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RESUMEN

La inmunidad innata es uno de los mecanismos principales en la defensa contra la
infeccidn viral. La deteccién de dsARN viral es uno de los instrumentos que tenemos
para combatir la infeccién. Este dsARN es reconocido por las proteinas de unién a dsARN
que distinguen entre el dsARN exdgeno y el enddgeno gracias a ciertas caracteristicas

que presenta el dsARN viral.

Entre estas proteinas encontramos a la familia RLR (RIG-I, MDAS5 y LGP2) que se encarga
de activar una cascada de sefializacion que termina con la produccidn de IFN tipo |,
citoquinas, inflamacion e I1SGs. Otras proteinas importantes son PKR (inhibicion de la
traduccién viral), ADARs (edicion del ARN, tanto viral como enddgeno), OASes
(supresion de la transcripcion), Dicer/Drosha (biogénesis de miARN vy siARN;
silenciamiento del ARN viral), TRBP/PACT (cofactor en el silenciamiento del ARN) y otras
helicasas DExD/H (helicasas DEAD-box y helicasas DEAH-box) que actian como

cofactores en la defensa antiviral y en la activacién de RIG-1 y MDAS.

Estudios sobre la interaccion entre algunas de ellas describen un aumento de la actividad
antiviral de la proteina potenciada o, al contrario, una inhibicién de esta actividad. Esta
inhibicidn se da principalmente cuando el sustrato dsARN es enddgeno para evitar
cualquier complicacion como enfermedades neurodegenerativas (p.ej. sindrome de
Aicardi-Goutiéres), aunque la inhibicién de ciertas proteinas también se da cuando

existe infeccion viral.

En esta revisidn bibliografica nos vamos a centrar en recoger, de forma resumida, las
principales funciones de cada una de las proteinas de unidon a dsARN y principales

interacciones entre ellas estudiadas hasta el momento.

Palabras clave: dsARN, RIG-I, PKR, ADAR1, OASes, Dicer/Drosha
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ABSTRACT

Innate immunity is one of the main mechanisms in the defense against viral infection.
Detection of viral dsRNA is one of the tools we have to fight infection. This dsRNA is
recognized by dsRNA-binding proteins that distinguish between exogenous and

endogenous dsRNA by certain characteristics of the viral dsRNA.

Among these proteins are the RLR family (RIG-I, MDAS and LGP2) which are responsible
for activating a signaling cascade that leads to the production of type I IFN, cytokines,
inflammation and ISGs. Other important proteins include PKR (inhibition of viral
translation), ADARs (RNA editing, both viral and endogenous), OASes (suppression of
transcription), Dicer/Drosha (miRNA and siRNA biogenesis; viral RNA silencing),
TRBP/PACT (cofactor in RNA silencing) and other DExD/H helicases (DEAD-box helicases
and DEAH-box helicases) that act as cofactors in antiviral defense and in the activation

of RIG-I and MDAS.

Studies on the interaction between some of them describe an enhancement of the
antiviral activity of the enhanced protein or, on the contrary, an inhibition of this activity.
This inhibition occurs mainly when the dsRNA substrate is endogenous to avoid any
complications such as neurodegenerative diseases (e.g., Aicardi-Goutiéres syndrome),

although the inhibition of certain proteins also occurs when there is viral infection.

In this review we will focus on summarizing the main functions of each of the dsRNA-
binding proteins and the main interactions between them that have been studied to

date.

Key words: dsRNA, RIG-1, PKR, ADAR1, OASes, Dicer/Drosha
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1. INTRODUCCION

1.1. INMUNIDAD INNATA

Lainmunidad innata es la primera linea de defensa contra los agentes infecciosos (Actor,
2012). Estd compuesta por elementos que se encuentran en el organismo antes de la
infeccidon (Barrier, 2010). Estos elementos se pueden clasificar en barreras fisicas,

humorales y en células efectoras.

La unidn de todos estos componentes conduce a una cascada de sefnalizacidon que
promueve una respuesta inflamatoria en el organismo por la liberacién de citoquinas
como el factor de necrosis tumoral (TNF) e interleucinas (IL-1, IL-6) (Actor, 2012). Esta
respuesta es especifica debido a los receptores que se encuentran en la superficie de las
células, que son capaces de reconocer polisacaridos, glucolipidos, lipoproteinas,
nucledtidos y acidos nucleicos (PAMP) del cuerpo extrafio (Riera Romo et al., 2016).
Estos son conocidos como receptores de reconocimiento de patégenos (PRRs), que
abarca cuatro grandes familias como lo son los receptores de tipo Toll (TLRs), los
receptores de tipo RIG -l (RLRs), los receptores de lectina tipo C (CLRs) y los receptores

de tipo NOD (NLRs).

