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Vil. Resumen

El virus linfotrépico de células T humana de tipo 1 (HTLV-1) fue el primer oncoretrovirus
descubierto a principios de la década de 1980. Este virus es el agente etiolégico de dos
patologias principales: la leucemia/linfoma de células T del adulto (ATLL), un trastorno
linfoproliferativo grave y mortal de las células T CD4*, y la mielopatia asociada a HTLV-1 o
paraparesia espastica tropical (HAM/TSP), una enfermedad inflamatoria. Ambas
enfermedades presentan manifestaciones clinicas graves y un prondstico desfavorable, sin

existir hasta la fecha una terapia antirretroviral (TAR) eficaz en uso clinico.

El HTLV-1 es un virus complejo debido a la presencia de proteinas regulatorias, siendo la
proteina Tax la mas significativa. Tax interactla con diversos factores celulares, alterando
vias de sefializacion y procesos para favorecer la transcripcion viral, persistencia y
patogénesis. La localizacién subcelular de Tax esta finamente regulada, resultado de una
combinacién elaborada de multiples determinantes como el entorno. El estrés celular,
provocado por agentes oxidantes o la propia infeccion viral, induce la formacién de granulos
de estrés (SG) en la célula como respuesta para restaurar la homeostasis. Sin embargo,
Tax, mediante su region N-terminal interacciona con dos componentes de los SG, USP10
y especificamente sus 22 primeros aminoacidos con HDAC6, desensamblando estos
granulos para favorecer la traducciéon de proteinas virales y aumentar los niveles

intracelulares de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que promueve la leucogénesis.

El proposito de esta Memoria de Titulo se centra en la generacién de dos plasmidos: uno
gue codifica para la proteina Tax silvestre (WT) fusionada con GFP y otro que codifica la
version mutante, resultado de la delecion de los primeros 22 aminoacidos de Tax, también
fusionada con GFP. Estas construcciones se expresaron en células HelLa para evaluar sus
niveles de expresion proteica y su localizacion subcelular bajo tratamiento con arsenito de
sodio (Ars). Mediante la técnica de Western Blot, se observé que los niveles de expresiéon
de la version mutante GFP-TaxA22 fueron menores en comparacion con GFP-Tax WT. Sin
embargo, al analizar la localizaciéon subcelular y la respuesta ante un agente estresor
mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI), se observaron diferencias entre ambas
proteinas. GFP-Tax WT mostré una localizacion preferentemente nuclear y la formacién de
estructuras denominadas Tax Speckled Structures (TSS). Bajo tratamiento con Ars, esta
proteina se transloco al citoplasma, formando focos discretos que no necesariamente co-

localizan con los SG. Por otro lado, GFP-TaxA22 se distribuy6 preferentemente a nivel
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citoplasmético y, ante el tratamiento con Ars, co-localizé con los SG, como se ha descrito
previamente. Adicionalmente, se evidencié que la versibn mutante de Tax se acumula a
nivel extracelular o en células vecinas no transfectadas, lo que abre la posibilidad de futuros
estudios sobre los mecanismos implicados en la secrecion de esta proteina viral, dada su

posible implicacién en la progresion de HAM/TSP.
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Viil. Abstract

“Generation of a mutant of the HTLV-1 viral protein Tax and Its expression in
HeLa cells”

The Human T-lymphotropic Virus Type 1 (HTLV-1) was the first oncoretrovirus discovered
in the early 1980s. This virus is the etiological agent of two major pathologies: Adult T-cell
Leukemia/Lymphoma (ATLL), a severe and fatal CD4+ T-cell lymphoproliferative disorder,
and HTLV-1-associated myelopathy or tropical spastic paraparesis (HAM/TSP), an
inflammatory disease. Both diseases exhibit severe clinical manifestations and an
unfavorable prognosis, with no effective antiretroviral therapy (ART) currently available for

clinical use.

HTLV-1 is a complex virus due to the presence of regulatory proteins, with Tax being the
most significant. Tax interacts with various cellular factors, altering signaling pathways and
processes to promote viral transcription, persistence, and pathogenesis. The subcellular
localization of Tax is finely regulated, resulting from an intricate combination of multiple
determinants, such as environmental conditions. Cellular stress, induced by oxidative
agents or viral infection itself, triggers the formation of stress granules (SG) in the cell as a
response to restore homeostasis. However, Tax, through its N-terminal region, interacts with
two SG components, USP10, and specifically its first 22 amino acids with HDACS,
disassembling these granules to favor viral protein translation and increase intracellular

reactive oxygen species (ROS) levels, thereby promoting leukemogenesis.

The purpose of this work is focused on the generation of two plasmids: one encoding the
wild-type (WT) Tax protein fused to GFP and another encoding the mutant version, resulting
from the deletion of the first 22 amino acids of Tax, also fused to GFP. These constructs
were expressed in HelLa cells to evaluate their protein expression levels and subcellular
localization under sodium arsenite (Ars) treatment. Using Western Blot analysis, it was
observed that the expression levels of the mutant GFP-TaxA22 version were lower
compared to GFP-Tax WT. However, when analyzing subcellular localization and the
response to a stressor via indirect immunofluorescence (IFl), differences between the two
proteins were noted. GFP-Tax WT showed predominantly nuclear localization and the
formation of structures termed Tax Speckled Structures (TSS). Under Ars treatment, this
protein translocated to the cytoplasm, forming discrete foci that do not necessarily co-

localize with SG. On the other hand, GFP-TaxA22 was distributed predominantly
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cytoplasmically, and upon Ars treatment, co-localized with SG, as previously described.
Additionally, it was demonstrated that the mutant version of Tax accumulates extracellularly
or in neighboring non-transfected cells, opening up the possibility for future studies on the
mechanisms involved in the secretion of this viral protein, given its potential implication in
the progression of HAM/TSP.
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1. Introduccidn

1.1 El virus linfotropico de células T humana (HTLV)

El virus linfotrépico de células T humana o HTLV (por sus siglas en Inglés: Human T-cell
Lymphotropic Virus) fue el primer retrovirus humano descubierto a principios de los afios
1980 por dos grupos de investigacion de forma independiente que trabajaban en Estados
Unidos (Poiesz et al., 1981) y en Japon (Yoshida et al., 1982). Este descubrimiento permitio
establecer la asociacidn entre la infeccion viral y cancer humano, lo cual hasta esa fecha

se sospechaba, pero no se habia demostrado.

Hoy en dia existen cuatro tipos conocidos de HTLV, siendo el HTLV-1 el mas patogénico
del grupo y tiene la distincién de ser el primer retrovirus oncogénico descubierto en
humanos (Mahieux & Gessain, 2007). Posteriormente, se descubrieron otros subtipos como
HTLV-2, HTLV-3 y HTLV-4, donde los dos ultimos no se han asociado a enfermedad en
seres humanos (Gessain & Cassar, 2012). Se estima que al menos 20 millones de personas
en el mundo son portadoras de HTLV-1 (Willems et al., 2017). Este virus esta presente en
todos los continentes; sin embargo, su distribucién se caracteriza por localizarse en grupos
de alta endemicidad ubicados cercanos a otras areas en donde el virus esta ausente. De
esta manera la seroprevalencia de HTLV-1 en adultos se ha estimado cercana al 1-2%,
pudiendo alcanzar hasta 20-40% en personas mayores de 50 afios en algunas zonas
especificas (Gessain & Cassar, 2012) siendo la edad un determinante epidemiolégico
importante de la seroprevalencia de HTLV-1, la cual es independiente de determinantes
socioecondmicos y culturales (Martinez et al., 2019). Las principales zonas con indices
mas altos de endemicidad se localizan en el suroeste de Japon, Africa Central, algunas
zonas del Caribe y de América del Sur (Murphy, 2016). Por otro lado, la seroprevalencia de
HTLV-1 es baja en Europa y América del Norte (< 0,1%), aunque se han detectado
diferencias significativas de HTLV-1 en algunas regiones geograficas (Cartier et al., 2017)
(Figura 1).
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Figura 1. Distribucién geogréafica de los principales focos de infecciébn por HTLV-1.
Estimaciones del nUmero de portadores infectados por HTLV-1, basadas en aproximadamente 1.500
millones de personas de areas endémicas conocidas y datos epidemiolégicos confiables obtenidos
de estudios entre mujeres embarazadas y/o donantes de sangre y/o diferentes poblaciones adultas
(Gessain & Cassar, 2012).

