) Inmunoprecipitaciones realizadas contra con tag myc (dos
primeros carriles) y FLAG (dos úl*mos carriles) de A3G. La co-IP de HDAC6 fue posi*va
independientemente del tag de ambas proteínas.

Con el obje0vo de comprobar más en profundidad la implicación del

dominio BUZ de HDAC6 en la interacción con A3G, llevamos a cabo nuevas

inmunoprecipitaciones en lisados celulares de 293T donde habíamos co-

transfectado los plásmidos A3G-3xHA y HDAC6wt o HDAC6-ΔBUZ, o HDAC6-BUZ

(este úl0mo plásmido codi,ca solamente para la región BUZ de HDAC6). Como la

e0queta de todos los constructos de HDAC6 fue GFP, usamos para la
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inmunoprecipitación un an0cuerpo especí,co contra este tag. De manera que

arrastramos a todos nuestros constructos HDAC6 y las proteínas que interaccionen

con ellos evitando diferencias en la inmunoprecipitación debido a menores

a,nidades del an0cuerpo HDAC6 por las fracciones que presentan deleciones en su

secuencia. Detectamos señal de la proteína A3G en la fracción de la Co-IP

independientemente del fragmento de HDAC6 que se haya co-expresado con ella

(Fig. 4.7). Suponemos que no existe una región única de interacción de HDAC6 con

A3G,o en tal caso esta región resulta ser tan amplia  que implica al dominio BUZ y a

otras regiones de HDAC6. 

Figura 4.7: Co-inmunoprecipitación  de los
constructos de HDAC6 y A3G.

La IP se realizó contra el tag GFP de los
constructos de HDAC6. Las imágenes
superiores corresponden a la fracción de la co-
IP y las imágenes inferiores a la fracción de
lisados celulares. La proteína recombinante
A3G-3xHA co-inmunoprecipitó en todas las
condiciones. Las inmunoprecipitaciones se
realizaron tras el tratamiento de los lisados
celulares con RNAsa A

En estos ensayos, previa a la inmunoprecipitación, los lisados celulares se

some0eron a tratamiento con ARNasa. A3G 0ene la capacidad de interaccionar con

ácidos nucleicos, formando en la célula pequeños aglomerados de proteínas y
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ARN, decidimos realizar dicho tratamiento para vislumbrar si esta interacción entre

HDAC6 y A3G era dependiente o no de moléculas de ARN que actuasen como

puente. La Co-IP posi0va en todas las condiciones nos permite a,rmar que la

interacción entre HDAC6 y A3G se produce sin necesidad de la presencia de ARN.

Profundizando en la interacción y co-localización de estas proteínas,

realizamos estudios de microscopía de Euorescencia confocal en células 293T. En

primer lugar estudiamos la localización de A3G sobre el HDAC6 endógeno, por lo

que tan solo transfectamos plásmido A3G-3xHA y usamos an0cuerpos especí,cos

que reconocían las proteína HDAC6, α-Tubulina, y la e0queta HA del A3G. Cada

an0cuerpo es reconocido de manera especí,ca por otro de 0po Alexa que lleva

acoplado un Euoróforo con dis0ntas longitudes de onda de excitación y de

emisión. De esta manera podemos detectar en una misma célula las tres proteínas

a la vez sin que las señales de los Euoróforos se solapen.

El estudio de las imágenes nos mostró que la localización de A3G parecía

coincidir en la célula con HDAC6 (Fig. 4.8). Diversos estudios describen la co-

localización de HDAC6 con la α-Tubulina, por ello el marcaje adicional de esta

proteína, y la coincidencia que parece haber con las señales de A3G y α-Tubulina

(Fig. 4.8, imagen de solapamiento del área de zoom) nos apoya en nuestra idea de

que HDAC6 y A3G colocalizan a lo largo de los microtúbulos siguiendo el patrón de

HDAC6. Aunque también vimos regiones donde el solapamiento se produce en el

citoplasma, independiente a la red de microtúbulos.
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Figura 4.8: Microscopía confocal de la sobre-expresión de A3G-3xHA y del HDAC6 endógeno.

El ensayo se realizó en células 293T, mostramos el HDAC6 endógeno en color verde, la proteína
recombinante A3G en rojo y la α-Tubulina en color azul. Las zonas donde hay superposición de las
señales de HDAC6 y A3G se muestran de color amarillo y la superposición de las señales de A3G y de α-
Tubulina en color fucsia. La región ampliada o zoom corresponde a la zona enmarcada por el cuadrado
blanco de las imágenes superiores.

Repe0mos los ensayos transfectando un plásmido para la proteína

HDAC6wt, en este caso con la proteína GFP acoplada en fase con su marco de

lectura, y por tanto sin necesidad de usar an0cuerpos para detectar esta proteína,

vemos que se repite el mismo patrón de co-localización (Fig. 4.9 A). Además, este

fenómeno se man0ene independientemente de la e0queta de HDAC6 o de A3G

(Fig. 4.9 B), ya que obtuvimos los mismos resultados al transfectar un plásmido

para HA-HDAC6wt y un plásmido de A3G con un tag diferente (FLAG en este caso).

También estudiamos esta co-localización con el constructo HDAC6-ΔBUZ y el

resultado fue nuevamente de co-localización posi0va, con superposición de las

señales de HDAC6-ΔBUZ, A3G y α-Tubulina (Fig. 4.9 C).
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Figura 4.9: Microscopía confocal de sobre-expresión de A3G-3xHA y HDAC6.

Imágenes representa*vas de los ensayos de microscopía confocal de sobre-expresión de A3G y HDAC6
y marcaje de α-Tubulina (señal en azul). A) Imágenes del ensayo en los cuales sobre-expresamos A3G-
3xHA (señal en rojo) y GFP-HDAC6wt (señal en verde). La región ampliada o zoom corresponde al zona
enmarcada por el cuadrado blanco de las imágenes de la izquierda. B) Imágenes del ensayo en los
cuales sobre-expresamos A3G-FLAG (señal en rojo) y HA-HDAC6wt en el set de imágenes superior y HA-
HDAC6-ΔBUZ (señal en verde para ambas proteínas).

4.1.5 HDAC6, A3G y Vif pueden interaccionar de manera simultánea.

Llegados a este punto podíamos a,rmar que la presencia de HDAC6wt

induce la degradación de Vif, y como consecuencia A3G no es degradado. Además,

ambas proteínas celulares co-localizan en la célula interaccionando de manera

basal sin necesidad de un es�mulo externo. Es posible que esta interacción actúe

de manera compe00va en el caso de HDAC6-ΔBUZ, ya que este mutante es incapaz
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de inducir la degradación de Vif, pero sí de evitar la de A3G en presencia de la

proteína viral.

Frente a estos resultados abordamos una nueva cues0ón: ¿HDAC6 era capaz

de reconocer a Vif directamente, o la presencia de A3G era indispensable actuando

como un nexo entre las dos proteínas?. Realizamos de nuevo, IP en lisados 293T

tras la co-transfección de plásmidos de HDAC6 (salvaje y mutante), A3G y Vif,

arrastrando en el ensayo a la proteína viral. Estos experimentos se realizaron por

duplicado, un set fue some0do a tratamiento con RNAsa previo a la realización de

la inmunoprecipitación y el otro no. En los Western Blot resultantes, en la fracción

Co-IP (independientemente del tratamiento) Vif arrastró consigo tanto a HDAC6wt

como a HDAC6-ΔBUZ (Fig. 4.10, carriles 6, 7, 8 y 9) siendo el resultado indiferente a

la presencia de A3G. Estos resultados nos con,rman que HDAC6 interacciona con

Vif directamente sin que A3G tenga que actuar como nexo entre ambas proteínas.

Además, moléculas de ARN no parecerían par0cipar en esta interacción. Por otro

lado, la presencia de A3G o HDAC6 no parece afectar a la co-IP con Vif, por lo que

suponemos que las tres proteínas interaccionan por regiones no idén0cas y de

manera simultánea.
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Figura 4.10: Co-inmunoprecipitaciones entre A3G, Vif y dos constructos de HDAC6.

Las IP se realizaron contra el tag de A3G-3xHA. Las imágenes superiores corresponden a la fracción de
co-inmunoprecipitación y las imágenes inferiores a la fracción de los lisados celulares. El conjunto de
imágenes de la izquierda corresponde a la inmunoprecipitación realizada en lisados celulares sin
tratamiento con RNasa A y el conjunto de imágenes de la derecha a la inmunoprecipitación realizada
en lisados celulares tratados previamente con RNasa A. Se marcaron las proteínas A3G (mediante su
tag), HDAC6 y Vif como proteínas de interés y la Ac*na como control de carga en la fracción de los
lisados celulares. Estas tres úl*mas proteínas fueron marcadas con an*cuerpos especí�cos.

Profundizando en este aspecto, realizamos colaboraciones con el Dr. Ricardo

Madrid (BioAssays, Madrid) para realizar ensayos de GST-pulldown. En estos

ensayos se expresaron nuestras proteínas de interés en un entorno procariota y

usamos la e0queta GST para realizar la precipitación. El resultado de estos

experimentos nos permite saber si dos o más proteínas interaccionan

directamente entre sí o si son parte de un complejo de más componentes, ya que

tanto la expresión de  las proteínas como el ensayo fue realizados en bacterias, así,

una co-P posi0va en ausencia del resto de proteínas celulares indica una

interacción directa. Estos resultados nos mostraron que se producía interacción

entre los diferentes mutantes de HDAC6 tanto con A3G como con Vif. Imágenes

representa0vas de estos experimentos se muestran en el ar�culo cien�,co

presente en el Anexo I.

86



106 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

RESULTADOS

4.1.6 HDAC6 afecta a los niveles de ubiqui>nación de A3G promovidos 

por Vif.

Vif promueve la degradación de A3G mediante una poli-ubiqui0nación de la

proteína que supone para la célula la señal de degradación por el proteasoma. Nos

planteamos si HDAC6 podía afectar a este evento de poli-ubiqui0nación de A3G.

Para ello, realizamos ensayos de co-transfección en células 293T con los plásmidos

A3G-3xHA (0,5 μg), Vif (0,25 μg), HDAC6wt y HDAC6-ΔBUZ (2 y 5 μg) y en todas las

condiciones el plásmido Ub-6xHis (2 μg, este plásmido codi,ca para la Ubiqui0na

con la e0queta en tándem de 6 his0dinas). Después de lisar las células, el lisado se

somete a precipitación usando bolas magné0cas de Níquel, que presenta una alta

a,nidad por la cola de his0dinas de la Ubiqui0na recombinante. Así, en la fracción

de precipitación tendremos todas las proteínas que presenten poli-ubiqui0nación

con este 0po de Ubiqui0na y el resto de proteínas que interaccionen con ellas. Con

el resultado se realiza un Western Blot donde marcamos nuestro A3G y

observamos un mul0bandeado que corresponde a los diferentes grados de poli-

ubiqui0nación de la proteína. La presencia de Vif lleva a un aumento en ese

bandeado, con mayor presencia de formas de A3G poli-ubiqui0nadas con respecto

a una condición basal (Fig. 4.11 A, comparando carril 2 con carril 1 de la imagen de

co-P). Con la sobre-expresión de HDAC6wt el grado de poli-ubiqui0nación de A3G

aparece drás0camente disminuidos (Fig. 4.11 A, comparando carriles 3 y 4 con

carril 2). En cambio, la presencia de HDAC6-ΔBUZ, el bandeado de formas

ubiqui0nadas de A3G es incluso mayor que el promovido por Vif (Fig. 4.11 A,

comparando carriles 5 y 6 con carril 2).

Seguidamente, repe0mos el estudio de poli-ubiqui0nación de A3G, pero en

esta ocasión induciendo el silenciamiento de la proteína HDAC6 endógena

mediante el uso de ARNi en células 293T. Nuestros resultados revelaban que en
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condiciones de menor presencia de HDAC6 el mul0bandeado de las formas

ubiqui0nadas de A3G aumenta considerablemente en presencia de Vif, en

comparación de una condición control scrambled donde la expresión de HDAC6

endógeno 0ene niveles basales (Fig. 4.11 B, comparando carril 4 con carril 2). A

parte del marcaje de la proteína endógena, que nos revela la efec0vidad del

silenciamiento, también observamos la respuesta en la ace0lación de α-Tubulina.

La banda de esta proteína es de mayor tamaño e intensidad que en  el marcaje de

la condición control, este efecto nos sirve de control funcional del silenciamiento.

Figura 4.11: Estudio de los niveles de ubiqui*nación de A3G.

El ensayo se realizó mediante co-precipitación de las formas poli-ubiqui*nadas de A3G en condiciones
de sobre-expresión de HDAC6wt (condiciones 3 y 4) y de HDAC6-ΔBUZ (condiciones 5 y 6). Las
imágenes superiores corresponden a la fracción de la co-precipitación realizada con bolas magné*cas
de Níquel, las ubiqui*nas que forman las cadenas de marcado de A3G poseen un tag de 6 his*dinas
con alta a�nidad por las bolas de Níquel. Las imágenes inferiores corresponden al estudio de la
fracción de lisados celulares previos a la precipitación. Imagen representa*va del estudio de los niveles
de ubiqui*nación de A3G realizado mediante co-precipitación de sus formas poli-ubiqui*nadas en
condiciones de silenciamiento de la proteína HDAC6 endógena (condiciones 3 y 4). Las imágenes
superiores corresponden a la fracción de la co-P realizada con bolas magné*cas de Níquel. Las
imágenes inferiores corresponden a la fracción de lisados celulares.

Los resultados de estos dos úl0mos ensayos, nos permiten concluir el

siguiente escenario: HDAC6wt al promover la degradación de Vif evita que éste

88



108 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

RESULTADOS

actúe y por lo tanto, evita que A3G sea poli-ubiqui0nado. Además, el

silenciamiento de HDAC6 nos indica que la proteína endógena presenta este

mismo efecto de protección de A3G que el observado con el HDAC6 recombinante.

Por otra parte, aunque habíamos observado que HDAC6-ΔBUZ provoca una

protección de A3G en presencia de Vif, estos experimentos nos reEejan que no

logra evitar que A3G sea poli-ubiqui0nado como marcaje para su degradación

proteasómica. Es posible que HDAC6-ΔBUZ por interacciones que no implican al

dominio BUZ se una a A3G evitando que sea degradado a pesar de su marcaje. Por

ello encontramos un aumento en las formas poli-ubiqui0nadas de A3G en

presencia de Vif y de este mutante de HDAC6.

4.1.7 HDAC6 media la degradación de Vif independientemente de la 

interacción entre Vif y A3G

Gracias a la amabilidad y colaboración con el Dr. Jean-Christophe Paillart y su

equipo tuvimos a nuestra disposición dos mutantes de A3G ampliamente

estudiados y u0lizados en los estudios sobre la relación existente entre Vif y A3G.

Ambos mutantes presentan un único cambio de aminoácido en diferentes regiones

que le con,eren caracterís0cas dispares. El primer mutante, llamado A3G C97A,

presenta un cambio de aminoácido (de císteina a alanina) en la posición 97 de la

secuencia. Esta modi,cación le con,ere resistencia a la degradación promovida por

Vif, a pesar de mantener intacta la capacidad de interacción con la proteína viral

con a,nidades muy cercanas a la proteína A3G salvaje. En cambio, sí es sensible a

que Vif evite su encapsidación y por tanto ac0vidad. Este mutante presenta una

capacidad limitada para mul0merizar y aunque se describió como incapaz de

formar parte de complejos HMM (High molecular mass, complejos de alto peso

molecular), trabajos posteriores vieron que aunque sigue presentando esta

capacidad, se encuentra altamente limitada (255–257). Por otro lado, el segundo
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mutante denominado A3G D128K, presenta un cambio de aminoácido (de

aspartato a lisina) en la posición 128 de la secuencia. Esta modi,cación no afecta a

la capacidad de la proteína de mul0merizarse, encapsidarse, formar parte de

complejos HMM, y aunque presenta cierta capacidad de interacción con Vif, ésta

es muy lábil pero, en cambio, a pesar de todo ello resulta insensible al efecto pro-

degrada0vo de la proteína viral. Pero si resulta sensible a la degradación

promovida por Vif-SIV (proteína Vif del Virus de la Inmunode,ciencia de Simios).

Por lo que se cree que ese aminoácido resulta esencial en la especi,cidad de

interacción y reconocimiento entre especies.

Para veri,car que las caracterís0cas de A3G, su sensibilidad a ser degradado

por Vif o su capacidad de interacción con la proteína, no afectaba al efecto de

degradación de HDAC6 sobre Vif. Analizamos por ensayos bioquímicos de Western

Blot los lisados de células 293T que previamente habían sido transfectadas con Vif

(0,25 μg de plásmido), A3G (mutantes C97A o D128K, 0,5 μg de plásmido) y

HDAC6wt (0,5 μg y 2 μg de plásmido). En estos experimentos el marcaje de A3G se

realizó con un an0cuerpo especí,co contra la proteína cedido por el Dr. J-C Paillart,

ya que estas proteínas recombinantes carecen de tag. En nuestros resultados

comprobamos la resistencia de estos mutantes A3G a ser degradados por Vif y

observamos que la presencia de estos mutantes parecía afectar al afecto que

HDAC6 ejerce sobre Vif. (Fig. 4.12)
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Figura 4.12: Ensayo de degradación de Vif en presencia de dos mutantes de A3G.

La imagen representa*va de los Western Blot realizados con el mutante A3G_C97A corresponde a la
imagen izquierda, mientras que la imagen representa*va de los ensayos con el mutante A3G_D128K
corresponde a la imagen derecha. En ambos casos vemos la pérdida de señal de Vif debido a la
presencia aumentada de HDAC6 independiente de la presencia de los mutantes A3G.