Entre las principales células del sistema inmune innato estan los monocitos vy
macrofagos. Estos reconocen el cuerpo extrafio a través de los PRRs, pero en vez de
inducir una respuesta inflamatoria, inducen una cascada de sefializacién que acaba con
la fagocitosis. El proceso de fagocitosis consiste en ingerir al agente infeccioso por medio
de una vacuola, que denominamos fagosoma. Este fagosoma, dentro de la célula, se
une con lisosomas, que contienen sustancias toxicas que destruyen al organismo invasor

(Barrier, 2010).

Antes se pensaba que la inmunidad innata sélo era importante para el reclutamiento de
respuestas del sistema inmune adquirido y la activacién de la inflamacion, pero ahora
sabemos que el sistema inmune innato tiene sus propias caracteristicas distintivas.
Ademas, estudios recientes enfatizan su importante rol en la defensa del organismo y

su supervivencia (Frizinsky et al., 2019).



1.2. ARN DE CADENA DOBLE

Uno de los mecanismos centrales de defensa de la inmunidad innata es la deteccion de
acidos nucleicos extrafios y uno de los mas destacados es el ARN de cadena doble
(dsARN) (Hur, 2019). Se sabe que la unién a dsARN es suficiente para activar la defensa

antiviral.

La hélice del dsARN adopta laforma A que es diferente a la forma B de la hélice de dsADN.
El surco principal es mas estrecho y profundo que el del dsADN, mientras que el surco
menor es mas ancho y menos profundo (Peisley and Hur, 2013), (Figura 1). Las diferentes
configuraciones del esqueleto de fosfatos y los 2’ hidroxilos en el surco menor median
en la unién entre dsARN y el dominio de unién a dsARN (dsRBD) (Chang and Ramos,
2005), ya que el dominio es capaz de diferenciar entre dsARN y dsADN gracias a estas
caracteristicas (Masliah et al., 2013). Este dominio lo encontramos en las proteinas de
union a dsARN (Tabla 1) y estas tienen diferentes funciones que incluyen la localizacién,
edicion del ARN vy la supresidn traslacional, entre otras. Ademads, recientemente, se ha
visto que también estdn envueltos en el silenciamiento génico postranscripcional (Doyle

and Jantsch, 2002).

Figura 1. Estructura de dsADN y dsARN (Peisley and Hur, 2013)

DNA helix RNA secondary structure (dsRNA)



Tabla 1. Caracteristicas y funciones de las familias de proteinas de union a dsARN

Proteinas de
unién a
dsARN

RLRs

ADARs

PACT

TRBP

PKR

RNase L

OASes
Dicer

Drosha
Otras
helicasas

Localizacion

Citoplasma

Nucleo

Citoplasma

Nucleo y
citoplasma
Citoplasma

(20% en

nucleo)

Nucleo

Citoplasma

Nucleo
Citoplasma

Dominio de
union

Dominios
helicasa y C-
terminal

dsRBD

dsRBD

dsRBD

NTase

dsRBD

Dominio
helicasa

Funcion

Activacion de
la senal
antiviral

Edicion del
ARN

Modulador de
PKR, Dicery
RLRs

Supresién de la
traduccion,
defensa viral
inducida por
interferon,

apoptosis

Supresién de la
replicacion

Procesamiento
del dsARN

Cofactores en
la respuesta
antiviral

Interacciones

Induce PKR,
OASes y ADARs
a través de
sefalizacion
de interferdn
Inhibe RLR,
PKR y OASes.
Ayuda a Dicer
Inhibe/induce
PKR. Ayuda a
Dicer y RLRs

Amplifica la
sefial de RLRs

Amplifica la
sefial de RLRs

Induce/inhibe
RLRs

Ayuda a RLRs

Abreviaciones: RLRs, receptores tipo RIG-I; ADARs, adenosina desaminasa especifica de ARN bicatenario; dsRBD,
dominio de unidon a dsARN; PKR, proteina quinasa R; RNase, ribonucleasa; OAS, oligoadenilato sintasa

Algunas de estas proteinas como DICER, ADARs y TRBP residen en el nucleo, a

comparacion de, por ejemplo, PKR y PACT que se encuentran en el citoplasma (Saunders

and Barber, 2003).



2. OBIETIVOS

Las infecciones virales son y han sido siempre de gran importancia, por lo cual el
conocimiento de los mecanismos mediante los cuales nuestro organismo actua frente a
estos patdgenos es primordial. Entre estos mecanismos esenciales de defensa se
encuentra la inmunidad innata activada por el dsARN exdgeno viral que es detectado en
el organismo por las proteinas de unién al dsARN. Por lo tanto, los objetivos de esta

revisién bibliografica son:

1. El conocimiento sobre los diferentes tipos de proteinas de unién a dsARN. Es

decir, como se unen al dsARN, cual es su funcién y otras caracteristicas distintivas.

2. Resumir los conocimientos actuales de las nuevas funciones o caracteristicas

conocidas de cada una de las proteinas.

3. METODOLOGIA

El presente Trabajo Fin de Grado se ha realizado mediante la busqueda de articulos
cientificos, tanto experimentales como revisiones bibliograficas, en diferentes bases de
datos como Pubmed y Medline, priorizando los articulos con fecha de publicacion mas

recientes.