A pesar de la importancia clinica y epidemioldgica de las infecciones con HTLV-1 en Chile,
en la actualidad hay pocos estudios sobre poblacion en general y en donantes de sangre
chilenos. En nuestro pais sélo a partir del afio 2009, se estableci6 la obligatoriedad del
tamizaje de anticuerpos contra HTLV-1/2 en los bancos de sangre y la posterior
confirmacion del diagnéstico debe ser enviada al Laboratorio de Referencia Nacional,
ubicado en el Instituto de Salud Publica (ISP). Como consecuencia de esto es que no existe
informacién robusta acerca de epidemiologia nacional del HTLV-1/2; como tampoco una
efectiva estrategia de control de la transmisién transfusional de estos virus de afios previos
al establecer el tamizaje (Cartier et al., 2017). De esta manera, en los Ultimos afios, se ha
fortalecido fuertemente la vigilancia epidemiolégica de estas virosis en los donantes de
sangre, permitiendo adicionalmente prevenir la infeccidén por via transfusional y fortalecer
la pesquisa mas oportuna de los casos de leucemia/linfoma de células T del adulto (ATLL)
y mielopatia asociada a HTLV-1 o paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) en Chile.
Estudios de seroprevalencia de HTLV-1 realizado en donantes de sangre en Chile, mostro
entre 2011 y 2013 una prevalencia de 1,02 por 1.000 habitantes. Adicionalmente, se

determiné que existen diferencias marcadas en la distribucién geogréfica de los donantes
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HTLV-1 positivos. La prevalencia fue de 0,51, 1,12 y 1,69 donantes HTLV-1 positivos en las

zonas sur, central y norte, respectivamente (San Martin et al., 2016).

1.2 Patologias asociadas a HTLV-1y vias de transmision

El HTLV-1 es el agente etiolégico de dos principales patologias: un trastorno
linfoproliferativo grave y mortal de las células T CD4* denominada leucemia/linfoma de
células T del adulto (ATLL) y por otro lado una enfermedad inflamatoria denominada
mielopatia asociada a HTLV-1 o paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) (Osame et al.,
1986; Yoshida et al., 1984). Ambas enfermedades presentan manifestaciones clinicas
graves y mal prondstico a pesar de los esfuerzos terapéuticos. A su vez, la infeccién por
este virus se ha relacionado a neuropatias periféricas, dermatitis infecciosa, uveitis miositis,

artritis, sindrome de Sjogren y otras patologias autoinmunes (San Martin et al., 2016).

Es necesario destacar que en todas las zonas con alta endemicidad en el mundo se ha
demostrado que las prevalencias del HTLV-1 aumentan gradualmente con la edad,
especialmente en mujeres (Mueller, 1991). Aunque la mayoria de las personas infectadas
permanecen como portadores asintomaticos y no desarrollan patologias asociadas a lo
largo de su vida, un porcentaje que oscila entre el 0,3% y el 3,8% desarrolla mielopatia
asociada a HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) y entre el 3% y el 5%
desarrolla leucemia/linfoma de células T del adulto (ATLL). (Lairmore et al., 2011; Saito &
Bangham, 2012; Satake et al., 2012). Ademas, se ha estimado que entre el 5-10% de las
personas infectadas con HTLV-1 estan en riesgo de desarrollar alguna patologia asociada

con esta infeccién viral (de Thé & Bomford, 1993; Gessain & Cassar, 2012).

Hay tres modos de transmision descritos para este virus: (1) via parenteral, ya sea por el
uso de drogas endovenosas, transfusiones de sangre o el trasplante de 6érganos
proveniente de una persona infectada, (2) via sexual, mediante el contacto con fluidos
corporales como el semen, liquido preseminal, fluidos vaginales y sangre, y (3) via vertical
o perinatal, de madre a hijo (Goncalves et al., 2010), siendo esta Ultima la mas frecuente
(Itabashi et al., 2023; Verdonck et al., 2007). La tasa de transmision de madre a hijo varia
del 5 al 27% durante la lactancia y depende directamente con la duraciéon del

amamantamiento que recibe el hijo (Nyambi et al., 1996; Takahashi et al., 1991).

17



Estudios han encontrado una relacién entre la via de transmision y el tipo de patologia a
desarrollar. La mayoria de los casos de ATLL se atribuyen a la transmision por via vertical
(Bartholomew et al.,, 1998; Carneiro-Proietti etal., 2014). Se estima que la tasa es
aproximadamente del 20% (Human T-Lymphotropic Virus Type 1, s. f.), y si suponemos un
riesgo del 5% de desarrollar ATLL, se estima que éste aumenta a un 25% en los casos de
pacientes que adquirieron el virus por via vertical. HTLV-1 es un virus latente, ya que el
sistema inmunologico del hospedero no puede eliminar el virus, ademas persiste en el
hospedero y representa una amenaza de por vida para el desarrollo de ATLL, HAM/TSP y
otras enfermedades (Bangham et al., 2019; Schierhout et al., 2020). Actualmente, no existe
una terapia antirretroviral (TAR) eficaz en uso clinico y la Unica medida disponible es la

prevencion de la infeccion y el tratamiento de los sintomas de las diversas patologias.

1.3 Estructura del HTLV-1

El HTLV es un retrovirus, perteneciente a la familia Retroviridae y es miembro del género
Deltaretrovirus. Segun la clasificacién de Baltimore este virus pertenece al grupo VI: Virus
ARN monocatenario retrotranscrito (Baltimore, 1970). Morfol6gicamente el HTLV es un
virus envuelto esférico con un diametro entre los 80 a 100 nm (Figura 2). Dentro de la
particula viral se encuentra su genoma el cual estd compuesto por un dimero de hebras
simples lineales de ARN de polaridad positiva (sSARN+) de aproximadamente 9 kb cada
una, las cuales codifican proteinas estructurales y enziméticas Pol, Gag, Env, Pro, las
proteinas regulatorias Tax y Rex y proteinas accesorias p12, p13 y p30 (Kashanchi & Brady,
2005).
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Figura 2. Estructura de la particula viral de HTLV-1. Modelo esquemético de la particula viral de
HTLV-1 donde se indican con lineas las proteinas estructurales: proteina de envoltura,
nucleocépside, capside y matriz; y proteinas enzimaticas: transcriptasa reversa, integrasa, proteasa
(Human T-cell leukemia virus type | ~ ViralZone, s. f.).
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Las dos regiones de repeticiones terminales largas (LTR), localizadas en ambos extremos
(5" y 37) del provirus contienen el promotor viral y otros elementos regulatorios. El HTLV-1
tiene ademas una mayor complejidad debido al procesamiento alternativo de los ARN
mensajeros (ARNm) en la region pX, la cual contiene cuatro marcos de lectura abiertos
(ORF). Las proteinas regulatorias Tax y Rex son codificadas por un mismo ARNmM
policistrénico que es procesado en dos sitios distintos. Ademas, la regién pX genera un
ARNmM de la hebra antisentido para otra importante proteina regulatoria, el factor bZip de
HTLV-1 (HBZ) (Figura 3). El equilibrio de los respectivos efectos positivos y negativos de
Tax y Rex, sobre otros productos virales y proteinas celulares, determinarian la velocidad
de la replicacion viral. Asimismo, la proteina HBZ parece ser importante en la mantencion

de la latencia viral.

Genes Regulatorios Funcion

l‘ i N m Regulacién transcripcional y postranscripcional

Persistencia viral

. m Regulacion postranscripcional positiva

Transcripcion de hebra positiva I i LT T e P
Transcripcion viral y oncogénesis
— Tax

P12: Infectividad y persistencia viral

5'LTR Pro p12 3'LTR Pro: Proteasa viral

iz Gag: Ensamblaje viral
| us R] us Gag Pol | Env region pXx | us Rl us | Pol: Replicacion viral
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Genes estructurales . .
ssHBZ l:l Regulacion transcripcional y proliferacion celular
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Figura 3. Estructura del genoma proviral del HTLV-1y las funciones de los productos génicos
(proteinas). En el diagrama se muestra el ADN proviral, ambos LTR regulatorios y los transcritos de
ARN. El nombre de cada uno de los transcritos génicos se sefiala dentro de cada recuadro
especifico. Todos los ARNm virales, con excepcion de HBZ, son transcritos a partir de la hebra
sentido positivo desde el LTR 5°. Los ARNm de HBZ son transcritos a partir de la hebra negativa o
con antisentido desde el LTR 3. Las lineas punteadas indican las regiones genéticas procesadas
(splicing) en los transcritos para generar los ARNm finales (Modificado de Catrtier et al., 2017).
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1.4 Modelo del ciclo replicativo de HTLV-1

El HTLV-1 infecta principalmente a linfocitos T CD4*, pero también es capaz de infectar
otras células, tales como: linfocitos T CD8*, linfocitos B, células endoteliales, células
mieloides y fibroblastos (Ho etal.,, 1984; Koyanagi etal.,, 1993; Longo etal., 1984,
Yamamoto et al., 1982; Yoshikura et al., 1984). Esta capacidad para poder infectar a varios
tipos celulares se debe en parte a que la glicoproteina de la envoltura (Env) de HTLV-1
puede interactuar con tres receptores celulares que se encuentran ampliamente distribuidos
en la superficie celular: el transportador de glucosa 1 (GLUT1) (Manel et al., 2003), el
proteoglicAn heparan sulfato (HSPG) (Jones et al., 2005) y el receptor VEGF-165 de
neuropilina-1 (NRP-1) (Ghez et al., 2006). Para que ocurra la entrada viral la subunidad de
superficie (SU) de la glicoproteina viral interactia primero con HSPG y luego con NRP-1,
generando un complejo proteico. Posteriormente, GLUT1 se asocia a este complejo
HSPG/NRP-1 para iniciar un proceso de fusion, mediante la interaccion con la subunidad
de transmembrana (TM) de la glicoproteina de la envoltura viral (Figura 4, paso A). Este
evento permite que el core de la capside viral (CA) la cual contiene dos copias del ARN
genomico viral (ARNQ) y proteinas virales como la transcriptasa reversa (RT), la integrasa
(IN) y la proteasa viral (PR), sea liberado el citoplasma de la célula infectada (Figura 4,

paso B).