Para estos mutantes, aprovechando la colaboración con el Dr. Ricardo

Madrid, testamos mediante ensayos de GST-pulldown, su capacidad de interacción

con HDAC6 y Vif, y observamos que ambos mutantes interaccionan con los

diferentes constructos de HDAC6 y con,rmamos en estos ensayos la buena

interacción entre Vif y A3G-C97A y la débil unión entre Vif y A3G-D128K. Imágenes

representa0vas de estos experimentos se muestran en el Anexo 2.

4.1.8 La degradación de Vif promovida por HDAC6 depende de su 

dominio BUZ

Para profundizar un poco más en la relación entre HDAC6 y Vif, y viendo que

A3G no resulta indispensable, decidimos realizamos una serie de experimentos en

ausencia de A3G. En primer lugar, nuevamente llevamos a cabo ensayos de co-

transfección en células 293T, de plásmidos que codi,can para ambas proteínas y

realizamos posteriormente Western Blot de los lisados celulares. Transfectamos

una can0dad ,ja de plásmido de Vif (0,25 μg) frente a can0dades crecientes de

HDAC6wt (0,5 μg, 1 μg, 1,5 μg y 2 μg) y en otras condiciones, mismas can0dades

crecientes de plásmido HDAC6-ΔBUZ. La sobre-expresión de HDAC6wt, claramente,
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se ve acompañada por un descenso en la señal de Vif (Fig. 4.13, carriles del 3 al 6

en comparación con carril 2), en cambio la señal de esta proteína viral en co-

expresión con HDAC6-ΔBUZ no se ve afectada (Fig. 4.13, carriles del 9 al 12 en

comparación con carril 8). Las grá,cas adjuntas a las imágenes, representan los

valores medios de intensidad de señal de Vif de varios experimentos, y se observa

más claramente el efecto que describimos (Fig. 4.13, grá,ca izquierda). Estudios

recientes han demostrado la importancia de la proteína CBF-β (Core-binding factor

subunit beta, subunidad beta del factor de unión al si0o principal) en la nucleación

del complejo ubiqui0na ligasa promovido por Vif y especialmente se relaciona la

presencia y unión con Vif de este factor con la estabilidad de la proteína viral

dentro de la célula (XX, XX). Por ello, marcamos también en el Western Blot la

proteína CBF-β para descartar que la degradación de Vif estuviese provocada por

una afectación de este factor y no fuese un efecto directo de HDAC6 sobre Vif.

Tanto en la imagen representa0va del experimento, como en la grá,ca adjunta (Fig.

4.13, grá,ca derecha), se muestra que CBF-β permanece invariable a la expresión

aumentada tanto de HDAC6wt, como de HDAC6-ΔBUZ (Fig. 4.13). Así, a,rmamos

que HDAC6 actúa sobre Vif de una manera directa y no como consecuencia de una

mayor inestabilidad de la proteína por no poder formar la nucleación de su

complejo.
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Figura 4.13: Estudio del efecto degrada*vo de HDAC6 sobre Vif en ausencia de A3G.

Los seis primeros carriles de la imagen corresponden al ensayo realizado en presencia de HDAC6wt y
los seis úl*mos carriles al ensayo realizado en presencia de HDAC6-ΔBUZ. También se representa la
señal de la proteína endógena CBF-β como control de que HDAC6 no esté afectando a este factor,
indispensable en la nucleación y estabilidad de Vif. Las grá�cas inferiores representan los valores
medios de varios experimentos de las señales de Vif (grá�ca izquierda) y las señales de CBF-β (grá�ca
derecha) en presencia de HDAC6wt (puntos negros) y en presencia de HDAC6-ΔBUZ (puntos blancos).
Los valores se han representado normalizados por las señales de ambas proteínas en la condición de
no expresión de HDAC6 (condiciones 2 y 8 respec*vamente para cada constructo de HDAC6).

En los experimentos donde estudiamos la poli-ubiqui0nación de A3G en

condiciones de silenciamiento de HDAC6 endógeno, ya observamos un efecto

posi0vo en la señal de Vif en la condición silenciada (Fig. 4.11 carril 4 de la fracción

de lisado celular). Igualmente, decidimos veri,car este efecto silenciando la

proteína HDAC6 endógena junto con una sobre-expresión de Vif, en ausencia del

resto de proteínas presentes en los ensayos anteriores. En estos ensayos, la banda

de Vif estaba notablemente aumentada con respecto a la condición control
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scrambled. Además, CBF-β, permanece invariable a pesar del silenciamiento (Fig.

4.14, imagen y grá,ca adjunta).

Con estos resultados con,rmamos que HDAC6 ejerce un efecto nega0vo

directo sobre la proteína viral Vif. Este efecto no es consecuencia de la afectación

de CBF-β, factor indispensable en la nucleación del complejo ubiqui0na ligasa y

que afecta a la estabilidad de la proteína viral.

Figura 4.14: Estudio de la  estabilidad de Vif en condiciones de silenciamiento de HDAC6.

Mediante el uso de ARNi especí�co, se silenció la proteína HDAC6 endógena. Analizamos los resultados
por Western Blot. También se marcó la proteína CBF-β para comprobar su afectación por el
silenciamiento de HDAC6. La grá�ca adjunta representa los valores de varios experimentos de las
señales de todas las proteínas marcadas. 

4.1.9 HDAC6 induce la degradación de Vif de manera dependiente de su 

dominio BUZ y de su capacidad desace>lasa.

El siguiente abordaje fue estudiar la implicación de los diferentes dominios

de HDAC6 en la promoción de la degradación de Vif. Para ello, realizamos

experimentos de co-transfección en células 293T usando cuatro plásmidos

diferentes para la sobre-expresión de HDAC6. Dos de ellos ya usados

anteriormente son los que codi,can para las proteínas salvaje y mutante ΔBUZ. Los

otros dos plásmidos codi,can uno para la fracción BUZ de la proteína y el cuarto

para un HDAC6 recombinante de mismo tamaño y secuencia que la proteína

salvaje pero que presenta dos mutaciones puntuales en ambos dominios catalí0cos
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por lo que carece de ac0vidad desace0lasa (HDAC6dm, double mutant, doble

mutante). Otra vez, transfectamos una can0dad ,ja de plásmido codi,cante de Vif

(0,5 μg) frente dos can0dades de los plásmidos HDAC6 (0,5 μg y 2 μg). Las

imágenes de Western Blot resultantes de estos experimentos con las proteínas

HDAC6wt y HDAC6-ΔBUZ con,rman el fenómeno descrito anteriormente (Figs. 4.1

y 4.13). En el ensayo realizado con la fracción BUZ de HDAC6 se repite la respuesta

vista con HDAC6wt, rea,rmando la idea de la relevancia de este dominio en la

acción degrada0va de Vif. La novedad apareció en los resultados obtenidos con

HDAC6dm, donde la pérdida de la función deace0lasa se revela con una pérdida

también de la capacidad de HDAC6 de promover la degradación de Vif (Fig. 4.15).

 Como control de la funcionalidad de HDAC6 analizamos siempre la can0dad

de α-Tubulina ace0lada, y vemos como con las expresiones de BUZ y HDAC6dm la

señal de α-Tubulina ace0lada se man0ene estable o incluso se ve aumentada en el

úl0mo caso.
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Figura 4.15: Estudio de la implicación de las diferentes regiones de HDAC6 sobre Vif. 

La imagen superior izquierda corresponde al ensayo realizado como control del efecto habitual de
HDAC6wt. Las siguientes imágenes en el sen*do habitual de lectura corresponden a los ensayos con la
fracción BUZ, el mutante HDAC6-ΔBUZ, y el mutante HDAC6dm respec*vamente.

4.1.10 HDAC6 induce la degradación de Vif vía autofagia.

Nuestro siguiente paso fue averiguar mediante que vía de degradación

presente en la célula, HDAC6 provoca la degradación de Vif. Las dos vías �picas que

decidimos estudiar fueron la vía del proteasoma y la vía de degradación autofágica.

Para ello, u0lizamos las construcciones de HDAC6 que mostraron un efecto posi0vo

en la degradación, es decir HDAC6wt y la fracción BUZ, realizando ensayos de co-

transfección idén0cos a los realizados en los experimentos anteriores. En esta

ocasión, entre cuatro-cinco horas previas a la lisis de las células provocamos la

inhibición del proteasoma (mediante el uso del inhibidor especí,co MG132) o la

inhibición de la autofagia (mediante el uso del inhibidor 3-MA). Dependiendo de la

96



116 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

RESULTADOS

vía usada por HDAC6 para provocar la degradación de Vif, deberíamos ser capaces

con este bloqueo de detectar un consecuente bloqueo de esta degradación.

Las imágenes de Western Blot resultantes nos indican que, la inhibición del

proteasoma no conllevó un bloqueo de la degradación de Vif, en cambio al inhibir

la vía de la autofagia, la sobre-expresión de cualquiera de los dos constructos de

HDAC6 no provocó la ya observada degradación de Vif (Fig. 4.16 A y B, condiciones

con MG132). Además, en estos experimentos vimos un efecto relevante que

apoyaba la idea de que Vif estaba siendo degradada por la vía autofágica.

Observamos que al someter a la células a un bloqueo de sus proteasomas, no sólo

no provocábamos la estabilización de Vif si no que la degradación parecía

fomentada en comparación con las mismas condiciones en los experimentos

control sin inhibidor. Este efecto se evidencia mejor en la grá,ca de cuan0,cación

adjunta, donde se representa el descenso de las señales de Vif comparando la

condición con MG132 con la condición control (Fig. 4.16 C, grá,cas superior

representa las condiciones con HDAC6wt y la inferior con la fracción BUZ). Aunque

en la célula existe un procesamiento basal de componentes celulares vía autofagia,

este proceso puede fomentarse bajo determinadas circunstancias. Una de las

condiciones que ac0van la autofagia es la acumulación de proteínas sin degradar

debido al bloqueo del proteasoma. Por ello, al degradarse Vif a través de

mecanismos autofágicos y al estar estos mecanismos aumentados en presencia de

MG132, nos encontramos mayores niveles de degradación de Vif en comparación

con la condición control.
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Figura 4.16: Estudio de la inhibición del proteasoma y de la autofagia. 

A) Ensayos con el constructo HDAC6wt durante la inhibición del proteasoma con MG132 (imagen
izquierda) y la inhibición de la autofagia (imagen derecha). B) Ensayos con el constructo BUZ durante la
inhibición del proteasoma con MG132 (imagen izquierda) y la inhibición de la autofagia (imagen
derecha. C) Grá�cas que representan las señales de Vif de las codiciones control (barras negras) y las
condiciones de inhibición del proteasoma (barras blancas) donde se muestra la potenciación de la
degradación de Vif por el bloqueo del proteasoma (comparación entre barras blancas y negras), tanto
en presencia de HDAC6wt (grá�ca superior) como en presencia de la fracción BUZ (grá�ca inferior).

4.1.11 HDAC6 afecta a la infec>vidad de VIH

La úl0ma cues0ón que nos planteamos en la caracterización de HDAC6 como

factor an0viral contra Vif, fue estudiar cómo afecta la ac0vidad de HDAC6 en la

capacidad infec0va del VIH. Llevamos a cabo la síntesis de pseudovirus en células

293T realizando co-transfecciones de plásmido codi,cante de cuerpo viral (1 μg)

junto con plásmido codi,cante de las proteínas de la envuelta (1 μg), además, se

añadió el plásmido que codi,ca para A3G-3xHA en todas las condiciones (0,5 μg,

las células 293T son permisivas, no expresan A3G de manera endógena). Además,

según la condición se co-transfectó plásmido HDAC6wt (de 0,5 μg y 1 μg) o

plásmido HDAC6-ΔBUZ (0,5 μg y 1 μg). Los pseudovirus presentes en el

sobrenadante del cul0vo de 293T fueron usados para infectar células HeLa P5, que
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presentan el gen de la enzima β-Galactosidasa bajo la regulación de la proteína

viral Tat. La infección de estas células provoca la expresión de esta enzima, cuya

presencia se detecta por su ac0vidad y la representamos como unidades rela0vas

de luz. Los pseudovirus sinte0zados en presencia de HDAC6wt presentaron unos

niveles de infección mucho menores que los de la condición control (Fig. 4.17 A,

condiciones 2 y3 en comparación con la condición 1). Además, este descenso en la

capacidad infec0va es proporcional a la can0dad de HDAC6 sobre-expresado. En

cambio, la producción de pseudovirus en presencia de HDAC6-ΔBUZ no parece

conducir a una pérdida en la capacidad infec0va de estos pseudovirus (Fig. 4.17 A,

las condiciones 4 y 5 en comparación con la condición 1)

En sintonía con el experimento anterior realizamos una producción de

pseudovirus en células 293T donde en vez de provocar una sobre-expresión de

HDAC6, silenciamos la proteína endógena mediante el uso de ARNi. Los niveles de

luz producidos por estos pseudovirus sinte0zados en condiciones de baja expresión

de HDAC6 resultaron mucho más elevados que los de la condición control

scrambled (Fig. 4.17 B).
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Figura 4.17: Ensayos de infección por el método de la β-Galactosidasa en células HeLaP5.

Las condiciones representadas corresponden a las de las células 293T productoras. Las condiciones 2 y
3 corresponden a entornos de producción de pseudovirus en presencia de HDAC6wt en can*dades
crecientes y las condiciones 4 y 5 corresponden a entornos de producción de pseudovirus en presencia
de HDAC6-ΔBUZ. Los valores representados son los valores de emisión sin normalizar. B) Ensayo de
infección donde la producción de pseudovirus se dió bajo un silenciamiento de la proteína HDAC6
endógena en comparación con la producción de pseudovirus en condiciones normales, se gra�caron los
valores absolutos (grá�ca inferior). La imagen de Western Blot adjunta corresponde a los lisados
celulares de las células 293T productoras de pseudovirus. Se muestra además, la representación del
aumento de la señal de la proteína Vif debido al silenciamiento de HDAC6 en las células productoras
(grá�ca derecha).

La disminución de la capacidad infec0va en los pseudovirus producidos en

presencia de HDAC6 podría explicarse por el fenómeno de degradación de Vif y

consecuente protección de A3G. Al haber menos Vif en la célula productora A3G

no será degradado por la acción de Vif y podrá encapsidarse dentro del virión y

actuar en su rol de factor de restricción en los siguientes ciclos de infección,

disminuyendo la infec0vidad de los pseudovirus. Para comprobar esta hipótesis

realizamos de nuevo ensayos de infección comprobando la presencia de A3G

dentro de las par�culas víricas. La producción de pseudovirus se hizo en células

293T con mismas condiciones que en  experimentos anteriores, a diferencia que el

100



120 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

RESULTADOS

plásmido usado para la síntesis de las proteínas de la envuelta presentaban

tropismo X4. De esta manera, además, nos aseguramos que el efecto observado no

guarda relación con el tropismo del virus. También, previo a realizar el ensayo de

infección, en este caso realizado en células CEM-NKR-CCR5, separamos una fracción

del sobrenadante para analizar los pseudovirus ahí presentes. Tras provocar la

desnaturalización de las par�culas víricas y aislamiento de las proteínas,

some0mos esta fracción a un análisis por Western Blot. Y detectamos las proteínas

Vif y A3G ahí presentes. En las condiciones donde hay sobre-expresión de

HDAC6wt la encapsidación de Vif fue menos exitosa que en el resto de las

condiciones (Fig. 4.18, imagen “lisado de virus”, comparando condiciones 3 y 4 con

condición 2) lo que parece traducirse en una menor infección según vemos en la

grá,ca adjunta. En cambio la presencia de HDAC6-ΔBUZ durante la producción de

pseudovirus no pareció afectar a la encapsidación de Vif. En todas las condiciones

la presencia de A3G dentro del virión fue estable. Ante estos resultados concluimos

que la presencia de HDAC6wt, vía autofagia, promueve la degradación de Vif y en

consecuencia A3G no es degradado, se encapsidará dentro del virión y actuará en

los siguientes ciclos mermando signi,ca0vamente la capacidad de infección del

virus. En cambio, en presencia de HDAC6-ΔBUZ, Vif no es degradado, y aunque

A3G tampoco resulta degradado, permanece marcado con cadenas de ubiqui0nas

para su degradación proteasómica. A pesar de encapsidarse en las par�culas

nacientes, este A3G no conserva su funcionalidad y no afecta a la capacidad

infecciosa de los pseudovirus. Es posible que este marcaje de Ubiqui0nas provoque

cambios conformacionales que inac0ven la capacidad enzimá0ca o de

reconocimiento de la cadena minus del ADN viral o que al entrar en la nueva célula

junto con el virus, sea diana de la maquinaria proteasómica de degradación de esta

nueva célula.
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Figura 4.18: Ensayo de infección por el método de la enzima Luciferasa en CEM.NK R-CCR5.

Ensayo de infección en condiciones de sobre-expresión de HDAC6wt (condiciones 3 y 4) y de sobre-
expresión de HDAC6-ΔBUZ (condiciones 5 y6). Se muestra la imagen representa*va de Western Blot de
los lisados celulares de las células productoras de pseudovirus (imagen superior), la imagen
representa*va de Western Blot de los lisados de las par+culas virales presentes en los sobrenadantes
de las células productoras (imagen inferior) y una representación grá�ca de los valores absolutos de luz
resultado del ensayo de infección.
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4.2 HDAC6 afecta a la producción de las parOculas virales mediante la 

desestabilización de la proteína Pr55-Gag

4.2.1 HDAC6 modula nega>vamente la estabilidad de la proteína Pr55-

Gag.

