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Estudio delas interacciones del virus del dengue con la

célula hospedadora

El virus dei dengue produce en humanos la eniennedad viral más irecuentemente

transmitida por artrópodos y no existe hasta el momento terapia antivirai ni vacuna

alguna.

5.. u“ ....b..¡v n ‘ " ' o ‘ ' ' fin de estudiar
. .. a . .. . . . . .. 1 . a . A. . ..r r z r
A“ c . . . . . a . . a . a a . .

distintas genemnones de vinis con proteinas rcporteras. Empieando estos Sistemas
a. . a . A . . - . . . .1‘ ¿nt u ¡ost i ..

r l’

del genoma viral permitió caracterizar mutantes de N-glicoSIlaclónde las proteinas de

' ,.. L yan-Gm ' ‘ l, ‘ ' ' ' '.

El ensayo del virus reportero. el cual permite evaluar la activrdad de lucilerasa como un

marcador de replicación vinil. f... ' ' ‘ , " L' c, " ‘ quin..."

de ia celula huésped involucradas en la replicación. Para esto se utilizó la tecnologia del

RNA de interferencia a gran escala Mediante este ensayo se Identificaron distintas

quinasas claves en la replicación del virus y se estudió su importancia en la replicación
¿ Lviral. Por último, se r ‘ ' " -' e! ' ' ' por el cual la

proteina de cápside se dirige a las oruanelas celulares Iipid dmplelx. y su relación con la

proteina celular ADRP. Este trabaio pmvee nuevas herramientas genéticas y nueva

información sobre los requerimientos del virus dei dengue para replicar en la ceiuh

inÍMJda Adnmác " ' 1 A: :L m - A - o

antivirales.

Palabras Clave: dengue. ilavivivus. clon infeccioso. virus reportero. replicación Viral. N.

glicosilación. Iipiddmplels



lnteractions between dengue virus and the host cell

n L - J . . . Lnum.“ u uu. y n“ u u. tu v] ' At present. neither

nntivrrnl lhernpies or licensed vaccine exist. ln thls work tve developed new genetic tools

to study dilïerent steps ol viral repllution and host-viral interamons. We obtained the

first infections clone Írom ¡lll Argentinean cllnleal isolate. and several dengue vunts

reponersystems. '_ . u.

through .1 luuÍerase activity amy. Genetleally manipulaling the VII’JIgenome, we

, r , . and their

role during the ViralIIÍecycle.The reponer vinis ¡say was minialun'zed to perform an

RNA inlerferenre screen lo search lor host ldnases involved in viral repllrntton. We

Identified several kmases Important for dm’erent steps ol viral replication. Finally, we

provided new inÍonnalIon .¡bout the cellular mechanism by whith the copsid protein Is

caps“! with the cellular protein ADRP.This thesis provides new genetic tools and new
- . .. - - .n L u l .aun...“ r

the development o! new antiviral strategies

Keywords: dengue. flavivivus. infections clone, reponer virus. viral repllcation, N

glycosylatton, ltptd droplets.
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Inuodumón general

Introducción general

ElVirus del Dengue

El vnms del dengue (Di-INV)penenece a la familia I-‘lnvivlrr'dae.la cual conliene lres

generos: Flavivinls, I'mr‘virus y "rparivirus Los miembros de esta familia son virus de

RNA de simple cadena y polaridad positiva. que poseen similitudes a nivel de su

El genero nflVÍVÍrllScontiene cerca de 80 virus envueltos. (amo humanos como de

animales. De acuerdo a su ecologia. los flavivirus son llamados arbovirus. lo que dencia

que sus miembros son lnnsmllldos a los hospedadores venebrados por insectos. en su

mayoria mosqullos o garrapalas

Muchos flavivirus han sido asociados con enfermedades humanas e incluyen algunos

patógenos humanos imponanles. como el virus dela ilehre amariih (VW). el Virusde la

n .n“ l -a
DENV(i)i-ZNVI nFNV7 n 

y gentliramenle dislinios. se los considera como cualro especies distintas de virus

reladonados enlre si. que causan enfermedades similares en humanos (Lindenbarh B.

2007; Ilalslead 2000).

Origen

Asia. África y Amerira del None en 1779 y 1700. Sin embargo. exisien repones de

enfermedades con sintomas similares a los de dengue durante la primera Dinaslia China

(265-420 DC).