Después de la entrada viral se produce la transcripcién reversa del ARNg a ADN de doble
cadena (dsADN) (Baltimore, 1970) (Figura 4, paso C). Luego el complejo de pre-
integracion (dsADN con la integrasa) transloca al nucleo (Figura 4, paso D) y se integra en
el cromosoma de la célula hospedera formando asi el provirus (Figura 4, paso Ey F). Las
repeticiones terminales largas (LTR) del provirus contiene elementos promotores y
potenciadores para iniciar la transcripcion de los ARN virales (Figura 2), con la sefal de
poliadenilacion ubicada en el 3'LTR. Tax, una proteina no estructural y el principal activador
de la transcripcion viral, activa fuertemente la transcripcion viral durante la fase temprana
de la infeccion mediante el reclutamiento de mdltiples factores celulares de transcripcion
(Kashanchi & Brady, 2005). Tres regiones repetidas conservadas de 21 bp, conocida como
el elemento 1 que responde a Tax (TRE-1), unen a la proteina que se une a los elementos
de respuesta al AMP ciclico (CREB) a través de la region amino terminal (Jeang et al.,
1988). La proteina Tax mediante su dominio carboxilo terminal promueve el inicio de la
transcripcion y la elongacién por parte de la ARN polimerasa (Figura 4, paso G), a través

de la directa interaccion con la proteina que se une a la region o caja TATA (TBP) (Caron
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et al., 1993; Ching et al., 2004). EI complejo promotor Tax-CREB atrae hacia el LTR a los
co-activadores celulares multifuncionales proteina que une CREB (CBP), p300 y el factor
asociado a p300/CBP (Bex et al., 1998).

La transcripcién es un proceso altamente regulado y al igual que los ARNm celulares, los
transcritos virales sufren de procesamiento de corte y empalme (Figura 4, paso H). La
proteina viral Rex juega un rol fundamental en la regulacion postranscripcional actuando
como un regulador positivo esencial para el procesamiento y transporte de los ARNm virales
(Figura 4, paso |), ya que interactta con las regiones U3 y R de ARNg viral, conocido como
el elemento que responde a Rex (RexRE). Durante etapas tempranas de la transcripciéon
viral, los niveles de Rex son bajos (Green & Chen, 1990), lo cual se traduce en la
exportacion exclusiva hacia el citoplasma de los ARNm totalmente procesados (tax, rex,
p30, pl12, p13y hbz) (Hidaka et al., 1988). Una vez que Rex se acumula en el nucleo celular,
produce una disminucién del procesamiento de los ARNm virales. Por consecuencia, los
ARNmM virales son exportados desde el nucleo al citoplasma con un s6lo procesamiento
(env) o bien no procesados (gag-pro-pol); generando asi la produccion de las proteinas
enzimaticas y estructurales del virus (Hidaka et al., 1988).

Una vez que los ARNm son exportados al citoplasma, la maquinaria celular de sintesis
proteica comienza la traduccion de las proteinas virales (Figura 4, paso J). Probablemente,
el ARNg viral completo es traducido o transportado a la membrana plasmatica, donde puede
dimerizar, interactuar con la poliproteina Gag y ser empaquetado en las particulas que se
estan ensamblando (Butsch & Boris-Lawrie, 2002) (Figura 4, paso K). El ensamblaje de
las particulas virales ocurre después de que Gag es trasladado desde el citoplasma a la
membrana plasmatica en sitios ricos en lipidos conocidos como balsas lipidicas (Lingwood
etal.,, 2009). Las interacciones Gag-ARNg, Gag-Gag y Gag-membrana son todas
requeridas para el ensamblaje y gemacion de las particulas virales (Zhang et al., 2015)
(Figura 4, paso L). Adicionalmente, la proteasa viral proteoliza la poliproteina Gag-Pol
durante e inmediatamente después de la liberacion de las particulas virales inmaduras
(Figura 4, paso M) generando particulas virales maduras (Le Blanc et al., 2001), donde se
forma la capside que contiene la RT, IN y ARNg que esta recubierto por la nucleocapside.
Posteriormente, las particulas virales maduras o infecciosas son capaces de infectar

nuevas células blanco permisivas (Konvalinka etal., 2015) (Figura 4, paso N).
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En general hay dos métodos distintos en la transmision del virus entre células: infeccion en
ausencia de contacto entre células e infeccidn que requiere contacto entre células (Martin
et al., 2016). La mayoria de los retrovirus puede infectar a su célula blanco en ausencia de
contacto entre células. Sin embargo, HTLV-1 ha mostrado ser poco infeccioso en ausencia
de contacto célula-célula (Fan et al., 1992), por lo que este mecanismo de transmision juega
un rol importante en la patogenia viral. Se han identificado tres tipos de transmisién célula-
célula: (1) la sinapsis viroldgica (Majorovits et al., 2008), (2) la generacion de una biopelicula
viral (Pais-Correia et al., 2010) y (3) mediante conductos celulares (Van Prooyen et al.,
2010).

Virus maduro

Particula Inmadura

%01

] g dsDNA
SssRNA
§ Gag

Figura 4. Ciclo replicativo del HTLV-1. Los principales pasos en el ciclo de vida del HTLV-1 se
muestran de la A a la N (Modificado de Martin et al., 2016).
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1.5 Proteina viral Tax

La proteina Tax (Transcriptional Activator of pX region), estd compuesta por 353
aminoacidos (40 KDa) y contiene diversos dominios que le permiten interactuar con una
variedad de factores celulares para asi afectar un amplio numero de funciones celulares
(Kfoury etal., 2012) (Figura 5). Tax posee una sefial de exportacion nuclear (NES)
(Alefantis et al., 2003; Burton et al., 2000; Chevalier et al., 2005) y una sefial de localizacién
nuclear (NLS) (Gitlin et al., 1991; Semmes & Jeang, 1992), es por esto que se encuentra
localizada tanto en el citoplasma como en el nacleo. También se ha evidenciado que Tax
forma en el nicleo estructuras denominadas Tax Speackled Structures (TSS) (Fryrear et al.,
2009), que corresponden a complejos multiproteicos que asocian Tax con la maquinaria
celular involucrada en procesos como la transcripcion, el procesamiento de ARNm (Bex
et al., 1997; Semmes & Jeang, 1996), reconocimiento y reparacion del ADN y la activacion
de puntos de control (Durkin et al., 2008; Gupta et al., 2007; Haoudi et al., 2003). Para ello,
Tax posee una sefial de localizacion TSS (TSLS) entre los aminoacidos 50 y 75, que se
encuentra adyacente pero separado de NLS (Fryrear et al., 2009). Ademas de las sefiales
de localizacién que presenta Tax, ésta también posee un dominio que permite la formacion
de homodimero. Esto es un evento esencial para la éptima actividad transcripcional por
parte de Tax (Gitlin et al., 1991; Jin & Jeang, 1997; Tie et al., 1996). Los cuatro ultimos
residuos de Tax (350—353) corresponden a un motivo de unién al dominio PDZ (PBM) y, de
hecho, se demostrd la capacidad de Tax para unirse a una variedad de proteinas que
presentan el dominio PDZ (Rousset et al., 1998). Este motivo ha mostrado ser necesario
para la inmortalizacion de células T primarias mediada por la infecciébn con HTLV-1 o el

crecimiento de células T independiente de IL-2 (Tsubata et al., 2005; Xie et al., 2006).

Esta bien establecido que Tax tiene diversas funciones en el ciclo replicativo viral,
incluyendo un rol esencial en la activacion de la transcripcion viral como también en el
reclutamiento del centro organizador de microtibulos (MTOC) hacia los sitios del contacto
célula a célula, favoreciendo asi la transmision viral (Barnard et al., 2005). Ademas, ha
mostrado ser suficiente para inmortalizar células T in vivo y asi jugar un importante rol en
la transformacion celular (Mahieux & Gessain, 2007). Esta bien establecido que Tax
interactda con el factor de transcripcion NF-kB y que con ello también interfiere con la
regulacion del ciclo celular, las vias de apoptosis y las vias proliferativas mediante varios
mecanismos (Chu et al., 1998; Harhaj & Sun, 1999; Jin et al., 1999).
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Figura 5. Representacion esquematica de los dominios estructurales y funcionales de Tax.
ZF: Dedos de Zinc; NLS: sefial de localizacién nuclear; TSLS: sefial de localizacion TSS; NES: sefial
de exportacion nuclear (Kfoury et al., 2012).