El segundo gran obje0vo de este trabajo en el marco de caracterizar el

posible efecto nega0vo de HDAC6 sobre el VIH, se centra en estudiar si HDAC6 es

capaz de provocar la inestabilidad de la proteína estructural Pr55-Gag (llamada a

par0r de ahora Gag). Gag es una poliproteína que, tras su procesamiento, da lugar

a las moléculas que componen las principales estructuras del virus, proteína

Matriz, Cápside, Nucleocápside etc. Durante las fases de producción y síntesis del

virus, esta proteína sufre varias modi,caciones post-traduccionales, resultando de

nuestro interés la ubiqui0nación de su región C terminal. Además, presenta una

tendencia a localizarse en regiones concretas, formando aparentes agregados

dentro de la célula. En base a estos dos aspectos, basamos nuestra hipótesis la cual

propone que HDAC6 podría detectar estos “agregados” de Gag poli-ubiqui0nados y

promover su consecuente degradación.

Comenzamos con el estudio de este posible efecto de HDAC6 sobre Gag

realizando la co-expresión de ambas proteínas en células 293T y posteriormente

ensayos bioquímicos de Western Blot. Como fuente de Gag empleamos el plásmido

proviral pNL4-3.Luc.R-E- (1 μg de plásmido por condición), que excepto las

proteínas de la envuelta y Nef, expresa todas las proteínas virales dándonos un

contexto viral óp0mo y seguro en nuestras condiciones de trabajo. Para expresar

HDAC6 empleamos el plásmido HA-wtHDAC6 (dos condiciones de 0,5 µg y 2 µg de

plásmido). Los resultados de nuestros experimentos nos indican que se produciría

un entorno de inestabilidad de Gag en presencia de HDAC6. Además, este efecto

observado es dependiente de la dosis o can0dad de HDAC6 que se ha expresado
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(Fig. 4.19, comparando los carriles 2 y 3 con el carril 1). En la grá,ca donde

representamos las medias de intensidad de varios experimentos para las señales

de proteína Gag, se evidencia más claramente el efecto mostrado en los Western

Blot. El análisis estadís0co de los resultados nos mostró como signi,ca0vo este

descenso de la señal de la proteína. El marcaje de α-Tubulina ace0lada, al igual que

en el resto del trabajo, nos sirve como un control interno de la funcionalidad de

HDAC6 recombinante expresada en la célula a par0r de nuestro plásmido.

Al igual que en el apartado anterior detectamos HDAC6 mediante un

an0cuerpo especí,co y para la detección de la proteína viral Gag, también usamos

un an0cuerpo especí,co que marca su forma de proteína entera, sin procesar, de

55 KDa.

Figura 4.19: Estudio bioquímico del efecto pro-degrada*vo de Gag en presencia de HDAC6.

Imagen de Western Blot representa*va acompañada por la grá�ca representa*va de los valores de la
señal de Gag tomando como control la señal de la proteína expresada en ausencia de HDAC6 y
normalizando el resto de valores con respecto a ella.

4.2.2 HDAC6 no afecta a la infec>vidad del VIH como consecuencia de la 

inestabilidad de Pr55-Gag.

Tras observar la afectación de Gag debido a la presencia de HDAC6 en los

ensayos de bioquímica, quisimos analizar si este efecto podría modular la
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infec0vidad de estos virus. Para ello realizamos ensayos de infección en los que a

par0r de la co-transfección de 1 µg de cada uno de los plásmidos, pNL4-3.Luc.R-E-

(codi,ca para el cuerpo viral)y pSF162-gp160 (codi,ca para la proteína de la

envuelta), obtuvimos pseudovirus con tropismo R5. Añadimos dos condiciones

plásmido codi,cante para HA-HDAC6wt (0,5 µg y 2 µg) en células 293T.

Recordemos que las células 293T son células permisivas, que carecen de la

proteína A3G, y este entorno es ú0l para evitar el efecto de disminución de la

infec0vidad debido a la degradación de Vif y protección A3G. De cada punto

experimental (condición control de producción de pseudovirus, y las dos

condiciones de pseudovirus producidos en presencia de can0dades crecientes de

HDAC6), recogimos volúmenes iguales de los sobrenadantes que fueron usados

para infectar células CEM.NKR-CCR5. Este ensayo de infección basado en la

ac0vidad de la enzima Luciferasa se basa en que una infección exitosa de las

CEM.NKR-CCR5 lleva a la expresión de Luciferasa que se encuentra codi,cada en el

genoma de los pseudovirus. Tras añadir el sustrato correspondiente medimos la

can0dad de luz generada, por lo que, a mayor capacidad infec0va registraremos

mayores can0dades de unidades de luz. 

La infección de las CEM.NKR-CCR5 con los pseudovirus producidos en

presencia de HDAC6 parecía ser menos efec0va en comparación con la condición

control según nos indica la grá,ca de la Fig. 4.20 A. Además, esta pérdida de

capacidad infec0va correlaciona nega0vamente con el aumento de la expresión de

HDAC6, pero como hemos indicado, este aparente descenso de la infec0vidad en

presencia de HDAC6 no podía explicarse por la acción de A3G. A diferencia de los

ensayos de infección realizados en el apartado anterior, en esta ocasión usamos

volúmenes iguales de cada sobrenadante para infectar las células, así que nos

planteamos si este aparente descenso de la capacidad infec0va era real o un
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resultado artefactado debido a una menor presencia de pseudovirus en los

sobrenadantes. Para discernir entre estas dos posibles opciones, realizamos la

cuan0,cación mediante ELISA de p24 presente en los sobrenadantes (proteína de

la cápside del virus, CA). Los resultados de estos ensayos nos indican que la

presencia de HDAC6 se ve acompañada por una disminución de la can0dad de

pseudovirus liberados al medio (Fig. 4.20 B). Concluimos que la aparente menor

infec0vidad de los pseudovirus es el resultado de una menor concentración de los

mismos en el sobrenadante de las células productoras (Fig. 4.20 B). Un ra0o

normalizador entre los valores de infección y los de p24 reEeja que efec0vamente

la presencia de HDAC6 no parece afectar, en este caso, a la infec0vidad de los virus.

Figura 4.20:  Ensayo de infección por el método de la Luciferasa en CEM.NKR-CCR5.

Los pseudovirus fueron producidos bajo condiciones de sobre-expresión creciente de HDAC6wt. A)
Grá�ca de los valores de luz obtenidos a consecuencia de la ac*vidad de la Luciferasa, medida
indirecta de una infección exitosa. Se tomó como referencia el valor de la condición sin HDAC6 y se
normalizó el resto de resultados en base a él. B) Grá�ca de los valores de p24 de los sobrenadantes,
tomando como valor de referencia el obtenido para el sobrenadante de las células sin HDAC6
recombinante y se normalizaron el resto de valores en base a él.

4.2.3 HDAC6 afecta a la localización en agregados de Pr55-Gag en la 

célula.

Cuando la proteína Gag es expresada en el citoplasma celular 0ende a

formar pequeños agregados, principalmente asociados a membrana. Este

fenómeno podemos observarlo mediante microscopía confocal en células 293T
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donde previamente transfectamos un plásmido codi,cante para esta proteína

acoplada a la proteína verde Euorescente (GFP). Nos planteamos si HDAC6 podría

no solo promover la inestabilidad de la proteína si no también afectar a la

formación de estos agregados. Para ello, planteamos ensayos de microscopía

confocal en los cuales co-transfectamos en células 293T los plásmidos Gag-GFP (1

μg) y HDAC6wt (2 μg) y observamos cómo el patrón punteado de Gag se ve

modi,cado.

Previamente a la realización de estos experimentos, realizamos unos

ensayos control para veri,car que esta proteína Gag expresada en solitario,

acoplada a GFP era también sensible a la presencia de HDAC6. Realizamos ensayos

de transfección en células 293T y análisis por Western Blot, al igual que cuando

abordamos este aspecto con la proteína Gag proveniente de un entorno viral más

completo. Podíamos temer que la presencia de la e0queta GFP o la ausencia de la

proteasa viral, o de otros componentes víricos, pudiese afectar al efecto observado

en experimentos anteriores. En la imagen representa0va de Western Blot y la

grá,ca adjunta de varios experimentos de la Fig. 4.21 observamos que HDAC6,

también en este caso, resulta pro-degrada0vo de Gag, de manera proporcional a la

can0dad de HDAC6 en la célula. Usamos para detectar este Gag el mismo

an0cuerpo que en los experimentos anteriores.
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Figura 4.21: Ensayo control del efecto de HDAC6 sobre Gag-GFP.

Imagen representa0va de Western Blot acompañada de la grá,ca donde están representados los
valores de la señal de Gag-GFP, tomando como control la señal de la proteína expresada en ausencia
de HDAC6 y normalizando el resto de valores por dicho valor.

Una vez comprobado que el tag de Gag y la ausencia del resto de

componentes virales, no afectaba al efecto de HDAC6 sobre esta proteína viral

realizamos los ensayos de microscopía confocal. La proteína Gag se observa por la

Euorescencia propia de su tag GFP y para visualizar HDAC6 y α-Tubulina en

microscopía confocal usamos an0cuerpos primarios especí,cos para cada proteína

y secundarios con Euoróforos acoplados (Alexa-633 para HDAC6 y Alexa-568 para

Tubulina). Al expresar el plásmido Gag-GFP observamos un patrón punteado en la

célula que reEeja la presencia de pequeños agregados de Gag (Fig. 4.22 A, set de

imágenes superior, condición Gag-GFP). En la condición de co-transfección con

HDAC6wt el patrón punteado disminuye considerablemente, llegando incluso a

desaparecer (Fig. 4.22 B, set de imágenes inferiores, condición Gag-GFP). Con las

imágenes de los experimentos realizamos dos 0pos de análisis, en primer lugar,

cuan0,camos las intensidades de todas las células verdes de los campos

analizados, tanto en la condición control como en la condición donde se estaba

sobre-expresando HDAC6. Además, en cada campo calculamos el porcentaje de

patrón punteado de las células verdes. Los resultados de estos análisis nos

revelaron una disminución signi,ca0va de la media de Euorescencia verde de las
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células donde hay expresión de HDAC6 con respecto al control (Fig. 4.22 C, grá,ca

izquierda). En segundo lugar, hay una signi,ca0va bajada del porcentaje de células

con agregados de Gag debido a la presencia de HDAC6 (Fig. 4.22 C, grá,ca

derecha). Concluimos que HDAC6 afecta signi,ca0vamente a la distribución de Gag

en agregados dentro de la célula, lo que podría llevar a una pérdida de la e,ciencia

en la formación y liberación de nuevas par�culas virales.

Figura 4.22: Estudio del patrón de agregación de Gag.

A) Imágenes representa0vas de microscopía confocal de células 293T en las que se transfectó el
plásmido Gag-GFP. Se marcó el HDAC6 endógeno (rojo) y la Tubulina (azul), Gag se observa (verde) por
la Euorescencia de su tag. B) Experimento donde se co-transfectaron los plásmidos Gag-GFP y HDAC6.
Se marcó HDAC6 total, sin dis0nción entre proteína endógena o recombinante. C) Grá,cas de los
resultados de los análisis de las imágenes de microscopía confocal. Representan las medias de
intensidad de señal verde/GFP de las células en ambas condiciones (grá,ca izquierda) y el porcentaje
de células verdes/GFP+ con patrón punteado en ambas condiciones (grá,ca derecha).
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4.2.4 La ac>vidad desace>lasa de HDAC6 es indispensable para su efecto 

pro-degrada>vo de Pr55-Gag.

La siguiente cues0ón que abordamos fue tratar de determinar cuál de los

dominios de HDAC6 podía estar implicado en esta degradación de Gag. El abordaje

experimental de dicha cues0ón fue idén0co al desarrollado en obje0vos

anteriores. Realizamos ensayos de co-transfección en células 293T y

posteriormente por análisis bioquímicos de Western Blot analizamos la can0dad de

proteína Gag presente en el lisado celular. Nuevamente transfectamos 1 µg de

plásmido pNL4.3-Luc-R-E- como fuente de Gag y 0,5 µg y 2 µg de los plásmidos

HDAC6-ΔBUZ, HDAC6-BUZ y HDAC6dm, para la expresión de un mutante de HDAC6

con la región BUZ delecionada, sólo la región BUZ o un mutante sin ac0vidad

desace0lasa, respec0vamente.

La Fig. 4.23 la componen imágenes de Western Blot representa0vas de estos

experimentos acompañadas de las grá,cas de cuan0,cación de Gag de todos los

experimentos realizados. Aparentemente, y según las imágenes de Western Blot,

las señales de Gag en los casos donde se han co-transfectado los plásmidos

HDAC6-ΔBUZ y HDAC6dm no parecen disminuir con respecto al control. En cambio,

vemos que la co-transfección del fragmento BUZ sí promueve una disminución de

la señal de Gag de manera proporcional a la can0dad de plásmido transfectado,

mime0zando el efecto observado con la proteína HDAC6 salvaje, al igual que

sucedía con la degradación de Vif. El marcaje de α-Tubulina ace0lada en esta

ocasión nos permite comprobar como tanto en el experimento con HDAC6-BUZ,

como con HDAC6dm, no se produce una disminución de la α-Tubulina ace0lada, lo

que nos sirve como un control interno, ya que en el primer caso los dominios

responsables de la ac0vidad desace0lasa de HDAC6 están ausentes y en el segundo

caso dichos dominios son inac0vos.
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A pesar de estos resultados aparentes, la representación grá,ca adjunta de

los valores de señal de Gag de todos los experimentos realizados nos con,rman lo

que visualmente vemos en el caso de HDAC6-BUZ y HDAC6dm, una disminución

signi,ca0va de Gag y una variación no signi,ca0va respec0vamente. En cambio, al

representar los resultados de los experimentos realizados con HDAC6-ΔBUZ,

estadís0camente, la pequeña variación en la señal de Gag sí resulta signi,ca0va. En

base a estos resultados, solamente podríamos a,rmar que para la degradación de

la proteína Gag promovida por la presencia de HDAC6 resulta indispensable la

ac0vidad desace0lasa de esta proteína. En cambio, nuestra hipótesis sigue siendo

que el reconocimiento de Gag por parte de HDAC6 es gracias a la ubiqui0nación de

la proteína viral, por lo que cabría esperar que la pérdida del dominio BUZ lleve a

una pérdida en el feno0po de degradación de Gag. Este aspecto y la concordancia

de estos resultados con respecto a nuestra hipótesis será discu0da en la siguiente

sección de esta tesis, en el apartado Discusión.
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Figura 4.23: Implicación de los dominios de HDAC6 en el efecto pro-degrada*vo sobre Gag.

A) Imágenes representa*vas de los ensayos bioquímicos donde enfrentamos la expresión de Gag a tres
mutantes de HDAC6, en el sen*do habitual de lectura: HDAC6-ΔBUZ, HDAC6-BUZ y HDAC6dm. B)
Cuan*�cación de las señales de proteína Gag de los ensayos de bioquímica. El valor usado como
referencia fue el obtenido en la cuan*�cación de la señal de Gag en ausencia de sobre-expresión de
HDAC6.

4.2.5 La autofagia es la vía degrada>va a través de la cual HDAC6 

promueve la degradación de Pr55-Gag.

Luego de los resultados obtenidos en la primera parte del trabajo, donde se

concluía que HDAC6 inducía la degradación de Vif mediante la ruta autofágica,

además de los datos en la bibliograma que nos hablan de su gran implicación  en

esta ruta, nos tomamos la libertad de presuponer que HDAC6 podría inducir la

degradación de Gag introduciéndolo en las rutas de degradación de la autofagia. A

pesar de ello, y para no errar en nuestras conclusiones, decidimos también
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estudiar en nuestro abordaje experimental, la degradación a través del

proteasoma.

De manera estandarizada en los estudios sobre la autofagia se u0lizan como

monitores del proceso las proteínas LC3 o p62. Tanto en la autofagia basal como en

la autofagia ac0vada, se produce la adición de un grupo fosfa0diletanolamina (PE,

phospha*dylethanolamine ) en la proteína LC3 (LC3-I), permi0endo la unión de

esta proteína a la membrana de las vesículas autofágicas y apareciendo así una

nueva forma de LC3 (LC3-II). Esta nueva forma asociada a las vesículas es

degradada en el procesamiento de las mismas tras la fusión con el lisosoma.

Además, también se produce la degradación de la proteína p62, miembro

importante de la autofagia y que también se encuentra asociada a las vesículas

autofágicas. Por lo tanto, la acumulación o disminución de alguna de ellas nos

puede indicar la ac0vación o bloqueo del proceso. El obstáculo se encuentra en el

hecho de que, al ser un proceso altamente dinámico, diferentes estados del

fenómeno pueden mostrarnos similares resultados bioquímicos: tanto un bloqueo

de la autofagia como una ac0vación de la misma nos pueden llevar a observar un

aumento de la señal de LC3-II (en el primer caso porque la proteína se produce

pero no está siendo degradada, y en el segundo caso porque aunque sí está siendo

degradada se produce en demasía). Además, cada 0po celular presenta una

expresión basal y un reciclado de las proteínas diferente. Por todo ello

consideramos usar ambas proteínas como control del bloqueo del proceso y

decidimos caracterizar la expresión y dinámica de ellas en nuestra línea celular. En

células 293T en cul0vo, fomentamos el proceso de autofagia provocando un

bloqueo del proteasoma (con una incubación con MG132 durante 3,5 horas), para

posteriormente añadir 3-MA como inhibidor de la autofagia durante un 0empo

variable (2, 3 y 5 horas). También añadimos 3-MA en células sin tratar para
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observar el comportamiento de estas proteínas frente a un bloqueo de la autofagia

basal.

