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II. Resumen

Los adenovirus son virus de DNA de doble cadena lineal que tienen la capacidad
de infectar diferentes especies animales, entre ellos a los humanos, y causan
enfermedades respiratorias o0 gastrointestinales. Su ciclo de replicacion ocurre
dentro del nucleo de la célula infectada, donde se forman inclusiones denominadas
compartimentos de replicacion (CR), que estan compuestos de distintas proteinas
virales y celulares, y es donde tiene lugar la replicacion del genoma viral, la
transcripcion, y el procesamiento post-transcripcional de los mRNAs virales.

En el laboratorio de virologia molecular se lograron aislar fracciones de estos
compartimentos de replicacion a partir de un protocolo modificado para el
aislamiento de nucleolos. Con las fracciones aisladas se hicieron distintos
experimentos, entre ellos su andlisis protedmico, en el que se identificaron las
proteinas celulares y virales que los componen. Una de las que mas destaco fue la
proteina HMGB1, ya que se encontrd enriquecida en los CRs en comparacion con
el nucleoplasma.

HMGB1 es una proteina celular que se une directamente al DNA y que esta
implicada en varios procesos como la replicacion del DNA, la transcripcion, la
recombinacién, la reparacion del DNA, y la regulacién de la estructura de la
cromatina. La proteina, tiene distintas funciones dependiendo de su localizacion, e
incluso puede ser secretada y promover la inflamacién. La glicirricina es un acido
que puede funcionar como inhibidor de HMGBL1; es el principal componente activo
de la raiz de regaliz y que tiene efecto antiviral contra influenza, SARS-CoV-2, VIH,
entre otros.

El objetivo de este proyecto fue determinar si el reclutamiento de HMGBL1 a los CRs
es necesario para que el adenovirus humano tipo 5 se replique eficientemente; para
ello se determiné su localizacién intracelular a distintos tiempos postinfeccion
utilizando microscopia de inmunofluorescencia; ademas, se inhibi6 HMGB1 con
glicirricina para determinar el efecto que esto tiene en su localizacion intracelular, y

sobre la eficiencia de replicacion del virus.



1. Introduccion.

1.1 Adenovirus

Los adenovirus (AdV) son virus de DNA que se aislaron por primera vez en 1953 a
partir de tejido adenoide (Hidalgo & Gonzalez, 2022; Pied & Wodrich, 2019). Son
ubicuos (Hidalgo et al., 2016; King et al., 2016) y a pesar de ser agentes infecciosos
en humanos, se han utilizado en biotecnologia como vectores para el desarrollo de
terapia génica y anticancerigena (Hidalgo et al., 2016), por ejemplo, en estudios
hechos en China se encontré que la inoculacion de un adenovirus humano (HAdV,
por sus siglas en inglés) tipo 5 (HAdV-5) con delecion del gen E1B, en pacientes
con cancer en combinacion con quimioterapia, disminuyé el tamafio de tumores de
cabeza y cuello (Flint et al.,, 2015). Los adenovirus también se han usado como
vectores en el desarrollo de vacunas, ya que inducen una fuerte respuesta inmune
innata y adaptativa (Hidalgo & Gonzélez, 2022); entre ellas estan las vacunas
desarrolladas por la Universidad de Oxford con Aztra Zeneca, el Centro Médico Beth
Israel Deaconess-Johnson and Johnson, CanSino Biologics, y la vacuna rusa
Sputnik V contra el coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV, por sus siglas en inglés) 2, causante de la pandemia por enfermedad
de coronavirus 2019 (COVID-19) (Nakagami, 2021).

1.1.1 Enfermedades.

Los AdV son patégenos humanos que causan enfermedades respiratorias (Hidalgo
& Gonzélez, 2022; Lynch etal., 2021; Tang et al., 2018), gastrointestinales, y
queratoconjuntivitis; ademas se ha propuesto que estan relacionados con la
obesidad. Aungue normalmente no causan enfermedades severas en la poblacién
general adulta, en personas inmunocomprometidas pueden causar enfermedades
mas graves como la neumonia, e incluso la muerte (Hidalgo & Gonzélez, 2022).
En nifios causan aproximadamente un 7% de las enfermedades respiratorias
agudas que se presentan a nivel mundial (Hidalgo & Gonzélez, 2022; Tang et al.,
2018), con un alto indice de morbilidad y mortalidad ya que no existe un tratamiento
especifico; ademas, los pacientes recuperados pueden tener secuelas. Parte de la

enfermedad severa causada por la infeccion de HAdV se debe a que induce una



fuerte respuesta inmune en la que se sintetizan y secretan mediadores de la
inflamacion, que, aunque su rol principal es combatir la infeccion, cuando estan en
grandes cantidades dafian a las células normales e inducen necrosis (Tang et al.,
2018).

Los adenovirus pueden inducir tumores en algunos animales, pero no en humanos
(Hidalgo & Gonzalez, 2022), sin embargo, se han utilizado como uno de los

principales modelos de la virologia tumoral (Hidalgo et al., 2016).

1.1.2 Clasificacion.

Los adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae, la cual comprende cinco
géneros de virus que infectan a diferentes animales. El género Mastadenovirus esta
conformado por aquellos adenovirus que infectan mamiferos; de estos, 7 especies
infectan humanos (Hidalgo & Gonzélez, 2022; Tang etal., 2018) y son
aproximadamente 103 tipos. Los HAdVs se nombran con una letra del alfabeto de
la A ala G. Las especies B y C se asocian con enfermedades respiratorias (Tang
et al., 2018), y HAdVC2 y HAdVC5 son los mas estudiados (Hidalgo & Gonzélez,
2022).

1.1.3 Estructura de la capside.

Los adenovirus son virus de doble cadena de DNA lineal (dsDNA, por sus siglas en
inglés) que mide de 26 a 46 kb (Flint et al., 2015; Hidalgo & Gonzalez, 2022; Pied &
Wodrich, 2019). Son virus pequefios, no envueltos (King etal., 2016; Pied &
Wodrich, 2019), de un diametro aproximado de 900A. La céapside (Figura 1) tiene
forma icosaédrica y se conforma por 240 subunidades de la proteina hexén, que a
su vez esta formada por trimeros de la proteina Il (Flint et al., 2015; Hidalgo &
Gonzélez, 2022; Pied & Wodrich, 2019), cuya estructura se compone de dos
dominios de barriles 8 (Flint et al., 2015). La capside tiene doce vértices formados
de la proteina pentén base (Hidalgo & Gonzalez, 2022; Pied & Wodrich, 2019)
(proteina Ill) y la proteina fibra (proteina IV) (Hidalgo & Gonzalez, 2022).
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Figura 1. Estructura de la capside de adenovirus. Representacion de la capside de
adenovirus y de las diferentes proteinas que la conforman. Modificada de (Hidalgo &
Gonzalez, 2022).

En el interior de la cdpside se encuentran las proteinas menores IX, llla, VI y VI
también representadas en la Figura 1 (Flint et al., 2015; Hidalgo & Gonzalez, 2022;
Pied & Wodrich, 2019). La proteina IX estabiliza la capside, ya que al ser deletada
las particulas virales son mas susceptibles al calor (Flint etal., 2015). Se ha
propuesto que la proteina VI conecta la capside con la nucleocapside mediante su
interaccion con la proteina V (Pied & Wodrich, 2019). La nucleocépside esta
formada por el genoma y las proteinas V, VII, Mu y la proteina terminal (TP); esta
Gltima se encuentra unida covalentemente al DNA viral en sus extremos 5’ vy
funciona como “primer” en la replicacién del genoma viral (Hidalgo & Gonzalez,
2022; Pied & Waodrich, 2019). La proteina VII también se asocia directamente al
DNA (Flint et al., 2015; Hidalgo & Gonzalez, 2022; Pied & Wodrich, 2019), al igual
qgue la proteina Va2 (Hidalgo & Gonzalez, 2022; Pied & Wodrich, 2019). En la
nucleocapside también se encuentra la proteasa viral cuyas funciones incluyen la

maduracion de precursores de las proteinas estructurales, y la liberacion de la



capside del endosoma cuando el virus entra en la célula huésped (Hidalgo &
Gonzalez, 2022).

1.1.4 Organizacién del genomay productos génicos.

Como se describié anteriormente el genoma de AdV puede medir hasta 46 kb. Los
extremos del DNA tienen secuencias de repeticiones invertidas terminales (ITRs por
sus siglas en inglés) (Figura 2) que funcionan como origenes de replicacién (Hidalgo
& Gonzalez, 2022).

El genoma de los AdVs se divide en unidades transcripcionales (UT) (Figura 2)
reguladas temporalmente. Las UTs tempranas son E1A, E1B, E2, E3, y E4, de las
cuales E1A, E1B y E3 estan en la cadena que se lee de izquierda a derecha, y los
demas estan codificados en la cadena complementaria. Las UTs tempranas
retrasadas son Va2, y IX localizadas en diferentes cadenas como se puede ver en
la Figura 2. La UT tardia principal (ML, por sus siglas en inglés) esta codificada en
la misma cadena que los genes tempranos E1A, E1B, y E3. La expresion de las
UTs tempranas retrasadas y de ML depende del inicio de la replicacion del DNA.
Por ultimo, las UT VA | y Il codifican dos RNAs pequefios transcritos por la RNA
polimerasa Ill que se denominan RNAs asociados a virus, y son representados por
flechas rosas en la Figura 2 (Flint et al., 2015; Hidalgo & Gonzélez, 2022).
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Figura 2. Representacion del genoma de adenovirus. Las barras azules representan el
dsDNA, unido en los extremos 5’ a la proteina TP, las barras verdes representan las
unidades transcripcionales y las flechas rosas representan los transcritos producidos por
la RNA polimerasa lll. Modificada de Flint et al., 2015.



La UT E1A codifica dos proteinas que se diferencian por la region conservada (CR,
por sus siglas en inglés) 3 (CR3), cuyos mMRNAs sufren splicing alternativo (Flint
et al., 2015). Estas proteinas estan implicadas en la regulacién del ciclo celular y en
la activacion de la transcripcion (Hidalgo & Gonzalez, 2022); por ejemplo, activan la
transcripcion de las UTs E2, E3, y E4 (Pied & Wodrich, 2019). La estructura de la
region CR3 forma un motivo dedo de zinc que estimula la transcripcion de los genes
tempranos de AdV al unirse a activadores celulares como el factor de ADP-
ribosilacion 4 (Arf-2), el factor de transcripcion Spl, y la subunidad 23 del mediador
de la transcripcion de la RNA polimerasa Il (Med23), que promueven el ensamblaje
del complejo de preiniciacion y del complejo de elongacién en los promotores
virales, y posteriormente la transcripcion de los genes virales (Flint et al., 2015).
Ademas E1A interacciona con factores de transcripcion, y remodeladores de la
cromatina (Flint et al., 2015; Hidalgo & Gonzalez, 2022), como la acetiltransferasa
de histonas p300, y la proteina de unién a Creb (Crebbp) (Flint et al., 2015), que
inducen la expresion de genes necesarios para la entrada a fase S de la célula
huésped (Hidalgo & Gonzélez, 2022; Pied & Wodrich, 2019). Las proteinas E1A
también regulan la entrada de la célula a la fase S del ciclo celular al interaccionar
con la proteina asociada a retinoblastoma (Rb). Rb reprime la transcripcion de
genes blanco de E2f, que estan involucrados en la progresion del ciclo celular y de
la replicacion del DNA. Entonces, la union de E1A a través de las regiones CR1 y
CR2 a Rb impide su union a E2f, lo que lleva a la transcripcion de sus genes blanco
(Flint et al., 2015; Schmid et al., 2014).

Las proteinas codificadas en la UT E1B y E3 inhiben mecanismos de la respuesta
antiviral, tanto celular, como la del sistema inmune; por ejemplo, al inhibir el
reconocimiento de las células infectadas y su eliminacién por células del sistema
inmune adaptativo (Hidalgo & Gonzalez, 2022).

Un aspecto interesante es que tanto E1A como E1B promueven la transformacion
celular y anulan la regulacion del ciclo celular (Lynch et al., 2021).