En primer lugar, se llevd a cabo una busqueda con palabras clave mas generalizadas
como inmunidad innata (innate immunity), ARN de cadena doble (double stranded RNA),
proteinas de union a dsARN (dsRNA binding proteins). Una vez revisado dichos articulos
se paso a buscar conceptos mas concretos como RIG-5, ADAR, PKR, OAS, Dicer o PACT;
y, también, la unién de estas con inmunidad innata (innate immunity). Ademas, de la
bibliografia citada en estos articulos se ha podido llegar a otros relacionados con el tema

de estudio.

Entre los articulos mas importantes sobre el tema destacan el de Saunders y Barber de
2003 y el de Hur de 2019, los cuales hacen un resumen de todos los tipos de proteina

de unidn a dsARN.



Por ultimo, los articulos seleccionados han sido almacenados en Mendeley que se ha
utilizado como base de datos y, también, como gestor bibliografico a la hora de insertar

la bibliografia en el trabajo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RECEPTORES DE TIPO RIG-I (RLRs)
La familia de RLRs consiste en tres proteinas, RIG-I, MDAS y LGP2. RIG-1y MDAS detectan
dsARNs virales y activan una cascada de sefializacién para la produccién de interferones
(INF) como respuesta antiviral. Sin embargo, aunque tienen muchas similitudes, LGP2
no actua igual, sino que se piensa actualmente que podria ser un regulador negativo de

RIG-I y MDAS (Yoneyama et al., 2005).

La estructura de estas tres proteinas es similar, pero no igual. RIG-I y MDA5 se componen
de tres diferentes regiones: un extremo N-terminal que consiste en dos dominios de
reclutamiento y activaciéon de caspasas (2CARD), en el centro un dominio helicasa que
contiene los dos dominios tipo RecA (Hell, Hel2) y, ademas, un dominio de insercién
Hel2iy, por ultimo, el dominio C-terminal (CTD) (Ahmad and Hur, 2015). Mientras tanto,
LGP2 carece del dominio 2CARD, pero si conserva el dominio central helicasa y el

dominio CTD (Figura 2).

Figura 2. Estructura de RIG-I, MDA5 y LGP2 (Ahmad and Hur, 2015)
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Estas proteinas existen en el organismo inactivas (Figura 3a), en forma fosfolarizada,
cuando no han sido activadas por algin PAMP, en este caso el dsARN. RIG-I
principalmente reconoce dsARN de corto tamafio con grupos 5’ trifosfatos, mientras que
MDA?S reconoce dsARN de largo tamafio. Ademas, el dominio Hel-CTD adopta diferentes

posiciones con relacion a dsARN segln sea RIG-I o MDAS. El dominio Hel-CTD de RIG-I
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esta inclinado hacia el final del dsARN y el dominio Hel-CTD de MDAGS estd colocado

paralelamente al eje de dsARN (Ahmad and Hur, 2015) (Figura 3b). Una vez las proteinas

Figura 3. (a) Formas inactivas y activas de RIG-I y MDA5 (Creado con biorender). (b) Posicionamiento del dominio

Hel-CTD con respecto a dsARN en MDAS5 y RIG-I (Ahmad and Hur, 2015)

a
RIG-I MDAS
(inactivo) (inactivo - activo)
RIG-
(activo)

estan activas, se unen a la proteina mitocondrial de sefializacién antiviral (MAVS) y
empieza la cascada de sefializacién con moléculas como TRAFS y TBK1 para activar la
fosforilacidon de los factores de transcripcidon IRF 3 e IRF7 que luego son llevados al nucleo
donde forman dimeros y transcriben INF de tipo | (INFa e INF B) y citoquinas
proinflamatorias (Brisse and Ly, 2019) (Figura 4). Mas importante aun, como los
receptores RLRs son genes estimulados por interferén (ISGs) se da una autorregulacién

positiva, es decir, se siguen sintetizando INF de tipo | (Onomoto et al., 2021).
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También, parece ser que RIG-I interfiere en la activacion de NF-kB induciendo la
translocacion de las dos unidades principales de NF-kB, que son p50 y p65, en el nucleo.
Esto inicia la transcripcion de NF-kB. Sin embargo, MDAS5 parece actuar

independientemente de esta ruta (Figura 4).

Figura 4. Cascada de sefializacion inducida por la union de RIG-1y MDA5 a MAVS (Brisse and Ly, 2019)
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Al contrario que RIG-I y MDAS5, LGP2 no tiene el dominio 2CARD, pero si el dominio Hel-
CTD. Su funcién reguladora de los otros dos RLRs auin no esta clara como funciona, pero
se sabe que inhibe la senal y actividad de RIG-I, mientras que la sefial de MDAGS se ve

estimulada por la propia presencia de LGP2. LGP2 se une especificamente a dsARN de
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forma independiente a 5’ trifosfato y reconociendo estructuras finales de este (Pippig et

al,, 2009).