.-._r a. .L J..- L...) . . - le' .

años 1623 y 1870. Alli. la enfermedad Íue llamada ¡(Minga pepo, la cual se referia a una

parálisis causada por un mal esplrilu. |41er fue llamada dunga en Cuba duranle la

epidemiade ¡828. , ' “‘ .,

La lransmlslón de la enlennedad a traves de los mosquilos dede: fue demostrada en el

aiio 1903, aislandose el vinis por primera vez en l944 (Chrislie 1872; Gubler 2006).
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Transmisión del virus del dengue

El ciclo de ¡nleceión del DENVinvolucra humanos y mosquitos del genero Aedrs. Dentro

de este genero. el vector primario más importante es el Aedes aegypti, pero también los

moquitos Arde: ulbapietus y Arde: pabmeslensi: pueden transmitir el virus, lo cual

depende del área de distribution geográfica del vector. Los mosquitos Arde: habitan en

áreas tropicales o subtmpirales (WHO 2009). Sin embargo. la distribución histórica del
. .1 1st Ll IJI.

-1 I I o

del rol del cambio climátito en el aumento de la dlslrlbudón del mosquito y L1re

. . . . l J l j. n
qm.

y suhtroplcaies Sin embargo, existe otro ciclo de transmisión monolito o selvático. que
. L . 1 L m a . A .mmm-n r , r “mmm.” un

vt 1 sin emlumn I I I A - - - t - y...
. l .4 . mm." . L e L.

..,ll . ¿¿.¡¿. .
de la sangre de una persona sana. Al contrario de lo que ocurre ton otras especies de
mMIIIIn ' J J l \

Luego de que una persona es picada existe un periodo de lncuhaeldn lntrlnseeo o de

incubación de la enlennedad. el cual dura entre 4 a lo dias. Pasado este periodo, la
u nu .J l

r r a 1

P(pfl‘lfiffl< J A ' ' l I 'I L u V Fl Virus

replica en los nódulos linfáticos locales e higado, lihet'ándose luego por la sangre para

infectar leucocitos y olms teildos linfáticos Durante el periodo febril agudo, tiempo
; u ; ¡uf-i w v ‘ ry

una persona enferma se ¡nit-dará (Figura l).

El virus se multiplica en las celulas del intestino del mosquito hembra infectado, para
¡L u: u) ¿u | |11| u.

luego pasan U... y... .¡n
mnlnmeJK ' ‘ ‘ ‘ "‘ ’ " ' rin-¡mln

pique a una persona sana
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El tiempo que transcurre desde la iniección de un moquito. hasta que las glándulas

salivale-s son inieuadas y este puede transmitir el virus. es llamado periodo de

incubación em'lnseco. Este periodo demora de B a H dias. dependiendo de la
d . e . . . . . A . .u‘ l" ' o r 1 r

infectado por ei resto de su vida (WHO2009).

El mosquito tiene hábitos urbanos. por lo que la puesta de huevos la realin en

contenedores artificiales comúnmente encontrados en los hogares. tales como:

‘ "mom 1 ‘ j, , cualquierotro recipientecon agua

clara. las hembras de Aeder aegypti generalmente se alimentan de varias personas

unn" . d. I . i . e . .

Variosestudios han demostrado la existencia de transmisión trans-ovina o vertical del

DENVen mosquitos hembra infectados. lo que permite la propagación del virus a la

progenie. Sin embargo. la significancia de la transmision vertical para el mantenimiento
. . t L. l u u

et al. 2007: WHO2009).

CII-acieristieas clinicas de la enfermedad

la enfermedad dei dengue presenta un amplio espectro de manifestaciones clinicas.

muchas veces impredecibles en su evolución y resultados. Sin embargo. pueden

distinguirse tres fases luego del periodo de incubación: febril. critica y de recuperacion

(WHO 2009).
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InuoduccvónRenan

1,...115-41 I ‘ a
Fase febril: por ln onnnril - J r

enroiecimienlo facial. eritema. dolor corporal generalizado. mialgias. anralgias, cefalea y

dolor retro ocular. En la fase lebrll lemprana. puede ser dlÍlcll dlsllnguir clínicamente el
. - u a a . .“"5... l ' mmm Adpmác 4va-m. . anL J)

Fase crítico: se da cuando emplm a disminulr la flebre; la lemperalura desciende a

, . . .- . 1 a 7'I'l .- I y u "un... , un."muuuu yu. ,a .5 °

dias de la enfermedad. El aumento de la permeabilidad capilar y los niveles del

hemaiocrllo marcan el inicio de la fase crillca. El periodo de exlravasación de plasma.

cllnlcamcnle y por lo general, dura de 24 a 48 horas. Puede asociarse con hemorragia de

' ' l-‘n¡Kn- nllnln v ' ' L J

capilar mejoran, mientras que aquellas con mayor permeabilidad capilar pueden

empeorar como resultado de la perdida de volumen plasmática. El shock por dengue

.- a v. J l _. L a ¡1 1. n I .Iluna“ un
40 a 72 horas). pasa a la fase de recuperación. Esta se caraderiza por una "absorción

gradual del liquido exiravasado. el cual regresa del companimiemo exlmvascular al

¡n‘nvmhnu . a a . a n . L'n . . e J .
Al - mL - l... a au, l rn. "¡uuu

de dilución del liquido reabsorbldo.