1.6 Tax y grénulos de estrés

Debido a las diversas interacciones que tiene la proteina Tax con multiples componentes
celulares es gue su localizacién esta finamente regulada y resulta de una elaborada
combinacién de determinantes como el ambiente celular (Alefantis et al., 2005). Cuando las
células son expuestas a condiciones estresantes, como irradiaciéon UV, hipoxia, infeccién
viral o estrés oxidativo, se produce una detencion de la traduccién celular. En este evento,
la célula inhibe la traduccion de ARNm housekeeping para favorecer aquellos que codifican
proteinas que responden al estrés (Anderson & Kedersha, 2002). Para lograr esto, la célula
forma estructuras ribonucleoproteicas citoplasmaticas llamadas granulos de estrés (SGs)

en respuesta a estos estimulos (Anderson & Kedersha, 2008).

Se ha demostrado que el HTLV-1 bloquea el ensamblaje de los SGs, lo que promueve la
replicacion viral. Este proceso estd mediado por la proteina viral Tax, que migra desde el
nucleo al citoplasma en respuesta a la sefial de estrés. Mientras esta en el citoplasma, se
ha identificado que Tax interactla con dos proteinas que son componentes de los SG: la
histona desacetilasa 6 (HDAC6) (Kwon et al., 2007) y la proteasa especifica de ubiquitina
10 (USP10) (Takahashi et al., 2013), lo que resulta en una inhibiciéon de su ensamblaje. Un
grupo de investigacion demostré que la region N-terminal, especificamente entre los
amino&cidos 2 y 22 de Tax es la responsable de la interacciéon con HDACG6. Sin embargo,
bajo estrés oxidativo, la eliminacion de esta region no impidi6 la formacion de SG, con Tax
también co-localizando en ellos, lo que sugiere que el reclutamiento de Tax a los SG esta

mediado por otras regiones o dominios de la proteina que son independientes de su
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interaccion con HDAC6 (Legros et al., 2011). Por otro lado, otro grupo de investigacion
report6 que Tax inhibe al menos tres funciones asociadas de la proteina USP10, incluida la
formacion de SG, la supresion de ROS vy la inhibicion de la apoptosis. En condiciones de
estrés, USP10 puede prevenir la aparicion de células con alteraciones de proteinas y ADN
dependientes de ROS inducidas por el estrés. Por lo tanto, se sugiere que Tax, al interactuar
con USP10, aumenta las alteraciones dependientes de ROS, como el dafio al ADN, en las
células T infectadas por HTLV-1, promoviendo asi la leucemogénesis (Takahashi et al.,
2013).

Aungue existen numerosos estudios que exploran la patogenicidad de la proteina Tax y su
papel en diversas vias de sefalizacion, asi como en su interaccién con diferentes
componentes celulares, la mayoria de estos estudios se limita a la produccion de proteinas
recombinantes y de fusidbn con marcadores especificos requeridos para su propia
investigacion. Sin embargo, estos desarrollos no suelen estar ampliamente disponibles para
otros grupos de investigacion, lo que limita el progreso colaborativo del estudio de esta
proteina. Por ello, en esta Memoria de Titulo, nos proponemos generar plasmidos que
codifiquen para la proteina viral Tax fusionada a GFP, tanto en su forma WT, como en una
variante resultante la delecién de los primeros 22 aminoacidos de la secuencia proteica. La
creacion de estas construcciones permitira estudiar de manera mas eficiente los
mecanismos moleculares asociados a la funcién de Tax, en especifico en su rol en los SG,

facilitando asi la caracterizacion de su localizaciéon subcelular.
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2. Propdsito del estudio

Generar plasmidos que codifiquen para GFP-Tax WT y GFP-TaxA22 para analizar su
expresion en células HelLa y localizacion subcelular ante un tratamiento con arsenito de

sodio

3. Objetivos
3.1 Objetivo General

Generar y caracterizar plasmidos que expresen la proteina viral Tax de HTLV-1 WT o la
version mutante resultante de la delecién de los 22 primeros aminoéacidos, fusionada con

GFP, y evaluar su expresion y localizacion subcelular en células HelLa.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Objetivo Especifico 1

Subclonar la regién codificante de la proteina viral Tax WT en el plasmido pEGFP-C1 para

generar la proteina de fusion GFP-Tax WT.

3.2.2 Obijetivo Especifico 2

Subclonar la region codificante de la version mutante de la proteina viral Tax, resultante de

la delecion de los 22 primeros aminoacidos (A22) en el plasmido pEGFP-C1 para generar
la proteina de fusion GFP-TaxA22.

3.2.3 Obijetivo Especifico 3

Evaluar la expresion de las proteinas de fusion codificadas en cada plasmido en células

HelLa y su localizacion subcelular ante un tratamiento con arsenito de sodio.
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4. Materiales y métodos

4.1 Subclonamiento

Se amplifico el marco de lectura que codifica la proteina Tax WT (de 479 a 1540 pb) o
TaxA22 (de 545 a 1540 bp) del plasmido pCMV4-Tax WT (plasmido Addgene n.° 23284;
http://n2t.net/addgene:23284; RRID:Addgene_23284) mediante PCR usando el kit GoTag®
Green Master Mix (Promega) junto con los partidores: Tax-Sall.Rev, Tax-Bglll.For y/o
TaxA22-Bglll.For (Tabla 1). Luego se realiz6 una electroforesis un gel de agarosa 1% a 120
V por 40 minutos en Buffer TAE (Tris Acetato-EDTA, Winkler) del producto de PCR o se
purificé usando el kit Wizard SV gel and PCR Clean-Up System (Promega), se usé como
intercalante SafeView (Fermelo) y como estandar el Ladder 1 Kb Plus (ThermoFisher).
Tanto el plasmido pEGFP-C1 como el inserto (Tax WT o Tax A22) se digirieron de forma
independiente usando dos enzimas (Doble digestion), Bglll (ThermoFisher) y Sall (NEB),
por 1 hora y 30 minutos a 37°C. El inserto por un lado se fosforil6 usando la enzima T4 PNK
(NEB) por 30 minutos a 37°C. Para la ligacion se uso6 la enzima T4 ADN Ligasa (NEB) con
diferentes proporciones vector:inserto (1:1, 1:3, 1:5y 1:7) y se incubd la reaccién a 16°C
toda la noche. Luego el producto de ligacion se transformé en bacterias quimio-
competentes Escherichia coli DH5aq, de las colonias resultantes de la transformacion se
realizo la purificacion del plasmido con el E.Z.N.A.® Plasmid DNA mini kit Il (BIOTEK) segun
las especificaciones del fabricante y se obtuvo la secuencia nucleotidica de los insertos
clonados en los vectores recombinantes (Servicio prestado por la Universidad Catodlica de
Chile).

4.2 Partidores
Los partidores utilizados en esta Memoria de Titulo fueron disefiados utilizando el programa

SnapGene (www.Snapgene.com) y se resumen en la siguiente tabla:

Partidor Secuencia (5" 2 3") Finalidad
Tax-Bglll.For GTGAGATCTATGGCCCACTTCCCAGG Subclonamiento
TaxA22-Bglll.For | GTGAGATCTTGTGTACAAGGCGACTGGTGC Subclonamiento
Tax-Sall.Rev ACTGTCGACTCAGACTTCTGTTTCGCGGAAATG  Subclonamiento
EGFP-C.For ATGGTCCTGCTGGAGTTC Secuenciamiento

Tabla 1. Partidores utilizados. El partidor EGFP-C.For, pertenece al servicio de la unidad de
secuenciacion de la Universidad Catolica.

27


http://www.snapgene.com/

4.3 Cultivo celular

Las células HelLa se mantuvieron a 37°C en una atmosfera de 5% CO: en medio de cultivo
DMEM (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Sigma), 1% de Antibiotic
Antimycotic Solution (Sigma) y 5% de L-glutamina (Sigma). Para realizar subcultivos, las
células fueron lavadas con PBS 1x y luego tratadas con Tripsina-EDTA (Sigma) por 5

minutos. Finalmente, 0,5 o0 1 mL se diluyeron en 5 o 10 mL de medio DMEM fresco.