Las proteinas que son sintetizadas a partir de los transcritos de la UT E2 estan

involucradas directamente en la replicacion del genoma viral, estas son: la DNA
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polimerasa viral (pol), el precursor de la proteina terminal (pTP), y la proteina de
unién a ssDNA (DBP por sus siglas en inglés) (Hidalgo & Gonzalez, 2022).

La UT E4 codifica proteinas que participan en procesos muy diferentes, por ejemplo,
la traduccion y su regulacion; el splicing; la exportacion selectiva de mRNAs virales;
la replicacion del DNA viral; y la apoptosis. Las proteinas E4 se nombran de acuerdo
con el marco abierto de lectura (ORF por sus siglas en inglés) a partir del cual se
transcribe su mRNA (Hidalgo & Gonzalez, 2022).

En general los virus encapsidan su genoma con proteinas basicas, ya sea celulares
o virales; en el caso de adenovirus, codifica la proteina basica pequefia VII, que
aparte de su funcion en la organizacion del genoma viral dentro de la capside,
también estd involucrada en la remodelacion de la cromatina celular inducida por la
infeccion de AdV. Esta proteina se localiza en los centros de replicacion, que se
describen més adelante, en el citoplasma, y en el espacio extracelular (Avgousti
et al., 2016), pero sus funciones en citoplasma y fuera de la célula se desconocen.
La proteina IVa2 funciona como un factor de transcripcion para promotores virales
tardios, y también esta involucrada en el empaquetamiento del genoma viral
(Hidalgo & Gonzélez, 2022).

Las proteinas estructurales estan codificadas en la UT ML que tiene dos
promotores, L4P regula la expresion de las proteinas L4-22K, y L4-33K, que, junto
con Va2 y IX activan al otro promotor de ML, MLP. MLP regula la expresion de L1-
52/55K en la etapa temprana del ciclo de replicacion viral. Mientras que en la fase
tardia se producen los demas mRNAs codificados en L1, L2, L3, L4, y L5, que se
definen por el sitio de poliadenilacion, y posteriormente sufren splicing alternativo y

generan alrededor de 20 mRNAs diferentes (Hidalgo & Gonzélez, 2022).
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1.1.5 Ciclo de replicacion de adenovirus.
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Figura 3. Ciclo de replicacién de adenovirus. 1) Union de la proteina fibra con el receptor
celular. 2) Interacciébn de proteina penton base con el correceptor e inicio de la
endocitosis. 3) Particula viral endocitada y parcialmente desensamblada. 4) Liberacion
del endosoma. 5) Transporte de la capside a través de los microtabulos. 6)
Desensamblaje de la capside en el CPN. 7) Importacion del genoma viral al nucleo. 8)
Localizacion del genoma viral cerca de los cuerpos de PML. 9) Transcripcion de VA-
RNAs. 10) Exportacién de VA-RNAs al citoplasma. 11) Exportaciéon a citoplasma de
MmRNA de E1A. 12) Translocacion al nucleo de proteina E1A y activacién de la
transcripcion de genes tempranos. 13) Exportacion de mRNAs tempranos. 14)
Traduccion de mRNAs tempranos. 15) Importacion de proteinas tempranas que
remodelan el nucleo. 16) Formacién de compartimentos de replicacion y sintesis de DNA
viral. 17) Activacion del promotor de L4. 18) Exportacion de mRNAs de L4 22K, y L4 33K.
19) Traduccion de mRNAs L4 22K y 33K. 20) Activacion de la expresion de genes virales
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tardios. 21) Exportacion selectiva de transcritos virales tardios. 22) Traduccion de
transcritos tardios facilitada por L4-100K. 23) Proteinas tardias. 24) Importacién de
proteinas virales tardias al ndcleo y ensamblaje de las particulas virales. 25) Maduracién
de particulas virales. 26) Liberacion de progenie viral por lisis celular. Tomada de Hidalgo
& Gonzalez, 2022.

El ciclo de replicacién de adenovirus esta dividido en dos fases, la temprana, y la
tardia (Hidalgo & Gonzélez, 2022). La fase temprana inicia con el reconocimiento
entre la célula huésped y la particula viral mediante la union de la proteina fibra con
el receptor (Flint et al., 2015; Pied & Wodrich, 2019) de coxsackie y adenovirus
(CAR, por sus siglas en inglés) (Figura 3, 1); posteriormente la proteina penton base
interacciona con integrinas, a,; 0 a,Bs (Figura 3, 2) (Flint et al., 2015; Hidalgo &
Gonzélez, 2022; Pied & Wodrich, 2019), por medio de una secuencia de
aminoé&cidos que imita a sus ligandos normales; la particula es internalizada por
endocitosis mediada por clatrina (Figura 3, 3) (Flint et al., 2015).

Dentro del endosoma se terminan de desensamblar las proteinas fibra de la capside
(Figura 3, 2-3), posteriormente el endosoma se acidifica (Flint etal.,, 2015)
promoviendo la activacién de la proteasa viral, que corta a las proteinas pentén
base, lla, y hexdn, lo que desestabiliza la capside viral y a su vez promueve la
liberacién de la proteina VI (Hidalgo & Gonzalez, 2022). La regién N-terminal de la
proteina VI es hidrofébica (Flint et al., 2015), por lo cual puede desestabilizar la
membrana del endosoma vy liberar la particula viral al citoplasma (Figura 3, 4) (Flint
etal.,, 2015; Hidalgo & Gonzalez, 2022). Posteriormente, la interaccion de la
proteina hexon con dineina permite que el resto de la capside sea transportada
hasta el complejo del poro nuclear (CPN) a través de los microtubulos (Figura 3, 5)
(Flint et al., 2015; Hidalgo & Gonzalez, 2022; Schmid et al., 2014). En el CPN los
restos de la c4pside se anclan a la nucleoporina Nup214 (Flint et al., 2015; Pied &
Wodrich, 2019), y a la cinesina-1; la primera mantiene la capside unida al CPN, y la
segunda la transporta hacia el polo positivo de los microtabulos (Flint et al., 2015),
esto provoca el completo desensamblaje de la capside (Figura 3, 6). Entonces, el

DNA viral asociado con algunas proteinas virales, como la proteina VII, es
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translocado dentro del nacleo (Figura 3, 7) (Flint et al., 2015; Hidalgo & Gonzalez,
2022; Pied & Wodrich, 2019; Schmid et al., 2014).

Al entrar en el nacleo el genoma viral se localiza en sitios adyacentes a los cuerpos
nucleares de la proteina de la leucemia promielolitica (PML) (Figura 3, 8), donde
algunos de sus componentes como la proteina VI asociada al dominio de muerte
(DAXX) reprimen la transcripcion del DNA viral. Sin embargo, los adenovirus han
evolucionado estrategias para superar esta represion, ya que la proteina VI que
acompafia al genoma cuando es translocado al nicleo contrarresta la represion. En
etapas posteriores del ciclo de replicacion viral la proteina E1B-55K marca a DAXX
para su degradacidbn en proteasoma. Ademas, los cuerpos de PML son
reorganizados en la infeccion con AdV. La proteina temprana E4orf3 induce la
reorganizacion de los cuerpos de PML de estructuras esféricas a estructuras
filamentosas; ademas, la infeccion induce la relocalizacion de varios de sus
componentes, como PML, Sp100, DAXX, SUMO-1, y TIF1a a los compartimentos
de replicacion (CR) virales, estructuras que se describiran mas adelante (Schmid
et al., 2014). Ademés la infeccién de AdV altera la respuesta celular de dafio al DNA
(DDR, por sus siglas en inglés) por medio de los productos de los genes tempranos
Ely E4 (Hidalgo & Gonzalez, 2019).

Los genes virales tempranos son encargados de activar y regular procesos que
permiten un 6ptimo desarrollo del ciclo de replicacion viral; por ejemplo, la induccion
de la entrada de la célula huésped en fase S, con la consecuente sintesis de
aminoacidos y nucleotidos que son utilizados para la replicacion del DNA, la
transcripcion y la traduccion virales. Ademas, los genes virales tempranos también
estan involucrados en la inhibicion de mecanismos antivirales de la célula, como la
respuesta inmune o la apoptosis, entre otros (Hidalgo & Gonzéalez, 2022).

La fase tardia del ciclo de replicaciéon de AdV esta delimitada por el inicio de la
replicacion del genoma (Figura 3, 16), que ocurre por un mecanismo de
desplazamiento de cadena, donde los ITRs funcionan como origenes de replicacion,
y la proteina DBP estabiliza la cadena sencilla que es desplazada mientras la nueva
cadena es sintetizada por la DNA polimerasa viral (Hidalgo & Gonzalez, 2022).
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Al acumularse nuevos genomas sintetizados se promueve la transcripcion de los
genes tardios (Figura 3, 17), asi como de la produccién de progenie viral; procesos
gue toman lugar en los CRs y adyacentes a estos, respectivamente (Hidalgo et al.,
2016). Las proteinas IX y IVa2 se sintetizan con la acumulacién del DNA viral.
Cuando el promotor L4P es activado promueve la expresion de L4 22K y 33K, que
a su vez, promueven la transcripcion de L2, L3, L4 y L5 (Hidalgo & Gonzalez, 2022).
La formacion de un complejo entre las proteinas virales E1B-55K y E4orf6 (Pied &
Wodrich, 2019) media la exportacion de transcritos virales tardios al citoplasma con
preferencia sobre la exportacion de mRNAs celulares (Hidalgo & Gonzalez, 2022;
Pied & Wodrich, 2019), y aunque no se sabe el mecanismo exacto, se ha propuesto
qgue el complejo E3 ubiquitin ligasa marca a proteinas celulares involucradas en la
exportacion de los transcritos celulares para su degradacion en el proteasoma
(Schmid et al., 2014). También se ha propuesto que TAP/NXF1 esta involucrado en
este proceso (Pied & Wodrich, 2019; Schmid et al., 2014), o que diferentes factores
de exportacion celulares son relocalizados a los CRs y que promueven la
exportacion preferencial de transcritos virales (Schmid et al., 2014). La traduccion
de mRNAs virales tardios también tiene preferencia, a través de un mecanismo de
“ribosome shunting” (Hidalgo & Gonzalez, 2022).

Las proteinas estructurales son importadas al nucleo, se acumulan y ensamblan las
capsides (Figura 3, 24) (Hidalgo & Gonzéalez, 2022; Pied & Wodrich, 2019). El
mecanismo por el cual se empaqueta el genoma no esta bien establecido; sin
embargo, existen estudios que han mostrado que L1 52/55K podria mediar el
empaquetamiento concomitantemente con la formacién de la capside al asociarse
con Va2 y L4-22K. Las particulas virales no son infecciosas en ese punto, y
maduran por accion de la proteasa viral (Figura 3, 25). Por ultimo la proteina E3-
11.6K regula la liberacion de AdV por lisis celular (Pied & Wodrich, 2019), y se ha
estimado que la produccién de progenie viral es de entre 10 a 100,000 particulas

por célula (Hidalgo & Gonzalez, 2022).
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2. ANTECEDENTES
2.1 COMPARTIMENTOS DE REPLICACION.

Los compartimentos de replicacion (CR), llamados también fabricas virales,
viroplasmas o centros de replicacion (Hidalgo etal., 2016), son estructuras
intracelulares compuestas de moléculas virales y celulares (Hidalgo et al., 2016;
Schmid et al., 2014), inducidas por la infeccion de todos los virus en los que se han
estudiado. Se forman en el citoplasma o el nudcleo (Schmid etal.,, 2014) y
representan una estrategia comun en muchos virus (Hidalgo et al., 2016) ya que en
estas estructuras ocurre la replicaciéon del genoma viral y la expresion de los genes
virales (Schmid et al., 2014). Ademas, estas estructuras protegen a las moléculas
virales del reconocimiento de la respuesta antiviral de la célula huésped (Hidalgo
et al., 2016).

Virus tanto de RNA como de DNA inducen la formacion de estas estructuras, sin
embargo, tienen caracteristicas particulares. Los virus de RNA+ forman CRs
asociados a membranas simples o dobles. Los virus de DNA que se replican en
citoplasma, como los virus de DNA grandes nucleocitoplasmicos, como los de las
familias Poxviridae y Asfarviridae, también forman CRs asociados a membranas, e
inducen la reorganizacion de organelos como el reticulo endoplasmatico (RE), el
aparato de Golgi, la mitocondria, el endosoma, o el lisosoma, e inducen cambios en
el citoesqueleto (Schmid et al., 2014).