Clasificaciónde la enfermedad a; 1. a... Ap- ur o

de manifestaciones clinicas. que van desde formas severas hasla formas no severas

Mientras la mayoria de los pacientes se recupenn. una pequeña proporción progresa

hada cuadros más severos de la enfermedad. Clinicamenle es muy dlllcil predecir si un

pacienle va a pívulndl ‘ ‘ ‘ l. e...'c.....d.::. Este es un punlo
l a . a ¡a u almporlanle,, ‘ r r , r pum}.

cuadros mis gravesdela enfermedad.

' ‘ ‘ ’ ' ’ lil-hn nor dengue (DF)y liebre

hemorrágica por dengue (DllF). la DllF fue dividida a su vez en cuatro grados de

uvM-idnl K A - _ , .. - n A ' A A l ' r Guluul. (ass;

(WHO 1997). Sin embargo. esla clasificación presenló dificultades en la aplicación de

lS



Inuodomón general

definir la DHF en una situación clinica. Menús, fueron reportados casos severos de

de , ...... r ‘ A ‘ ' mm pnl mor.)

Por esla razón, la OMSha sugerido la dame-ación del dengue de acuerdo al grado de
wmdm A“ A . . ) u J . ¡n 1 g rn a a JLJIL) 4
de alarma, ‘ w . v

de criterios rllnlcos para evaluar el estado del pacienle y para facilitar la loma de

decisiones (WHO2009) (Figura 2).

DENOUEtalgnude ¡bm

Pemenesis de la Infección
Si bien todos los seroiipos de DENVpueden ausar fiebre por dengue, esta es una

enfermedad auiolimitada. por lo que sólo entre un 1-596 de los pacientes pueden

experimenta. ‘ " ‘ ‘ " ‘ l T , h... y... dengue.

Por esta ramón, la aparición de formas más severas de la enfermedad se entuenlra

asociada con diferentes factores de riesgo, como son la virulencia viral. el estado

inmunológico y factores genéticos del paciente. asi como la re-infeeción con olros

serolipos de DENV(Malavige. Fernando el al. 2004; Clyde. Kyle el al. 2006: Rodenhuis

Zyberi. Wilsehul e! al. 20l0).

4 L .u u n l.“ - ) )) l¡um-I j ‘ r
enfermedad y un panlcular serotlpo o genotipo de DENV.existen evidencias de que

nnfnnnndzd Fn unnpnl i H

Americanos y del Pacifico Sur. En el casa del DENVZ.análisis fllogenetlcos muestran que
16
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Inc gnnnlipnc ¡winning mn DF. ' I ' Asmficos

correlacionaron con DliF (Kira-Hesse. liarrison et al. l997; Messer. Gubler et al. 2003).

Durante la infection por DENV,la inmunidad innata del individuo ¡uega un rol clave en

determinar la severidad de '

A“ e 1 J . un. m Hz“ lur I1 , .

virus replica .1niveles muchos más altos que en ratones salvajes, siendo ademas mucho

más susceptibles a la enfermedad (Johnson and Roehrig ¡999). Asimismo. en estudios

clinicos se observo un mayor nivel del IFNdreulante en pacientes enfermos respecto a

personas sanas (Kumne. Innis et al. 1993). El hecho de que se hayan medido mayores

niveles de IFN-y en pacientes enfermos que sobrevivieron a la enfermedad. respecto a

paelentes que no sobrevivieron. sugiere que la respuesta a interferón tiene un efecto

y!un... lpin 2| 7mm

la canciorístita principal de la patogenesls de las formas más severas de dengue, es la

e lnmuno-moduladores como TNF-a. lnterleuqulnas, ¡FN-o e IFN-y,se incrementaron en

pacientes con formas graves de la enfermedad. Ademis, el rol de las citoqulnas en el

aumento de la permeabilidad vascular está apoyado por estudios en modelos murinos.
l! a . .r 1 r ‘ “ ‘ linfuiwsTpor lascelulas