4.4 VVectores

Se utilizaron los vectores pEGFP-C1 y pCMV4-Tax WT (plasmido Addgene n.° 23284;
http://n2t.net/addgene:23284; RRID:Addgene_23284) (Béraud etal.,, 1994) para la
generacion de pEGFP-Tax y pEGFP-TaxA22 (Ver: subclonamiento). Para la expresion de
Tax WT se us6 el plasmido pEGFP-Tax y para la expresion de Tax con la delecién de los

22 primeros aminoacidos se us6 el plasmido: pEGFP-TaxA22.

4.5 Transfeccidn

Se utilizaron placas de cultivo de 6 pocillos (3 x 10° células/pocillo) de 12 pocillos (7 x 10*
células/pocillo); las células HelLa se transfectaron utilizando Lipofectamina 3000
(ThermoFisher) segun las indicaciones del fabricante usando 1 pug de ADN para las placas
de 6 pocillos y 0,5 ug de ADN para las placas de 12 pocillos. A las células se les realizé un

cambio de medio DMEM a las 6 horas post transfeccion (hpt).

4.6 Tratamiento con arsenito de sodio

Los cultivos de células HelLa fueron tratadas con arsenito de sodio (Ars) por 30 minutos. A
partir de un stock de Ars al 0,5 M, se prepar6 una solucién a una concentracion de 500 uM
de Ars en DMEM suplementado fresco. A las células transfectadas, se esper6 23,5 hpt, se
les removié el medio de cultivo y se agreg6 el nuevo medio, incubandolo por 30 minutos.
Como control, se us6 DMEM suplementado con un volumen de DMSO (Merck), equivalente

al volumen de Ars agregado.

4.7 Lisis celular y cuantificacién de proteinas

Luego de 24 hpt, se retir6 el medio DMEM vy las células fueron lavadas dos veces con PBS
1x (ThermoFisher). Posteriormente se agregaron 200 pL de buffer de lisis a 4°C (Tris-HCI
pH 7,5 10 mM, NaCl 100 mM, NP-40 al 0,5%v/v, EDTA 1 mM, inhibidor de proteasas
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(Roche)) y se incubaron durante 20 minutos a 4°C. Luego se homogenizo el lisado celular
y se incubd toda la noche a -20°C. Posteriormente se clarificé el lisado mediante
centrifugacion a 5.000 rpm por 5 min a 4°C y se recolecté el sobrenadante. La concentracion
de proteinas se evalué mediante el Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-
Rad). La cuantificacion se realizé midiendo la absorbancia a 592 nm utilizando el lector de
microplacas SYNERGY HTX multi-mode reader (BIOTEK). Se utilizé6 albumina de suero
bobino (BSA) (GrupoBios) para generar una curva de “Absorbancia vs Concentracion de
proteinas”. Finalmente, para el andlisis por Western Blot, se prepararon alicuotas con 30

Kg de proteinas totales y se desnaturalizaron en buffer Laemmli, a 95°C durante 5 minutos.

4.8 Western Blot

Las proteinas se sometieron a una electroforesis SDS-PAGE con gradiente de 5-15% de
acrilamida-bisacrilamida al 40% (Bio-Rad) durante 2 horas a 120 Voltios en running buffer
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%) en una camara para electroforesis Bio-Rad.
Posteriormente, se transfirio el resultado del SDS-PAGE a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PDVF) de 0,45 um (Merck) previamente activada con metanol (Merck). La
transferencia se realiz6 a 0,4 Amperes constantes durante 2 horas, a 4°C. Las membranas
fueron blogueadas con Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad) al 5% en TBS-T (Tris-Buffered
Saline, 1% Tween-20) durante 1 hora a temperatura ambiente y se incubé durante la noche
con agitacion a 4°C, con los respectivos anticuerpos primarios (Tabla 2) en solucién de
anticuerpo (BSA 5% y NaNs 0,02% en TBS-T). Las membranas se lavaron tres veces con
TBS-T y se incubaron durante 1 hora con anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa de rabano (HRP) (Tabla 2) a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron las
membranas tres veces con TBS-T y, para revelar se utilizé el sustrato Pierce TM ECL
Western blotting substrate (Thermo Scientific) o Immobilon Forte Western HRP substrate
(Merck). Las sefiales de quimioluminiscencia se detectaron en el equipo Alliance Q9

Advanced de Uvitec Cambridge.

29



4.9 Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados en esta Memoria de Titulo se resumen en la siguiente tabla:

Anticuerpo primario Origen Marca Dilucion
Anti-GFP Raton SantaCruz 1:3000
Anti-Beta actina Raton SantaCruz 1:3000

_ i 1:3000 (WB); 1:250
Anti-G3BP1 Raton SantaCruz

(IF1)
Anticuerpo secundario Origen Marca Dilucién

Anti-Raton HRP Cabra  Jackson ImmunoResearch 1:5000
Anti-Raton Alexa Fluor™ .
E04 Burro Invitrogen 1:500

Tabla 2. Anticuerpos utilizados

4.10 Inmunofluorescencia indirecta

Las células HelLa previamente tratadas con Ars o DMSO, se les retir6 el medio DMEM y se
lavo 2 veces con PBS 1x filtrado. Se fijaron las células usando paraformaldehido (PFA,
ThermoFisher) al 4% por 20 minutos. Las células fueron lavadas con PBS 1x, incubadas
con una solucién de Glicina (Winckler) a una concentracién de 0,1 M en PBS 1x por 10
minutos, lavadas con PBS 1x e incubadas con una solucién de Triton X-100 (Sigma) a una
concentracion de 0,2 % en PBS 1x por 5 minutos, lavadas con PBS 1x y se guardaron a
4°C. Las células se lavaron brevemente en PBS 1x antes de bloquearlas en una solucién
de blogueo 1x (Roche). Las células se incubaron con el anticuerpo primario de G3BP1
(Tabla 2) durante 1 hora a 37°C, se lavaron durante 5 minutos en PBS 1x y se incub6 con
el anticuerpo secundario (Tabla 2) durante 1 hora. Las células se lavaron durante 5 minutos
en PBS 1x, se incubaron con DAPI 1x (Merck) en PBS 1x durante 1 minuto y luego se
lavaron dos veces en PBS 1x y una vez en agua ultrapura (Sigma). Se dejaron secar las
células y se montaron en portaobjetos usando Fluoromount ™ Aqueous Mounting Medium
(Sigma). Las imagenes se obtuvieron usando el microscopio invertido modular de
epifluorescencia IX73 (Olympus) y con el Microscopio confocal Nikon C2+ con objetivo de
60X (Facility Facultad de Medicina, Universidad de Chile).

4.11 Conteo de células SG positivas y co-localizacion
Para el conteo de células SG positivas se eligieron aleatoriamente tres campos de vision

diferentes de cada cubreobjetos, se contaron 20 células GFP positivas en cada campo y se
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registré las que eran positivas para SG, las cuales se definieron como focos de G3BP1 que
miden >0,5 um (Gilks et al., 2004). Para establecer co-localizacion mediante el coeficiente
de Pearson se utilizé el software de Imaris 10.0.1 usando la superposicion de los canales
de GFP y G3BP1. El procesamiento de imagenes se realizé con los programas ImageJ
1.53k (NIH: http://rsbweb.- nih.gov/ij/index.html). Para graficar los resultados y hacer el

analisis estadistico con prueba t de Student se us6 el software GraphPad Prism 8.0.1.

31



5. Resultados

5.1 Subclonar la region codificante de la proteina viral Tax WT en el plasmido
pEGFP-C1 para generar la proteina de fusion GFP-Tax WT.

5.1.1 Estandarizacion de los partidores

Con el objetivo de realizar el subclonamiento de la regiéon codificante de Tax WT en el
plasmido pEGFP-C1 para asi generar un nuevo plasmido (pEGFP-Tax WT) que codifique
para la proteina de fusion GFP-Tax WT (Figura 6), es que se busc6é amplificar mediante la
técnica de PCR la region codificante de la proteina viral Tax WT a partir del plasmido
pCMV4-Tax WT de forma efectiva y asi poder obtener la mayor cantidad de producto.

EGFP-Tax
5769 bp

INSER
FM.;"EmJ Replace Insert
———— | BgilI (1339) — sall (1369) Bglll (4] — Sall (1072)

PCR TAX
1080 bp

PEGFP-C1
4731 bp

Amplify 479 .. 1540 using:
PCR | Tax-BalILFor
Tax Sall.Rev

Tax-BglllFor

PCMVA-Tax WT
6258 bp

Figura 6. Esquema representativo del subclonamiento para generar el plasmido pEGFP-Tax
WT. Se muestra el vector de origen del inserto (pCMV4-Tax WT), el inserto obtenido por PCR (Tax
WT) y el vector a clonar (pEGFP-C1) con sus respectivos pares de bases (bp) y los sitios de corte
con las enzimas Bglll y Sall. Creado con SnapGene.
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Se utilizaron los partidores Tax-Bglll.For y Tax-Sall.Rev descritos en la Tabla 1 a diferentes
temperaturas de annealing, de 52°C a 69°C (Figura 7) con el fin de encontrar la temperatura
a la cual se obtenga la mayor cantidad de producto de PCR . Al visualizar el producto PCR
en el gel de agarosa 1% se comprob6 que los partidores amplifican un producto que esta
cercano a los 1000 bp y que, ademas, es el tamafio esperado de la regién codificante para
Tax WT (1074 bp). Por otro lado, se evidencia que se genera una cantidad de producto
PCR similar en un amplio rango de temperatura de annealing, siendo los que tienen menor
produccién a mayores temperaturas (68°C y 69 °C). Dado lo anterior es que se utilizé en
los siguientes pasos la temperatura de annealing tedrica del partidor con menor temperatura

de fusion (Tm), es decir, a 62°C correspondiente al partidor Tax-Bglll.For.