Otra forma de regulacion de la actividad de RLRs son las demds proteinas de unién a
dsARN. Por ejemplo, la familia OAS amplifica la sefial de RLRs porque tiene un dominio
tipo ubiquitina que imita al resto de poliubiquitina unido a K63 e induce la
oligomerizacion de RIG-I en los sustratos de ARN (Zhu et al., 2014). Otras familias que
amplifican la sefial de RLRs son PKR y, PACT y TRBP, a través de la regulacién de PKR
(Onomoto et al., 2021).
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4.2. ADENOSINA DESAMINASA ESPECIFICA DE ARN BICATENARIO (ADARs)

ADARs son enzimas responsables de unirse al dsARN y convertir la adenosina a inosina
por desaminacion (Figura 5). Este proceso se conoce como A-to-l RNA editing. La
desaminacion de la adenosina resulta en una desestabilizacién del ARN en las regiones
no codificantes ya que la pareja de bases I:U es mas débil que A:U (Samuel, 2019). En las
zonas codificantes, sin embargo, pueden ocurrir mutaciones debido a que la inosina es

reconocida como guanosina por la transcriptasa inversa y ribosomas (Hur, 2019).

Existen tres miembros en la familia ADARs: ADAR1, ADAR2 y ADAR3. ADAR1 y ADAR2
son ubicuas, pero ADAR1 esta expresada mas fuertemente por lo que estd a cargo de la
mayor parte de la edicién. Ademas, existen dos isoformas de ADAR1, p150 que se
encuentra tanto en el nlcleo como en el citoplasma y p110 que se encuentra casi
exclusivamente en el nucleo. Al contrario que ADAR1 y ADAR2, ADAR3 es inactiva
cataliticamente y una de las posibles explicaciones que se han obtenido es porque se ha
visto que para que se dé A-to-/ editing es necesario la formacién de dimeros que en

ADAR3 no se da (Valente et al., 2013).
La estructura de la familia ADARs (Figura 5) consiste en:

» ADAR1: la regidon N-terminal difiere entre las dos isoformas. P150 contiene dos
dominios de unién a Z-ADN (ZBDs), mientras que p110 solo tiene uno, ZB. En la
zona central encontramos tres copias del dominio dsRBD y en la regiéon C-

terminal el dominio catalitico, la desaminasa.

» ADAR2: en la zona central observamos dos copias del dominio dsRBD y en la

region C-terminal el dominio catalitico. No contiene regién N-terminal.

» ADAR3: en la regidon N-terminal tiene un dominio de unién a ssARN rico en
arginina, en la regién central dos copias del dominio dsRBD y en la region C-
terminal el dominio catalitico, aunque aun no esta demostrada la actividad

enzimatica de ADAR3.
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Figura 5. (Arriba) Desaminacion de adenosina a inosina por ADARs. (Abajo) Estructura de ADAR1, ADAR2 y ADAR3
(Samuel, 2019)
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ADAR1 se encarga predominantemente de la edicién del ARN en las regiones no
codificantes que forman estructuras duplex, mientras que ADAR2 se encarga de las
regiones codificantes. El objetivo principal de ADAR2 es la region Q/R de GIuRB, sin
embargo, si ADAR3 se une al pre-ARN de GIuRB inhibe la edicion de la regidon Q/R por
parte de ADAR2 (Samuel, 2019).

Por otro lado, la funcién de ADAR1 es sin duda la mas importante de la familia ADARs.
Se ha demostrado que ADAR1 previene la activacion del sistema inmune innato gracias
a la edicién del dsARN enddgeno. El dsARN enddgeno se parece mucho al dsARN viral
por lo que puede activar a MDA5. ADAR1 lo que hace es cambiar los pares de bases
hasta el punto que MDA?S no es capaz de reconocer el dsARN (Figura 6) y, por lo tanto,

no se activa la cascada de sefializacion del sistema inmune (Eisenberg and Levanon,
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2018). Ademas, también inhibe la supresidn traslacional y apoptosis inducida por PKR
(proteina de unién a dsARN). Todo esto ayuda a que la traduccién durante la respuesta

IFN sea eficaz.

Adicionalmente, ADAR1 puede actuar como una proteina de unién a dsARN
independientemente de su actividad de edicidn. Por ejemplo, puede modular la ruta de

microARN formando un complejo con Dicer (Ota et al., 2013).

Por ultimo, se ha visto que mutaciones en la proteina ADAR1 puede causar
enfermedades como el sindrome de Aicardi-Goutieres (AGS), y que estas mutaciones
estdn relacionadas con la regulacién positiva de la seial del IFN tipo | en la ausencia de

infeccion viral (Rice et al., 2017).