Wilcrhntptzl 7mm

la lnfeceión con uno de los semtlpos de DENVresqu en la inmunidad tie sólo ese

seronpo. , 1 . r 2 (A 4 " r

todos los serotipos durante los primeros meses después de la infeccion. Además. se ha

de desan'ollar formas severas de la enfermedad. Este fenómeno es conocido como

aumento de la infecrlún dependiente de anticuerpos (ADE Antibody dependen:

enhanrement). Este modelo postula que los anticuerpos heterólogos adquiridos en una

infección primaria, reconocen al vints de un serotipo diferente durante una infeccion

secundaria. Asi. formar-lanun complejo antígeno/anticuerpo. el cual se internaliurla a

celulas monodtlcas mediante reeeptores para el fragmento Fc del antlmerpo. Debido a

j ' ‘ r 4' v ' ' ‘ , r ‘ r' "¡una
celulas. aumentando la infección y replicación del DENV en las celulas del sistema

mononuclear1, 4 ' " “ -' ' r ' , ' ..

agravamiento de la enfermedad. Sin embargo. a pesar de que numerosos estudios han

17
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.. A ..... .. r . ¿”han .
DllF ¡salados sólo con lni’tcclonesprimarias. Por lo conlmrio, sólo emm un 2.4% de los

Individuos con una inltcclón secundaria. desarrollaron ionnas más severas de la

tni’ennedad (Malavige. Fernando el al. 2004: Clyde. Kyle el al. 2006: Rodonhuis-Zybtn.

Wilschul el al. 2010).

Porlodoeslo.apcsar"‘ L ' ‘ ‘ "‘ ‘, ‘,d‘:vi.u>\¡u
predisponen .1 formas más severas de la enfermedad, la complende de estas

lnltracdom-s durnnie una Infección nalurnl hacen dlntulloso cxpllcnr y predecir L1

palogénosls de ésta.

Epldemlologla
Aval"* * ', " * ‘ "¿Jaula

. . J . . .1 . . J J

como. J u Lu . 4 A. - - J

la enlrrmcdad. Sin embargo. recién entre los años ¡7794788 se llenen las primeras
_. 1 a. o a, J

“¡"9" l a A: - - A

“¡las 4 , o :1 r u A . ¿ru ¡954.
A . _. .4 . J . _u un", Flllnlna( " produjo por

el esuhledmlenlo de un cuadra endémica con to-drculadón de dlslinlos scrolipos de

DENV. Bio fue posible por el Incremento del movimienlo de individuos como
A A . . - . u. ¿ 

' Luego.

en los años siguientes. la enfermedad se dlscmlnó a olros paises de la región (Malavige.

Fernando et al. 2004; Woaver and Vasllakis 2009).

J ;. ; . u; Jlnnn

. . a; v ¡“1990 i ; . i.

dengue. donde 1.2 millones de casos de fiebre por dtngut y dengue hemorrágim fueron
I ¡amandn n al 7mm

Alprescnlc. " ., ' pu- 1 imponame

del mundo. En los úlllmos 50 años la incidencia de la enfermedad se ha incrtmenlado,

¡u a u - "¡paint I 1 ‘ ‘ Quinnma
WI J a i q. .. . w v

enlenncdad que podria constituir una emergentla de salud pública internacional. con
la
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implicaciones para la seguridad social. Bm fue como consecuencia de la rápida

m1... , 4.. A ‘ ‘ Ñ .mumurommdkanlollimites"¡aint-twingoth
A "-M A 4 wenn».

Apmu‘ 1 ' ," ' ‘ °‘ ‘ 4‘ ‘ ‘ h.....á..d.:""r'" v
años, las ratones del resurgimiento de las epidemias de fiebre por dengue y dengue

hemon’ágico no son muy claras. El crecimiento descontrolado de la población. la

urbanización no planeada, la [alta de sistemas de distribución de agua. y la ausencia de

¿____.'“_¿"’.A A; . u .. i.) . -. ¿.4
(Malange, Femando et al. 2004).

Fn Amb-ln ‘ ‘ ‘ ' ‘ w , L “ ¡o epidemias

de fiebre "" " L ' '-' " ' DENV ' " y... los siguientes 20 años.

Sin embargo. el abandono de este programa durante la deuda de [970. llevó a una

gradual re-lnfestación por el moqulto y prodqu Importantes epidemias de dengue en el

ürihe, América Central y America del Sur. Desde esa época. la liebre por dengue se ha

dlseminadn en el continente. con epidemias cicllcas cada 3-5 años. El aumento de la

actividad epidemia condqu al desarrollo de la hlperendemicldad y a la aparición de

o r yu n
. .. .- .. l . |99|” . ° “¡m .. (v .4

Guzman et al. 1936).