C- 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 °C

e e eeeeeeeeweeeewww -

Figura 7. Estandarizacion de temperatura de annealing para amplificar Tax WT. Electroforesis
de gel de agarosa al 1% con Ladder 1 Kb Plus. C-: control negativo, sin pldsmido. Cada temperatura
corresponde a la temperatura de annealing que se usé en la reaccién de PCR.

5.1.2 Ligacién del inserto Tax WT en pEGFP-C1

Una vez obtenida la temperatura a la cual amplificar Tax WT (62°C), se realizé un PCR a

esa temperatura con el fin de purificar de forma directa el producto PCR usando el kit Wizard
SV gel and PCR Clean-Up System. Una vez obtenido el producto purificado y cuantificado
se realiz6 la doble digestién con las enzimas Bglll y Sall tanto del inserto como del vector
pEGFP-C1. Como la enzima T4 ADN Ligasa cataliza la unién de dos hebras de ADN entre
los grupos 5°-fosfato y 3"-hidroxilo de nucleétidos adyacentes en una configuracién con
extremos cohesivos o romos (Doherty & Suh, 2000), es que se procedié a fosforilar los
extremos del inserto gracias a la accién de la enzima T4 PNK, la cual cataliza la
transferencia y el intercambio de Pi desde la posicion y del ATP al extremo 5 -hidroxilo de
polinucleétidos (Eastberg et al., 2004). Una vez fosforilado el inserto se realiz6 la reaccion

de ligacion junto al vector pEGFP-C1 en diferentes proporciones vector:inserto (1:1; 1:3, 1:5
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y 1:7). El producto de ligacion se transformé en E. coli DH5q, se seleccionaron las bacterias
transformantes y posteriormente se hizo la purificacion del plasmido sin kit comercial,

seguido de la doble digestion con Bglll y Sall para confirmar la insercion (Figura 8).

5Kb
4 Kb

15
1Kb

Figura 8. Doble digestién de la purificacion de plasmidos proveniente de la transformacion
con el producto de ligacién. Se seleccionaron tres colonias (A, B y C) de cada placa de diferente
proporcién vector:inserto y se realizé una doble digestion para luego realizar una electroforesis en
gel de agarosa 1% usando el Ladder 1 Kb Plus.

De lo anterior, se puede evidenciar que hay unas bandas que migran a la altura de los 1kb
aproximadamente en los carriles correspondiente a las muestras 1:5B, 1:5C y 1:7A. Lo cual
indica que esas colonias podrian resultar positivas para el subclonamiento ya que esa
banda corresponderia al inserto, es decir, de la region codificante de Tax WT. Para poder
visualizar de mejor forma y comprobar si hay presencia del inserto o no, se realizé
nuevamente purificacion de pladsmido de aquellas colonias, pero esta vez con la columna

del kit comercial (Figura 9).
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Figura 9. Digestién de la purificacion de plasmidos con columna del kit comercial. Cada
plasmido purificado tiene la condicién: sin digerir (S/D), la cual no contiene ninguna enzima de
digestion; la condicion Sall, donde sélo se digirié con la presencia de la enzima Sall y la condicién
Sall + Bglll, corresponde a la doble digestion con las enzimas Bglll y Sall. Se realizé una
electroforesis en gel de agarosa 1% usando el Ladder 1 Kb Plus.

Teniendo lo anterior, se comprob6 que las colonias 1:5B y 1:5C son positivas para el
subclonamiento, ya que, al digerir con ambas enzimas, Bglll y Sall, se obtuvo una banda
correspondiente al peso del inserto. Ademas, en la condicion con una sola enzima dada por
Sall, donde el plasmido esta linealizado se observé un aumento en el tamafio o en el
desplazamiento electroforético de la banda que en comparacién con el vector donde se
realizd el subclonamiento (pEGFP-C1) hay un aumento de tamafio de 1 kb

aproximadamente lo cual corresponderia a la presencia del inserto en el vector.

Finalmente, ambos plasmidos provenientes de las colonias positivas mencionadas se
obtuvo la secuencia nucleotidica de los insertos clonados en los vectores recombinantes y
luego se alinearon usando Blastn de NCBI, dando como resultado que el plasmido
proveniente de 1:5B tiene un 98% de identidad (1057/1078) y presenta 1% de gaps
(18/1078) con respecto a la secuencia de referencia de Tax. Por otro lado, 1:5C tiene un
99% de identidad (1067/1078) y presenta 0% gaps (10/1078) con respecto a la secuencia
de referencia de Tax. Por consiguiente, se eligié a 1:5C para ser el plasmido pEGFP-Tax
WT y con ello completar el primer objetivo especifico de esta Memoria de Titulo (Figura
13B).
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5.2 Subclonar la region codificante de la version mutante de la proteina viral
Tax, resultante de la delecion de los 22 primeros aminoacidos (A22) en el

plasmido pEGFP-C1 para generar la proteina de fusion GFP-TaxA22.

5.2.1 Estandarizacion de los partidores

Al igual que en el objetivo especifico 1, se buscoé realizar el subclonamiento de la region
codificante para TaxA22, la cual corresponde a una delecion de los 22 primeros
aminoacidos de esta proteina, en el plasmido pEGFP-C1 para asi generar un nuevo
plasmido (pEGFP-TaxA22) que codifique la proteina de fusibn GFP-TaxA22 (Figura 10).
Es por ello que se buscé mediante la técnica de PCR amplificar la region codificante de la
proteina TaxA22 a partir del plasmido pCMV4-Tax WT y para hacerlo de forma efectiva y
obtener la mayor cantidad de producto es que se realizd una estandarizacién a diferentes

temperaturas de annealing.

‘FRAGMENTJ Replace Insert
| Bgl1 (1339) — Sall (136%) Bglll (4) — Sall (1003)

PEGFP-C1
4731 bp

Amplify 545. 1540 using:
PCR | TaxA22-Bglll.For
Tax SallRev

pEMVA-Tax WT
6258 bp

Figura 10. Esquema representativo del subclonamiento para generar el plasmido pEGFP-
TaxA22. Se muestra el vector de origen del inserto (pCMV4-Tax WT), el inserto obtenido por PCR
(TaxA22) y el vector a clonar (pEGFP-C1) con sus respectivos pares de bases (bp) y los sitios de
corte con las enzimas Bglll y Sall. Creado con SnapGene.
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Se utilizaron los partidores TaxA22-Bglll.For y Tax-Sall.Rev descritos en la Tabla 1 a
diferentes temperaturas de annealing, de 52°C a 69°C (Figura 11). Al visualizar el producto
de PCR en el gel de agarosa 1% se comprobd que los partidores amplifican un producto
gue estd cercano a los 1000 bp y que, ademas, es el tamafio esperado de la region
codificante para TaxA22 (1008 bp). Por otro lado, se observa que se generd una cantidad
de producto de PCR similar en un amplio rango de temperaturas. Dado lo anterior, es que
se utilizé en los siguientes pasos la temperatura de annealing a la cual se observé el

producto PCR con mayor integridad, es decir, a 60°C.

C- 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 °C

P I’ I I

Figura 11. Estandarizacion de temperatura de annealing para amplificar TaxA22. Gel agarosa
1% con Ladder 1 Kb Plus. C-: control negativo, sin plasmido. Cada temperatura corresponde a la
temperatura de annealing que se usé en la reaccion de PCR.

5.2.2 Ligacion del inserto TaxA22 en pEGFP-C1

Una vez obtenida la temperatura a la cual amplificar TaxA22 (60°C), se realizé un PCR a

esa temperatura con el fin de poder purificar de forma directa el producto PCR usando el
kit Wizard SV gel and PCR Clean-Up System. Una vez obtenido el producto purificado y
cuantificado se realiz6 la doble digestion con las enzimas Bglll y Sall tanto del inserto como
del vector pEGFP-C1. Al igual que para el subclonamiento del inserto de Tax WT, se
fosforilé el inserto por la accion de la T4 PNK para luego ligar con la T4 ADN Ligasa en
diferentes proporciones vector:inserto (1:1; 1:3, 1:5 y 1:7). El producto de ligacion se
transformo en E. coli DH5q, se seleccionaron las bacterias transformantes y posteriormente
se hizo PCR de colonia usando los partidores TaxA22-Bglll.For y Sall.Rev (Figura 12). De
todas las colonias seleccionadas dieron positivas las: 1:1A, 1:1B, 1:1E, 1:3B, 1:3E, 1:.5A-E
y 1:7A-E.
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Figura 12. PCR de colonia para el subclonamiento de TaxA22. Gel de agarosa 1%, Ladder 1 Kb

Plus. C+: control positivo, se usé el plasmido pCMV4-Tax WT; C-: control negativo, sin plasmido.