Figura 6. ADAR1 previene la activacion del sistema inmune (MDA5 y PKR) por dsARN enddgeno(Chung et al., 2018).
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4.3. PROTEINA QUINASA R (PKR)

La proteina quinasa R (PKR) es una proteina inducida por interferdn activada por dsARN.
Esta proteina es sintetizada en su forma latente, pero al unirse al dsARN, ocurre una
dimerizacion de PKR y, posteriormente, una serie de autofosforilaciones en residuos de
serina y treonina que la activan. La principal funcién de PKR es inhibir la traduccién
mediante la fosforilacién de la subunidad a del factor de iniciacién eucariota 2 (elF2a)
(Figura 7) (Ucci et al., 2007). Por tanto, la produccion de dsARN durante la infeccidn viral
activa a PKR y, en consecuencia, se produce la inhibicién de la sintesis de proteinas

virales.

Como parte de la respuesta antiviral, PKR también media la apoptosis celular y puede

hacerlo incluso en ausencia de infeccidn viral (Garcia et al., 2006). La sobreexpresion de

Figura 7. Esquema de la activacién de PKR por la union a dsARN (Garcia et al., 2006).
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PKR en ausencia de infeccidn viral resulta en la fosforilacion de elF2a y la induccién de

la apoptosis por la vias de la caspasa 8 y 9 (Xu et al., 2018).
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La habilidad del dsARN para unirse a PKR y producir la autofosforilacion depende de la
longitud de éste. Por lo menos se necesita 30bp para la activacion de PKR. El mecanismo
por el cual es activado todavia esta siendo objeto de investigacidn, pero la hipdtesis mas
aceptada es la de la dimerizaciéon de dos mondmeros de PKR (Hesler et al., 2021). Una
vez dimerizada, el dominio quinasa se autofosforila en cis (Figura 8b), lo que estabiliza

la estructura de dimero incluso en ausencia de dsARN (Dey et al., 2014).
La composicion estructural de PKR consiste en (Figura 8a):

» Region N-terminal: dos copias del dominio de unién a dsARN (dsRBD; dsRBD1 y
dsRBD2). Aunque se ha visto que dsRBD1 actia como la principal unién con
dsARN, las dos copias de dsRBD son necesarias para una alta afinidad en esta

unién (Gal-Ben-Ari et al., 2019).

» Region C-terminal: proteina quinasa que es el dominio catalitico. Este dominio
requiere de una a-hélice especifica para la unién con el sustrato elF2a situada

en la superficie del dominio (Dar et al., 2005).

Para contratacar la accion de PKR, numerosos virus han desarrollado mecanismos para
inhibir a la quinasa y prevenir la inhibicién de la sintesis de proteinas virales. Por ejemplo,
el virus vacuna codifica dos proteinas que impiden la actividad de PKR. La proteina E3L
tiene un dominio dsRBD y compite por el dsARN e incluso llega a unirse a él impidiendo
asi la unién de PKR y dsARN. Otra proteina del virus vacuna, conocida como K3L, es
estructuralmente homologa al sustrato de PKR, elFa, y se piensa que compite con ella
por PKR, inhibiendo asi la fosforilacion del sustrato elFa y, en consecuencia, la inhibicidon

de la traduccidn y sintesis de proteinas virales (Saunders and Barber, 2003).

La correlacién entre PKR y diferentes enfermedades neurodegenerativas se conoce
desde hace afios. Unos niveles altos de PKR son observados en pacientes con VIH,

Alzheimer, Parkinson, enfermedad de Huntington y demencia (Gal-Ben-Ari et al., 2019).

Actualmente hay algunos estudios relacionados con la funcién antibacteriana de PKR.
Su funcién antiviral se conoce desde hace mas de 30 afos, pero se ha visto
recientemente que PKR pude ejercer también una funcién antibacteriana mediante el

lipopolisacarido (LPS) que se encuentra en la pared bacteriana de las gram (-), como
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Activation

(Nallagatla et al., 2011).

(a)

loop

PKR monomer
(inactive)

(b)

dsRBD

6 79 9% 169

dsARN

Kinase Domain

dsRBM 1 dsRBM 2

Eschirichia coli. El LPS es capaz de inducir la autofosforilacién de PKR con la consecuente
inhibicién de la traduccién. Ademas, se ha observado que la mutacién o inhibicion de

PKR deriva en un aumento de la microbiota intestinal provocando infecciones (Yang et

al., 2021).

Figura 8. (a) Activacion de PKR con autofosforilacion en cis (Dey et al. 2014). (b) Composicion estructural de PKR
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4.4. OLIGOADENILATO SINTETASAS (OASes) Y RNaselL

Las oligoadenilato sintetasas son sensores citoplasmdaticos, que al unirse al dsARN,
sintetizan 2’-5 oligoadenilato (2’-5’A) con ayuda de ATP. Esta molécula, entonces, activa
al RNasel latente formando un dimero. EI RNaselL activo hace escisiones en el ssARN de
la regiones ricas en uracilo (U), normalmente después de un UU o UA, e inducen la
autofagia y apoptosis de las células virales e inhibe la replicacion (Chakrabarti et al.,
2011). Estos ARN pequeiios pueden ser detectados por RIG-I ampliando asi la
produccién de IFN y, por tanto, regulando positivamente la expresién de OAS ya que el
IFN induce la transcripcién de los genes OAS (Figura 9a). Al ser una ruta comun en la
defensa antiviral, algunos virus han desarrollado algunos mecanismos para inhibirla.
Uno de ellos es, por ejemplo, la degradacién de 2’-5’A por una 2’fosfoesterasa (2’'PDE).
Otro de los mecanismos conocidos es mediante una fosfatasa que retira el grupo

5’fosfato de 2’-5’A (Ezelle et al., 2016).