Entre los añas 200l.2001, más de 30 paises americanos notificarnn más de cuatro

.. i i i v , . J ......¿‘ mm“, . ¿ 12”“



introduce-on general

según los registros de la OPS. en la región de las Américas se contabiliuron 33 paises

2‘!“sz [El J J u a . y t '

En Argentina, el primer brote de dengue documentado ocurrió en las provincias de

Corrientes y Entre Rios. en el ano 1916. Luego de un segundo brote en la ciudad de

nogñoy. v1 u r . .. un. t a; t A A t
siguientes 70 años Asi.en el año 1990 ocurrió nuevamente un brote causado por Olísz

. A e . eran-nl ,N
dengue. Este fue tan solo el principio, ya que luego ocurrieron numerosos brotes de

dengue en el pais. en los años 1998, 2000, 2002. 2003. 2004. 2006, 2007. 2008 y 2009.
a un.“ u r r ¡nn-mn ) a .

r

4 ‘ ' ' ' ' ‘ " "De-crir-r-ln.

ingreso del vims a Ia Argentina. enlre 1998 y hasta el 2008. se registraron 3451 casos

conflmiados de dengue. siendo un ".796 de los casos importados las provincias que

u- (alta lnlrry annnca

2000; Nación 2010).

I

Durante el primer semestre del ano 2009 se produio el mayor brote de dengue en la

historia epidemiológica de la Argentina. registrándose oficialmente 26923 casas
.. A . a . u. _ . .l .... r 4 J . “uds...” provincias

dela Argentina.¡o de ' ' ‘ "' ' r ‘ ‘ "0' ‘ du un. la

extension del brote incluyo tanto áreas andinas de halo riesgo para la transmisión de

van I Trrrumán

IInnar-nnu n J ' r A IL A A _ —u l

pueden nombrarse el aumento de la población vectorial y el Incremento de las

temperaturas medias constatadas en la región centro del pais. las cuales lavorecen la
L J ' J A J J ' ' Adpmác Mlnulqrmz 1

los macro-detenninantes sociales. como la concentración de los casos en las Areas más

pobladas del pais y de mayores necesidades basicas lnsatisfechas. las condiciones

desfavonhles de salubridad. la escasa recolección de residuos, falta de cloacas y agua

potable (Nacion 2010],

La dinámica epidemiológica del dengue es complela. sus determinanles son múltiples e
Par han

prevencion de los riesgos. el control epidemiolóflm, mantener estrategias de información
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Innodumón gent-ul

dc la onlcmmlnd para la comunidad. sumado eslo a L1 necesidad de mejorar las

ronda-¡unosde salubndad dela población.

Elvlrlón

El DENVronsislc en una panltula esférica de alndedor de SOnm de diámcxro rodeada

pol . 4-).r.
cnvollura (E) y de L "n ' H I E_ u a ¡ anligémro más

. . .yv ....m ,

entrada del vims .1 la célula. la prolclna M. producida durante la maduración de los

nuevos virus dentro de la vía secretaria. consiste en un pequeño Íragmenlo proleollliro

producido a panlr de la proteína precursora de pre-mrmbrana (prM). Dentro dr Ia

¡aa-a,r r\ H "mo . . ,. a L L .M-nm u

la reconslrurclón de la mirrvstnpla rrloelmrónira de la panlcula, muestra una

configuración de caben-cola de 90 dímems de la proteína E paralelos a la membrana

llpldlra. dando por rcsullados una simolrla lcosaédrlta del v1rlón (Zhang Corvtr el al.

2003).

n- n ¡r han ¡Inos)

Organluclón del genoma
¡m-u. v . 1 nu... a v- a -“

kh. con un exlrcmo S' con una cslnmura Ilpo cap. A diferencia de los demás mRNAs

ctluhrm el cxlromo 3' no está polladt-nilado.los ¡enornas rodifiran para un marro de

lmura abierto simple (ORF).flanqutado por las regiones 5' y 3' no codifiranles (UTR)de

|00 y dc 400 nutleólidos mpmivamenle. la Inducción del ORF produce una larga
u a- .nnhnrnu-lm r l r . r

Estas put-den ser claSIfimdas en eslrucluralt's, C. prM y E; y no eslrununlos. NSl. NSZA.