Por el contrario, los virus de DNA que se replican en el nacleo no forman CR
asociados a membranas, aungue si inducen la reorganizacion de componentes del
ndcleo como la cromatina, y dominios nucleares como los cuerpos de PML, los
cuerpos de Cajal (CB, por sus siglas en inglés), los granulos de intercromatina (Gl),
y/o el nucleolo (Charman & Weitzman, 2020; Hidalgo et al., 2016; Schmid et al.,
2014).

La formacién de CRs tiene caracteristicas particulares dependiendo del virus, pero
en general comparten algunas, como el reclutamiento y/o control de factores
celulares involucrados en procesos como la replicacion del genoma y la

transcripcion, la evasion de los mecanismos de defensa antiviral de la célula
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(Charman & Weitzman, 2020; Schmid et al., 2014) y el secuestro de vias de
sefalizacion, o vias metabdlicas (Schmid et al., 2014).

La cantidad de CR en el nucleo varia dependiendo del virus, las condiciones del
cultivo, el tipo celular infectado, la multiplicidad de infeccion (MOI) utilizada, etc.
Pero, en general, los virus de DNA pueden formar de 1 hasta 20 CRs por nudcleo
(Charman & Weitzman, 2020) y su localizacién suele ser cercana a los cuerpos de
PML (Charman & Weitzman, 2020; Schmid et al., 2014). Ademas la formacion de
los CRs implica el reclutamiento de proteinas que promueven la replicacion viral
(Schmid et al., 2014), como la DNA polimerasa, la RNA polimerasa, factores de
transcripcion, y de procesamiento post-transcripcional, entre otros (Hidalgo et al.,
2016; Schmid et al., 2014); ademas de componentes que participan en la respuesta
antiviral celular como PML, p53, ATM, ATR, DAXX, y STAT (Schmid et al., 2014).
Los CRs inducidos por la familia Herpesviridae se forman cerca de los cuerpos de
PML y cooptan algunos de sus componentes. La proteina 0 de célula infectada
(ICPO) del virus del Herpes Simple 1 (VHS-1) actia como una ubiquitina ligasa y
etigueta a PML y Spl00 para su degradacion en proteasoma (Charman &
Weitzman, 2020; Schmid et al., 2014), lo que impide que la respuesta celular
antiviral bloqueé la replicacion el virus (Schmid et al., 2014). Un aspecto interesante
del ciclo de replicacion de VHS-1 es que induce la formacion de agregados llamados
dominios enriquecidos de chaperonas inducidos por virus (VICE por sus siglas en
inglés), en los cuales se encuentran distintas proteinas chaperonas, cuya funcién
en el ciclo de replicacion del virus es el correcto ensamblaje y plegamiento de las
proteinas y complejos necesarios para la replicacion viral (Schmid et al., 2014).
Otros miembros de la familia Herpesviridae que también disrumpen los cuerpos de
PML son: el virus de la varicela zoster (VVZ) (Charman & Weitzman, 2020), el
citomegalovirus humano (HCMV) (Charman & Weitzman, 2020; Schmid et al.,
2014), el herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV, por sus siglas en
inglés), el virus de Epstein-Barr (VEB) (Charman & Weitzman, 2020; Schmid et al.,
2014), y el herpesvirus saimiri (HVS, por sus siglas en inglés) (Schmid et al., 2014).
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Los virus adeno-asociados (AAV, por sus siglas en inglés) roban los CRs de otros
virus (como AdV), donde ocurre su ciclo de replicacion a excepcion del ensamblaje
de la progenie viral, que ocurre en el nucleolo (Schmid et al., 2014).

Los parvovirus autbnomos también se replican en el nucleo y forman CR en los que
se encuentran proteinas celulares como PCNA, RPA, RFC, y las DNA polimerasas
a y y. Estas estructuras llegan a ser tan grandes en etapas tardias de la replicacion
gue ocupan casi todo el nucleo de la célula huésped (Schmid et al., 2014).

El papilomavirus de bovino 1 (VPB1) y los tipos 16 y 18 del papilomavirus humano
(VPH) requieren de PML para poder llevar a cabo infecciones productivas, ya que
esta proteina esta implicada en la transcripcion de los genes virales (Charman &
Weitzman, 2020).

Los CRs de muchos virus de DNA nucleares, incluyendo los de AdV, los cuerpos de
Negri inducidos por el virus de la rabia, y los CRs del virus de la estomatitis vesicular
estan formados por separacion de fases liquido-liquido (LLPS, por sus siglas en
inglés). Los componentes de los LLPS incluyen acidos nucleicos y proteinas,
muchas de estas con regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs, por sus siglas
en inglés). Las proteinas DBP y E1B-55K de AdV tienen IDRs y forman parte de los
CRs. Una caracteristica de las estructuras formadas por LLPS es que pueden
intercambiar componentes rapida y dinAmicamente con el exterior ya que carecen
de membranas, ademas estas estructuras pueden fusionarse y hacerse mas

grandes (Hidalgo & Gonzalez, 2019).

2.1.1 Compartimentos de replicacion de adenovirus.

Los CRs de AdV (AdCR) se describieron por primera vez como “inclusiones virales
electrodensas”, y fueron vistos usando microscopia electronica de transmision
(Hidalgo & Gonzalez, 2019). Estudios mas recientes en los que se ha utilizado la
proteina DBP como marcador, han revelado que tienen una morfologia dinamica
gue cambia conforme avanza el ciclo de replicacion (Figura 4) (Hidalgo et al., 2016;
Hidalgo & Gonzalez, 2019).

Aunqgue no se conoce bien el mecanismo por el cual se establecen los CRs de AdV,

se ha propuesto que el genoma viral al entrar al nucleo induce su formacion, ya que
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en la expresion de genes virales tempranos participan proteinas celulares unidas en

los promotores virales (Hidalgo & Gonzalez, 2019).

16 hpi 24 hpi 36 hpi

Figura 4. Organizacién de DBP en los centros de replicacién de adenovirus. Microscopia
TIRF de DBP que es utilizado como marcador de los CRs de AdV. La morfologia de los
CRs cambia a lo largo del ciclo de replicacién del virus, localizandose en puntos en
tiempos tempranos (16 hpi); en anillos al final de la replicacion del DNA (24 hpi); y en
estructuras mas grandes en tiempos tardios de la infeccién (36 hpi). Tomada de Hidalgo
& Gonzalez, 2019.

Al entrar al nucleo la proteina VIl que se encuentra asociada con el genoma impide
gue sea reconocido por componentes de DDR, mientras tanto la proteina Terminal
interacciona con la matriz nuclear y con el complejo carnamil fosfato sintetasa
aspartato transcarbamilasa y deshidrogenasa (CAD) (Hidalgo & Gonzalez, 2019),
interacciones que son necesarias para el inicio de la transcripcion de los genes
virales. Alrededor de 4 hpi el genoma viral se localiza adyacente a los cuerpos de
PML, que como se describié anteriormente, sufren una reorganizacién tanto de su
morfologia como de algunos de sus componentes, mediada por las proteinas E4orf3
y E4orf6 (Charman & Weitzman, 2020; Hidalgo & Gonzalez, 2019). Los CRs
tempranos se distribuyen en focos (Figura 4), y antes de que comience la replicacion
del genoma viral la morfologia de los RCs cambia a una forma de anillo (Figura 4);
en tiempos tardios (36 hpi) existen tanto focos pequefios como anillos grandes y
con morfologia compleja, con DBP distribuida en la periferia de los CRs en donde
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ocurre la sintesis de DNA viral (Figura 4) (Hidalgo et al., 2016; Hidalgo & Gonzalez,
2019).

Entre las proteinas virales que se han identificado en los ADCRs se encuentran
DBP, Pol, pTP, E1B-55K, E40rf6, E4Orf4, L4-22K, L4-33K, mientras que, de las
proteinas celulares existen al menos 80 que estan implicadas en la regulacion de la
replicacion del DNA y de la transcripcién, la organizacion de la cromatina, DDR, el
citoesqueleto, la respuesta inmune innata, el procesamiento postranscripcional y la
exportacion de mRNAs. Varias de las proteinas celulares encontradas en los CRs
son componentes de diferentes cuerpos nucleares que han sido cooptadas (Hidalgo
& Gonzalez, 2019).

Por medio de microscopia se encontré que la organizacion de los CRs se compone
de distintas regiones. Los sitios de acumulacion del ssDNA, son regiones fibrilares
que, aparte de contener ssDNA, contienen DBP. La Zona Replicativa Periférica
(ZRP) es una red fibro-granular que contiene dsDNA, componentes del
spliceosoma, mRNAs poli (A), IVa2, L1 52/55K, y poca DBP (Hidalgo & Gonzalez,
2019), y es el sitio en donde ocurre la replicacién del DNA viral y la transcripcion
(Hidalgo et al., 2016; Hidalgo & Gonzalez, 2019). En el centro de los CRs se localiza
la regidn grande y densa llamada “sitios de almacenamiento de genoma”, en la que
se acumula el dsDNA que no esta siendo transcrito o replicado. Los anillos
compactos contienen RNA-VA, y proteina 1Va2, y se encuentran cerca de los Gl,
gue contienen snRNP, factores de splicing, rRNA, pre-mRNAs virales y mRNAS con
colas de poli(A). También existe una regién denominada “cuerpos pIX” que tiene
altos niveles de la proteina plX, y se forma en la fase tardia de la infeccion, contiene
IFN, PML, Sp100, PKR, y CK2a, pero su funcién se desconoce. Por ultimo, la region
denominada como “cristales de proteinas” se forma al final del ciclo de replicacion
y contiene proteinas virales estructurales, como la proteina fibra, y la proteina
penton base en arreglos paracristalinos (Hidalgo & Gonzalez, 2019)

Se ha propuesto que la replicacion del genoma y la transcripcion ocurren en la
periferia de los CR ya que ahi se localizan varios componentes de los Gl y de los
CB, asi como moléculas que participan en el procesamiento post-transcripcional de
los mMRNAs virales (Hidalgo & Gonzalez, 2019).
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En 2016 Hidalgo et al., lograron aislar fracciones de los CR de AdV mediante un
protocolo de fraccionamiento basado en el aislamiento de los nucleolos, que utiliza
sacarosa, magnesio y sonicacion suave. Con diferentes experimentos mostraron
que las fracciones aisladas eran funcionales ya que en ellas puede ocurrir la sintesis
de DNA y RNA viral de novo, asi como el splicing de mRNAs tardios virales (Hidalgo
et al., 2016). Ademas, se hizo un analisis protedmico de estas fracciones (datos no
publicados), en el que se encontré que, entre las proteinas celulares que estaban
mas enriquecidas dentro de los CRs en comparacién con el nucleoplasma, esta la
proteina del grupo de alta movilidad box 1 (HMGB1, por sus siglas en inglés).

Dado que la replicacion del DNA viral, la transcripcién, y el procesamiento
postranscripcional ocurren en los AdVCRs y que se desconoce la funcion de
muchos de sus componentes, en especial de las proteinas celulares cooptadas a
estas estructuras, resulta interesante investigar el papel que podrian tener en la

biologia del virus.

2.2 HMGB1.

Las proteinas de la familia del grupo de alta movilidad (HMG por sus siglas en inglés)
son proteinas heterogéneas que se unen a DNA pero no son histonas. Existen tres
familias, HMGA, HMGN, y HMGB, que tienen distintas funciones en la cromatina,
como la replicacion del DNA celular, la expresion de genes y la estructura de la
cromatina. La familia més estudiada es la HMGB, donde la B hace referencia a un
dominio conservado de estas proteinas, denominado Box en inglés (caja en
espafiol). Este dominio esta formado por 80 aminoéacidos, entre los cuales destacan
una serie de aminodacidos hidrofébicos que definen su organizacion espacial. En
esta familia existen 4 miembros HMGB1-4, que tienen uno o mas de estos dominios.
No tienen una secuencia de unidn especifica al DNA, pero en general son
secuencias ricas en ATs, y tienen alta afinidad por regiones de DNA con anomalias
estructurales como  doblamientos, torceduras, entrecruzamientos, o0
superenrollamientos. Los miembros mas conocidos son HMGB1 y HMGB2
(Chikhirzhina et al., 2020).