La imagen de Western Blot de la Fig.a 4.24 nos muestra el resultado de la

caracterización. Comparando las condiciones control y MG132 (carriles 1 y 2,

respec0vamente) vemos la respuesta esperada tanto de p62 como de LC3 al ac0var

la autofagia, es decir, un decremento de la señal de la primera proteína y un

aumento de la banda de LC3-II (banda inferior del marcaje LC3). En los carriles

siguientes vemos una recuperación progresiva de las señales de p62 dependiente

del 0empo de bloqueo y aunque en las primeras tres horas la señal de LC3-II no

varía, si existe un aumento de la señal a las cinco horas del bloqueo de la autofagia

tras haberla ac0vado. Entendimos que este aumento o recuperación de la señal es

debido no a una mayor expresión de las proteínas si no a una menor tasa de

degradación. Con respecto a la autofagia basal (úl0mos tres carriles), hay una

respuesta temprana de acumulación de p62 (evidente ya a las dos horas de

tratamiento con 3-MA) y un aumento más progresivo de la señal de LC3-II. 

Figura 4.24: Caracterización de la respuesta de p62 y LC3 (I y II) a un bloqueo de la autofagia post-
ac*vación o basal en células 293T.

En base a estos resultados establecimos que en nuestras condiciones de

trabajo y en células 293T, entre tres y cinco horas tras añadir un inhibidor de la
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autofagia obtendríamos un aumento de la señal de LC3-II acompañado por un

aumento de la señal de p62 lo que nos indicaría un bloqueo exitoso del proceso.

Establecidas nuestros controles y condiciones, realizamos nuevamente

ensayos de co-transfección idén0cos que los realizados en la Fig. 4.19, co-

transfectando 1 µg de pNL4-3.Luc.R-E- en todas las condiciones y can0dades

crecientes de HA-wtHDAC6 (0,5 µg y 2 µg). Cinco horas antes de realizar la lisis de

las células se añadieron los inhibidores del proteasoma y de la autofagia.

Nuevamente, usamos MG132 para provocar el bloqueo del proteasoma y 3-MA

para bloquear la autofagia. 3-MA bloquea la formación de autofagosomas, a través

de la inhibición de Pi-3K III (fosfa0dilinositol 3 quinasa de clase III) afectando a la

vía de ac0vación mediante AKT y el complejo mTOR, es decir que inhibe la

autofagia en fases tempranas del proceso. Debido a la complejidad de esta ruta

degrada0va, a las diferentes vías de ac0vación, y la gran dinámica de membrana

que la componen, que originan rutas alterna0vas, decidimos emplear además, un

inhibidor de la autofagia en fases tardías del proceso. Nos decantamos por la

Ba,lomicina A, un inhibidor de la bomba de protones que impide la acidi,cación

de los lisosomas y bloquea tanto la fusión de las vesículas autofágicas con los

lisosomas, como el evento ,nal de ac0vación de las proteasas dependientes de pH

ácido, que se encargan del procesamiento de los componentes de dichas vesículas.

El obje0vo de estos experimentos se basa en estudiar si la señal de Gag por

Western Blot en las condiciones de co-transfección con HDAC6, man0enen el

mismo patrón que el obtenido en la condición control a pesar del bloqueo del

proteasoma o autofagia. Podemos observar en las grá,cas de la intensidad de Gag,

de las medias de varios experimentos, que no existen cambios en la variación de la

señal en las muestras donde el proteasoma se ha inhibido por la adición de MG132

con respecto a la condición control (Fig. 4.25, grá,cas superiores). En ambos casos
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observamos, al igual que en la Fig. 4.19, una disminución de la señal de intensidad

de Gag debido a la expresión cada vez mayor de HDAC6 en la célula. Incluso parece

verse aumentada la degradación de Gag debido a la presencia de HDAC6 al

bloquearse la ruta proteasómica (comparando la barra de intensidad de Gag de la

condición “0,5 µg de HDAC6” de la grá,ca MG132 con respecto a la misma barra

de la grá,ca control (DMSO)). En cambio, al bloquear la autofagia, tanto inhibiendo

la ruta en los eventos más iniciales como en las úl0mas fases del proceso,

observamos que la señal de Gag no se ve afectada por la expresión de HDAC6 en

ninguna de las condiciones experimentales, resultando no signi,ca0vas las

pequeñas diferencias observadas (Fig. 4.25, grá,cas inferiores) .

Figura 4.25: Estudio de la respuesta pro-degrada*va de HDAC6 sobre Gag en condiciones de bloqueo
del proteasoma y la autofagia.

Las grá�cas que se muestran corresponden a las cuan*�caciones de señal de Gag de los ensayos de
bioquímica realizados. Se tomó como valor de referencia en cada caso la señal de Gag en ausencia de
HDAC6 y en presencia del inhibidor, y se normalizaron el resto de resultados en base a esa condición.

Imágenes representa0vas de este fenómeno las tenemos en la Fig. 4.26. En

estos Western Blot podemos comparar visualmente la pérdida de señal de Gag por
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la expresión aumentada de HDAC6 en los casos de condición control (los tres

primeros carriles de cada imagen, muy evidente en la condición con 2 µg), con la

estabilidad de la señal de la proteína en las condiciones donde hemos añadido 3-

MA (del quinto al sép0mo carril de la primera imagen) y Ba,lomicina A (del quinto

al sép0mo carril de la segunda imagen). Como controles de la e,ciencia de

nuestros inhibidores acompañamos la imagen con el análisis bioquímico por

Western Blot de las proteínas p62 y LC3-I y LC3-II. Se observa que debido al

bloqueo de la autofagia basal obtenemos un aumento general de la señal de p62 y

de LC3-II en los úl0mos cuatro carriles de cada imagen debido a la acumulación de

estas proteínas.

Figura 4.26: Estudio del bloqueo de la degradación de Gag promovida por HDAC6 por la paralización
del proceso autofágico. 

En ambas imágenes representa*vas de los ensayos se muestra la repuesta de Gag en unas condiciones
control seguida con por las condiciones de bloqueo de la autofagia con 3-MA (imagen izquierda) y con
Ba�lomicina A (imagen derecha). Se muestra también la respuesta de las proteínas p62 y LC3 en las
imágenes inferiores para cada caso.

4.2.6 HDAC6 afecta a la estabilidad de Pr55-Gag procedente de un 

provirus pNL4.3

En las etapas ,nales de este trabajo surgió la oportunidad de trabajar en un

laboratorio de contención biológica de nivel 3 (BL3) en Badalona. Por ello,
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decidimos aprovechar dicha oportunidad y veri,car nuestros resultados en un

contexto viral completo. Repe0mos nuestros experimentos de estudio de la

degradación de Gag mediante transfección en células 293T con posterior análisis

bioquímico por Western Blot, pero en esta ocasión usando el plásmido del provirus

pNL4.3, el cual codi,ca para un virus VIH completo, con todos sus componentes y

por lo tanto infeccioso. Como fuente de HDAC6 usamos los mismos plásmidos que

en los experimentos anteriores y en las mismas can0dades (0,5 µg y 2 µg de

HDAC6wt, HDAC6-ΔBUZ, HDAC6dm).

L a Fig. 4.27 nos muestra una imagen de Western Blot representa0va del

experimento, con la grá,ca de cuan0,cación de la señal de Gag adjunta. La

degradación de Gag promovida por HDAC6wt se reproduce igual que en

experimentos anteriores. Con,rmamos así este efecto en un contexto idén0co al

de una infección por VIH en la célula. Con respecto al efecto producido por la

expresión de HDAC6-ΔBUZ y HDAC6dm, obtenemos una variación no signi,ca0va

entre la señal de Gag control y la de las condiciones experimentales. Por lo que en

este caso a,rmamos que tanto el dominio BUZ como la ac0vidad desace0lasa de

HDAC6 son indispensables para su acción an0-VIH. 

La aparente contradicción entre los resultados obtenidos en estos

experimentos con respecto a los obtenidos en Fig. 4.23 en las condiciones con

HDAC6-ΔBUZ serán deba0dos en el siguiente apartado, en la Discusión.
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Figura 4.27: Caracterización de la acción de afectación de Gag de HDAC6 de un provirus.

Cuan*�cación e imagen representa*va de los ensayos bioquímicos realizados de la acción de HDAC6 y
sus mutantes sobre la proteína Gag proveniente de un provirus. El valor tomado como referencia fue el
de la señal de Gag en ausencia de HDAC6. 

Aprovechando los sobrenadantes de los experimentos anteriores realizamos

ensayos de infección en células HeLa TZM-bl. El resultado de estos ensayos nos da

un parámetro de infec0vidad que es la TCID50/mL. Este valor, que es el resultado

de una 0tulación, nos indica la can0dad de virus necesaria para conseguir la

infección del 50% de las células de nuestro cul0vo: a mayor capacidad de infección,

menor será la dosis de virus requerida. En el análisis de nuestros resultados

normalizamos, como hemos hecho a lo largo de todo el trabajo, en relación a 1,

siendo 1 el valor que 0ene la condición control de nuestro virus. Aparentemente,

observando la representación de la TCID50/mL, en todas las condiciones en

presencia de HDAC6, tanto la variante salvaje como sus mutantes, conllevan a una

disminución de la capacidad infecciosa con respecto a la condición control (Fig.

4.28 A, grá,ca izquierda). En la realización de este ensayo, al tratarse de una

0tulación, se ha de par0r de un mismo volumen de sobrenadante por lo que

realizamos en momentos posteriores al ensayo de infección, la cuan0,cación de

p24 mediante ELISA. El resultado es una grá,ca con un patrón de variación similar

al obtenido con los valores de TCID50/mL (Fig. 4.28 A, grá,ca derecha). Debido a
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estos resultados decidimos corregir los valores de infec0vidad por los valores de

p24 de cada sobrenadante, y así facilitar el análisis de los resultados y eliminar la

variable de la dosis de virus que llevaba a una incorrecta interpretación de los

datos. Esta modi,cación dio lugar a la grá,ca de la Fig. 4.28 B: podemos observar

que las diferencias en infec0vidad observadas en las condiciones de expresión de

HDAC6wt y HDAC6-ΔBUZ no son signi,ca0vas con respecto al control, por lo que

los virus sinte0zados y liberados bajo estas condiciones no presentaban

de,ciencias en su función. Sorprendentemente, observamos que la producción de

virus en presencia de HDAC6dm, aunque no parece afectar a la producción en

can0dad de lo mismos, los virus resultantes presentan una capacidad de infección

signi,ca0vamente mermada con respecto a la condición control.

Figura 4.28: Ensayos de infección y ELISA de p24 de virus producidos en presencia de HDAC6.

A) TCID50/mL de los virus producidos en presencia de HDAC6 (grá�ca izquierda) y de la cuan*�cación
de la p24 presente en los sobrenadantes (grá�ca derecha). Los valores fueron normalizados por el
valor de la condición sin HDAC6 sobre-expresado. B) Grá�ca resultante de la corrección de los valores
de TCID50/mL por el valor de p24 de cada condición. En la representación se tomó como valor de
referencia el de la condición sin HDAC6.
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4.2.7 La ubiqui>nación de la región p6 junto con otra de las regiones C 

terminal de Pr55-Gag resulta esencial para el reconocimiento por parte

de HDAC6.

Como úl0mo aspecto a estudiar en este trabajo intentamos vislumbrar cuál

o cuáles de las regiones ubiqui0nables de Gag resultan determinantes para el

reconocimiento por parte de HDAC6. Para ello, usamos una serie de plásmidos

pNL4.3 los cuales presentan mutaciones de cambio de aminoácido de lisina a

arginina en determinadas regiones de su extremo C terminal ya que las lisinas son

los aminoácidos de una proteína suscep0bles a ser ubiqui0nados. En concreto se

usaron siete plásmidos diferentes, pNC(KR), pSP2(KR), pp6(KR), pNCSP2(KR),

pNCp6(KR), pSP2p6(KR) y pNCSP2p6(KR) cedidos amablemente por el Dr. HG.

Kraüsslich (Heidelberg, Alemania). Las regiones mutadas son las regiones de la

Nucleocápside (NC), del pép0do espaciador 2 (SP2) y región p6 (p6) de manera

individual o combinada. A pesar de presentar estas mutaciones en su gen gag la

transfección de estos plásmidos en células produce la síntesis y liberación de virus

infecciosos, por lo que estos experimentos también los realizamos bajo las

condiciones de seguridad de un laboratorio de seguridad biológica de nivel 3. El

mo0vo que nos llevó a probar estos mutantes del VIH fueron los trabajos previos

del Dr. Kraüsslich que determinaron que la ubiqui0nación de esas regiones

parecían ser claves para una correcta salida y maduración viral. La mutación de una

región era compensada por la ubiqui0nación de alguna de las otras, pero las

mutaciones que comprendían la región p6 en combinación o el mutante con todas

las regiones no ubiqui0nables resultaban ser los más defec0vos en la salida y

maduración. Repe0mos los experimentos de co-transfección de los siete plásmidos

codi,cantes para pNL4.3 (1 µg en cada experimento) junto con HDAC6wt en

can0dades crecientes (0,5 µg y 2 µg en cada experimento).
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Los resultados se muestran en la Fig. 4.29, con una imagen de Western Blot

representa0va y las grá,cas de cuan0,cación para cada mutante. Los tres primeros

mutantes que presentan las regiones NC, SP2 y p6 mutadas de manera individual

0enen un patrón de pérdida de señal de Gag muy similar entre sí y al obtenido en

los experimentos con un Gagwt (Fig. 4.27 , condiciones HDAC6wt). El siguiente

mutante testado posee todas las lisinas de las regiones NC y SP2 mutadas, a pesar

de ello, parece que la pérdida de ubiqui0nación en ambas regiones en conjunto no

afecta a la capacidad que presenta HDAC6 en reconocer y degradar a Gag.

Finalmente, los 3 úl0mos mutantes usados, exhiben una aparente insensibilidad a

la presencia de HDAC6, manteniéndose los niveles de señal Gag invariables o no

signi,ca0vamente modi,cados a pesar de la expresión de HDAC6 en la célula.

Estos tres úl0mos mutantes presentan sus regiones p6 mutadas junto con alguna

de las otras regiones (NC o SP2) o, como ocurre en el úl0mo caso todas las lisinas

del extremo C terminal de la proteína mutadas, regiones NC, SP2 y p6. Esto nos

lleva a concluir que cuando la región p6 junto con la región NC o SP2 no presentan

modi,cación con ubiqui0na, HDAC6 no logra reconocer a la proteína viral y

encaminarla a su degradación mediante la maquinaria autofágica a pesar de que

otras regiones de Gag sí presenten ubiqui0nas covalentemente unidas.
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Figura 4.29: Estudio de las regiones de Gag ubiqui*nables que le otorgan sensibilidad al efecto pro-
degrada*vo de HDAC6. 

Imágenes representa*vas de los ensayos bioquímicos acompañadas de las grá�cas de cuan*�cación
de todos los experimentos de los mutantes de Gag testados. En orden descendente y de izquierda a
derecha se representan los resultados de los mutantes pNC(KR), pSP2(KR), pp6(KR), pNCSP2(KR),
pNCp6(KR), pSP2p6(KR) y pNCSP2p6(KR). En todos los casos se tomó como referencia el valor de la
señal de la proteína Gag en ausencia de HDAC6.

123



143 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA



144 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

5
5 DISCUSIÓN



145 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA



146 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

DISCUSIÓN

En este trabajo presentamos, por primera vez, el papel de protección de

HDAC6 frente a una infección por VIH como un posible factor de restricción.

Describimos como su capacidad de unión a Ubiqui0na, junto con su capacidad de

llevar agregados proteicos a ser procesados por la ruta autofágica, conlleva a una

pérdida de la capacidad infecciosa del VIH y una menor producción de nuevos

virus. Por un lado, HDAC6 mediante una promoción selec0va de la degradación de

la proteína viral Vif consigue la protección del factor de restricción APOBEC3G,

permi0endo que sea encapsidado en las nuevas par�culas virales. El resultado ,nal

de la presencia de APOBEC3G dentro del virus es una baja capacidad de infección

del mismo en los siguientes ciclos infec0vos. Por otro lado, HDAC6 también focaliza

su acción sobre la proteína estructural del VIH, Pr55-Gag. Promoviendo la

degradación de esta proteína, que da lugar a la mayor parte de la estructura vírica,

la producción de par�culas virales se ve marcadamente afectada. De esta manera,

HDAC6 di,culta la infección del VIH afectando tanto a la producción cualita0va

como cuan0ta0va de los virus nacientes a par0r de una célula ya infectada.

5.1 Después de 30 años, ¿sigue habiendo algo que descubrir sobre el VIH?

Desde la descripción por primera vez del SIDA y el descubrimiento del VIH,

este retrovirus ha sido el causante de más de 40 millones muertes en el mundo

(16), lastrando la calidad de vida de los individuos infectados tanto a nivel de salud

como el es0gma social que supone ser portador de este virus. A pesar de la gran

can0dad de estudios que han versado sobre este virus y su patogenicidad, aún

quedan muchas incógnitas por resolver en torno a su ciclo de infección, las

funciones que llevan a cabo todas sus proteínas y su capacidad para escapar de los

mecanismos de defensa del individuo. Con0nuar con los estudios que nos arrojen

luz sobre cómo el VIH interactúa con nuestro sistema de defensa, es esencial para

aumentar las probabilidades de victoria en la batalla contra este virus. De las 6
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DISCUSIÓN

proteínas accesorias propias del VIH no existe un relato cerrado sobre todos los

roles que llevan a cabo como actores en la infección por el virus, incluso de la

proteína accesoria más estudiada, Vif, siguen habiendo cues0ones sin resolver y

propuestas de ac0vidades alterna0vas a las ,rmemente reconocidas (258).