11
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NSZB. N53, NS4A. NS“! y N55. Las pmleasas de la célula huésped y virales son

U J ' ' ' ‘ 7007llFianr1 5),

A . - .n
o

que mtdlan lmcracdones de larga distancia necesarias pan la rtpllcaclón del RNA

(Khmmykh, Melu el al. 2001: Alvann. Lodclro el al. 2005; Vlllordo and Gamarnlk 2009).

Además. una reglón del S'UTR denominada su ha sldo proputsul como la región

promotora reconocida por la pollmerasa viral dunme la npllcaclón del RNA.en un
I ' ' ' A ' I 4 Indpirnnlal 7mm; n ¡ml

1 o

Por n'rnhdn L u 1 A n .u nun-n... l u n ¡ A I RNA

viral (Alvarel. De Lella Eu'urra et al. 2005).

A .s‘u'm" oa; .. wm .
u u u |

“Í.”..

B 1 fidmonyw
l :um- l
I l

Munn.

E
C

w] "5' lun-non"!
\

¡m-smamammunz
Flan S‘ (A) lic-¡mundo esqumlnu de la mor; Monk-.1 del DENV.(l!) Reprucnunón
tqm-milla de la pollde me (C)TW de la pllprudlu a unha: Mes ¡k LImembranadel
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las Proteinas Virales

la proteina C es una proteina muy básica de aproximadamente ll KDJ. y lot-mn un

complejo ribonucleproteiro con el RNAgenbmico durante la encapsidnciún viral. Los

residuos cargados están en el N y C-lerlnlnal. separados por una región hidrolóbica que

media la asociación con membranas (Lindenbach B. 2007). la proteina C lomtn una

estructura dimtrica. Cada monómero está formado por cuatro alla hélices. [.1 estructurad J..v Jl
d ¡.u. 1 .n... l l“ .t)..t . .
lones el al. 2004).

la ¡ileoproteina precursor: de membrana. prM (26 KDa).contiene un sino de N

giicosiiación, y 6 residuos conservados de ctsteina. los Cuales están unidos por puentes

l n 7m” ' ' ” 4 " ' ‘ ¡".11unn"... "muuuuuuus con

F h ' " ‘ ' ' A - L d

' l . r' r‘ 1‘' .r' ¡999; iieinz ¡nd

7fllfl) Ash-mie I J 'r 1

la enfermedad. aumentando la infectividad durante infecciones secundarias con dengue

(Rodenhuis-Zybert.van der Schur et al 2010).

L1 conversión de las particulas virales inmadum a particulas maduras coincide con el

procesamiento de prM en pr y M por la protem residente en el Complejo de Golgi,

llamada Íurina (Sladler. Allison et al. l997: Yu. Holdaway et al. 2009). Luego del

procesamiento, los dimeros de prM-E se disocian. el fragmento pr es liberado y E forma

homodlmeros EE (Stadler. Allisonet al. l997).

la proteina de envoltura. E (53 KDa).cubre la superficie de los viriones maduros y

d. . .1 mm“, . . J l l .r d l

a la celula E contiene l2 cisteinas conservadas que forman puentes disulluro. y de

acuerdo a su estructura cristalina está N-glicosilada en las asparaginas 67 y 153. la
J u . u nm... c

por cristaiogmfla de rayos X a partir de complelos dimérieos obtenidos con proteinas

reeombinantes expresadas en celulas SZ de D. melanogaster (Modis. 093m et al. 2003;

Modis.Ogalact al. 2004) (Hgm a).

la proteina ionna homodimeros caben-cola. y cada monómero presenta tres dominios

tipo lámina beta. I-ZIdominio l (DI) pertenece al N-terrninal de la proteina, pero se
. . . A . ... l ¿y - 1

13
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s.- “le. ...ss... -.
url-y rr
htdmidbica y conservada. que media la Íusión de las membranas del vinis y la celula

durante la infección.

El dominio lll (Dlll) tiene una estructura de lnmunogiobulina y está involucrado en la

union de E al receptor celular. Ademas, es el blanco principal de los anticuerpos

neutraliunles La región C-lenninal, ausente en las estmcluras, se dirige hacia la

membrana viral, de modo tal de anclar l-Zal virión (Modis. Opta et al. 2003; Modis.0pm

el al. 2004: Lindenbach B.2007).

Dummela "¡de v . . r .44 ._" “A A . , yi .- L
3“. A. )r| u.. ;;.V.l.. a .e .
Fmrmn . . . . ¿l . y. , .