Posteriormente se seleccionaron las 3 colonias de la proporcion de ligacion 1:7 (B, Dy E)
y se realizd una purificacién de plasmido con columna del kit comercial para luego se
obtener la secuencia nucleotidica de los insertos clonados en los vectores recombinantes
usando los partidores EGFP-C.For y Tax-Sall.Rev (Tabla 1). Las secuencias obtenidas, se
alinearon usando Blastn de NCBI. Del alineamiento proveniente de las secuencias
obtenidas usando el partidor EGFP-C.For se pudo comprobar la delecion de los primeros
66 nucledtidos de la region codificante de Tax que corresponderian a los 22 primeros
aminoacidos en los tres plasmidos analizados (Figura 13C). Por otro lado, del alineamiento
proveniente de las secuencias obtenidas usando el partidor Tax-Sall.Rev se pudo evaluar
la similitud de secuencia que tenian los plasmidos que la secuencia descrita de Tax de
HTLV-1. De esto ultimo se obtuvo que el plasmido 1:7B tiene un porcentaje de identidad de
96% (205/214), el plasmido 1:7D uno de 99% (199/200) y el plasmido 1:7E uno de 100%
(194/194). Por consiguiente, se selecciond el plasmido 1:7E, ahora denominado pEGFP-

TaxA22 para los siguientes experimentos.

Finalmente, con el fin de poder visualizar y comparar los tamafios de ambos plasmidos
generados en esta Memoria de Titulo, pEGFP-Tax WT y pEGFP-TaxA22, se realizé una
doble digestion con las enzimas Bglll y Sall (Figura 13A). Se puede comparar los tamafios
de los insertos (Carril 4 y 5) que tienen un tamafio aproximado de 1 kb, pero el
correspondiente a la delecién, TaxA22 tiene mayor desplazamiento electroforético en
comparacion con Tax WT debido a la pérdida equivalente de 66 nucledtidos. Estos

resultados, junto con el alineamiento de secuencias obtenido (Figura 13 B y C) demuestran
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gue los plasmidos generados poseen clonadas las regiones codificantes para la version WT

y la version mutante de la delecién (TaxA22).

5 Kb
4 Kb

15Kb A

1Kb -.

B

Query: GFP-Tax Query ID: 1lcl|Query_30@9587 Length: 1148

Query range 1: 1 to 15@

Bglll +1
Query 39 TCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTCCGGACTCAGATC CCCACTTCCCAGGGTTTGGACAGAGTCTTCTTTTCGGATACCCAGTCTACGTGT TTGGAGACTGTGTACAAGGCGACTGGTGCCCCATCTCTGGGOGACTATGTTC 188
L L1 S S 155
Query: GFP-Tax Query ID: lcl|Query 7701465 Length: 1148
Query range 1: 1 to 158
Bglll _+1 +23

Query 37 ACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTCCGGACTCAGATC ((EACTT[([AGGGTTTGGACAGAGT[TTCTTTTEGGATA(([AGT[TA(GTGTTTGGAGA TACAAGGCGACTGGTGCCCCATCTCTGGGGGACTATGT 186
Query_ 7701467 46 o e e 87

45

Ruery 7781467 4 = ... icieaiciteaaaa e

Figura 13. Doble digestion de los plasmidos generados y alineamiento de secuencias. (A) Se
digirieron los plasmidos pEGFP-Tax WT y pEGFP-TaxA22 con las enzimas Bglll y Sall. En el carril
1 est4 el plasmido pEGFP-C1, carril 2 y 3 los productos PCR purificados de Tax WT y TaxA22,
respectivamente, y en el carril 4 y 5 los plasmidos generados en esta Memoria de Titulo. Gel de
agarosa 1,5% y Ladder 1 Kb Plus. (B y C) Alineamiento mediante Blastn (NCBI) de la secuencia
obtenidas de pEGFP-Tax WT y pEGFP-Tax A22, respectivamente, usando el partidor EGFP-C.For.
Bglll, corresponde a la secuencia de corte para el enzima. +1 corresponde al codén 1 de la region
codificante de Tax, y 23+ el codén 23.
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5.3 Evaluar la expresion de las proteinas de fusion codificadas en cada
plasmido en células HelLay su localizacion subcelular ante un tratamiento

con arsenito de sodio.

5.3.1 Expresion de las versiones mutantes de Tax en células Hela

Para poder evaluar los niveles de expresion de las proteinas de fusion GFP-Tax y GFP-
TaxA22 se transfectaron células HelLa con ambos plasmidos de forma independiente y

como control se usé el vector pEGFP-C1 que codifica para GFP (Figura 14, ruta A).

e =
pEGFP-CT, — : @ — S Anti-GFP
PEGFP-Tax WT 6 : . Anti-B-Actina
pPEGFP-TaxA22
Lisis

Células Hela 7 5 ) r‘i
%sas® wa Hac” S eH IFI ‘[_j

Ars DMSO
B

Tratamiento

Figura 14. Esquema representativo de la estrategia experimental. (A) Las células transfectadas
con los plasmidos se lisaron y se realizé WB para visualizar las proteinas GFP y B-actina. (B) Las
células transfectadas con los plasmidos se trataron con Ars o0 DMSO para luego ser fijadas y
mediante la técnica de IFl visualizar por microscopia DAPI, GFP y G3BP1. Creado con
BioRender.com.

Transcurrido 24 hpt y usando la técnica de Western Blot se comprobd que las proteinas se
expresan, ademas de comprobar que las construcciones al ser transfectadas en células
HelLa expresan la proteina de fusién y que ademas el peso molecular de las proteinas de
fusién correspondia al valor tedrico (Figura 15). Tax WT tiene un peso molecular de 40
KDa, por lo que la unién con la proteina GFP la cual tiene un peso de 27 KDa, hace que la
proteina resultante tenga un peso molecular de 67 KDa. Por otro lado, la delecion de los
primeros 22 aminoacidos de Tax hace que se reduzca su peso molecular en
aproximadamente 3 KDa, por lo que al fusionarse con GFP, hace que la proteina de fusion
tenga un peso molecular de aproximadamente 64 KDa. Por otro lado, se puede ver en
cuanto a la intensidad de las bandas que la proteina GFP-TaxA22 tiene una menor

intensidad en comparacién con la version WT y con el control GFP.
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Figura 15. Expresion de las versiones WT y A22 de Tax en células HelLa. Se transfectaron las
células HelLa con los plasmidos que codifican las proteinas de fusion GFP-Tax WT y GFP-TaxA22,
se us6 GFP como control. Se lisaron y se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida en
gradiente 5-15% a 120 V por 2 horas y se transfiri6 en una membrana de PDVF a 0,4 A por 2 horas.
Se utilizaron los anticuerpos primarios anti-GFP y anti-B-actina y el anticuerpo secundario anti-ratén.

5.3.2 Localizacién subcelular de las versiones mutantes de Tax en células HelLa

Tax es una proteina que interactia con multiples factores celulares e interviene en
diferentes vias de sefalizacién para asi favorecer la transcripcion viral, persistencia y
patogénesis (Boxus et al., 2008; Matsuoka & Jeang, 2007). Dado lo anterior, es que su
localizacién subcelular esta regulada, ya que se ha descrito que Tax se localiza
preferentemente en el compartimiento nuclear formando los denominados Tax Speackled
Structures (TSS) (Fryrear et al., 2009) formando complejos multiproteicos con la maquinaria
celular involucrados en procesos como la transcripcién, el procesamiento de ARNm (Bex
et al., 1997; Semmes & Jeang, 1996), reconocimiento y reparacion del ADN y la activaciéon
de puntos de control (Durkin et al., 2008; Gupta et al., 2007; Haoudi et al., 2003). Con el fin
de evaluar la localizacion subcelular de la proteina GFP fusionada ya sea con la proteina
viral Tax WT o la versién mutante (TaxA22), se realizé una microscopia usando la técnica
de inmunofluorescencia indirecta (IFl) en células HelLa transfectadas con los plasmidos que
codifican dichas proteinas y se us6 el plasmido pEGFP-C1 que codifica GFP como control
(Figura 14, ruta B). Se marco la proteina G3BP1 (G3BP stress granule assembly factor 1),
la cual corresponde a la principal proteina ensambladora de los SG (Yang et al., 2020), que
frente a un agente de tipo oxidativo como Ars, los ensambla generando estos condensados

biomoleculares
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Figura 16. Localizacion subcelular de GFP-Tax WT y GFP-TaxA22 y su capacidad de inhibir
SG. (A) IFI de células Hela transfectadas con los plasmidos que codifican para la proteina GFP,
GFP fusionada con la proteina viral Tax WT (B) o con la versién mutante TaxA22 (C),
respectivamente, cada una con o sin tratamiento con Ars. (D) Conteo de células GFP y SG positivas
con o sin tratamiento con Ars. Se analizaron 20 células en 3 diferentes campos de visualizacion. El
analisis estadistico se realiz6 con prueba t de Student (***P < 0,001, **P < 0,01).