Además de la publicación de nuevo trabajos que hablan de proteínas diferentes

productos de splicing alterna0vos del genoma del VIH (259). Teniendo en cuenta la

especi,cidad de estas proteínas, algunas como el Vpr exclusivas para el VIH-1,

suponen un buen obje0vo contra el que dirigirse en la búsqueda de nuevas dianas

que debiliten o di,culten la dispersión del virus en el organismo.

Otro punto esencial en la lucha contra el SIDA es la información que nos

aporta los mecanismos que 0ene nuestro sistema inmune para intentar frenar la

infección de este virus. El conocimiento de estos mecanismos nos permite conocer

tanto los puntos débiles del virus que nuestro sistema intenta atacar, como las

barreras que no resultan su,ciente para frenar la infección y por tanto de manera

exógena podrían reforzarse con tratamiento. Un ejemplo de ello son los factores de

restricción, proteínas expresadas de manera cons0tu0va en la célula con ac0vidad

an0-VIH. Estas proteínas componen una barrera primaria a nivel celular contra la

infección por un virus, aunque en el caso de la infección por VIH en humanos esta

barrera no es lo su,cientemente potente como para frenar la infección. En cambio,

hay muchos ejemplos en simios, donde el virus predecesor al VIH, el SIV sí es

controlado por el sistema inmune del animal, estableciéndose una infección

crónica, una convivencia más o menos inocua para el individuo infectado que

raramente desarrolla un estado de inmunode,ciencia (14,15,47). Muchos

inves0gadores establecen que estas diferencias son debidas a que el VIH en su

salto a los humanos aún no se ha adaptado evolu0vamente al nuevo huésped y

aún no existe un equilibrio entre el virus y nuestro sistema inmune que permita

que el virus no acabe matando ,nalmente a su hospedador, evento que tampoco
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resulta de interés para el virus (260). Con el descubrimiento de A3G como factor de

restricción se abrió un foco de esperanza en la lucha contra este virus, planteando

la idea de que un aumento en la expresión de A3G en el organismo y por tanto

dentro de la célula, se lograría compensar la pérdida que supone la acción de Vif. El

problema surge que, al ser A3G y la familia a la que pertenece una proteína que

edita tanto ADN como ARN, un aumento desproporcionado de la ac0vidad puede

llevar una acción indiscriminada de la misma aumentando la probabilidad de

desarrollo de tumores y cáncer (261,262). Por ello, aunque el apoyo o fomento de

la presencia y acción de los factores de restricción podría suponer un buen

obje0vo, urge la necesidad de encontrar nuevos factores existentes cuyo fomento

de la expresión no presente las consecuencias nega0vas de los ya estudiados. O

adicionalmente, proteínas que, aunque no puedan considerarse factores de

restricción, con su acción puedan proteger o fomentar la acción de dichos factores.

Por ejemplo, como hemos explicado un aumento de la expresión de A3G más allá

de los valores ,siológicos lleva al desarrollo de otras patologías no deseadas, en

cambio en nuestra propuesta no provocamos un aumento de la presencia de esta

proteína sino que mediante degradación especí,ca de su factor nega0vo, Vif,

evitamos que sea degradada pero sin aumentar sus niveles normales. Es decir, se

man0ene a niveles ,siológicos no pro-patológicos, este podría ser un mecanismo

óp0mo de actuación. Por ello, nosotros nos centramos en el estudio de HDAC6,

ampliando la descripción de sus funciones y abriendo la puerta a nuevas

inves0gaciones que establezcan su posible rol como factor de restricción o al

menos como colaborador relevante en la lucha contra el VIH.

5.2 Ayudando a la caracterización de HDAC6

HDAC6 es una proteína compuesta por 3215 aminoácidos y de unos 135

KDa, que pertenece a la gran familia de las histona desace0lasa (190,193). Su
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descubrimiento fue seguido de mul0tud de estudios enfocados a averiguar la

función que cumple en la célula ya que sus especiales caracterís0cas con respecto

al resto de miembros de su familia ha intrigado a muchos inves0gadores. Es

indudable su pertenencia a la familia de histonas desace0lasa tanto por su

homología en su secuencia y como su caracterís0ca ac0vidad enzimá0ca con

función desace0lasa, pero el hecho de que sea el citoplasma su compar0mento

celular de localización y no el núcleo ha llevado a muchas cues0ones con respecto

a la función que cumple en la célula (195,198). Además, el descubrimiento de su

región conocida como BUZ, en su extremo C terminal, que presenta una de las más

altas a,nidades por la Ubiqui0na descrita hasta la fecha (199,201), llevó a la

búsqueda de una función especí,ca que requiriese tanto una ac0vidad

desace0lasa, de sustratos diferentes a las Histonas y que fuesen citoplasmá0cos,

como el reconocimiento y unión a Ubiqui0na.

Aunque aún queda mucho campo por explorar con respecto a todos los

procesos donde HDAC6 parece cumplir alguna función o parece estar implicado,

existe un consenso en la comunidad cien�,ca sobre el papel que cumple HDAC6 en

el reconocimiento de agregados de proteínas ubiqui0nadas y su procesamiento vía

autofagia (245,263). HDAC6, gracias a su región BUZ reconoce y une las Ubiqui0nas

de estos agregados y actúa como nexo de unión entre ellos y la maquinaria de

transporte que los agrupa formando agresomas. Estos, tras la formación de

vesículas autofágicas que se fusionan con lisosomas, serán procesados por las

enzimas y proteasas lisosomales (205,246). Además, HDAC6 también par0cipa en

este proceso modulando la dinámica de la red de microtúbulos, gracias a su

ac0vidad desace0lasa, facilitando el transporte retrógrado de estos agregados,

también promueve la estabilización de la F-ac0na necesaria para los eventos de

transporte y fusión de vesículas (218). De esta manera HDAC6 resulta clave para

evitar la toxicidad que estos agregados proteicos suponen a la célula, que en
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algunos casos pueden provocar pérdida de función o incluso muerte celular

(205,245). Pero, algunos trabajos también le han otorgado cierto papel regulador

del proceso de la autofagia, modulando por ejemplo la autofagia mediada por

chaperonas a través de su sustrato HSP90, o regulando la mitofagia junto a p62

(202,203,217,246,247,263–266). Además, por su capacidad para modi,car la

dinámica del citoesqueleto celular puede par0cipar o modular otros procesos

celulares donde este fenómeno resulta esencial, como pueden ser los eventos de

movilidad celular por quimiotaxis o el desarrollo y longitud de cilios

(248,267,268)(269). También puede par0cipar en eventos de la respuesta inmune

(267,268).

Debido a todas estas caracterís0cas, muchos trabajos se han centrado en

estudiar el rol de HDAC6 enfermedades neurodegenera0vas que cursan muerte

neuronal debido al depósitos tóxicos de agregados proteicos, como son el

Alzheimer, la enfermedad de Parkinson o diferentes 0pos de demencia senil (272–

275). También se ha estudiado su posible rol en el desarrollo de diferentes 0pos de

cáncer y su implicación en la formación de gránulos de estrés y la consecuente

regulación en la transcripción de proteínas (215,276–279). Finalmente, algunos

trabajos han indagado sobre cómo HDAC6 podría afectar al curso de una infección

viral (183,253,280). En concreto, con respecto a una infección por VIH, se ha visto

que su rol de modulador de la dinámica del citoesqueleto celular afecta a la

formación del poro de fusión en el evento de entrada viral en la célula. Mediante la

desace0lación de la subunidad α de la Tubulina, contrarresta la ace0lación de

microtúbulos promovida por el virus y provoca una dinámica no deseada del

citoesqueleto en ese punto de entrada di,cultándose la formación del poro

(183,281). También se ha visto que, la proteína reguladora de la expresión del

genoma vírico, Tat, puede ser diana de HDAC6. Para la correcta función de
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ac0vación de la transcripción de los genes víricos por parte de Tat es esencial la

ace0lación de esta proteína en determinadas lisinas de la secuencia. Una de ellas

es la lisina 48, HDAC6 en el citoplasma provoca la deace0lación especí,ca de esta

lisina afectando nega0vamente a la función de Tat (254).

En este trabajo de tesis doctoral nos hemos centrado en el estudio de

nuevas funciones de ac0vidad de HDAC6 para hacer frente a una infección por VIH,

siendo esenciales en estas funciones tanto su capacidad de unión a ubiqui0na, su

ac0vidad desace0lasa y su papel en el proceso de autofagia.

5.3 HDAC6 afecta a la infec>vidad del VIH promoviendo la degradación de

Vif y protegiendo así a A3G.

Aunque la célula diana del VIH son los linfocitos T CD4+, nosotros decidimos

basar la mayoría de nuestros ensayos en células 293T por la facilidad que presenta

su manipulación en cul0vo y que permite un amplio rango de técnicas de

transfección (con nuestra línea celular linfoide CEM.NKR-CCR5 sólo es posible la

técnica de nucleofección) para la expresión de proteínas recombinantes. También,

al ser una línea celular permisiva carece de expresión endógena de A3G lo que nos

facilitaba el trabajo en condiciones libres de este factor de restricción cuando fue

necesario. Además, un problema a solventar fue el marcaje de esta proteína ya que

en pocas ocasiones dispusimos de un an0cuerpo efec0vo que la reconociese de

manera directa. Por lo que en la mayoría de los experimentos tuvimos que usar

una proteína recombinante con una e0queta que sí era fácilmente detectable (el

A3G recombinante principalmente usado presentaba 3 epítopos en tándem de HA,

aunque también usamos otras e0quetas como controles en algunos experimentos

para comprobar que el tag no era un factor condicionante de los resultados).

Muchos de los trabajos que han versado sobre las acciones de Vif sobre A3G

se han basado en estudios de bioquímica mediante Western Blot, donde se ha visto
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que la presencia de Vif (ya sea por expresión de una proteína recombinante o Vif

de origen proviral) provoca una disminución de la señal correspondiente a A3G.

Por ello, en el desarrollo de nuestro trabajo para describir el efecto de HDAC6

sobre el tándem A3G/Vif, decidimos comenzar estudiando como HDAC6 podía

afectar al pool de ambas proteínas mediante co-transfección de plásmidos y

posterior análisis del estado de las proteínas por Western Blot y basamos la

mayoría de nuestros experimentos en esta técnica bioquímica. Describimos como

la presencia aumentada de HDAC6, lleva una disminución de la can0dad de Vif

acompañada de una recuperación de los niveles de señal de la proteína A3G (Fig.

4.4). 

Con estos resultados nos inclinamos a pensar que la presencia de HDAC6

promovía la degradación de Vif, quedando A3G libre de la acción pro-degrada0va

de Vif. Una de nuestras premisas para la formulación de nuestras hipótesis era que

HDAC6 reconocía a estos sustratos gracias a su región BUZ de unión a Ubiqui0na.

Por ello, decidimos testar la respuesta de estas dos proteínas a la presencia de un

mutante de HDAC6 carente de su dominio BUZ (HDAC6_ΔBUZ). Parece ser que este

dominio sí resulta esencial para provocar la degradación de Vif pero,

sorprendentemente, a pesar de que los niveles de Vif no se veían disminuidos, la

señal de la proteína A3G tampoco disminuía (Fig. 4.4). Estos resultados nos

indujeron a pensar que este mutante de HDAC6, incapaz de promover la

degradación de Vif, lograba proteger a A3G por una interacción compe00va a

(215,282) través de regiones diferentes a la región BUZ.

Está ampliamente descrito en la bibliograma que A3G se encuentra de

manera cons0tu0va formando parte de HMM y de LMM en el citoplasma celular, y

que colocalizan junto con P-bodies y gránulos de estrés, siendo un componente de

estas estructuras (129,283–285). HDAC6 está ,rmemente implicado en la
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formación de los gránulos de estrés y en su transporte (215,282). Por lo tanto, era

posible, que de manera cons0tu0va ambas proteínas interaccionasen o co-

localizasen sin necesidad de un es�mulo como puede ser una infección vírica.

Además, esta interacción cons0tu0va podría explicar la protección de A3G llevada

a cabo por HDAC6_ΔBUZ aún habiendo altas can0dades de Vif en la célula. Vimos

mediante ensayos de co-inmunoprecipitación y de microscopía confocal que

ambas proteínas parecen interaccionar (Fig. 4.6, Fig. 4.8 y Fig. 4.9). Además,

cuando testamos tres constructos de HDAC6 en los ensayos de co-

inmunoprecipitación, HDAC6wt, HDAC6_ΔBUZ y sólo la región BUZ, la co-

inmunoprecipitación fue posi0va para A3G en cualquiera de las 3 condiciones (Fig.

4.7). Demostrando así, que la interacción entre HDAC6 y A3G no se produce por

una región única de HDAC6, sino que son varias regiones de HDAC6 que parecen

par0cipar en su unión con A3G, o una región tan extensa que abarca varios

dominios de la proteína.

Los experimentos realizados por el equipo del Dr. Ricardo Madrid nos

con,rmaron las interacciones directas entre estas proteínas. En un entorno

procariota, en ausencia del resto de componentes celulares se obtuvieron co-

inmunoprecipitaciones posi0vas entre HDAC6 y los diferentes mutantes, A3G y Vif.

Aunque estos resultados no se muestran en el apartado Resultados de este trabajo

de tesis doctoral se muestran en el ar�culo cien�,co recogido en el Anexo I.

5.3.1 HDAC6 y Vif interaccionan independientemente de la interacción 

con A3G.

La presencia aumentada de HDAC6 en la célula lleva a un descenso en la

señal de la proteína Vif. Aunque nos planteamos que ese fenómeno sería el

resultado de una interacción o reconocimiento de Vif por parte de HDAC6 en el

cual A3G actuaría como el nexo de unión o aproximación, los ensayos de co-

134



154 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

DISCUSIÓN

inmunoprecipitación realizados nos indicaron que la presencia de A3G no era

indispensable para la interacción entre HDAC6 y Vif (Fig. 4.10). En este caso,

debido a que la región BUZ sí resulta indispensable para promover la degradación

de Vif, podía ser que fuese esa la región de interacción con esta proteína viral. En

cambio, nuevos ensayos de co-inmunoprecipitación nos hicieron desechar esa idea

al exis0r co-inmunoprecipitación posi0va entre Vif y HDAC6_ΔBUZ (Fig. 4.10). Nos

encontramos frente a un escenario similar al visto para A3G, en el cual parece ser

que la región BUZ resulta indispensable para la función de HDAC6, pero no para la

interacción con las proteínas.

Con estos resultados nos planteamos que aunque A3G no es necesario para

la interacción entre HDAC6 y Vif, sí podía resultar indispensable para provocar el

efecto de degradación. Por ello, usamos dos mutantes de A3G que resultan

insensibles a la degradación por Vif, pero que presentan diferente capacidad de

interacción (255,257,286–288). Independientemente de esta sensibilidad a ser

degradado por Vif o su capacidad de interacción entre A3G y la proteína viral,

HDAC6 promueve la degradación de Vif (Fig. 4.12).

El mecanismo de acción de Vif pasa por una nucleación de diferentes

componentes celulares hasta formar un complejo ubiqui0na ligasa de 0po E3, en el

cual Vif actúa como la subunidad de reconocimiento de sustrato, uniéndose a A3G

y provocando que sea poli-ubiqui0nado. Esta unión covalente de cadenas de

Ubiqui0nas a A3G de tamaño variable, puede ser visible mediante Western Blot

por la aparición de un mul0bandeado cuando marcamos la proteína A3G. El

número, altura e intensidad de estas bandas nos indican el grado de poli-

ubiqui0nación en el que se encuentra la proteína. Obviamente, la presencia de Vif

nos muestra un aumento de este estado de ubiqui0nación con respecto a una

condición normal, observando mayor número de bandas (Fig. 4.11). La presencia

135



155 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

DISCUSIÓN

aumentada de HDAC6, provoca una disminución notable de la poli-ubiqui0nación

de A3G (Fig. 4.11), lo que explicaría la menor degradación de esta proteína en

presencia de HDAC6. Un resultado sorprendente a este respecto fue ver el

aumento en la poli-ubiqui0nación de A3G en presencia de Vif y de HDAC6_ΔBUZ. A

pesar de que no hay degradación de Vif en presencia de este mutante, A3G

tampoco es suscep0ble a la degradación promovida por Vif pero queda igualmente

marcado por cadenas de Ubiqui0nas que son señal para su degradación. Este

punto nos hizo inclinarnos más ,rmemente por una protección compe00va por

parte de HDAC6, ya que a pesar de que Vif logra reconocer y marcar a A3G para su

degradación, esto ,nalmente no sucede, produciéndose una acumulación de

formas de A3G poli-ubiqui0nadas en presencia de HDAC6_ΔBUZ. HDAC6_ΔBUZ se

mantendría acoplado a A3G impidiendo su entrada en el proteasoma, aunque en

este punto desconocemos si este A3G con0núa siendo efec0vo en su función.

Punto que abordamos más adelante en el trabajo.