Existen 4 isoformas de OAS en el humano, tres activas cataliticamente (OAS1, OAS2 y
OAS3) y una inactiva (OASL). Las tres isoformas activas cataliticamente contienen en su
estructura 1, 2 o 3 dominios NTase respectivamente. Mientras que OASL contiene,
ademas, dos dominios tipo ubiquitina (UBL) en la regién C-terminal (Figura 9b). OAS2 y
OAS3, a pesar de tener dos o tres dominios cataliticos, solo uno de ellos es activo. Sin
embargo, se ha demostrado que estos dominios inactivos también ejercen una funcién
a la hora de unirse al dsARN, al hacerlo de manera similar al dominio catalitico activo de

OAS1 (Hur, 2019).

Existe una hipdtesis sobre la oligomerizacidn de estas enzimas y la actividad enzimatica
de las mismas. Entonces, OAS1 formaria mondmeros, dimeros o tetrameros; y OAS2
formaria dimeros. La oligomerizacion de OAS3 aln no es conocida, posiblemente porque
carece de los tres residuos de aminodcidos en el dominio que posiblemente medien en
la oligomerizacién de las enzimas (Koul et al., 2020). OAS1 reconoce dsARN de una
longitud de, aproximadamente, ~ 17bp; OAS2 prefiere una longitud de ~ 35bp y OAS3
de ~ 50bp. Por lo tanto, OAS2 solo es activada cuando esta forma un dimero y el dsARN

tiene una longitud de ~ 35bp (Figura 10).
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Figura 9. (a) Esquema de la ruta OAS/RNasel en la inmunidad innata (Ezelle et al., 2016). (b) Estructuras de las 4
isoformas de la familia OAS (Hur, 2019).
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Como hemos visto anteriormente, una de las funciones de esta ruta OAS/RNasel es la

apoptosis y autofagia de la células virales exdgenas. RNaselL es capaz de inducir la
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transcripcion de genes antivirales y antitumorales. Uno de los genes que son inducidos
es el gen DRAK1, miembro de la familia de las proteinas quinasas asociadas a la muerte
(DAPK). La funcion de DRAK1 es inducir la apoptosis mediante la translocacién de Bax a
la mitocondria acompafiado de la perdida de potencial en la membrana mitocondrial y

la escisidn de la caspasa 3 y PARP (Manivannan et al., 2019).

Figura 10. Esquema de como OAS2 es activada en forma de dimero y con un dsARN de longitud ~ 35bp (Koul et al.,
2020).
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RNaselL induce la autofagia gracias a la sefial de c-Jun N-terminal quinasa y PKR, lo que
resulta en la degradacion de p62 y la acumulacion de autofagosomas. Se ha visto
anteriormente que la autofagia suprime a la apoptosis, pero si la autofagia es excesiva,
entonces puede haber un cambio a apoptosis. Este cambio estd fomentado por los

productos de la escision llevada a cabo por RNasel (Ezelle et al., 2016).
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Un estudio sobre la interaccion de la via OAS/RNasel con ADAR1 en células enddgenas
muestra que la mutacién de ADAR1 conduce a la auto activacion de una o mds isoformas
de OAS lo que resulta en activacion de RNasel y, por tanto, de la apoptosis celular. Esta
muerte celular contribuye potencialmente en la enfermedad neurodegenerativa de

Aicardi-Goutieres (AGS) (Li et al., 2017).
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4.5. DICER Y DROSHA

Dicer y Drosha pertenecen a la familia de las ribonucleasas (RNasa) Ill. Estas dos
proteinas estdn implicadas en la via de interferencia del ARN. En esta via la primera
proteina en actuar es Drosha que realiza una escisién en el micro-ARN (miARN) primario
para obtener una pequefia horquilla denominada pre-mARN. Esta pequefia horquilla
sale del nucleo hacia el citoplasma y es fragmentada por Dicer generando el miARN
maduro (Kwon et al., 2016). Ademas, Dicer es capaz de hacer escisiones en el dsARN
viral obteniendo como resultado ARN pequefio de interferencia (siARN) (MacKay et al.,
2014). Tanto el miARN como el siARN se une al complejo efector Argonauta formandose
el denominado complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) que inhibe la

traduccién en los ARN mensajeros diana virales (Figura 11) (Andika et al., 2019).
La estructura general de Dicer y Drosha es (Figura 12):

» Dicer: empezando por el extremo N-terminal observamos el dominio helicasa,
un dominio PAZ, un dominio Duf283, el dominio RNasa Ill y el dominio de unién

a dsARN (dsRBD).