HMGB1 es una proteina nuclear no histona de alrededor de 30kDa, presente sobre

todo en células linfoides, cerebrales, hepaticas, renales, pulmonares, cardiacas y
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del bazo (Tang et al., 2018). Participa en distintos procesos como la replicacion y
recombinacion del DNA (Chikhirzhina et al., 2020; Tang et al., 2018), la regulacién
de la transcripcion, la reparacion del DNA, el metabolismo, el arresto del ciclo
celular, la senescencia, autofagia y apoptosis (Chikhirzhina etal., 2020), la
estabilidad de nucleosomas, la regulacion de hormonas esteroides, y la
diferenciacion celular (Tang et al., 2018). Se ha estimado que existe alrededor de 1
molécula de HMGB1 por cada 10-15 nucleosomas en el ndcleo de una célula
(Chikhirzhina et al., 2020).

2.2.1 Estructura
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Figura 5. Estructura de HMGB1. A) representacion de la estructura de HMGB1. B)
Estructura secundaria de los dominios Ay B de HMGB1 en 3D (Chikhirzhina et al., 2020).

La proteina HMGBL1 tiene dos dominios de union a DNA, nombrados A y B. El
carboxilo terminal (C-terminal) de la proteina contiene una gran cantidad de Asp y
Glu. EI 80% de su estructura esta conformada por alfa hélices, tres en cada dominio,
y forman una estructura en forma de L. Los residuos de aminoacidos hidrofébicos
entre las hélices | y Il estabilizan su orientacion espacial, y tres prolinas en la regién
amino terminal (N-terminal) de la hélice Il también participan en su estabilizacion.
HMGB1 tiene dos conformaciones, llamadas colapsada y expandida. En la
conformacion colapsada se encuentra inactiva y el C-terminal de la proteina se
localiza entre los dominios de unién a DNA (A y B) e interacciona con varios

aminoacidos bésicos; en la conformacion expandida se disrumpen estas
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interacciones y la proteina se activa. Este cambio puede ocurrir por modificaciones
post-traduccionales. HMGB1 cuenta con dos sefiales de localizacion nuclear (SLN),
dos de exportacion nuclear (SEN), y una cola acidica C-terminal que media su
interaccion con el DNA (Chikhirzhina et al., 2020).

2.2.2 Modificaciones post-traduccionales

HMGB1 puede sufrir modificaciones post-traduccionales como la acetilacion,
metilacion, fosforilacion, glicosilacion y ADP-ribosilacion, las cuales estan
implicadas principalmente en su localizacién intra y extracelular, y en su interaccion
con otras moléculas (Mollica et al., 2007).

HMGBL1 tiene seis residuos de serina cerca de SLN que pueden ser fosforilados, y
median la interaccibon DNA-HMGB1 (Mollica etal.,, 2007). Aparte de estar
involucrada en la localizacion de HMGBL, la acetilacion también juega un papel en
la union de la proteina al DNA, y en su secrecion extracelular. HMGB1 tiene dos
residuos de lisina en la regiéon N-terminal que al ser acetiladas median su unién al
DNA. En macréfagos en reposo se encontrd que la hiperacetilacion de HMGB1 esta
implicada en su translocacién del nucleo al citoplasma, y en neutrdéfilos se encontré
que la metilacion de la Lys-42 promueve la exportaciéon de HMGBL1 al citoplasma.
HMGB1 puede ser N-glicosilada en Asn-37, Asn-134 o Asn-135; esta modificacion
estd implicada en la exportaciéon de la proteina al citoplasma ya que media la
interaccion de HMGBL1 con la exportina CRM1 (exportina 1). La N-glicosilacién de
HMGB1 es mediada por forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), tricostatina A (TSA),
y lipopolisacarido (LPS). Por ultimo la ADP-ribosilacion de HMGB1esta implicada en
su liberacién por células necréticas asi como en la translocacion del nucleo al
citoplasma (Chikhirzhina et al., 2020).

Ademas de las modificaciones post-traduccionales, el estado redox de HMGB1 esta
implicado en su localizacion y funcién. En el nucleo las Cys 23, 45 y 106 se
encuentran reducidas. En el citoplasma los residuos de Cys 23 y 45 son oxidados
y forman un puente disulfuro, esta oxidacion esta relacionada con la secrecion de
HMGB1 y su funcion como una molécula de sefalizacion para activar las vias de
sefalizacion MAPK1, NF-kB y fosfoinositol 3-cinasa/AKT, o para regular migracion

celular y respuesta inmune (Chikhirzhina et al., 2020).
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2.2.3 Funcién

En el ndcleo HMGB1 interacciona con el surco menor del DNA en regiones
internucleosomales; se ha propuesto que la unién es principalmente a través del
dominio B, pero hay otros autores que sostienen que involucra a ambos dominios.
Su union promueve un doblez- de hasta 140° en el DNA que permite la unién de
otras proteinas como factores de transcripcion y remodeladores de la cromatina
(Chikhirzhina et al., 2020).

Figura 6. Modelo de interaccion entre HMGB1 y H1. La unién de HMGB1 a H1 desplaza
del DNA a la histona. EI complejo de remodelacion es reclutado y el nucleosoma se
desplaza exponiendo ciertas regiones del DNA para la unién de factores de transcripcion.
El recuadro azul representa los promotores, el recuadro verde a factores de transcripcion,

y el ovalo azul representa a HMGBL. Figura tomada de Chikhirzhina et al., 2020.

HMGB1 interacciona con distintas proteinas; entre ellas histonas, que son pequefias
proteinas basicas que compactan al DNA (King et al., 2016). Un ejemplo de esta

interaccion es la histona H1. HMGB1 y H1 tienen funciones contrarias ya que H1
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esta implicada en la compactacion de la cromatina, y HMGB1 en la
descompactacion (Lynch et al., 2021). Por medio de su N-terminal basico H1 se une
al C-terminal negativo de HMGB1 (Figura 6). Esta interaccion promueve la
disociacion de H1 del DNA que se vuelve accesible a otras proteinas, como el
complejo remodelador de la cromatina, que desplaza a los nucleosomas y expone
regiones como promotores a los que se reclutan factores de transcripcion para su
union directa al DNA o a través de HMGBL1 (Chikhirzhina et al., 2020).

HMGBL1 esta involucrada en la formacion del complejo de reparacion del mismatch
(MMR, por sus siglas en inglés), e interacciona con Hsp70, MSH2 y MLH1. También
participa en la reparacion de la escision de bases (BER, por sus siglas en inglés), y
la reparacion de nucleotidos (NER, por sus siglas en inglés). Ademas, estimula la
actividad de la proteina cinasa dependiente de DNA (DNA-Pkcs), RAG1, RAG 2, la
T4-DNA ligasa, y el supresor tumoral p53. Sin embargo, inhibe la reparacion del
DNA al interaccionar con aductos de cisplatino (Chikhirzhina et al., 2020).

Una caracteristica interesante de HMGB1, es que a pesar de ser una proteina de
union a DNA, puede ser secretada (Avgousti et al., 2016; Chikhirzhina et al., 2020)
pasivamente por células necréticas, o activamente por células del sistema inmune
(Chikhirzhina et al., 2020; King et al., 2016; Mollica et al., 2007) como los monocitos,
macrofagos, neutrofilos, plaquetas, células dendriticas, y células asesinas naturales
(NK por sus siglas en inglés). Su secrecion es independientemente del aparato de
Golgi o el RE (Mollica et al., 2007). Extracelularmente funciona como una alarmina
gue promueve la expresion de citocinas proinflamatorias (Avgousti et al., 2016;
Chikhirzhina et al., 2020; King et al., 2016; Mollica et al., 2007) y sefiala la infeccion
o el dafo celular (Avgousti et al., 2016).

Cuando HMGBL1 es secretada puede interaccionar con receptores tipo Toll (TLRs
por sus siglas en inglés), especificamente TLR2, TLR4 y TLR9, asi como con
receptor de productos finales de glicacion avanzada (RAGE), donde sefializa la
activacion del factor nuclear kB (NF-kB) (Chikhirzhina et al., 2020; Tang et al.,
2018), lo que ocurre en monocitos, macrofagos, células dendriticas y células
epiteliales (Tang et al., 2018), y conduce a la activacion de NF-kB que activa la

transcripcion de citocinas pro-inflamatorias (Chikhirzhina et al., 2020; Tang et al.,
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2018). La interaccion RAGE-HMGB1 también estimula la produccion del ligando de
guimiosina con motivo CXC (CXCL) 12 que al unirse con el receptor de quimiosina
tipo 4 (CXCR4) activa migracion celular, proliferacion, y diferenciacién. Por otro lado,
cuando interacciona con TLR2 activa células NK, y contrario a su rol como alarmina,
su interaccion con CD24 regula negativamente a NF-kB, lo que lleva a una
disminucién de la inflamacion (Chikhirzhina et al., 2020).

Aunque el papel de HMGBL1 en las mitocondrias aun no esta bien establecido, se
sabe que su delecion provoca que las mitocondrias tengan una morfologia corta y
redondeada que impide que sean funcionales. Por otro lado su delecion también

induce senescencia prematura en las células (Chikhirzhina et al., 2020).

2.2.4 Relacion HMGB1-virus.

HMGB1 regula la expresion de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACEZ2, por
sus siglas en inglés), receptor del SARS-CoV-1, del SARS-CoV-2, y del coronavirus
humano NL63 (Chikhirzhina et al., 2020). También promueve la replicacion de virus
como el de la hepatitis B (VHB), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), y el
virus de influenza A (donde su asociacion con la nucleoproteina viral promueve la
actividad de la polimerasa viral), entre otros (Tang et al., 2018).

La proteina VII de AdV es una proteina tardia, pequefa y basica, cuya funcion
principal es formar parte de la nucleocapside viral; sin embargo, esta involucrada en
el control de la célula huésped, y en la reorganizacion de la cromatina (Lynch et al.,
2021). En experimentos hechos por Avgousti et al., (2016) en los que se analizé el
proteoma de la cromatina en presencia y ausencia de la proteina VII, se encontro
gue cuatro proteinas estaban enriquecidas: SET/TAF-1 (Avgousti et al., 2016; Pied
& Wodrich, 2019), HMGB1, HMGB2, y HMGB3, y que la localizacion de HMGB1 y
2 cambia con la expresion de la proteina VII (Avgousti et al., 2016). HMGB1 se une
directamente a la proteina VII (Avgousti et al.,, 2016; King etal., 2016), cuya
localizacion dentro del nucleo puede ser tanto en la cromatina celular como en los
CRs de AdV (Avgousti et al., 2016). La interaccion proteina VII-HMGB1 modifica la
estructura de la cromatina celular, y retiene a HMGB1 en el nucleo, por lo que

también inhibe su papel en la inflamacion (Avgousti et al., 2016; King et al., 2016).
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En 2021 Lynch et al., publicaron un estudio en el que revelaron que la expresiéon de
la proteina VII de AdV altera el ciclo celular y el crecimiento de las células, ya que
en presencia de esta proteina el crecimiento de las células disminuy6 un 40%, sin
embargo, el crecimiento se recuperé en mutantes no funcionales de las proteinas
HMGB1 y SET (o sus homologos en levaduras). En el mismo estudio determinaron
que la proteina VII obstruye la mitosis, lo que permite redirigir los recursos de la
célula hacia la replicacion viral, y no a la division celular. EIl mecanismo que
propusieron por el cual ocurren estos procesos involucra el secuestro de SET y
HMGBL1 por la proteina VII que entra en el nucleo en asociacién con el genoma viral.
Como se describié anteriormente, HMGB1 compite con la histona H1 por el sitio de
unién en el DNA, mecanismo que es secuestrado por la proteina VIl y permite la
expresion de factores involucrados en la progresion del ciclo celular, y a su vez
factores que bloguean los puntos de control y permiten la sintesis de moléculas que
son secuestradas para el ciclo de replicacion viral (Lynch et al., 2021).