H J ' I 'J 1 ' l 1 - A - - Finalmonln 1Ir1vk

de la rotación y reubicación del DIII y un plepmienlo del tallo de E se produciria la
' ' ' ' ‘ ' ‘ ' " flnalartal 70M]

L1gllcoproteina NSI (46 KDa) es translocada dentro del Reticulo Endoplasmático (ER)

durante su sintesis NS] [anna homodimeros estables y tiene una gran afinidad con

membranas lipidicas (Lindenbach B. 2007). Tiene un rol todavia no muy clara en la

replicación del RNA.sustentado por el hecho de que localha en los sitios donde este

proceso ocurre (Mackenzie, Iones et al. 1996). Virus mutantes para los sitios de N.

glicosilación mostraron una disminución en la neurovirulencia en ratones Ademis, el

estudio de estos mutantes sugiere que NSI puede influenciar el procesamiento y el

transporte del virus (Crablree. Klnney et al. 2005). NSI también es secretada de la celula.

w. ‘ r
nmnina Ann-mk ' ' ' - un n v- . s (p .n i

Bray et al. ¡990).ruu ' L ' ‘ 1 ' ‘ J - : 

enfermedad.

un. - I . ‘ .- L _.. 4 . s

' r" ‘ ‘ ""” ' “ ‘ ‘ r ‘ ' ' Khmmvimn
al. M" "‘ " " ¡donde L A A 4 .

lnteri’erónTipnl J v n a c .. ¿“mas

et al. 2003).

24
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(A)la! ¡m"¡un a.mmm del '
dominio,a. ¡Edd DENV-MmlnlnI nln' mah ll

(th-¿Ir (on rayas (El Coníonnandn
Adm-nm.an 1MFi-Mnd-finJA-i
1|:va delvirus Modificadode(Hodh Oph n al.1000).

A ; L l- INS!!! tiene lan solo H KDa., ' r '

estable con N53 y auúa como cofanor para la adividad serina-pmleasa de NSZB-NS3,la

cual es necesaria pam el procesamienio de la pollprolzina viral (Falgoul. Peihel el al.

199 l: Lindenbach B.2007).

N83 es una proteina mulnlundonal (70 KDa), lmpllrada en la repilcadón del RNAviral.

Además, de participar en la formación del rompleio serlna-proleasa, esta proteina tiene

anividad de helicasa de RNAy de NTPasa (Gorhalenya, Koonln el al. ¡989). Bus dos

' ' ‘ ‘ 4' ' " 4‘ “m” d '.Además,se
L L J .- . .1 A [A L 1 n. a

1 r

1 . L . J 2003).

N54A y N548 son proteinas pequeñas e hldmfóhias (16 y 27 KDa). Se enruenmn
. . A . .. n... u. . .

Khromykh el al. 1998), El corte de un Íragmenlo en el C-lerminal de NSM inducc el re

arreglo de membranas que tiene lugar luego de la Infección viral (Miller. Kaslner el al.

"¡07‘ ‘ r L L ‘ ¿fi ¡5.1" y fl (Munoz-Jordan, Laurent

Rollc el al. 2005).

NSS es una proteina grande y tonscrvada (103 KDa)con actividad metiltransierasa y de

RNApolimerasa dependiean de RNA(RdRP). la región N-(erminal de la prolelna posee

A H 1 4.-; u .i. . (SAMLelmalr

25
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.. a. , . t _.¿ A . . . ... r r r

A ' llanamh’tzl 7mm N ' ‘ ."..: y...“

actividad pollmcrasa. necesaria para la sintesis de RNA durante la replicación

' o, 1993). " ' ' ' ' ‘ ' '

infectadas. y en menor ‘“ ' l, r

(Kapoor. Zhang ct al. ¡995). la localización nuclear de NSS ha sido relacionada con un

' ‘ ' ' ' "‘ . Rawllnson et al. 2007).

u A u 'ÁJIDLIA'I l’ul

r

Clclode replicación viral

tratar de identificar al receptor celular que media la entrada del DENV.Diferentes

del virus. como los complelos de heparan sulfato (Hung, Lee et al. ¡999) y las proteinas

llSP70. llSP90. GRP7B/lllp, CDM y la 37/67-KDa high alllnlty lamlnln receptor (Salar

Benito and del Angel ¡997: Martina-Barragan and del Angel 2001: lindadamrongwech.