Diversos trabajos indican la importancia de la nucleación del complejo de

0po E3 ubiqui0na ligasa en la estabilidad de la proteína Vif. Se ha visto que

principalmente la unión al factor CBF-β resulta clave en este proceso. La pérdida de

CBF-β lleva a un descenso de los niveles de Vif dentro de la célula, algunos trabajos

determinan que la unión con CBF-β protege a Vif de la degradación mediada por

un complejo E3 ligasa (289–291). ¿Es posible que HDAC6 afectase a la nucleación

del complejo afectando a un componente esencial como es CBF-β y que por ello Vif

presente mayor inestabilidad? Para contestar a esta pregunta, marcamos la

proteína CBF-β en ensayos de Western Blot, en condiciones de expresión de Vif y

HDAC6 y sin encontrarse A3G presente. Nuestros resultados nos indicaban que una

presencia aumentada de HDAC6 no afecta a los niveles de proteína de CBF-β,

manteniéndose invariable. En cambio, Vif, nuevamente sufría una disminución de

su señal, pensamos entonces que HDAC6 de manera directa promueve que Vif sea
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degradado de manera especí,ca, sin afectar a otros componentes del complejo

(Fig. 4.13). Con respecto al reconocimiento y promoción de la degradación de Vif

por parte de HDAC6 nos apoyamos en los diferentes estudios que muestran que Vif

sufre modi,caciones post-traduccionales de unión a ubiqui0na en la célula. Vif

sufre ubiqui0naciones en su secuencia que no suponen una señal pro-degrada0va

(292,293). Se piensa que, similar a lo que ocurre con Gag, estas modi,caciones

sirvan como señal para su transporte a la membrana y pueda encapsidarse dentro

del virión. Además, al formar el complejo de ubiqui0na ligase de 0po E3 para

promover la poliubiqui0nación de A3G, Vif también sufre esta modi,cación de

manera aumentada (294). Por ello, nosotros proponemos que aunque no resulta

necesaria esta modi,cación para el reconocimiento de Vif por parte de HDAC6, ya

que las co-inmunoprecipitaciones con el mutante HDAC6_ΔBUZ dieron posi0vas,

esta modi,cación si resulta esencial para el reconocimiento de Vif por parte de

HDAC6 a través de su dominio BUZ y promover su degradación.

Aunque no existen muchos estudios sobre la expresión en el organismo de

HDAC6, las primeras evidencias muestran que, aunque su presencia es

generalizada, existe una mayor presencia de esta proteína en tejido neuronal,

tejido mieloide y tejido germinal y dermis (295). De manera ,siológica esta

proteína se encuentra presente en regiones dianas de infección del VIH pero, aún

así, la infección casi en todos los casos resulta exitosa para el virus. ¿Podía ser

posible que los efectos que veíamos en condiciones de sobre-expresión de HDAC6

eran el resultado de la expresión de esta proteína recombinante pero que la

proteína endógena no presentase estas funciones? Para resolver esta cues0ón,

decidimos silenciar la proteína HDAC6 endógena que producen las células en

condiciones basales y enfrentar a la célula a una expresión de la proteína Vif. Vimos

que en las células donde HDAC6 fue silenciada, disminuyendo su presencia en más
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de un 50 % en todos los experimentos, la señal de Vif estaba claramente

aumentada con respecto a una condición control de no silenciamiento (Fig. 4.14).

Efecto similar que también observamos en los niveles de poli-ubiqui0nación de

A3G, donde el silenciamiento de HDAC6 endógeno llevaba a un aumento de su

señal pro-degrada0va y de su degradación (Fig. 4.11). Gracias a estos resultados,

concluimos que el HDAC6 expresado por la célula presenta una acción an0-viral

igual que el HDAC6 recombinante. A pesar de estos resultados, es evidente que la

can0dad ,siológica de HDAC6 no es su,ciente para proteger a A3G e impedir la

aparición de la fase SIDA, o es posible que exista algún componente viral cuya

acción contrarreste el rol de HDAC6.

5.3.2 HDAC6 promueve la inestabilidad de Vif haciendo uso de la ruta 

autofágica de degradación

El proteasoma es el complejo por excelencia de procesamiento y

degradación de proteínas en la célula, y Vif hace uso de él para que A3G sea

degradado (296,297). Por ello, aunque fue nuestra primera apuesta sobre la vía a

través de la cual Vif se degradaba no podíamos olvidar la estrecha relación que

HDAC6 0ene con la vía degrada0va de la autofagia. La autofagia es un proceso cuya

,nalidad, se pensaba en un principio, era la del reciclado de componentes

celulares en condiciones extremas o de estrés para la supervivencia celular, incluso

se consideraba un evento en perjuicio de la célula ya se veía que era una fase

previa a la apoptosis (222,298,299). Diversos estudios han demostrado que este

proceso no sólo está relacionado con condiciones de estrés o de apoptosis, si no

que cumple múl0ples funciones de transporte, reciclado, eliminación de residuos,

eliminación de patógenos, etc. en la célula y que incluso de manera basal se

encuentra ac0vo (229,300–302). Es evidente la alta complejidad de este proceso

con mul0tud de rutas, actores y reguladores. Como hemos dicho, la implicación de
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HDAC6 en este proceso fue detalle su,ciente para plantearnos comprobar si Vif era

degradado a través de la ruta autofágica. 

Nuestro abordaje se basó en bloquear ambas rutas añadiendo inhibidores

especí,cos ampliamente usados y siguiendo las indicaciones de los fabricantes.

Cuando bloqueamos el proteasoma no conseguimos frenar la degradación de Vif,

es más, observamos un aparente aumento en la degradación. Parecía que el

bloqueo del proteasoma fomentaba la degradación de la proteína. En cambio, al

inducir un bloqueo del proceso de la autofagia, en eventos muy tempranos de la

ruta, observamos una estabilización de Vif. (Fig. 4.16) . Ambos resultados nos

conducían a la conclusión de que era la autofagia la ruta u0lizada para el

procesamiento de Vif, ya que uno de los eventos que puede ac0var la autofagia

basal es el estrés que conlleva el bloqueo del proteasoma, al encontrarse en estas

condiciones la autofagia aumentada, el procesamiento de Vif resulta más efec0vo y

drás0co. 

Además, esta idea se rea,rma al someter a Vif a la presencia de un mutante

de HDAC6 que carece de ac0vidad desace0lasa. Este mutante, HDAC6dm, provoca

en la célula un defecto en la autofagia, ya que, aunque presenta intacto su dominio

de reconocimiento de Ubiqui0na, carece de su ac0vidad desace0lasa afectando

gravemente a su ac0vidad sobre la Cortac0na, afectando a la red de Ac0na y por

tanto a la fusión de vesículas autofágicas y lisosomas y también a la función de

transporte de cargos ubiqui0nados y en todas aquellas funciones donde esta

ac0vidad es necesaria (245,276,303). La presencia de este mutante, que al ser

expresado en can0dades muy superiores a la proteína funcional endógena,

compite con ella en sus dianas (de ahí que observemos, por ejemplo, un aumento

de la α-Tubulina ace0lada por su presencia) lleva a una no degradación de Vif (Fig.

4.15). Lo mismo ocurre en el caso del mutante HDAC6_ΔBUZ, que aunque presenta
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la capacidad desace0lasa, no es capaz de unir a proteínas ubiqui0nadas y

trasladarlas a las vesículas autofágicas por lo que no logra unirse a Vif y llevarlo a

degradar. Aunque vimos que sí podía interaccionar con él en los ensayos de co-

inmunoprecipitación.

5.3.3  HDAC6 afecta a la infec>vidad de las nuevas parOculas virales, 

como consecuencia por la degradación de Vif,

Un aspecto que dejamos pendiente fue la funcionalidad de A3G, que gracias

a la presencia tanto de HDAC6 como de HDAC6_ΔBUZ no es degradado por Vif. Es

decir, ¿este A3G podría encapsidarse y realizar su función en el siguiente ciclo viral

tal y como ocurre en infecciones con virus que son VIH-Δvif?, es decir, ¿afecta

HDAC6 a la infec0vidad viral de las par�culas nacientes? 

Para contestar a estas cues0ones realizamos ensayos de infección con stocks

virales producidos en presencia de HDAC6 y de HDAC6_ΔBUZ, además de intentar

detectar en los virus la presencia de A3G. Antes de realizar los ensayos de infección

cuan0,camos mediante ELISA la p24 en los sobrenadantes, de tal manera que

usamos diferentes volúmenes de sobrenadante para los ensayos, pero misma carga

viral. Así, eliminamos la variable de diferencias en el número de virus presentes en

los sobrenadantes que nos pueden falsear resultados. Los virus producidos en

condiciones de presencia aumentada de HDAC6 muestran una capacidad

disminuida de infección en comparación con los virus controles, además de

detectar en su interior A3G. La acción de HDAC6 contra la proteína vírica Vif, lleva a

la protección de A3G permi0endo que esta proteína cumpla su función de factor

de restricción an0-VIH provocando la disminución en la capacidad infecciosa

caracterís0ca de los virus VIH-ΔVif (Fig. 4.17 y Fig. 4.18). En los ensayos realizados

con HDAC6_ΔBUZ, detectamos también presencia de A3G en las par�culas víricas,

pero en este caso no había un aumento de la infec0vidad de estos virus. Es posible
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que, aunque HDAC6_ΔBUZ evita que A3G se degrade, al no evitar su marcaje con

Ubiqui0nas esta proteína no resulta funcional. Es posible que, al entrar

transportada por el virus en la nueva célula la maquinaria de la misma la detecte

como sustrato a ser degradado por el proteasoma, o que estas modi,caciones

afecten estructuralmente a la proteína de tal manera que no pueda interaccionar

con el ADN o provocar desaminaciones (Fig. 4.18).

5.4 HDAC6 modula nega>vamente la estabilidad de la proteína 

estructural Pr55-Gag.

Uno de los eventos más estudiados y sobre el cual aún existe cierta

controversia del ciclo del VIH, es el proceso de salida y maduración viral. Se sabe

que la proteína Pr55-Gag (Gag) es el principal actor en este proceso, ya que su sola

expresión en la célula lleva a la formación de par�culas virales similares a virus

(VLPs) (304,305) y la maduración de la par�cula es el resultado del procesamiento

de esta poliproteína por la Proteasa viral que acaba formando la estructura

proteica del cuerpo viral (159,306). Aunque algunos trabajos hablan de que la

salida del virus se produce una vez ,nalizada la maduración de la par�cula viral, la

idea más aceptada es que cuando un virus es liberado, éste se encuentra en un

estado inmaduro y no infec0vo. Finalmente con la actuación de la Proteasa viral y

la disposición adecuada de los componentes virales, se alcanza la madurez del

virus y se puede observar la morfología �pica del core (24,159,307–310). Gag una

vez es expresada ha de viajar por la célula y acoplarse en zonas concretas de la

membrana plasmá0ca ricas en colesterol y con una composición lipídica

determinada, a par0r de las cuales se originará el punto de salida viral. Aunque

quedan muchos aspectos por descubrir sobre cómo sucede este proceso, se

conoce la importancia que 0ene la ubiqui0nación de Gag para su transporte hacia
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la membrana de la célula. Además, esta proteína 0ende a formar agregados tanto

cuando se ancla a la membrana como en eventos anteriores (311–314).

Por ello, nos planteamos estudiar si tal vez, HDAC6 podía ejercer algún 0po

de efecto nega0vo sobre esta proteína estructural basándonos tanto en la

necesidad de Gag de ser ubiqui0nada, en la tendencia a formar agregados como en

el uso que hace de las vías de transporte de vesículas de la célula para su viaje

hacia la membrana, todos estos eventos fácilmente interconectados con la

ac0vidad de HDAC6. Iniciamos nuestros estudios observando la estabilidad de Gag

en presencia de can0dades aumentadas de HDAC6 en ensayos de bioquímica

mediante Western Blot. Fue sorprendente la respuesta de esta proteína, la señal de

Gag se veía claramente disminuida en presencia de HDAC6, siguiendo una

respuesta dependiente a la can0dad de HDAC6 sobre-expresada (Fig. 4.19). 

Mediante ensayos con microscopía confocal y con una proteína Gag

recombinante que tenía tras su región C terminal y en fase con su marco de lectura

acoplada la GFP (Gr e e n fluorescent protein, proteína verde Euorescente)

observamos los caracterís0cos acúmulos de proteína que se producen cuando es

expresada (Fig. 4.22). Al expresar, además HDAC6, el porcentaje de células que

presentaban este patrón caracterís0co de punteados verdes disminuía

signi,ca0vamente (de un 80 % de células con patrón punteado a un 50 % de

células en la condición con HDAC6) (Fig. 4.22). Teniendo en cuenta la importancia

que 0ene este comportamiento de acumulación de proteína en el proceso de

salida y maduración viral, podemos suponer que HDAC6 estaría afectando

gravemente a la producción de virus.

No sólo la modi,cación con Ubiqui0na de Gag (173,181) puede hacerla

suscep0ble a ser reconocida por HDAC6, sino que además esta tendencia a

agruparse que vimos en nuestras imágenes de microscopía puede servir como un
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reclamo adicional para la actuación de HDAC6. Estos efectos que veíamos podían

fácilmente llevar a una menor producción de par�culas víricas, pero no sabíamos si

además podría estarse afectando a la capacidad infec0va del virus. Por ello

realizamos, como en el el caso anterior del estudio de A3G/Vif, ensayos de

infección con stock virales producidos en presencia de can0dades crecientes de

HDAC6. Por mo0vos técnicos en estos casos no fue posible realizar una

cuan0,cación previa de la p24 por lo que decidimos u0lizar volúmenes iguales de

sobrenadante y corregir más adelante nuestros resultados. Inicialmente parecía

que HDAC6 afectaba a la infec0vidad de los virus ya que detectamos un descenso

de la capacidad infec0va proporcional a la can0dad de HDAC6 expresada (Fig.

4.20). Recordemos que la producción de los stocks virales se realiza en células 293T

que al ser permisivas no expresan de manera endógena el factor de restricción

A3G, por lo que este efecto en la infec0vidad viral no podría explicarse, como en

los experimentos anteriores, por la acción de este factor. Tras la realización de los

ELISA de p24 en los sobrenadantes vimos que exis�a una disminución con la misma

tendencia que la observada en los ensayos de infección. Concluimos, por tanto,

que HDAC6 actúa sobre Gag promoviendo su degradación y la pérdida de

agregados, y que esto resulta en una menor liberación de par�culas virales. Es

decir, que los resultados obtenidos en los ensayos de infección eran el resultado de

una menor can0dad de virus por μL usado y no que estos virus fuesen menos

infecciosos.

5.4.1 El dominio de unión a Ubiqui>na, BUZ y la ac>vidad desace>lasa 

de HDAC6 resultan indispensables para la acción pro-degrada>va 

contra Pr55-Gag.

En el estudio del rol sobre la estabilidad de Gag de los diferentes constructos

de HDAC6, repe0mos los experimentos de transfección y posterior análisis por
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Western Blot. Al igual que lo visto en el apartado sobre A3G/Vif, fue evidente la

incapacidad del mutante HDAC6dm de promover la degradación de Gag, lo que

nuevamente nos rea,rma la importancia de la ruta autofágica para esta acción

an0-viral de HDAC6, punto que abordaremos más adelante (Fig. 4.23). En relación

a los resultados obtenidos con la fracción BUZ de HDAC6, que a pesar de no poseer

ac0vidad enzimá0ca propia y corresponder tan solo a una fracción de 374

aminoácidos de la proteína total, observamos una disminución de la señal de Gag

en presencia de este constructo (Fig. 4.23). Planteamos que esta fracción ejerce un

efecto “llamada” sobre el HDAC6 endógeno. La a,nidad que presenta esta región

por la Ubiqui0na resulta mucho mayor cuando es expresada en solitario que

cuando forma parte de la proteína íntegra (201), por ello, planteamos que esta

fracción con capacidad de reconocer a Gag ubiqui0nado se uniría a él con alta

especi,cidad, aumentan así el tamaño y presencia de los aglomerados de proteína.

De esta manera, el HDAC6 endógeno reconoce estos acúmulos de manera más

e,ciente, promoviendo su procesamiento y degradación.

Por otro lado, el resultado más contradictorio es el obtenido en los ensayos

con HDAC6_ΔBUZ, ya que, aunque la variación a la baja de la señal de Gag en

presencia de este mutante apenas es del 20 %, esta variación resulta signi,ca0va

(Fig. 4.23). Mantenemos nuestra hipótesis inicial de la importancia tanto de la

región BUZ de la proteína como de su ac0vidad desace0lasa para su función an0-

VIH y este resultado lo que nos avala es el rol del HDAC6 endógeno en el proceso:

la sobre-expresión de HDAC6_ΔBUZ, un mutante de HDAC6 que man0ene sus

dominios enzimá0cos ac0vos, aunque no logre reconocer a los sustratos que ha de

dirigir a las vesículas autofágicas, sí puede favorecer la dinámica del citoesqueleto

de microtúbulos y Ac0na y por tanto facilitar la fusión de autofagosomas con los

lisosomas, además de otras funciones donde la ac0vidad desace0lasa es

importante para el mecanismo autofágico. Es decir, proponemos que este

144



164 / 250

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 920173																Código de verificación: eNY3eyIt

Firmado por: LAURA DE ARMAS RILLO Fecha: 01/06/2017 15:58:11
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

AGUSTIN VALENZUELA FERNANDEZ 02/06/2017 11:29:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 06/06/2017 19:00:01
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

DISCUSIÓN

constructo estaría facilitando la función del HDAC6 endógeno, y por ese mo0vo

vemos esta respuesta, leve, aunque signi,ca0va de degradación de Pr55-Gag en

presencia de este mutante. En relación a por qué hemos observado este efecto de

HDAC6_ΔBUZ en estos ensayos y no durante el estudio de la acción nega0va sobre

Vif, basamos esta diferencia en que, de manera estandarizada, en nuestros ensayos

de expresión de proteínas recombinantes y análisis bioquímico por Western Blot,

realizamos entre tres y cinco réplicas del experimento (siempre número impar)

para veri,car los resultados obtenidos. Esta técnica, aunque sencilla, presenta

mul0tud de factores que pueden afectar al resultado, e,ciencia de transfección de

los plásmidos, diferentes e,ciencia de expresión de los mismos, cuan0,cación de

proteína total y ,nalmente la técnica de Western Blot, que 0ene varios pasos

limitantes o que pueden inducir variación. En esta ocasión, llegamos a realizar

entre trece-quince réplicas independientes de estos experimentos por problemas

técnicos que sufrimos en el desarrollo del trabajo. Así, acumulamos esa can0dad

de lisados celulares que ,nalmente some0mos a Western Blot y los tuvimos en

cuenta para nuestros análisis. Por ello, en esta ocasión al aumentar nuestra n de

manera tan considerable fuimos capaces de detectar este leve efecto a través de

una técnica semicuan0ta0va y que dimcilmente discrimina pequeñas diferencias en

la can0dad de proteína entre diferentes lisados celulares.