Tang et al., (2018) estudiaron el rol de HMGBL1 en la infeccion del HAdV-7 como
citocina proinflamatoria. Encontraron que en tiempos tempranos de la infeccién
(hasta las 8 hpi), la localizacién de HMGB1 fue nuclear en células A549. A partir de
las 24 hpi y antes de las 48 hpi detectaron un incremento gradual en la presencia
de HMGB1 extracelular, asi como un aumento en la expresion de los receptores
TLR4, TLR9 y RAGE, y de NF-kB. Interesantemente también aumentaron los
niveles de expresion de los mediadores de la inflamacion IL-1B, TNF-a, e IL-6 (Tang
et al., 2018).

2.3 GLICIRRICINA.

La glicirricina (GL), también conocida como acido glicirricico, es un compuesto
triterpenoide (Huan et al., 2021; Wolkerstorfer et al., 2009) que es el principal
componente del extracto de la raiz de regaliz (Huan et al., 2021; Mollica et al., 2007;
Wolkerstorfer et al., 2009), una hierva usada como planta medicinal en China y otros
lugares de Asia. Aunque no se considera toxica, en cantidades excesivas pude
causar efectos secundarios, sobre todo en personas con hipertensién (Huan et al.,

2021). Entre los efectos medicinales que tiene estan su efecto antiinflamatorio,
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antiviral (Huan etal., 2021; Mollica etal.,, 2007; Wolkerstorfer etal., 2009),
antitumoral, antioxidante (Wolkerstorfer et al., 2009).

Los mecanismos por los cuales exhibe actividades antiviral y antiinflamatoria adn
no se conocen, sin embargo, se ha encontrado que la GL inhibe varios procesos
celulares, entre ellos la SUMOilacion, el crecimiento de las células, y la apoptosis
(Huan et al., 2021).

Un aspecto interesante de la glicirricina es que es un inhbiror de HMGB1, se une a
la proteina en la region central de ambos dominios HMG, donde forma una L, sin
disrumpir su estructura secundaria. La regién en la que se une es hidrofébica y ahi
establece interacciones de van der Waals. Interesantemente, su sitio de union se
sobrelapa parcialmente con el sitio de unién de HMGB1 al DNA, por lo que se
estableci6 que la GL bloquea la interaccion HMGB1-DNA, aun asi su efecto nuclear
no es tan fuerte como el extracelular al inhibir su funcion como citocina inflamatoria
(Mollica et al., 2007).

Mollica et al., (2007) determinaron que la constante de disociacion de la unién entre
HMGB1 y GL es del orden de 100 uM, mientras que la afinidad de HMGB1 con el
DNA desordenado ronda el orden de los 10 nM, y es por esto que su efecto nuclear

no es tan marcado (Mollica et al., 2007).

2.3.1 Actividad antiviral.

La GL inhibe la replicacion de miembros de la familia Herpesviridae (Huan et al.,
2021; Wolkerstorfer et al., 2009), que suelen ser muy comunes en la poblacién
general, ya que alrededor de 90% de los adultos estan infectados con algun tipo de
herpes. Por ejemplo, se ha probado su efecto antiviral contra VHS-1, cuya
inactivacion por GL es irreversible. En 2005 se report6 la actividad antiviral de GL
contra KSHV, el mecanismo propuesto involucra el incremento en la expresion de
la ciclina viral ORF72 y la baja expresion del antigeno nuclear asociado con latencia
(LANA), lo que provoca la muerte selectiva de células infectadas con KSHV. La
actividad anti-VEB es dependiente de la dosis, y ocurre en etapas tempranas del
ciclo de replicacion viral, sin intervenir en la adsorcion (Huan et al., 2021). La
actividad antiviral de la GL también afecta al virus de Hepatitis C (VHC) (Huan et al.,
2021), y al virus de la Hepatitis B (VHB), y en paises como Japon las personas
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infectadas con estos virus consumen GL como parte de su tratamiento (Mollica
et al., 2007). En la infeccion con VHC se demostro que la inhibicion de la fosfolipasa
A2 (PLA2G1B) por GL disminuye el nimero de particulas virales liberadas hasta en
un 50%. Con VHB modifica la expresion de antigenos relacionados con HBV en
hepatocitos (Huan et al., 2021).

En la infeccidn del virus de la Influenza HMGBJ1 se une a la nucleoproteina del virus,
y esto promueve la actividad de la polimerasa viral, cuando se agrega GL esta
asociacion se bloquea y se inhibe la replicacion viral (Huan et al., 2021); ademas se
encontré6 que en la infeccién por influenza, GL puede inducir la produccién de
interferon (IFN) (Fiore et al., 2008; Wolkerstorfer et al., 2009), e inhibir la produccién
de CXCL10, IL-6, y del ligando de quimiocina con motivo CC (CCL) 5 cuya sintesis
es inducida por la infeccion del virus de la influenza H5N1 (Huan et al., 2021).

La GL inhibe la replicacion de VIH (Fiore etal.,, 2008; Huan etal.,, 2021;
Wolkerstorfer et al., 2009) dependiendo de la dosis. EI mecanismo propuesto
involucra la expresion de CCL2 e IL-10, ya que la expresion del correceptor de VIH,
el receptor de quimiocinas CC (CCR) 5, es mediada por estas dos proteinas.
Ademas GL promueve la expresion de CCL4 y CCL5, los cuales compiten por el
sitio de unién con CCR5 (Huan et al., 2021). GL también mejora la actividad de las
células NK (Fiore et al., 2008) y reduce la fluidez de las membranas, que resulta en
la reduccion de la fusion de la membrana de VIH con la célula huésped (Huan et al.,
2021).

GL bloquea la adsorcién de distintos coronavirus (Huan et al., 2021; Wolkerstorfer
et al., 2009), ya que HMGB1 esté implicada en la expresion de ACE2, y también se
puede unir directamente a él. Ademés puede inhibir la proteasa del virus y regular
la produccion de citocinas proinflamatorias al impedir la liberacion de HMGB1 (Huan
et al., 2021).

Ademas de estos virus, también tiene efecto antiviral contra vaccinia, polio tipo 1,

alfavirus, flavivirus, y el virus de la estomatitis vesicular (Wolkerstorfer et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION.,

Como se describi6 en los antecedentes, HMGBL1 es una proteina que tiene distintas
funciones en la célula y su localizacién est4 asociada a cada una de ellas. En el
ndcleo participa en procesos como la transcripcion y replicacion, y regula la
estructura de la cromatina, mientras que extracelularmente funciona como una
sefal de alarma que promueve la inflamacion. El hecho de que se haya encontrado
una relacion con la proteina VII de AdV en la que es retenida en el nucleo y que
afecta el ciclo celular nos proporciona una nueva vision de la importancia que podria
tener esta proteina en el ciclo de replicacion del virus, sin embargo los hallazgos de
este grupo se han enfocado mas en el impacto que tiene HMGB1 y su asociacion
con la proteina VII en la célula infectada, y no asi directamente en el ciclo de
replicacion del virus. ElI hecho de que en nuestro grupo se haya encontrado
enriquecida en los compartimentos de replicacion de adenovirus resulta interesante
pues podria estar implicada en algun punto del ciclo de replicacion de AdV dadas
sus distintas funciones, ya sea participando en la organizacion de los CRs, en la
transcripcion de los genes virales, o incluso en la etapa tardia del ciclo de replicacion
viral siendo participe del empaquetamiento del genoma dada su funcion en la
organizacion de la cromatina y su asociacion con la proteina VII. Debido a esto
saber si es necesaria en algun punto del ciclo de replicacion del virus, o en la
formacion de los CRs podria darnos informacion acerca de su funcion e importancia

para la replicacion del virus.

4. HIPOTESIS.

HMGBL1 es necesaria para la produccion eficiente de progenie viral de adenovirus
humano tipo 5.

5. OBJETIVOS.
5.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar si HMGB1 es necesario para la produccion eficiente de progenie viral.
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5.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Analizar el efecto de la infeccion por adenovirus en la localizacion intracelular
de HMGBL1.

2. Determinar el efecto de la inhibicion de HMGBL en la localizacién de DBP en
los CRs virales.

3. Determinar el efecto de la inhibicion de HMGB1 sobre la produccién de

progenie viral.

6. METODOLOGIA

6.1 Células y virus

Se utilizo la linea celular HEK 293 (células embrionarias de riidn humano 293) y
fibroblastos primarios de prepucio humano (HFF). Fueron cultivadas en monocapa
en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) complementado con suero bovino
(SB) al 10 % (v/v) o suero fetal bovino (SF) al 10% (v/v), respectivamente; y con los
antibioticos, Penicilina-estreptomicina, eritromicina y tetraciclina. Y se mantuvieron
en incubacion a 37°C con 5% de CO,.

Las células HEK 293 se utilizaron para la propagacion del adenovirus humano tipo
5 (HAdV5-2250), y para su titulacion se ocuparon células HFFs.

Las células HFF se utilizaron (sin exceder 13 pases) en los experimentos de
inmunofluorescencia que implicaban localizacién e inhibicion de HMGB1. Se
infectaron con el HAdV-5 silvestre HAdV5-2250 a una MOI de 30 UFF/célula, con
adsorcion de 1 h, moviendo cada 15 minutos para asegurar una infeccién
homogénea del cultivo; pasado ese tiempo se retird el in6culo, se agregé DMEM
complementado con 10% (v/v) de SF, penicilina-estreptomicina, 2.5 pg/ml de
tetraciclina y 50 ug/ml de eritromicina, fueron mantenidas a 37°C con 5% de CO,
hasta que se fijaron con formaldehido al 3.7%, se procesaron para

inmunofluorescencia, y se analizaron a 4, 16, 24, y 36 horas post-infeccion (hpi).
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6.2 Titulacion por focos fluorescentes

La titulacién de los virus, tanto del stock, como del utilizado para la cuantificacién de
la progenie viral se hizo con células HFF, las cuales se infectaron con HAdV5-2250
en seis diluciones seriadas cuando alcanzaron el 80% de confluencia. Se
procesaron para inmunofluorescencia como se describe adelante y de las muestras
obtenidas se tomaron de 6 a 10 fotos de campos distintos, se contaron las células
infectadas y las no infectadas y el titulo se obtuvo utilizando la siguiente ecuacion.

) UFF  (Namero de células infectadas)x(Dilucion™1)
Titulo en =

Volumen inicial de lisado

6.3 Anticuerpos

Se utilizo el anticuerpo monoclonal anti-DBP B6-8 hecho en ratbn como anticuerpo
primario, y el anticuerpo monoclonal de conejo recombinante anti-HMGB1 (SA39-
03 de Invitrogen). Los anticuerpos secundarios fueron anti-ratdn acoplado a Alexa
fluor 488, anti conejo acoplado a Alexa fluor 488, y anti-ratdn acoplado a Alexa fluor
568 (Invitrogen).

6.4 Inmunofluorescencia

Las células se sembraron en placas de 12 o0 24 pozos sobre cubreobjetos estériles,
se infectaron con HAd5-2250 cuando alcanzaron 80% de confluencia. Se quito el
medio de cultivo de las células, y se lavaron con PBS dos veces, posteriormente se
fijaron con formaldehido al 3.7% por 20 minutos a temperatura ambiente (TA),
pasado ese tiempo se quitd el formaldehido y se lavaron tres veces con PBS frio en
agitacion. Después se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.5% durante 5 minutos
a TA, luego se hicieron tres lavados con PBS frio en agitacion, seguido de la
incubacion toda la noche con el o los anticuerpos primarios a 4°C. Al dia siguiente
se quitd el inéculo y se lavaron tres veces con PBS frio en agitacion, y se incubaron
2 haTA en agitacion con el o los anticuerpos secundarios mientras se protegian de
la luz, posteriormente se lavaron tres veces con PBS frio en agitacion, y se

incubaron por 5 minutos con DAPI, después se lavaron tres veces con PBS frio en
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agitacion. Los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con 2 ul de glicerol al
10%, y se sellaron con barniz transparente. Posteriormente se analizaron en un
microscopio invertido Zeiss Axiovert 200M (Carl Zeiss Inc.) con un objetivo de 63X
con aceite de inmersion en los experimentos de localizacion de HMGBL1; y con el

objetivo de 20X para la titulacién de los virus, y las muestras se guardaron a -20°C.

