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FAMILIA FLAVIVIRIDAE

» Hepacivirus: Hepatitis C..

» Pegivirus: Pegivirus A

» Pestivirus

» Orthoflavivirus: ZIKA, DENGUE, USUTU...
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VIRUS USUTU

» Transmitido principalmente por mosquito Aedes albopictus (mosquito tigre).




VIRUS USUTU

» Afecta principalmente a pajaros (mortal).




VIRUS USUTU

» Casos de infeccion humana con afectacidon neuroldgica.
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VIRUS ZIKA

» Transmitido principalmente por mosquito Aedes aegypti.




VIRUS ZIKA

» En embarazadas causa microcefalia en el feto y abortos prematuros.
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VIRUS ZIKA

Niflo con microcefalia




ESTRUCTURA DEL GENOMA DE FLAVIVIRUS
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ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PROTEINA NS5

- Implicada en la replicacién viral
- Modula la respuesta inmune interaccionando con diferentes proteinas del hospedador
(STAT1, STAT2, AKT...)

MTase RdRp
1 71 85 266 371 410 881 903
SIM NES apfNLS C-ter NLS

Tan et al., 2016



ESTRUCTURA DE LA PROTEINA AKT
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VIA PI3K/AKT/mTOR

Sun et al., 2020



OBJETIVOS

P OBIJETIVO 1: Estudiar si la proteina NS5 de ZIKA y la proteina AKT interaccionan en diferentes modelos
celulares durante el proceso de infeccion




CO-INMUNOPRECIPITACION DE NS5 DE ZIKA Y AKT
EN DIFERENTES LINEAS CELULARES
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CO-INMUNOPRECIPITACION DE NS5 DE ZIKA Y AKT
EN DIFERENTES LINEAS CELULARES
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OBJETIVOS

P OBIJETIVO 2: Estudiar si la proteina NS5 de ZIKA y AKT co-localizan durante la infeccion viral en diferentes
lineas células.

» OBJETIVO 3: Estudiar si hay cambios en la localizacion celular de AKT durante la infeccidn viral.




CO-LOCALIZACI(')N DE NS5 DE ZIKA'Y AKT
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OBJETIVOS

> OBIJETIVO 4: Estudiar el efecto de la inhibicidn quimica de AKT en diferentes modelos celulares.




INHIBIDORES DE AKT EN LA REPLICACION DE FLAVIVIRUS

MIRANSERTIB (ARQ-092)

» Inhibidor alostérico de AKT CAPIVASERTIB (AZD5363)
» Efectivo contra otros patdégenos como » Inhibidor competitivo AKT
Leishmania (Nandal et al., 2018) » Efectivo contra SARS-CoV-2 (Sun et al., 2024)
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EFECTO DE MIRANSERTIB Y CAPIVASERTIB EN LA REPLICACION VIRAL

Infeccion y tratamiento
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EFECTO DE MIRANSERTIB Y CAPIVASERTIB EN LA REPLICACION VIRAL

Pre-tratamiento
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EFECTO DE MIRANSERTIB Y CAPIVASERTIB EN LA REPLICACION DE ZIKA
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IC;, DE MIRANSERTIB Y CAPIVASERTIB EN LA REPLICACION DE ZIKA

Miransertib I1Cso (SI)

24 h 48 h
Vero 06+0.3(265 1505 (7.4)
A549 0.9+ 0.1 (16.9) 2+0.8 (6.2)
"""""""""" Capivasertib ICso (SI)
48 h 72 h

Aag2-AF5 13.6 + 1 (5.8) 14.2 + 2.6 (4.3)

IC5, calculadas a partir de una bajada mayor de 0,6 en escala logaritmica



EFECTO DE MIRANSERTIB Y CAPIVASERTIB EN LA REPLICACION DE USUTU

Infeccion y tratamiento Pretratamiento
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IC;, DE MIRANSERTIB Y CAPIVASERTIB EN LA REPLICACION DE ZIKA

Miransertib 1Cso (SI)

24 h 48 h
Vero 2.1+0.9 (8) 2405 (4.7)
A549 ND 1.2+0.2(10.4)

|C5, calculadas a partir de una bajada mayor de 0,6 en escala logaritmica



OBJETIVOS

P OBIJETIVO 5: Comparar las secuencias de AKT humano y mosquito y el acoplamiento de los inhibidores a
ambas proteinas.
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ANALISIS DE LA ESTRUCTURA DE AKT HUMANO Y MOSQUITO
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Azul: residuos situados a menos de 5 A de distancia del Miransertib
Amarillo: residuos situados a menos de 5 A de distancia del Capivasertib
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Gris: zona no definida de la estructura



ANALISIS DE LA ESTRUCTURA DE AKT HUMANO Y MOSQUITO

Cambios de aminoacidos para Miransertib entre AKT de humano y de mosquito

ASN 204

LYS 238
SER 205

ALA 231 ILE 245

ASN 204

MET 281

VAL 264 ALA 230
LEU 314
GLN 262

/

ILE 245

GLU 228
THR 211
ALA 324

THR 211

ILE 245

Azul: Inhibidor

-: residuos de _situados a menos de5 A de

distancia del inhibidor.

-: residuos de _situados a menos de5 A de

distancia del inhibidor.



CONCLUSIONES

» La proteina AKT tiene un papel muy conservado en la replicacion de flavivirus, tanto en el
hospedador (vertebrado) como en el vector de transmision (invertebrado).



CONCLUSIONES

P El papel jugado por AKT es directo y a través de la proteina NS5 viral ya que ambas proteinas co-
inmunoprecipitan y co-localizan.



CONCLUSIONES

» AKT es un factor proviral en la infeccion por flavivirus. Inhibidores de esta quinasa celular
disminuyen el titulo viral.



CONCLUSIONES

» El efecto observado tras la administracion de los inhibidores es dependiente del modelo celular,
indicando que el mecanismo por el que la quinasa modula la replicacion podria ser diferente en
hospedador y vector.



OTRAS LINEAS DE INVESTIGACION

» Estudio de las interacciones entre otros factores del hospedador y |la proteina NS5 viral de
flavivirus de interés en salud humana y animal. Reposicionamiento de farmacos.

» Estudio de la autofagia durante la infeccidn por diferentes flavivirus.

» Colaboraciones con grupos de la UCLM: analisis de la actividad antiviral de compuestos de nueva
sintesis (Labs C. Romero y J.C. Garcia) y caracterizacion de aislados salvajes (U.Hofle).

» Colaboraciones internacionales: replicacién de flavivirus en células de mosquito (K. Maringer; UK),
construccion de clones infecciosos de flavivirus (J. Webber; USA), analisis gendmicos (J. Queirds;
Portugal).
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El Rol de la Autofagia en las Infecciones causadas por Flavivirus
(Martin Arellano Sorlézano; VIROMOL)

Eeyarestatin |, an inhibitor of the valosin-containing protein,
exhibits potent virucidal activity against the flaviviruses (Imanol
Rodrigo Quintanar; VIROMOL)
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