5.4.2 HDAC6 hace uso de la ruta autofágica para promover la 

degradación de Pr55-Gag.

En relación a qué posible vía podría estar dirigiendo HDAC6 a Gag para

degradar, nos centramos en el estudio de la ruta autofágica como la opción más

segura, aunque también decidimos comprobar la ruta proteasómica. Nuevamente,

presentamos la vía autofágica como la vía de degradación usada por HDAC6 para

promover la degradación de Pr55-Gag. En esta ocasión, tras un nuevo análisis de la
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bibliograma, decidimos bloquear la autofagia usando dos inhibidores diferentes que

afectasen a puntos diferentes del proceso. Un inhibidor de los eventos primeros

del proceso (3-MA, el mismo que fue usado en los experimentos anteriores) y otro

inhibidor que bloquea el evento ,nal de fusión de los lisosomas con las vesículas

autofágicas. Decidimos abordar de esta manera este estudio debido a la alta

complejidad del proceso.

El inhibidor usado con anterioridad, el 3-MA, es un inhibidor de la

fosfa0dilinositol 3-quinasa de 0po III (PI3K clase III) cuya ac0vidad es la fuente

principal de fosfa0dilinositol 3 fosfato en este proceso, componente esencial para

la formación del fagóforo (vesícula primera que engloba los componentes que

serán degradados) y para el inicio y desarrollo de la autofagia. Pero existen otras

vías de producción de esta molécula, además de rutas alterna0vas denominadas

no canónicas que conducen también a la ac0vación del proceso de la autofagia

(315–317). Por ello, decidimos también usar la Ba,lomicina A, un inhibidor de la

bomba de protones, que bloquea la fusión de los lisosomas con los

autofagosomas, provocando un bloqueo de la autofagia en fases tardía del

proceso. De esta manera, consideramos que estábamos abordando un amplio

rango del proceso y que un resultado posi0vo en el bloqueo de la degradación de

Gag en ambas condiciones nos indicaría de manera casi inequívoca que HDAC6

promueve la degradación de esta proteína viral haciendo uso de esta ruta celular.

Nuestros resultados, efec0vamente, nos indicaron este hecho (Fig. 4.25 y Fig.

4.26).

Desde hace años diversas inves0gaciones han revelado la importancia de la

autofagia durante el proceso de infección vírica, tanto como un evento bene,ciario

para el virus por el uso que hace el patógeno de este sistema, como de mecanismo

de lucha celular en contra del virus. Siendo tan complejo este sistema que
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podemos encontrar escenarios donde el virus fomenta el proceso autofágico y

eventos donde induce su inhibición (243,318,319). Varios trabajos describen como

la infección por VIH fomenta el Eujo autofágico potenciando el ensamblaje y

producción y liberación de virus (320–322). También se ha observado como la

autofagia afecta de manera nega0va en nuestro sistema inmune par0cipando en la

depleción de linfocitos T CD4+, algunos estudios han revelado que la proteína de la

envuelta viral, Env, de células infectadas está implicada en la muerte de linfocitos

CD4+. Las células infectadas expresan en su super,cie esta proteína viral que por

contactos con las células circundantes ac0van la autofagia conduciendo ,nalmente

a la apoptosis (323–325). También encontramos el ejemplo de una proteína viral

no muy conocida, ASP (An*sens Protein, proteína an0sen0do), esta proteína es

producida a par0r de un transcripto que se origina en la región LTR 3’ del genoma

viral. Según diversos estudios, ASP co-localiza con LC3 y podría inducir la autofagia

incrementando así la replicación viral (326,327). En muchos casos, la inducción de

la autofagia por parte del virus está centrada a eventos o fases concretas,

inhibiéndose, por ejemplo, las úl0mas fases como la fusión de autofagosomas con

los lisosomas (322). También encontramos otro ejemplo de la bibliograma donde un

actor importante del proceso autofágico como es LC3, contribuye a la acción de la

proteína viral Vpu en contra de la restricción de Teterina, favoreciendo así la

liberación de nuevos virus, a través de una vía no canónica de la autofagia (328). A

pesar de estos ejemplos donde el virus parece fomentar el proceso autofágico para

su bene,cio, son muchos los casos donde se ha visto que este proceso, dirigido por

la célula, resulta perjudicial para su ciclo y por lo tanto el virus intenta inhibirlo

(329–331). Un ejemplo de ello, resulta la degradación de la proteína trans-

ac0vadora Tat que tras ser reconocida por p62 es degradada vía autofagia (332).

Además, este hecho resulta interesante ya que, Tat también es diana de HDAC6

que mediante su desace0lación lleva a un control nega0vo de su ac0vidad. Es
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posible que además de la desace0lación, HDAC6 también pueda afectar

nega0vamente a su estabilidad par0cipando en su degradación autofágica. Más en

concordancia con nuestro trabajo, encontramos un estudio donde se describe que

la ubiqui0nación de Gag lleva a su degradación lisosomal. La proteína BCA2 es un

Ubiqui0na ligasa E3 que se había descrito como un co-factor de la ac0vidad de

restricción viral de la Teterina, pero que carecía de ac0vidad an0-viral en ausencia

de dicho factor de restricción. En este estudio se vio que la sobre-expresión de

BCA2 provocaba la ubiqui0nación de Gag y que ésta era ,nalmente degradada vía

lisosomas, viendo incluso que la inhibición del proteasoma incrementaba la

degradación de Gag y por tanto la liberación de nuevas par�culas virales, tal y

como observamos nosotros en nuestros ensayos (333). En base a estos datos y

conjugándolos con nuestros resultados, podemos interpretar que resulta

altamente fac0ble que HDAC6 sea un colaborador esencial en el evento que este

grupo de inves0gación describió, siendo el actor que reconociese a Gag y la llevase

a degradar vía autofagia. Debido a estas posibles vías de actuación frente al virus

que implican a este proceso degrada0vo encontramos una proteína viral accesoria

a la cual se le ha descrito ac0vidad inhibitoria del proceso de maduración pero no

de la ac0vación de la autofagia. Esta proteína es Nef, la cual se ha visto que

interacciona con Beclina 1, proteína esencial en el desarrollo y maduración del

autofagosoma impidiendo así, el desarrollo del proceso (322,330,334,335).

5.4.3 La proteína Pr55-Gag de origen proviral resulta igualmente sensible

a la inestabilidad promovida por HDAC6

Finalmente, al término de este trabajo tuvimos la oportunidad, gracias a una

estancia predoctoral, de trabajar en un laboratorio de bioseguridad de nivel 3, por

lo que contamos con las condiciones de seguridad óp0ma para realizar algunos

experimentos con virus completos e infecciosos. Aunque el número de

experimentos realizados fue un factor limitante debido al escaso 0empo
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disponible, los resultados obtenidos fueron muy alentadores. Repe0mos los

experimentos de sobre-expresión de HDAC6wt, HDAC6_ΔBUZ y HDAC6dm con un

provirus completo. En estos experimentos realizamos ensayos de bioquímica de las

células productoras, ensayos de infección y cuan0,cación de p24 en los

sobrenadantes. Observamos que la respuesta de Gag, en los ensayos de Western

Blot, por la presencia aumentada de HDAC6wt, HDAC6_ΔBUZ y HDAC6dm era la

esperada (Fig. 4.27). Los ensayos de infección para valorar si los virus presentaban

disminución de su capacidad infec0va se basaron en el cálculo de TCID50 por mL.

Este parámetro, comúnmente usado para la caracterización de un stock o cepa

viral, nos indica la dosis necesaria de dicho stock para provocar la infección del 50

% de nuestro cul0vo celular. Aunque la lógica nos indicaría que a mayor TCID50/mL

menor capacidad de infección ostenta dicho stock, este valor suele formularse

como el denominador de la dilución, por lo que a mayor número mayor

infec0vidad. Al igual que los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, aunque

aparentemente vemos una disminución de la capacidad infecciosa de nuestros

virus debido a la presencia de HDAC6, este efecto es corregido al cuan0,car la p24

en el sobrenadante que se relaciona con can0dad de par�cula viral (8·10- 5  pg de

p24 equivalen a una par�cula viral). Esta corrección tanto en el caso de HDAC6wt

como de HDAC6_ΔBUZ nos indica que HDAC6 no parece afectar a la funcionalidad

de los virus, pero sí a la can0dad de virus liberados. En cambio, fue muy

sorprendente la respuesta obtenida al sobre-expresar el mutante HDAC6dm,

donde vimos una disminución de la TCID50/mL relacionada con la presencia

aumentada de HDAC6dm. Aunque en un principio nos sorprendió este resultado,

podemos razonar que este mutante compite con el HDAC6 endógeno en todas sus

funciones, en concreto nosotros testamos el aumento de la ace0lación de α-

Tubulina, pero asumimos que hay más eventos donde HDAC6 interviene y

HDAC6dm está ocupando su lugar. La autofagia es un proceso que, en este caso, la
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célula usa a su favor en la lucha contra el virus, pero éste es un proceso dinámico

que como muchos estudios indican puede afectar nega0va o posi0vamente al ciclo

del virus dependiendo del momento del ciclo viral y tal y como hemos explicado

anteriormente, algunos trabajos apuntan como el VIH y otros virus, bloquean o

inhiben la autofagia y el transporte de vesículas según su conveniencia

(242,244,319,322,328,336). Es posible que al ser este mutante defec0vo para su

acción desace0lasa, esté provocando un dé,cit en el trasporte de componentes

virales necesarios para la correcta función del virus. De tal manera que, aunque la

producción de Gag y por lo tanto de par�culas virales no se ve afectada en número,

cualita0vamente estos virus resultan menos infec0vos que los virus controles (Fig.

4.28) . Este resultado nos abre la puerta a seguir inves0gando todas las posibles

funciones en las cuales HDAC6 interviene y parecen necesarias para una infección

exitosa del virus, y por tanto que resulten dianas de ataque o bloqueo de dicha

infección.

Para ,nalizar nuestra exploración de la relación entre HDAC6 y Gag,

analizamos cuales de las regiones de Gag que son dianas de ubiqui0nación resultan

esenciales para el reconocimiento por parte de HDAC6. Los trabajos del Dr. HG.

Kraüsslich, revelaron que aunque la región de Gag que requiere ser ubiqui0nada

para una correcta maduración viral y liberación del virus, es la región C terminal,

no existe un zona o lisina indispensable y concreta para esta modi,cación post-

transcripcional. La pérdida de ciertas lisinas, dianas de ubiqui0nación, en la

secuencia es compensada por la ubiqui0nación de otras lisinas. En concreto, este

equipo descubrió que era la combinación de la pérdida de lisinas de las regiones

NC y p6, y la pérdida total de todas las lisinas de la región C terminal de la proteína

la que afectaban más dramá0camente a la liberación del virus (181,182,337).

Considerando la elevada tasa de mutaciones que presenta este virus, este hecho

exhibe cierta lógica ya que en caso contrario arriesgaría a perder una región o
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aminoácido esencial en cualquier evento infec0vo. Usando los mismos mutantes

de Gag que el equipo del Dr. HG. Kraüsslich, realizamos ensayos de bioquímica en

presencia de HDAC6wt. Los primeros mutantes testados, que presentaban la

pérdida de lisinas (sus0tuidas por argininas) sólo en las regiones de la

nucleocápside (NC), del pép0do espaciador 2 (SP2) o de la región p6, no

presentaron cambios en su respuesta ante HDAC6. Produciéndose el mismo efecto

de degradación que observamos con una proteína Gag wild type o salvaje. El

mismo efecto observamos cuando las regiones NC y SP2, en conjunto, carecían de

lisinas. En cambio, cuando la región p6 en combinación con alguna de las

anteriores o las tres regiones carecían de lisinas disponibles a la ubiqui0nación, la

estabilidad de la proteínas Gag se mantuvo invariable a pesar de la presencia de

HDAC6 (Fig. 4.29).

Aunque como hemos resaltado, no hay una lisina o región indispensable

para la ubiqui0nación de Gag, ciertas regiones en conjunto, sobre todo en regiones

más C terminal, presentan un feno0po más óp0mo de salida y maduración viral.

Por ello, ya sea de manera aleatoria o intencionada el virus preferentemente será

ubiqui0nado en esas regiones para op0mizar la salida de viriones. Nos resulta

entonces lógico encontrar que HDAC6 presente preferencia de reconocimiento por

las regiones que con mayor probabilidad serán ubiqui0nadas, regiones C terminal

de la proteína. También barajamos la idea de que esta preferencia no este basada

en eventos evolu0vos, si no que por mo0vos conformacionales, aunque otras

regiones de Gag se encuentren ubiqui0nadas, HDAC6 no sea capaz de reconocer o

unirse a esas Ubiqui0nas y por lo tanto no podría arrastrar a Gag a la ruta de

degradación.
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5.5 HDAC6 como un nuevo factor de restricción an>-VIH

Algunas inves0gaciones han relacionado funciones de HDAC6 con una

ac0vidad an0viral en contra del VIH, principalmente en evento iniciales de la

infección impidiendo la entrada viral y evitando que la célula sea infectada.

Nuestro trabajo se centra en eventos posteriores del ciclo. Una vez el virus

establece una infección produc0va dentro de la célula la siguiente barrera sería

evitar la producción de virus que infecten nuevas células y evitar así la propagación

del patógeno por el organismo. Nosotros describimos como HDAC6 mediante el

reconocimiento de la proteína accesoria Vif ubiqui0nada, modi,cación habitual y

también consecuencia de su ac0vidad, promueve su degradación vía autofagia. Al

hacer disminuir la proteína Vif en la célula, el factor de restricción A3G queda libre

para ser encapsidado en las nuevas par�culas virales realizando su función en el

siguiente ciclo de infección. Además, también describimos que HDAC6 promueve la

degradación de Pr55-Gag, reconociéndolo gracias a su tendencia a formar

agregados y por la necesidad que presenta a ser ubiqui0nado. La degradación de

Pr55-Gag, también vía autofagia, impide la producción de nuevas par�culas virales.

Además, en este trabajo también aportamos nuevos aspectos sobre la importancia

del proceso autofágico como par0cipante fundamental en la defensa de la célula

frente a una infección por este virus.

De esta manera, proponemos que una vez establecida una infección

produc0va dentro de una célula, HDAC6 ejercería una acción protectora del

organismo en conjunto. Por un lado, la degradación de una proteína estructural del

virus hace disminuir el pool de virus liberados por la célula y además, al provocar la

degradación de la proteína accesoria Vif y permi0r la encapsidación de A3G en el

virión, los virus que si logran ser liberados presentarán una capacidad infec0va

muy disminuida. Así, limitaría la infección sistémica y como consecuencia úl0ma, la
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evolución ,nal a SIDA. Por todos estos resultados, animamos a la comunidad

cien�,ca a considerar esta proteína celular, HDAC6 como un nuevo factor de

restricción an0-VIH a estudio, o al menos, como un actor importante en la defensa

de nuestro organismo contra este patógeno.
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CONCLUSIONES

HDAC6 promueve la degradación de la proteína viral Vif usando la

maquinaria de degradación celular de la autofagia, protegiendo así al factor de

restricción celular APOBEC3G y afectando a la patogenicidad del virus:

– HDAC6 no afecta a la estabilidad de APOBEC3G y ambas proteínas

interaccionan y co-localizan en la célula de manera cons0tu0va sin la

necesidad de un es�mulo externo.

– HDAC6 promueve la degradación de la proteína viral Vif de manera

dependiente de su dominio de unión a ubiqui0na, BUZ, y de su ac0vidad

desace0lasa llevando a la protección del factor de restricción APOBEC3G.

– HDAC6 promueve la degradación de la proteína viral Vif usando la

maquinaria autofágica de degradación.

– La degradación de Vif y consecuente protección de APOBEC3G por parte

de HDAC6 afecta a la capacidad infecciosa de los virus nacientes.

HDAC6 promueve la degradación de la proteína estructural Pr55-Gag usando

la maquinaria de degradación celular de la autofagia, afectando seriamente a un

componente esencial de la par�cula viral y por tanto a la producción de par�culas

virales.

–HDAC6 afecta a la estabilidad de la proteína Pr55-Gag pero sin afectar a la

capacidad infec0va de los virus debido a esta acción.

– Los dominios desace0lasa y de unión a Ubiqui0na de HDAC6 resultan

esenciales para la acción de degradación de Pr55-Gag.
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–HDAC6 hace uso de la maquinaria de degradación autofágica para inducir

la degradación de Pr55-Gag, afectando seriamente la presencia de esta

proteína en la célula y la formación de agregados necesarios para la correcta

salida y ensamblaje viral.