6.5 Glicirricina

En los experimentos en los que se inhibi6 HMGB1 se utilizé glicirricina, (SIGMA,
50531, como sal de amonio de acido glicirrizico de la raiz de glycyrrhiza). Mollica
et al., (2007) determinaron la constante de disociacion de HMGB1 con la glicirricina,
por lo tanto, basandonos en ella se decidio utilizar a una concentracion de 100 uM
a partir de un stock de 0.01 M, el cual fue agregado al medio de cultivo. Para los
experimentos de localizacion de HMGB1 se agrego el tratamiento en las células
correspondientes 2 h antes del inicio del ciclo de infeccion del virus, y se dejo6 todo
el tiempo hasta que fueron fijadas para la inmunofluorescencia, como se muestra

en el diagrama de la Figura 7.

-2 36
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Comienzo del cliclo Final del ciclo
de replicacion de replicacion

Figura 7. Diagrama de la metodologia usada para los experimentos de localizacién de
HMGB1 en los que se inhibi6 con glicirricina. Se muestra una linea del tiempo
representando el ciclo de replicacién del virus con las horas post-infeccion a las que se
hicieron los tratamientos, las lineas que salen desde -2 indican el tiempo en del tratamiento

con glicirricina, y los tiempos post-infeccién indican a qué hora fueron fijadas las células.

Para los experimentos de produccién de progenie viral la glicirricina se ocupé a la
misma concentracion, pero se agregoé en distintos tiempos post-infeccion (Figura 8)
alo largo del ciclo de replicacion del virus y hasta que las células fueron cosechadas
a 36 hpi.
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Figura 8. Diagrama de la metodologia usada para los experimentos de producciéon de
progenie viral en tratamiento con glicirricina. Se muestra una linea del tiempo representando
el ciclo de replicacion del virus con las horas post-infeccion a las que se hicieron los
tratamientos, las lineas junto a los numeros indican el tiempo en del tratamiento con

glicirricina, y los tiempos post-infeccion indican a qué hora fueron cosechadas las células.

6.6 Analisis de imagenes

Todas las imagenes fueron analizadas utilizando el software IMAGEJ/FIJI.

Las imagenes obtenidas para la titulacién del virus stock se contaron manualmente
ajustando el brillo y contraste de la misma manera para todas las fotos de un mismo
canal: azul para DNA y verde para DBP, esto con el fin de tener una mejor
visualizacion.

Las imagenes correspondientes a la titulacién por focos fluorescentes de la progenie
viral fueron convertidas a imagenes en 8 bits a las que se les sustrajo el ruido de
fondo de acuerdo con el promedio de fluorescencia de las imagenes en zonas en
las que no habia células, y a partir de las cuales se cred una mascara binaria
tomando como base laimagen del DNA y posteriormente se contabilizo la intensidad
de fluorescencia en el canal verde que correspondia a la proteina DBP, y se hizo
una estimacion en la que los valores arriba de 2.5 se tomaron como positivos para
la fluorescencia de la proteina DBP.

A las imagenes para determinar la localizacion de HMGB1 se les ajusto el brillo y
contraste para quitar el mayor ruido de fondo y mejorar las imagenes, y

posteriormente fueron analizadas manualmente en los tres canales: rojo para DBP,
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verde para HMGB1 y azul para DNA. Se cont6 el nimero de células y la localizacion

de las proteinas para categorizarlas en distintas poblaciones.

6.7 Analisis por coeficiente de correlacion de Pearson

Las imagenes en las que se determind la localizacion de HMGBL1 fueron convertidas
a imagenes en 8 bits a las que se les sustrajo el ruido de fondo como se describio
antes, y posteriormente fueron analizadas en el software IMAGEJ/FIJI usando el
pluging JACoP, para realizar un andlisis de correlacion de Pearson (r), mediante el
cual se puede estimar la colocalizaciéon de acuerdo con la intensidad de sefial de
dos imagenes, siendo que cuando r=1 existe una correlacién positiva o hay
colocalizacion, cuando r=0 no existe correlacion, y cuando r=-1 la correlacion es
negativa, lo que quiere decir que las sefiales de ambos fluoréforos se repelen (Bolte
& Cordelieres, 2006).

/. RESULTADOS.

7.1 HMGB1 se localiza en dos distribuciones distintas en

la célula.

Con el fin de determinar la localizacion intracelular de HMGBL1, realizamos dos
experimentos independientes en los que las células HFF fueron procesadas para
microscopia de inmunofluorescencia, como se describié en la metodologia. Se
tomaron fotos de distintos campos de las células y se contaron manualmente para
determinar la localizacion de HMGB1, usando un anticuerpo contra la proteina y un

anticuerpo secundario acoplado a Alexa 488. Se usé DAPI para visualizar el DNA.

Los resultados mostraron que HMGB1 se localiza en una distribucion en la que se
pueden observar regiones de mayor intensidad de fluorescencia (que decidimos
llamar Regiones de Mayor Intensidad o RMI) sobre la distribucion punteada que
abarca todo el nucleo. Y también, en una distribucion con apariencia de puntos
distribuidos por todo el nucleo con algunas regiones con mayor densidad de puntos

(que denominamos sin RMI), como se muestra en el panel a) de la Figura 9.
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Figura 9. Localizacion normal de HMGB1 en células HFF. a) microscopia de
inmunofluorescencia de células HFF representativas de las distintas distribuciones de
HMGB1 en una célula hormal. Las flechas sefialan las RMIs. b) Grafica de la cuantificacion
de las poblaciones de células con cada una de las distribuciones en las que se localiza
HMGBL1.

La cuantificacidon de las células mostré que el 76.2% de las células se encontraban
en una distribucion que contiene RMI, mientras que en el 23.8% no se observaron
RMiIs (Figura 9, panel b)).

7.2 Laglicirricinadisminuye el porcentaje de células en las

gue HMGB1 se localiza en RMI.

Con el fin de determinar el efecto que tiene el tratamiento de glicirricina en la
localizacion intracelular de HMGBL1, realizamos dos experimentos independientes
en los que se cultivaron células HFF que se trataron con glicirricina durante 6, 18,
26, y 38 h. Y después se procesaron para inmunofluorescencia, como se describe

en metodologia.

Los resultados arrojaron que HMGB1 se localiza tanto en RMI como en una
distribucién punteada por todo el nucleo de las células (sin RMI) (Figura 10, a)), tal

como se observo en las células no tratadas.

Posteriormente se cuantificaron las poblaciones de células con cada tipo de
distribucion, y se encontré que en las células que fueron sometidas al tratamiento la
proporcién de células con RMI disminuy6 considerablemente, independientemente
del tiempo de duracion del tratamiento. A las 6 h en presencia de glicirricina el 24.9%
de las células tenian RMI, a las 18 h 17.8%, a las 26 h 21.8%, y a las 38 h 27.4%,
lo que representa una disminuciéon de alrededor de un 53% de células con RMI en

comparacion con las células no tratadas (Figura 10, b).
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Figura 10. Distribucion de HMGBL1 en células tratadas con glicirricina a diferentes tiempos.
a) microscopia de inmunofluorescencia mostrando las distribuciones de HMGB1 en RMI y
punteada a las 6, 18, 26, y 38 h de tratamiento con glicirricina. Las flechas blancas indican
las RMIs. b) cuantificacién de las poblaciones de células con cada una de las localizaciones

de HMGBL1 en los distintos tiempos de tratamiento con glicirricina.

Estos datos revelan que la glicirricina indujo un cambio en la distribucion intracelular
de HMGBL1 siendo que se encontraron mas células con distribucién punteada que
carece de RMI, que en las que si hay RMI, y se invirtieron los valores de estas

poblaciones.

7.3 Lainfeccion de HAdV5 relocaliza a HMGB 1.

Para determinar el efecto de la infeccion de HAdV5 en la localizacion intracelular de
HMGB1, se hicieron dos experimentos independientes procesando células
infectadas con HAdV5 para microscopia de inmunofluorescencia, donde se
evaluaron 4, 16, 24 y 36 hpi. Ademéas de DAPI y el anticuerpo contra HMGB1, en
estos experimentos se incluyé un anticuerpo que reconoce a la proteina viral DBP
la cual funciona como un marcador de los HAdVCR; posteriormente las distintas

poblaciones se cuantificaron manualmente.

En células HFF infectadas con el virus HAdV5, se observo que la distribucién de
HMGB1, punteada (sin RMI) y en RMI, se mantiene en las células infectadas.
Ademas, HMGB1 se observé en regiones de mayor intensidad, mas numerosas,
con una apariencia distinta a las RMI y en cambio, mas parecida a los
compartimentos de replicacion de HAdV; y al comparar los canales
correspondientes a HMGB1 (Alexa 488-verde) y DBP (Alexa 568-rojo) se observo
gue su localizacién coincide en estos sitios (Figura 11, a)). Interesantemente, el tipo
de distribucion de HMGB1 que coincidio con los CR solo se presento en los tiempos
postinfeccion 16, 24, y 36 hpi, los cuales corresponden a los tiempos en los que los
CR pueden visualizarse con la proteina viral DBP (a las 4 hpi la proteina DBP
todavia no se asocia a los sitios en los que se localiza el genoma viral en el nucleo).
Cabe mencionar que en las micrografias correspondientes al canal de DBP, se

ajusto el brillo y contraste de las células con el fin de tener una figura en donde se
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puedan ver claramente los CR. Las mismas micrografias se muestran sin
modificaciones, con los mismos parametros de captura y procesamiento, en la

Figura Al en los anexos.

Se cuantificaron las células de cada distribucion (Figura 11, panel b)), donde las
imagenes de las células contadas fueron procesadas en las mismas condiciones de
brillo y contraste para todas las imagenes del mismo canal. Los resultados
mostraron que la infeccion de HAdV5 tiene un efecto casi idéntico al de la glicirricina
a las 4 hpi, pues los valores de las poblaciones, con y sin RMI, se invirtieron en
comparacion con las células mock, siendo mas grande la poblacion de células en

donde HMGB1 no se observé en RMI a este tiempo postinfeccion.

En los tiempos posteriores a 4 hpi (16, 24 y 36 hpi) la poblacién de células sin RMI
fue menor. Mientras que la poblacion de células en las que HMGB1 se observé con
una distribucion que coincidié con los CR fue mayor. Para las 36 hpi, un tiempo
postinfeccion que corresponde a una etapa tardia en la que los CR tienen una
morfologia mas compleja, las poblaciones sin RMIly con HMGB1 en CR presentaron
un porcentaje de células similar, mientras que la poblacion con RMI fue la més baja.
Cabe destacar que una proporcion de células presenté la distribucion de HMGB1
tanto en RMI como en CR. Los porcentajes de las poblaciones de células con las
diferentes distribuciones se muestran en los diagramas de venn en el panel c) de la

Figura 11.

Se sabe que la proteina DBP tiene una distribucién intracelular dindmica que cambia
a lo largo del ciclo de replicacion viral. En etapas tempranas de la infeccion la DBP
se localiza en pequefios puntos distribuidos por todo el nlcleo; mas tarde, estos
puntos aumentan de tamafio y se reorganizan en estructuras con apariencia de
anillos que eventualmente coalescen, formando estructuras morfologicamente
complejas que ocupan grandes regiones del nucleo. La distribucion de DBP en
puntos y anillos corresponde a los tiempos postinfeccion en los que se expresan los
genes virales y se replica el genoma viral, mientras que el tiempo postinfeccion
cuando éstas coalescen corresponde al ensamblaje y produccion de progenie viral.

Adicionalmente, DBP puede mostrar una distribucion intracelular difusa, pero se
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desconoce si en estas células puede haber replicacion productiva del virus. Por lo
anterior se analiz6 la distribucion de HMGB1 en las células en las que DBP se
encuentra en CR (Figura 11, d)). Los resultados mostraron que en todas las células

infectadas en las que DBP est4d en CR, HMGB1 y DBP coinciden.
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Figura 11. Localizacion de HMGBL1 en células infectadas con HAdV5. a) microscopia de
inmunofluorescencia de células HFF infectadas con HAdV5 a diferentes tiempos post
infeccion. Se muestran las distribuciones de HMGB1 como RMI, punteada por todo el
nucleo sin RMI, y en CR a partir de las 16 hpi. El brillo y contraste de DBP se modifico
independientemente para cada célula con el fin de tener una figura mas clara. Las flechas
blancas sefalan las RMIs. b) cuantificacion de las poblaciones de células con RMI, con
HMGB1 punteada sin RMI 0 en CR. c¢) diagramas de venn representando las poblaciones
de células con cada una de las tres distribuciones de HMGBL1 a 4, 16, 24, y 36 hpi. d)
cuantificacion de las células infectadas en las que DBP se observo en CR.
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Los resultados indican que la infecciébn con HAdV5 induce la redistribucion de
HMGB1 de RMI a células donde no se observan RMI en tiempos tempranos de la
infeccion. Sin embargo, en tiempos correspondientes a la transicion de la fase
temprana a la fase tardia, y a lo largo de la fase tardia del ciclo de replicacion del
virus, la infeccién redistribuye a HMGB1 para volver a formar RMIs y CR.