Las células transfectadas con el plasmido que codifica GFP (Figura 16A), se observa que
expresan la proteina tanto con la condicién con el tratamiento con DMSO y con Ars, sin
cambiar su localizacion subcelular o co-localizar con los SG. Por otro lado, al analizar la
expresion de la proteina GFP-Tax WT (Figura 16B) en la condicién con DMSO se puede
observar agregacién a nivel nuclear siendo parte de los denominados TSS anteriormente
mencionados. Por otra parte, cuando la proteina se encuentra a nivel citoplasmatico se
forman focos de GFP-Tax, tal como se ha descrito previamente (Legros et al., 2011). Sin
embargo, en células Hela tratadas con Ars se observa una traslocaciéon a nivel de
citoplasma, ademas de la generacién de focos discretos donde la proteina Tax se estaria
concentrando. El andlisis de las imagenes muestra un coeficiente de Pearson de 0,17 entre
G3BP1 y GFP-Tax WT en la condicion de tratamiento con Ars, lo que indica que hay una
baja relacion de co-localizacion entre estas dos proteinas cuando se forman los SGs.
Finalmente, al analizar las células transfectadas con pEGFP-TaxA22 (Figura 16C), se
observa que la proteina trunca tiene localizacién a nivel nuclear y preferentemente a nivel
citoplasmético, donde en células HeLa que son positivas para SGs, la proteina GFP-

TaxA22 co-localiza en ellos (Figura 16C, flecha blanca), tal como se ha descrito
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previamente (Legros et al., 2011). El andlisis de las imagenes muestra un coeficiente de
Pearson de 0,57, lo cual indica una alta relacién de co-localizacion entre G3BP1 y GFP-
TaxA22. Ademas, a diferencia de la versiébn WT, no se generan focos discretos de la
proteina viral en el citoplasma. Por Ultimo, se observa en células no transfectadas cercanas
a células positivas para la transfeccion con GFP-TaxA22 focos de esta proteina no descritos

previamente (Figura 17), fendbmeno no observado en el caso de GFP-Tax WT.

Finamente, el analisis del conteo de células transfectadas con los plasmidos que codifican,
ya sea GFP, GFP-Tax WT o GFP-TaxA22, y que ademds generen SG tanto en presencia o
ausencia de Ars, indica que la proteina viral Tax en su versién WT inhibe la formacion de
SG y que la versién mutante no los inhibe, en comparacion con el control GFP, tal como se

ha descrito en la literatura (Legros et al., 2011) (Figura 16D).

G3BP1 GFP Merge + DAPI

DMSO

Arsenito

Figura 17. Visualizacion de agregados extracelulares de GFP-TaxA22 en células HelLa. IFI de
células Hela transfectadas con el plasmido pEGFP-TaxA22, con y sin tratamiento con Ars.
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6. Discusion

EI HTLV-1 es el agente etiolégico de dos principales patologias: una leucemia rapidamente
mortal denominada leucemia de células T del adulto y una enfermedad neurolégica
degenerativa conocida como paraparesia espastica tropical o mielopatia asociada al HTLV-
1 (Proietti et al., 2005). HTLV-1 codifica proteinas regulatorias, de las cuales la proteina
viral Tax es la mas caracterizada y estudiada dada sus diversas interacciones con factores
celulares para alterar vias de sefializacion celular y procesos con el fin de favorecer la
transcripcion viral, persistencia y patogénesis (Boxus et al., 2008; Matsuoka & Jeang,
2007).

En esta Memoria de Titulo se generaron dos plasmidos, uno que codifica la proteina viral
Tax WT unida a GFP (pEGFP-Tax WT) y otro que codifica una versiébn mutante de la
proteina Tax, la cual corresponde a la delecion de los 22 primeros aminoacidos en su region
N-Terminal, unida a GFP (pEGFP-TaxA22). Ambas construcciones fueron exitosamente
generadas, demostrado por diferentes estrategias, mediante secuenciacion, mediante la
verificacién del tamafio del vector e inserto (Figura 13A) y mediante la transfeccién de los
plasmidos en células HelLa se pudo verificar la expresion de ambas proteinas de fusion y
con el tamafio molecular esperado (Figura 15), su localizacion subcelular y su capacidad

para inhibir la formacion de SG, previamente descrita para ambas versiones (Figura 16).

Al evaluar los niveles de expresion mediante Western Blot se observo que la proteina GFP-
TaxA22 tiene menores niveles de expresion en comparacion con su version WT (Figura
15). Por otro lado, al observar las microscopias y analizar el fenotipo obtenido se valida lo
visto previamente donde GFP-TaxA22 co-localiza con los SG (Legros et al., 2011) (Figura
16C, flecha blanca) y ademas se observé que hay focos de esta proteina en el perimetro
de las células transfectadas pero también en células vecinas que no son GFP-TaxA22
positivas pero si que estan vecinas a ellas (Figura 17, flecha blanca). Sin embargo, aln
falta evidencia experimental para poder evaluar si es que estos agregados extracelulares
corresponderian a vesiculas celulares cargadas con GFP-TaxA22, fendbmeno no descrito
previamente con esta mutante y que sugiere que la regiéon N-terminal, en especifico los 22
primeros aminoacidos de la proteina viral Tax, interaccionarian con otros factores celulares
que regulan los mecanismos de secrecion. De esta forma, al perder esta seccion de la
proteina se desregula esta funcidn y se libera esta proteina a nivel extracelular, lo cual se

condice con lo observado en la Figura 15 donde hay un menor nivel de expresion dado que

45



se estaria liberando al medio extracelular. Cabe destacar que se ha descrito previamente
una secrecion activa de Tax a partir de los linfocitos T infectados con HTLV-1 de pacientes
HAM/TSP y portadores asintomaticos (Medina et al., 2014). También se ha demostrado la
capacidad in vitro de la proteina Tax extracelular para producir retraccion de neuritas en
cultivos neuronales (Medina et al., 2014). También se ha descrito que Tax extracelular tiene
la capacidad de interactuar con la semaforina SEMA-4D secretada a partir de linfocitos T
de HAM/TSP y portadores asintomaticos. Esta interaccion afecta la via de sefalizacion
SEMA-4D-Plexin-B1 que es clave para el crecimiento de neuritas en cultivos celulares in
vitro (Medina et al., 2016). Estos hallazgos descritos han permitido sugerir una relacién
patogénica de Tax extracelular que participa como citoquina afectando a otras células del
sistema inmune o nervioso. Sin embargo, los mecanismos que pudieran estar involucrados
son aun desconocidos, lo cual se tiene como proyeccion el enfocarse en la region N-terminal
de la proteina viral Tax para poder dilucidarlos y entender como esta regulada la secrecion
de Tax con un enfoque clinico. Ademas, de poder buscar otras regiones o dominios de Tax
que podrian estar involucrados en su reclutamiento de los SG, tal como las modificaciones
post traduccionales, las cuales se han visto que han estado implicadas en la regulacion de
la localizacién subcelular de Tax (Currer etal., 2012). Dado lo anterior, se valida la
generacion de estas versiones de la proteina viral Tax de HTLV-1, dando a lugar a una
herramienta biotecnoldgica con potencial distribucion para que se amplie la investigacion

sobre Tax y su rol patogénico en HTLV-1.
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7. Conclusiones

Se concluye a partir de esta Memoria de Titulo lo siguiente:

Las versiones de la proteina viral Tax WT y A22 fusionada con GFP fueron
generadas con éxito, y se expresan en células HelLa.

Las construcciones generadas cumplen con las funciones previamente descritas
propias de la proteina viral, como es la formacion focos discretos en el nlcleo (TSS)
y en el citoplasma, ademas de la inhibiciéon de la formacion de granulos de estrés

para la versiébn WT.

En un contexto de estrés celular, se evidencié que GFP-TaxA22 co-localiza con los
granulos de estrés, tal como se ha descrito. Ademas, esta mutante presenta un
fenotipo en la cual hay focos discretos a nivel extracelular, lo que lleva a enfocarse

en esta regién para dilucidar un mecanismo molecular para la secrecién de Tax.
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