» Drosha: contiene también un domino PAZ, el dominio RNasa lll y el dominio

dsRBD. Pero, ademas, los dominios P-rich y RS-rich.

Como podemos contemplar las estructuras de ambas proteinas son bastantes similares,
pero con algunas diferencias. Los dominios que comparten las dos son el dominio PAZ,
RNasa Il y dsRBD. El dominio PAZ es el que reconoce los extremos 5’ fosforilados del
dsARN (Song and Rossi, 2017) y posiciona a este de la mejor forma para que el dominio

RNasa Il haga la escision (Kwon et al., 2016).

El dominio helicasa de Dicer es idéntico al dominio helicasa de la familia RLRs. Estan
presentes Hell y Hel2 que se conservan entre todos los miembros de la familia helicasa
y, ademas, esta presente Hel2i al igual que en RIG-I, MDA5 y LGP2 (Ahmad and Hur,
2015). Con este dominio, las dos familias se unen a dsARN de una forma similar. Esta
unidn similar puede implicar que Dicer forme un complejo de detecciéon de dsARN junto

aunode los RLRs. Un ejemplo de esto es el complejo formado junto con LGP2 que induce
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la sefalizacion de RIG-I y MDAS, y la consecuente potenciacién de la induccién de IFN

(Figura 11) (MacKay et al., 2014).

Figura 11. Tres mecanismos por los que Dicer actua en la inmunidad innata (MacKay et al., 2014)
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Este mecanismo de defensa antiviral es uno de los mas importantes en las plantas e
invertebrados, pero su funcién exacta en los mamiferos todavia sigue siendo un misterio.
En células humanas parece ser que la ruta de ARNi no se da porque la mayoria de los
virus que producen infeccion contienen los denominados supresores virales del

silenciamiento del ARN (VSRs) que bloquean la ruta.

En recientes estudios se ha demostrado que la inducciéon de uno o mas ISGs inhibe la
ruta ARNi. Mas concretamente, es LGP2 quien interacciona con Dicer y bloquea la

respuesta antiviral por inhibicién de la sintesis de siARN (Veen et al., 2018).
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Figura 12. Estructura general de Dicer y Drosha (MacKay et al., 2014).
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Otra interaccién importante es la que se da entre ADAR1 y Dicer. Esta interaccién es
conocida desde hace tiempo. El A-to-I editing de los dsARN diana de la ruta ARNi
produce alteraciones en la estructura de estos lo que conlleva a una reduccion de la
produccién de siARNs o miARNs y, por tanto, inhibicién de la eficacia de la via ARNi. Sin
embargo, en estudios mas recientes se ha observado la funcion completamente
contraria a la explicada anteriormente. ADAR1 es capaz de estimular la velocidad a la
gue Dicer hace escisiones en el pre-miARN y dsARN viral para formar los miARN y siARN
maduros. Esta estimulacidon se lleva a cabo mediante la formaciéon de un complejo
ADAR1/Dicer. Esta union se realiza a través del segundo dominio dsRBD de ADAR1 y el

dominio Duf283 y la parte N-terminal del dominio helicasa de Dicer (Ota et al., 2013).

A pesar de todo esto todavia hacen falta mas estudios sobre estas proteinas de la via del
ARNi para completamente entender su funcionamiento en las células humanas y cémo

interaccionan con las demas proteinas de unién al dsARN.
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4.6. TRBP Y PACT

La proteina de unién a VIH TAR ARN (TRBP) y la proteina activadora de PKR (PACT) son
dos proteinas de unién a dsARN que participan tanto en la biogénesis de miARN y siARN,
mediante la interaccién con Dicer; como en la respuesta antiviral del organismo junto
con PKR (Heyam et al., 2015). Ademas, se descubridé una nueva interaccion entre PACT
y RIG-I que amplifica la activacion de la cascada de sefalizacién que acaba con la

fabricacién de INF tipo I, citoquinas e inflamacién (Kok et al., 2011).

Tanto TRBP como PACT contienen tres dominios de unidn a dsARN (dsRDB) (Figura 13).
Los primeros dos dominios pueden unirse a dsARN, mientras que el tercero no puede.

Sin embargo, este tercer dominio es esencial en la unién con Dicer y PKR (Chukwurah

and Patel, 2018).

Figura 13. Estructura general de TRBP y PACT (Hur, 2019).

dsRBDs

Es conocido que TRBP y PACT estdn asociados a la via de ARNi. Estas proteinas se unen
al complejo formado por Dicer/Ago2, denominado RISC, ayudando asi en la escision de

los ARNm diana (Figura 14a) (Daniels and Gatignol, 2012).

La unidn con PKR puede ser inhibitoria si es TRBP quien se une o estimulante si es PACT.
PACT y PKR se unen gracias a la fosforilacién del tercer dominio dsRBD de PACT en
respuesta al estrés celular tras haber pasado poco tiempo de este, lo que lleva a la
activacion de PKR (Heyam et al., 2015). TRBP, por el contrario, en respuesta al estrés
celular prolongado se fosforila e inhibe |a actividad de PKR para proteger a la célula de

la apoptosis (Figura 14b) (Chukwurah and Patel, 2018).
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La otra actividad en la que PACT forma parte es la estimulacién de la activacion de RIG-
| en respuesta a varios virus. Esta unidon es mediada por la directa interaccion con el
dominio CTD de RIG-I que activa la funcién ATPasa y un cambio conformacional que

induce la cascada de sefalizacién (Figura 14b) (Kok et al., 2011).