7.4 La glicirricina afecta la formacion de CR.

Con el fin de determinar el efecto de la glicirricina en la localizacion intracelular de
HMGBL1 en el contexto de la infeccion con HAdV5, se hicieron dos experimentos
independientes en los que se trataron con glicirricina células infectadas con HAdV5
desde 2 h antes del inicio de la infeccién, y se analizaron a 4, 16, 24 y 36 hpi por

medio de microscopia de inmunofluorescencia.

Acorde con lo encontrado en las células HFFs infectadas con HAdV5, la distribucion
de HMGB1 en una célula infectada y tratada con glicirricina se observo en RMI,
punteada por todo el nacleo sin RMI, y en CR, esta Ultima presentandose solamente
en los tiempos posteriores a la transicion de la fase temprana a la fase tardia del
ciclo de replicacion del virus (Figura 12, a)). La cuantificacion de las poblaciones se

muestra en la Figura 12, b).

Al comparar cada una de las distribuciones de HMGBL1 en las células infectadas con
las células que fueron infectadas y tratadas con glicirricina por medio del cociente
de sus valores (Figura 12, c)) se observé que, si bien la mayoria de los cambios que
existen en cada una de las condiciones son pequefios, las diferencias mas grandes
se observaron en las células en las que HMGB1 formaba CR a las 16 hpi, pues
aumentaron un 54%. Mientras que las células en donde HMGB1 no formaba RMIs

disminuyeron un 20% y 36%, a 16 y 36 hpi, respectivamente.

Es interesante que como se observo en las células que solo fueron infectadas o que
solo fueron tratadas con glicirricina, en las células en las que ambas condiciones
estuvieron presentes, HMGB1 se redistribuyé de RMI a células en donde no se
formaban las RMI a las 4 hpi, pero en tiempos posteriores la poblacion de células

con RMis volvié a aumentar, indicando que si bien la entrada del virus al nucleo
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redistribuye las RMI, la expresion de los genes virales y los tiempos posteriores a la
transicion a la fase tardia, parecen redistribuir nuevamente a HMGB1 de vuelta a

las RMI ademas de a CR, aun en presencia de glicirricina.
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Figura 12. Distribucion de HMGB1 en células infectadas con HAdV5 y tratadas con
glicirricina a diferentes tiempos post infeccion. a) microscopia de inmunofluorescencia de
células HFF infectadas con HAdV5 en tratamiento con glicirricina, se muestra HMGBL1 y
DBP (La figura sin modificacion de brillo y contraste en DBP se puede ver en la Figura A2
en el anexo). b) cuantificaciéon de las células con distintas distribuciones de HMGB1. ¢)
comparacion de las distribuciones de HMGB1 en células infectadas vs células infectadas y
tratadas con glicirricina. d) diagramas de venn representando las distintas poblaciones de
células con HMGB1 con RMI, sin RMI y en CR. e) cuantificacién de células en las que DBP
forma CR. f) comparacion de las células en las que se formaron CR en células infectadas

vs células infectadas y tratadas con glicirricina.

Como se puede ver en los diagramas de venn del panel d) de la Figura 12, en las
células infectadas y tratadas con glicirricina también se observé una poblacion de
células en la que HMGB1 se localiz6 tanto en RMI, como en CR en tiempos

correspondientes a la fase tardia del ciclo de infeccion.

Al analizar la coincidencia entre las distribuciones de HMGB1 y DBP (Figura 12, e)),
pudimos observar que en las células en las que DBP formaba CR, HMGB1 y DBP
coincidian en su localizaciéon aun en el tratamiento con glicirricina. Mientras que

cuando comparamos las células en las que DBP forma CR con y sin tratamiento con
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glicirricina  (Figura 12, f)) observamos que la (dlicirricina  disminuyé
considerablemente las células con distribucion de DBP en CR a las 16 hpi (56%),

aumento ligeramente a las 24 hpi, y disminuyo ligeramente a las 36 hpi.

Estos datos sugieren que, aunque los tipos de distribucion que muestra HMGB1 en
una célula infectada se mantienen con el tratamiento de glicirricina, la poblacion de
células en las que DBP forma CR, y en las cuales la localizaciéon de HMGB1 y DBP
coinciden, es alterado por glicirricina, teniendo el efecto mas marcado en la
disminucién que se observé a 16 hpi. Por lo tanto, concluimos que el efecto de la
infeccion en la localizacion de HMGB1 ya sea con o sin Gly, es la relocalizacion de
la HMGB1 a RMIs y a CR.

7.5 Analisis por coeficiente de correlacion de Pearson

Decidimos hacer un andlisis del coeficiente de correlacion de Pearson como una
forma de determinar si la distribucion de las sefiales de fluorescencia de HMGB1 y

DBP muestran colocalizacion.

El coeficiente de correlacion de Pearson relaciona la intensidad de fluorescencia de
dos imagenes y proporciona una estimacion de la colocalizacién entre ellas, siendo
que cuando el coeficiente de correlacion de Pearson es 1 la correlacion es positiva,
cuando es 0 no existe correlacion, y cuando es -1 es una correlacién negativa (Bolte
& Cordeliéres, 2006). Los datos se muestran en la Figura 13 en donde se puede ver
gue existen valores positivos, pero solo a 16 y 24 hpi son mayores a 0.5, mientras
que los demas valores estan por debajo de 0.5, lo que indica una estimacion
relativamente pobre sobre la colocalizacion entre HMGB1 y DBP, ya que un

coeficiente entre 0.5 y -0.5 no permite hacer una prediccion confiable.

Sin embargo, es claro que la coincidencia en la distribucion de HMGB1 y DBP en
las células infectadas observada por microscopia de epifluorescencia sugiere que
éstas podrian colocalizar y que HMGB1 es relocalizado a los CR. Para confirmarlo
sera interesante analizar la distribucion de las proteinas por microscopia confocal y

de mayor resolucion.
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Colocalizacion por coeficiente de Pearson
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Figura 13. Analisis de la colocalizacion de HMGB1 y DBP por coeficiente de correlaciéon de

Pearson. Resultados a partir de dos experimentos independientes.

7.6 Produccidn de progenie viral

Para determinar el efecto de la inhibicion de HMGBL1 por glicirricina en la produccion
de progenie viral, se hizo un experimento en el que se infectaron células HFFs con
HAdV5 y se trataron con glicirricina a diferentes tiempos postinfeccion, como se
muestra en la Figura 8 en el apartado de metodologia. Por limitaciones de tiempo,
estos resultados corresponden a un solo experimento, por lo que se tendra que
repetir para confirmar si los datos son reproducibles; por lo tanto, estos datos se

muestran como resultados preliminares.

La mayor produccion de progenie viral respecto a las células que solo fueron
infectadas, se obtuvo con el tratamiento de glicirricina desde el tiempo 0 hasta las
36 hpi con un aumento de 46%; y la menor produccion fue en el tratamiento de 4 a
36 hpi con una disminucion de 12% comparandolas con las células que solo fueron

infectadas.

Dado que los tiempos en los que se inhibi6 HMGB1 corresponden a distintos

momentos del ciclo de replicacion del virus, esperabamos poder determinar si la
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glicirricina tenia un efecto en alguno de los pasos del ciclo de replicacion viral. Sin
embargo, los resultados obtenidos no permiten llegar a alguna conclusion puesto
gue en algunos tiempos el tratamiento tuvo tiene un efecto positivo y en otros
negativo sobre la produccion de progenie, por lo tanto ademas de la repeticion del
experimento deberan de evaluarse otros procesos como la cuantificacion de la
expresion de genes virales, la eficiencia de la sintesis del DNA viral, o el analisis de
la composicion de los CR con y sin tratamiento de glicirricina, para determinar si la
inhibicién de HMGB1 con glicirricina afecta alguna de las funciones conocidas de la

proteina que pudieran estar implicadas en su asociacién con los CR.
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Figura 14. Cuantificacion de la produccion de progenie viral a partir de la titulacién por focos

fluorescentes de los virus producidos en cada una de las condiciones indicadas.

8. DISCUSION DE RESULTADOS

HMGB1 es una proteina celular con mudltiples funciones, que interacciona
directamente con la proteina VII de HAdV, y que fue encontrada como la proteina
celular que se encuentra mas enriquecida en los CR, por lo que se eligio como un

buen candidato para estudiar su funcion en el ciclo de replicacion de HAdV5. Los
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experimentos realizados en esta tesis son un primer acercamiento para conocer su
localizacion intracelular, si ésta cambia en la infeccion con HAdV, y si su inhibicidon
afecta la produccién de progenie viral. Para ello se plane6 analizar su localizacion
con microscopia de inmunofluorescencia, y determinar el efecto que tendria su

inhibicién tanto en su localizacion como en la produccién de progenie viral.

Los resultados de los experimentos nos han permitido concluir que la localizacion
de HMGB1 en células normales, se observa en una distribucion punteada por todo
el nucleo y en RMI sobre una distribucion punteada, donde la poblacion con RMI es
mayor a la que no las tiene. Ademas, se encontré que el tratamiento con glicirricina
a 100 uM invirtié las poblaciones de células con cada una de las dos distribuciones,
sin importar el tiempo de duracién del tratamiento. La concentracion de glicirricina
se eligié tomando en cuenta la constante de disociaciéon de HMGBL1 con glicirricina
y con el DNA (Mollica et al., 2007), y las concentraciones probadas en otros virus,
donde por ejemplo, en ensayos hechos con SARS-CoV-2 utilizaron un rango de
concentraciones en las cuales se encuentra la que utilizamos, y ese rango mostrd
gue SARS-CoV-2 es inhibido por glicirricina (van de Sand et al., 2021).

Aunque HMGBL1 es una proteina muy estudiada, se conoce poco de su localizacion
intranuclear mas alla de que se encuentra en el nicleo asociada a los nucleosomas,
por lo tanto, no sabemos a qué corresponden las RMI encontradas en estos
experimentos. Sin embargo, se sabe que otras proteinas celulares con mdultiples
funciones implicadas en, por ejemplo, la regulacion de la cromatina o la regulacion
de la transcripcion, se localizan en sitios intranucleares definidos llamados dominios
nucleares. Ya que HMGB1 también es una proteina multifuncional implicada en
algunos de los procesos que tienen lugar en estos dominios nucleares, pensamos
gue las RMI podrian corresponder a alguno de ellos, ya sea el nucleolo, los cuerpos
de Cajal, los cuerpos de PML, los granulos de intercromatina, entre otros. Dado que
la infeccion por HAdV induce la reorganizacion de estos dominios nucleares, e
induce la redistribucion de sus componentes cooptando algunos a los CR (Hidalgo
et al., 2016), y que en los experimentos de esta tesis pudimos observar que, en la

etapa temprana de la infeccidon las RMI se redistribuyen y su poblacion disminuye,
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mientras que en tiempos posteriores de la infeccion (a partir de la transicion a la
fase tardia) se observo que HMGB1 se relocalizé a los CR, se podria sugerir que
las RMI podrian ser alguno de estos dominios nucleares, o incluso algun otro
dominio no descrito. Por lo tanto, se necesitan hacer mas experimentos para
determinar la identidad de las RMI, primeramente, viendo la localizacion de HMGB1
con alguna proteina que sirva como marcador para cada uno de ellos y asi

determinar si es un dominio nuclear.