– La acción pro-degrada0va de HDAC6 sobre Pr55-Gag se man0ene en un

entorno proviral. La pérdida de capacidad desace0lasa de HDAC6 sí afecta a

la capacidad infecciosa de los virus nacientes.

– La ubiqui0nación de las regiones NC y SP2 en combinación con la región p6

de la proteína Pr55-Gag resulta indispensable para el reconocimiento por

parte de HDAC6.

CONCLUSIONS

HDAC6 promotes the degrada0on of viral protein Vif using autophagy as

pathway of degrada0on, as result, it achieve the protec0on of cell restric0on factor

APOBEC3G aTec0ng the pathogenicity of the virus:

–HDAC6 does not aTect the APOBEC3G's stability, and both proteins interact

and colocalize without the need for an external s0mulus.

–HDAC6 requires its ubiqui0n binding domain, BUZ, and its deacetylase

ac0vity to promote the degrada0on of Vif.

–HDAC6 makes use of the autophagic pathway to perform Vif degrada0on.
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CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

–The degrada0on of Vif and the consequen0al protec0on of APOBEC3G by

HDAC6 aTects the virus infec0ous capacity due to the an0-HIV ac0on of

APOBEC3G.

HDAC6 promotes the degrada0on of viral protein Pr55-Gag by the

degrada0on pathway of autophagy, seriously aTec0ng an essen0al component of

the viral par0cle and therefore, aTec0ng the produc0on of viral par0cles.

–HDAC6 aTects the stability of Pr55-Gag but does not aTect the infec0ve

capacity of nascent viruses due to this ac0on.

–The deacetylase ac0vity and the ubiqui0n binding domains of HDAC6 are

essen0al to promote the degrada0on of Pr55-Gag.

–HDAC6 makes use of autophagy to achieve the degrada0on of Pr55-Gag,

seriously aTec0ng the steady-state of this protein in the cell and the

forma0on of aggregates, event necessary for the succes viral budding and

assembly.

–The pro-degrada0ve ac0on of HDAC6 over Pr55-Gag is preserved in a

proviral environment. The deacetylase ac0vity and the ubiqui0n binding

region, BUZ, are also essen0al for this ac0on.

–The ac0vity of HDAC6 over Pr55-Gag does not aTect the infec0vity of

nascent viruses, but the loss of deacetylase capacity of HDAC6 decreases the

infec0ve capacity of the virus progeny.

–The ubiqui0na0on of NC and SP2 regions in combina0on with p6 region of

the Pr55-Gag protein is indispensable for HDAC6 recogni0on.
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La segunda parte de este trabajo de tesis doctoral, donde abordamos el

efecto nega0vo que ejerce HDAC6 sobre la proteína estructural y viral Pr55-Gag,

actuando como un posible factor de restricción, se encuentra actualmente en

proceso de desarrollo y escritura para, próximamente proceder a su publicación

como ar�culo cien�,co.
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Durante el transcurso del desarrollo de este trabajo se publicaron una serie

de trabajos, que aunque no guardan relación directa con el obje0vo principal de

esta tesis se realizaron durante este periodo forma0vo:

Viral infec*on: Moving through complex and dynamic cell-membrane structures . Barroso-

González J, García-Expósito L, Puigdomènech I, de Armas-Rillo L, Machado JD, Blanco J,

Valenzuela-Fernández A. Commun Integr Biol. 2011 Jul;4(4):398-408. doi:

10.4161/cib.4.4.16716.

Gelsolin ac*vity controls e]cient early HIV-1 infec*on. García-Expósito L,  Ziglio S, Barroso-

González J, de Armas-Rillo L, Valera MS, Zipeto D, Machado JD, Valenzuela-Fernández A.

Retrovirology. 2013 Apr 10;10:39. doi: 10.1186/1742-4690-10-39.

Membrane dynamics associated with viral infec*on. de Armas-Rillo L, Valera MS, Marrero-

Hernández S, Valenzuela-Fernández A. Rev Med Virol. 2016 May;26(3):146-60. doi:

10.1002/rmv.1872.

Ar�culo en revisión:

In a cluster of HIV-1 Elite Controllers, long-term non-progression is linked to early envelope

glycoprotein func*ons. Casado C, Valera MS, Pernas M, Mar,l S, de Armas-Rillo L, Borràs-

Grañana F, Olivares I, Marrero-Hernandez S, Marquez-Arce D, Blanco J, Valenzuela-

Fernandez A. 2017 Journal of Virology.
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Universidad de Estrasburgo. Francia

Durante el periodo de 0empo durante el cual se desarrolló este trabajo

tuvimos la oportunidad de realizar una estancia de 95 días de duración en el

laboratorio del Dr. Jean-Christophe Paillart en la Universidad de Estrasburgo, en

Francia. El equipo de inves0gación del Dr. Paillart junto con el Dr. Roland Marquet,

posee una larga y reconocida trayectoria en el estudio de las interacciones entre

proteínas y ácidos nucleicos, así como en el estudio de la estructuración de la

par�cula viral debido a estas interacciones, tanto del virus VIH como del virus

InEuenza. Con respecto al VIH, sus estudios se centran en las interacciones entre

Pr55-Gag y el genoma viral para la formación de la par�cula y en las interacciones

entre Vif y A3G. Este equipo describió la región UTR 5’ del ARNm de A3G como la

región que Vif reconoce, uniéndose a ella e impidiendo la traducción de la

proteína. A parte de la oportunidad que supuso la estancia en su laboratorio, por la

aportación en el conocimiento de nuevas técnicas y nuevos enfoques en la

inves0gación, nosotros queríamos estudiar si era posible que HDAC6

interaccionase con ácidos nucleicos (ADN o ARN) ya fuesen víricos o celulares y si

esta capacidad de interacción guardaba relación con la capacidad de protección de

A3G y degradación de Vif que habíamos observado. Lamentablemente, por

problemas técnicos surgidos antes de la realización de la estancia y durante la

misma no pudimos realizar estos estudios tal y como nos lo habíamos planteado.

Aún así, gracias a la buena predisposición del Dr. Paillart tuvimos la oportunidad de

ahondar un poco más en ciertos aspectos de la ac0vidad an0viral de HDAC6.

HDAC6 no afecta al bloqueo de la traducción de A3G promovida por Vif

El equipo del Dr. Paillart, actualmente se encuentra centrado en dos líneas

principales de inves0gación, una de ellas centrada en con0nuar con la

caracterización del reconocimiento e interacción que se produce entre la proteína
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viral Vif y el ARNm de A3G, estudiando en profundidad si la interacción se produce

por reconocimiento de secuencias o es un reconocimiento estructural, debido a la

conformación de loops (giros) que sufre el ARNm de A3G.

Aprovechando estos estudios, que se encontraban en proceso en el

momento de la estancia, decidimos analizar si la presencia de HDAC6, podía

afectar a la inhibición que Vif provoca sobre la traducción de A3G. Para ello

siguiendo las condiciones de trabajo del equipo del Dr. Paillart realizamos

experimentos de transfección con plásmidos codi,cantes para A3G, Vif y HDAC6 en

células 293T, lisado del cul0vo celular y análisis bioquímicos por Western Blot.

Previo al abordaje de estos experimentos nos encontramos con el siguiente

inconveniente: en base a nuestros resultados y nuestras conclusiones, la respuesta

que observamos entre HDAC6/A3G/Vif se basa en un equilibrio que depende de la

relación de can0dad de proteína de cada uno de ellos, en nuestros experimentos,

las relaciones entre can0dad de plásmido transfectado de A3G y Vif eran de 2:1, y

con respecto a HDAC6 era de 1:1 y 1:4 entre A3G y HDAC6 y de 1:2 y 1:8 para Vif y

HDAC6. En cambio en los estudios del equipo del Dr. Paillart, para observar la

inhibición de la traducción por bioquímica la relación de plásmido transfectado que

habían establecido como óp0ma resultó 1:10 entre A3G y Vif. Por ello, decidimos

modi,car nuestras condiciones previas de trabajo y adaptarnos a las establecidas

por el Dr. Paillart y su equipo, a pesar de que era posible que no observásemos

nuestro efecto habitual debido al cambio en las proporciones entre can0dades de

plásmido y por tanto de proteína ,nal. Con respecto a la can0dad de plásmido de

HDAC6, decidimos testar sólo una can0dad, en este caso 1 µg, quedándose las

relaciones 1:10 entre A3G y HDAC6, y 1:1 entre HDAC6 y Vif. Además, en estos

experimentos, la transfección de los plásmidos se realizó usando XtremeGENE 9

como vehículo, y dejando la transfección durante 24 horas antes de realizar la lisis
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de las células. Dichas células se sembraron 24 horas antes de la transfección en

placas de 6 pocillos, 700.000 células por pocillo. Finalmente, para observar la

disminución de señal de la proteína A3G debido a la inhibición de la traducción por

parte de Vif, 16 horas antes de la lisis, se añadió al medio de cul0vo ALLN (inhibidor

del proteasoma). Cuando co-transfectamos A3G y Vif en presencia de ALLN la señal

de la proteína A3G es mayor que la observada en la condición con Vif y sin ALLN

(en condición control con DMSO) debido a la inhibición de la degradación de la

proteína por el proteasoma (Fig. 1, comparando la condición 4 con la condición 2),

en cambio se observa una diferencia en nega0vo entre las condiciones de

expresión de A3G sin y con Vif en presencia de ALLN (Fig. 1, comparando la

condición 4 con la condición 3). Esta leve disminución de la señal de A3G es el

resultado de la inhibición de la traducción de la proteína debido al efecto

inhibitorio que ejerce Vif sobre su ARNm. Al repe0r estas mismas condiciones pero

co-transfectando además, HDAC6wt observamos que esta disminución en la banda

de A3G no desaparece (Fig. 1, comparando la condición 8 con la condición 7). En la

grá,ca de cuan0,cación adjunta, se observa mejor que, en las condiciones con

ALLN la presencia aumentada de HDAC6 no evita la bajada en la señal de A3G. La

diferencia que se muestra entre las úl0mas barras de cuan0,cación no resultaron

signi,ca0vas. Estos resultados nos indican que HDAC6, a pesar de su ac0vidad

an0viral, descrita en este trabajo de tesis doctoral, no logra detener la inhibición

de la traducción de la proteína A3G llevada a cabo por Vif, al menos bajo estas

condiciones de trabajo.
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Figura 1: Estudio del efecto de HDAC6 sobre la inhibición de la traducción de A3G por parte de Vif.

Debido al corto período de estancia y que éstos no eran unos experimentos

plani,cados con antelación no logramos profundizar más en este aspecto

quedándose varias preguntas por responder. Por ejemplo, nos planteamos si

podría exis0r un equilibrio entre las condiciones de observación por bioquímica del

efecto pro-degrada0vo de HDAC6 sobre Vif y consiguiente protección de A3G y la

observación, también por bioquímica, del efecto de inhibición de la traducción de

A3G promovido por Vif. En las condiciones de trabajo del equipo del Dr. Paillart, la

inhibición del proteasoma la realizan durante 16 horas antes de proceder a la

recogida del cul0vo celular, en cambio, en nuestro abordaje experimental el

0empo máximo de incubación fue de 5 horas. Desconocemos si esta gran

diferencia en el 0empo de inhibición del proteasoma podría signi,car algún cambio

en el equilibrio del proceso que intentamos observar. Además, el producto ALLN,

aunque está descrito que inhibe el proteasoma, también posee ac0vidad de

inhibición de diferentes proteasas como son las calpaínas y catepsinas, algunas

implicadas en la degradación de proteínas en los lisosomas, por lo que es posible

que se estuviese afectando la degradación autofágica del proceso en esas
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condiciones. Por tanto, hubiese sido interesante repe0r dichos experimentos

realizando una incubación de 5 horas con el inhibidor MG132 y observar qué

respuesta obtendríamos. Otra valoración que nos planteamos se basa en el

compar0mento celular donde cada acción se lleva a cabo, es posible que la

inhibición de la traducción de A3G mediada por la ac0vidad de Vif se produjese en

un compar0mento celular no accesible para HDAC6, o quizás, se trate de un evento

muy temprano tras la expresión de la proteína Vif, careciendo la proteína viral de

ubiqui0naciones, modi,cación que reconoce HDAC6 para promover su

degradación. Otro detalle que nos resultó relevante y que hubiésemos querido

abordar fue el hecho de que aunque en todas las condiciones con HDAC6 se

transfectó la misma can0dad de plásmido, en presencia del inhibidor ALLN la señal

de HDAC6 disminuye, evento que se repi0ó en todos los experimentos (Fig. 1,

comparando la señal de HDAC6 de las condiciones 7 y 8 con 5 y 6) y que no

observamos cuando ac0vamos la autofagia con el inhibidor MG132. ¿La presencia

del inhibidor ALLN promueve algún evento celular que desencadene una

degradación de HDAC6?, ¿una posible ac0vación de la autofagia debido a la

inhibición del proteasoma, deriva, en este caso, en la degradación de HDAC6?.

Todas estas preguntas y los planteamientos que surgieron a raíz de los resultados

quedaron lamentablemente sin responder, aunque consideramos que podría

resultar muy interesante un abordaje de los mismos.

HDAC6 promueve la degradación de la proteína Pr55-Gag sin afectar a su ARNm.

Otra línea de inves0gación del equipo del Dr. Paillart, está enfocada en el

estudio de las interacciones entre la proteína vírica Pr55-Gag (Gag) y el genoma del

virus, como evento clave en la formación de la par�cula viral y encapsidación del

genoma vírico. Por ello, en el laboratorio se encontraba  op0mizado el protocolo
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para la realización de qPCR del gen gag, los cebadores u oligos necesarios y

an0cuerpos para el control por bioquímica de los experimentos. Por ello, frente a

esta oportunidad decidimos analizar si la afectación que habíamos observado de la

señal de proteína Gag por la acción de HDAC6 exclusivamente se debía a un efecto

sobre la proteína o si además, el ARNm de la misma se veía afectado,

produciéndose por tanto menor can0dad de proteína a punto ,nal.

En células 293T realizamos ensayos de co-transfección de los plásmidos

pNL4-3-Luc-R-E- (1 μg) y HDAC6wt (0,5 y 2 μg) en placas de 6 pocillos donde 24

horas se había sembrado 700.000 células por pocillo. La transfección se realizó por

duplicado con XtremeGENE 9 ya que se iba a testar el resultado mediante qPCR y

mediante Western Blot. Tras 24 horas de transfección, recogimos las células y

procedimos a su lisis y aislamiento de proteína total o de ARNm total. En el análisis

de los resultados, observamos que, mediante bioquímica se producía el mismo

comportamiento de disminución de Gag relacionada con una mayor presencia de

HDAC6. Los resultados de la qPCR nos indicaron que, en cambio, los niveles de

ARNm correspondientes a la proteína, no presentaban variaciones signi,ca0vas

entre condiciones (Fig. 2).
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Figura 2: Resultados de la qPCR de cuan*�cación del ARNm de Pr55-Gag en presencia de HDAC6
normalizados por la condición control en ausencia de HDAC6. Se adjunta una imagen del Western blot
control del experimento donde se evidencia el efecto ya observado de una disminución de la señal de la
proteína Gag en presencia de can*dades crecientes de HDAC6.

Un resultado interesante, surgió en el primer experimento de este 0po que

realizamos. En un primer momento, como fuente de Gag, u0lizamos el plásmido

pNL4.3-Δenv, ampliamente usado por el equipo del Dr.Paillart y que al carecer del

gen de las proteínas de la envuelta resulta segura su expresión y manejo. El

inconveniente surgió cuando al realizar los Western Blot control de las muestras,

en los cuales esperábamos ver la tendencia de disminución de la señal Gag, no

observamos dicho efecto (Fig. 3 A). Analizando qué diferencias podían exis0r entre

este plásmido y el que habitualmente usamos en nuestro laboratorio, vimos que,

aunque ambos carecen del gen env, nuestro plásmido posee el gen de la Luciferasa

insertado donde el gen de las proteínas de la envuelta, pero afectando también a

los genes nef y vpr. Por lo tanto, la expresión de este plásmido no conlleva la

expresión de estas proteínas. Temiendo que esas diferencias estuviesen afectando

a nuestro experimento, decidimos usar un plásmido pNL4-3.Luc.R-E- idén0co al que

usamos en nuestro laboratorio. En este caso si observamos la acción pro-

degrada0va de HDAC6 sobre Gag (Fig. 2). Independientemente del plásmido usado

como fuente de Gag, la cuan0,cación por qPCR del ARNm de la proteína viral no
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presentaba variaciones signi,ca0vas debido a la presencia aumentada de HDAC6

(Fig. 3 B). Consideramos de gran interés seguir ahondando en esta aparente

pérdida de la función an0-VIH de degradación de Gag debido al cambio del

plásmido usado como fuente de Gag, por ejemplo, analizar si el cambio de

respuesta debido a la presencia o ausencia de Nef y/o Vpr es signi,ca0va o debido

a un resultado aleatorio del ensayo.

Figura 3: A) Imagen de Western Blot y cuan*�cación adjunta de los niveles de proteína Gag en
presencia de HDAC6wt, usando como origen de producción de Gag el plásmido pNL4.3-Δenv.
B)Cuan*�cación del ARNm de Gag en presencia de HDAC6 normalizado por la condición control sin
HADC6 sobre-expresado. Se representa los experimentos realizados con pNL4.3-Luc-R-E- (barras
negras) y pNL4.3-Δenv (barras blancas).
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