Figura 14. Esquema de las funciones realizadas por TRBP y PACT ante una infeccion viral (Heyam et al., 2015).
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En un estudio reciente se ha descubierto la implicacién de LGP2 en la modulacién del
silenciamiento del ARN durante la infeccién viral. Se ha visto que niveles altos de LGP2
interactian con TRBP haciendo que se rompa la union entre este y el pre-miARN
reduciendo asi la sintesis de miARN maduros. Los genes diana de esta sobreexpresién
de LGP2 son aquellos que regulan la apoptosis, promoviendo la muerte celular
(Takahashi et al., 2021). Por tanto, la interaccion entre estas dos proteinas inhibe el
silenciamiento del ARN por parte de Dicer, TRBP y PACT; y potencia la apoptosis (Figura
15).
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Figura 15. La proteina LGP2 potencia la muerte celular e inhibe el silenciamiento del ARN mediante la union a TBRP
(Takahashi et al., 2021)
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4.7. OTRAS HELICASAS IMPLICADAS EN LA RESPUESTA ANTIVIRAL

Como hemos visto anteriormente, las proteinas RLRs pertenecen a una gran familia
denominada helicasas DExD/H. Se ha observado que, ademas de RIG-I, MDAS y LGP2;
existen otras proteinas de esta familia que tienen su funcién en la respuesta antiviral.
Dentro de esta familia existen dos subgrupos, la familia de las helicasas DEAH-box y las
helicasas DEAD-box. Dentro de estos grupos el dominio principal helicasa se conserva,
pero los extremos N-terminal y C-terminal pueden variar haciendo que las dianas de

estas proteinas en la funcién antiviral sean diferentes (Taschuk and Cherry, 2020).

Segun sus funciones las podemos agrupar en helicasas RLRs y helicasas no RLRs. Estas
ultimas son, por ejemplo, DDX21, DHX36, DDX1 y DHX9 que participan en la regulacién
de los receptores tipo Toll. DHX33 actia como PRR activando MAVS en respuesta al
dsARN. Ademds, DDX3, DHX29, DHX36, DDX60, DHX15 y DDX24 participan en la
regulaciéon de la via de las RLRs (Figura 16) (Pattabhi et al., 2019).

En conclusidn, las helicasas DExD/H no RLRs participan en la respuesta antiviral e, incluso,

algunas actian como cofactores de las RLRs.

Figura 16. Las helicasas DExD/H actuan como cofactores en la defensa antiviral del organismo (Pattabhi et al.,
2019).
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5. CONCLUSIONES

El estudio de las proteinas de unién a dsARN supone un avance en el conocimiento de
los mecanismos utilizados por el organismo en la defensa antiviral. Muchas de las
funciones de las principales proteinas ya se conocian desde hace muchos afios, pero con
el tiempo se ha seguido investigando sobre ello y aumentando el nivel de entendimiento

sobre ellas.

Hemos observado que la mayoria no actlan por su propia cuenta, sino que interactlan
entre ellas para ejercer una accion potenciada como RIG-l y PKR; o, también, para inhibir

esa actividad como TRBP a PKR.

Se ha visto que muchas de ellas son la causa principal o secundaria de enfermedades
autoinmunes cuando son activadas por dsARN enddgeno en vez de dsARN exégeno viral.
Una de las principales enfermedades causada por mutaciones en ADAR1 es el sindrome

de Aicardi-Goutieres, enfermedad neurodegenerativa.

Aunque ha crecido mucho el nimero de estudios sobre estas proteinas aun queda un
largo camino para conocer detalladamente muchos de los mecanismos por el cual

ejercen su funcion en las células humanas.
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7. ANEXO: ABREVIATURAS

ADAR - Adenosina desaminasa especifica de ARN bicatenario
ARNi — ARN de interferencia

dsARN — ARN de doble cadena

dsRBD — Dominio de unién a dsARN

elF2a - Subunidad a del factor de iniciacidn eucariota 2
INF — Interferén

ISGs — Genes estimulados por interferdn

LPS - Lipopolisacérido

MAVS - Proteina mitocondrial de sefializacion antiviral
miARN - micro-ARN

OASes - Oligoadenilato sintetasas

PAMP — Patrén molecular asociado a patoégenos

PKR - Proteina quinada R

PRRs — Receptores de reconocimiento de patégenos
RISC — Complejo de silenciamiento inducido por ARN
RLRs — Receptores de tipo RIG-I

RNasa — Ribonucleasas

siARN - ARN pequeiio de interferencia

VSRs - Supresores virales del silenciamiento del ARN
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