Por otro lado, es interesante que la redistribuciéon de HMGBL1 tanto en presencia de
glicirricina, como en la infeccion con HAdV en etapas tempranas de la infeccién (4
hpi), cuando el genoma viral entra al ndcleo e inicia la expresion de los genes virales
tempranos, tienen un efecto muy parecido, pues ambas condiciones invierten los
valores normales de las distribuciones de HMGB1, provocando que haya mas
células sin RMI, incluso cuando ambas condiciones estan presentes. Mientras que
cuando ya esta bien establecida la expresion de genes virales, y ocurre la transicion
a la fase tardia del ciclo de replicacion del virus, la presencia de glicirricina no parece
tener un efecto tan marcado como el de la infeccion con HAdV, pues la redistribucion
de HMGBL1 en las células infectadas y tratadas con glicirricina, se parece mas a las
células que solo fueron infectadas, que a las células que solamente se trataron con

glicirricina.

Ya que se conoce la morfologia que deberia de tener DBP en los distintos tiempos
postinfeccién en los que probamos, se decidié que seria importante cuantificar las
células en las que DBP forma CR. De este modo pudimos observar que HMGB1
estuvo presente en los CR en todos los tiempos tardios en los que se probd, desde
gue los CR tienen forma de puntos pequefos, hasta que se fusionan y forman anillos
u otras estructuras mas complejas, morfologias que estan ligadas a los distintos
pasos del ciclo de replicacion del virus. Ademas, cabe la posibilidad de que a 4 hpi
también hubiera HMGB1 en los CR, lo que podria determinarse usando alguna
proteina viral como marcador de los CR en una etapa temprana, como por ejemplo
E1B o E4Orf6. Interesantemente, se observo que el tratamiento con glicirricina en

las células infectadas afecto la formacion de los CR dependiendo del tiempo en el
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que se analizd, pues a 16 y 36 hpi disminuyd, y en 24 aumento ligeramente, por lo
tanto se sugiere que HMGB1 podria estar implicada en la formacion o estabilidad

de los compartimentos de replicacion.

Para intentar tener un mayor acercamiento sobre la colocalizacion entre HMGB1 y
DBP, se hizo un andlisis de coeficiente de correlacion de Pearson con las imagenes
en las que se evalud la localizacion de HMGB1. Sin embargo, los resultados no
fueron concluyentes, lo que podria deberse a las limitaciones que tiene la técnica
de microscopia utilizada, ya que es epifluorescencia y carece de la resolucion
necesaria para este tipo de analisis, por lo tanto, se debera analizar la colocalizacién

de HMGB1 con DBP por otros métodos como microscopia confocal.

La produccién de progenie viral se evalué con células infectadas sometidas a
distintos tiempos de tratamiento con glicirricina, los tiempos escogidos se eligieron
en base a lo que sabemos sobre el ciclo de replicacion del virus, y que se ilustran
en la Figura 8. Sin embargo, los resultados obtenidos de la titulacion de la progenie
viral son dificiles de interpretar, pues el que se haya encontrado un menor titulo en
los virus que provienen de células tratadas a partir de 4 y 24 hpi, nos podria indicar
que HMGBL1 esta implicada en la transcripcion de genes virales tempranos, o en la
sintesis u organizacién del DNA viral recién sintetizado, respectivamente. Sin
embargo, ya que se obtuvo una mayor produccion de progenie en los virus a partir
de las células que fueron tratadas con glicirricina desde las 0, 16, y 32 hpi no es
posible llegar a alguna conclusion, ya que practicamente se obtiene el efecto
opuesto a 4 y 24 hpi, algo que no esperariamos si tiempos mas tempranos han
mostrado tener un efecto de disminucién de la progenie viral. Esto podria deberse
a errores experimentales. Estos resultados provienen de un solo experimento, asi

gue es necesario repetirlo para determinar si son reproducibles.

Para determinar la funcion de HMGB1 en el ciclo de replicacién de HAdV, se debera
ademas medir el nivel de la transcripcion de genes virales al inhibir HMGB1 con
glicirricina, ya que esta proteina funciona como un factor de la transcripcion.
También se podria evaluar si la inhibicion de HMGB1 altera los componentes de los

compartimentos de replicacion, por ejemplo, midiendo las proteinas virales o
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celulares que los conforman, ya que HMGB1 podria funcionar como un andamio
para los CR. Ademas, dado que HMGB1 es una proteina que se une al DNA, seria
interesante determinar si se une directamente al DNA viral, ya que el genoma de
HAdV tiene muchas regiones ricas en ATs, y HMGB1 se une a regiones ricas en
AT; asi como también determinar si lo hace por si sola, o por ejemplo, en conjunto
con la proteina viral VIl dentro de los CR, ya que como ha mostrado Avgousti et al.,
(2016) HMGB1 y VIl interaccionan con el DNA celular.

9. CONCLUSIONES

HMGB1 se localiza en una distribucidn punteada por todo el nucleo, que

comunmente estd acompafiada de RMI.

Tanto el tratamiento con glicirricina, como la infeccibn con HAdV5 en la fase
temprana del ciclo de replicacion viral, inducen un cambio en la localizacion de

HMGB1 de RMI a una distribucion punteada por todo el nucleo (sin RMI).

La infeccion con HAdVS5 induce la relocalizacion de HMGB1 a CR y RMI en la fase

tardia del ciclo de replicacion viral, aun en presencia de glicirricina.

HMGBL1 puede estar distribuida tanto en RMI como en CR en una misma célula

infectada.
La glicirricina afecta (positiva o negativamente) la formacion de compartimentos de

replicacion.

10. PERSPECTIVAS

- Identificar si las RMI son un dominio nuclear ya reportado, o alguno no reportado.

- Estudiar la colocalizacion de HMGB1 y DBP por métodos con mayor resolucion

como microscopia confocal.

- Repetir los experimentos de localizacion de HMGB1 con un marcador para los CR

tempranos.

- Repetir los experimentos de produccion de progenie viral.
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- Determinar la produccion de DNA viral en presencia de glicirricina
- Medir la transcripcion de genes virales cuando HMGB1 es inhibida con glicirricina.
- Determinar si HMGBL1 interacciona directamente con el DNA viral.

- Analizar la composicion de los CR al inhibir HMGB1 con glicirricina.

11. REFERENCIAS.

Avgousti, D. C., Herrmann, C., Kulej, K., Pancholi, N. J., Sekulic, N., Petrescu, J.,
Molden, R. C., Blumenthal, D., Paris, A. J., Reyes, E. D., Ostapchuk, P.,
Hearing, P., Seeholzer, S. H., Worthen, G. S., Black, B. E., Garcia, B. A., &
Weitzman, M. D. (2016). A core viral protein binds host nucleosomes to
sequester immune danger signals. Nature, 535(7610), 173-177.
https://doi.org/10.1038/nature18317

Bolte, S., & Cordeliéres, F. P. (2006). A guided tour into subcellular colocalization
analysis in light microscopy. Journal of Microscopy, 224(3), 213-232.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2818.2006.01706.x

Charman, M., & Weitzman, M. D. (2020). Replication Compartments of DNA
Viruses in the Nucleus: Location, Location, Location. Viruses, 12(2), 151.
https://doi.org/10.3390/v12020151

Chikhirzhina, E., Starkova, T., Beljajev, A., Polyanichko, A., & Tomilin, A. (2020).
Functional Diversity of Non-Histone Chromosomal Protein HmgB1.
International Journal of Molecular Sciences, 21(21), 7948.

https://doi.org/10.3390/ijms21217948

56



Fiore, C., Eisenhut, M., Krausse, R., Ragazzi, E., Pellati, D., Armanini, D., &
Bielenberg, J. (2008). Antiviral effects ofGlycyrrhiza species. Phytotherapy
Research, 22(2), 141-148. https://doi.org/10.1002/ptr.2295

Flint, S. J., Racaniello, V. R., Rall, G. F., Skalka, A. M., & Enquist, L. W. (2015).
Principles of virology (4th edition). ASM Press.

Hidalgo, P., Anzures, L., Hernandez-Mendoza, A., Guerrero, A., Wood, C. D.,
Valdés, M., Dobner, T., & Gonzalez, R. A. (2016). Morphological,
Biochemical, and Functional Study of Viral Replication Compartments
Isolated from Adenovirus-Infected Cells. Journal of Virology, 90(7), 3411-
3427. https://doi.org/10.1128/JV1.00033-16

Hidalgo, P., & Gonzalez, R. A. (2019). Formation of adenovirus DNA replication
compartments. FEBS Letters, 593(24), 3518-3530.
https://doi.org/10.1002/1873-3468.13672

Hidalgo, P., & Gonzéalez, R. A. (2022). Adenoviruses. En Encyclopedia of Infection
and Immunity (pp. 59-66). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
818731-9.00066-5

Huan, C., Xu, Y., Zhang, W., Guo, T., Pan, H., & Gao, S. (2021). Research
Progress on the Antiviral Activity of Glycyrrhizin and its Derivatives in
Liguorice. Frontiers in Pharmacology, 12, 680674.
https://doi.org/10.3389/fphar.2021.680674

King, C. R., Tessier, T. M., & Mymryk, J. S. (2016). Color Me Infected: Painting
Cellular Chromatin with a Viral Histone Mimic. Trends in Microbiology,

24(10), 774-776. https://doi.org/10.1016/j.tim.2016.08.005

57



Lynch, K. L., Dillon, M. R., Bat-Erdene, M., Lewis, H. C., Kaali, R. J., Arnold, E. A.,
& Avgousti, D. C. (2021). A viral histone-like protein exploits antagonism
between linker histones and HMGB proteins to obstruct the cell cycle.
Current Biology, 31(23), 5227-5237.e7.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2021.09.050

Mollica, L., De Marchis, F., Spitaleri, A., Dallacosta, C., Pennacchini, D., Zamai,
M., Agresti, A., Trisciuoglio, L., Musco, G., & Bianchi, M. E. (2007).
Glycyrrhizin Binds to High-Mobility Group Box 1 Protein and Inhibits Its
Cytokine Activities. Chemistry & Biology, 14(4), 431-441.
https://doi.org/10.1016/j.chembiol.2007.03.007

Nakagami, H. (2021). Development of COVID-19 vaccines utilizing gene therapy
technology. International Immunology, 33(10), 521-527.
https://doi.org/10.1093/intimm/dxab013

Pied, N., & Wodrich, H. (2019). Imaging the adenovirus infection cycle. FEBS
Letters, 593(24), 3419-3448. https://doi.org/10.1002/1873-3468.13690

Schmid, M., Speiseder, T., Dobner, T., & Gonzalez, R. A. (2014). DNA Virus
Replication Compartments. Journal of Virology, 88(3), 1404-1420.
https://doi.org/10.1128/JV1.02046-13

Tang, Z., Zang, N., Fu, Y., Ye, Z,, Chen, S., Mo, S., Ren, L., & Liu, E. (2018).
HMGB1 mediates HAdV-7 infection-induced pulmonary inflammation in
mice. Biochemical and Biophysical Research Communications, 501(1), 1-8.
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2018.03.145

van de Sand, L., Bormann, M., Alt, M., Schipper, L., Heilingloh, C. S., Steinmann,

E., Todt, D., Dittmer, U., Elsner, C., Witzke, O., & Krawczyk, A. (2021).

58



Glycyrrhizin Effectively Inhibits SARS-CoV-2 Replication by Inhibiting the

Viral Main Protease. Viruses, 13(4), 609. https://doi.org/10.3390/v13040609
Wolkerstorfer, A., Kurz, H., Bachhofner, N., & Szolar, O. H. J. (2009). Glycyrrhizin

inhibits influenza A virus uptake into the cell. Antiviral Research, 83(2), 171-

178. https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2009.04.012

59



12. ANEXOS.

RMI Sin RMI

MOCK

4 hpi

CR-HMGBI

CR-DBP Merge

16 hpi

24 hpi

36 hpi

Figura Al. Localizacion de HMGBL1 en células infectadas con HAdV5, sin modificacion de
intensidad de DBP.



RMI Sin RMI CR
HMGBI DBP Merge HMGBI DBP Merge HMGBI DBP Merge

16hpi-18hGly

24hpi-26hGly

36hpi-38hGly

Figura A2. Localizacion de HMGBL1 en células infectadas con HAdV5 y tratadas con
glicirricina, sin modificacién de intensidad de DBP
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