Thepparlt et al. 2004: Thepparlt and Smith 2004). Sln embargo. ninguna de ellas ha

demostrado concluyentemente ser el receptor viral. De acuerdo con esto. nuevas
. .. J .a .A . . .. A a

1 I (¡Illlür r
raul": ol :¡l 7mmdel tipo celuLu r

",4' , '4 A" dlrlgiendose
a compartimientos endoclticos con halo pll. Este ambiente acido induce camblos

estructurales en E que producen la fusión de las membranas viral y celular. lo que

‘ ' “‘ " ‘ ‘ ‘ ' ' ' Acontinuación

se produce el desnudamlento de la nucleocapslde, quedando el genoma disponible para

ser traducido en el citoplasma

El genoma viral presenta polaridad positiva. por lo que es traducido dlrectamente.

pnllpmlolrn r 1 r"

como celulares. para producir las proteinas virales

la replicación del RNAcomlema con la slntesls de una cadena de RNAde polaridad

negativa Luego esta es usada como molde para la sintesis de nuevas moleculas de RNA

con polaridad positiva.

16
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Tn'ul'“ " " ' " 4 ‘ “ "' " ' “' ‘ ubicada

en el exlremo 5'UTR del genoma viral. como la estructura necesaria para el

reconocimiemo especifico de la pollmerasa viral NSS. Debido a que el SLAes suficiente

para el pegado y la actividad pollmerasa de N55. es considerado el promotor para la

. A ..... . ¡m Mmm-gn . r. i ... . m, ‘ . . mdd

genoma debe aclqu en el exlremo 3' del RNA AI respcdo, estudios en los que se

emplearon sistemas in wvn e in virro demonramn que la circularlución del genoma es

esencial para el acercamiento del extremo 3' al promotor SLA.Deesta forma la pollnierasa

"un pum".un r
n a... . ' lMplmfl al 2006)

El procesa de síntesis del RNA ocurre en complelos de replicación originados del ER

llamadosmide packru' Innn n al mom '

pollmerasa viral (N55), proteinas virales no eslrunurales y laclores celulares. Dado que

los VPSse encuenlnn conectados al citoplasma por un poro. y en cercanía a eslos se

enconlramn membranas del ER en asociación con panlculas virales. se sugiere que los

RNAs slnmlzados en los VPs serian transportados hacia el ER donde ocun'e la

morlogenesis viral (Welsch. Millerel al. 2009).

n U A 1 ' r 1 41 t ' Alll L“

nuevas moléculas de RNAcon polaridad poslllva lnleraccionan con la pmlelna C para

formar las nucleocápsides Luegoestas adquirirlan la proteina E, por bmuclon desde la

membrana del ER hacia el lumen del mismo las parllculas virales inmaduras son

r ‘ vnlw'm pm l. 1 -' ‘ , cl aparaio de Golgi.Enme

tránsito se produce la maduración de los viriones, que Incluye el cone proleolllico de la
. . . . r . . L a a

la celula por exocllosls (Clyde, Kyle el al. 2006; Llndenbach B. 2007; Rodenhulsflyben.

Wllschul el al. 2010).

p IJII 4 J .u
a v r

.. u a. . - n u x ar r

las infecciones por DENV.Los lralamlenlos solo consisten en Ieraplas pallallvas para. ¡ama .u¡“inch

en el paciente.



Introduccion general

W1.Ckbútnplkandndelv1nndeldaw.

Para reducir o prevenlr la mnsmlslón del DENV.actualmente no existe otra ahemal'lva
. l . l. .ul u ¡4. A L a);

metodos basados en la apllcaclón de Insecticidas para larvas y adultos. Sln embargo, el

rodado mn lnsecrlddas para ellmlnar a los musqullos adultos es generalmente pom
l u 1

efectivo. Por In Innln 1
. . . J .. . A .lann( , 1 "wenu"...-.

Mblm de las larvas en los amblemes domesticos

Como consecuencia de las dlflculndes para controlar el vector y el aumento en la
. u A 1 . J . L A . ¡A ."um..-" u. y , r
A u . u ‘ww.

Esa-llegas para el conu'ol del dengue
La observación de que las Íorrnas graves de dengue esdn asadadas con una lnlectlón
cpm-¡dun L 4 ' 1 " A ‘

' r J ' "n" vm-un una.“ 1
A 1 n JL

v r
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nivel de inmunogcnicidad que produce y la atenuación de Ia patogcnicidad. La

inmunogcmridad inducida por la vacuna debe ser tal que el nich de anticuerpos

nnltlr1li71nln r ‘1 ,.. I, una protección

completa contra los cuatro scrotipos. peru también lo suficientemente atenuada como
. . . J J J 

Ad' ‘- " ‘ v mnfimln ‘ " ' ' '
los cuatro scrotipos DENV.se ha transfome cn una prioridad de la salud pública

mundial (Ravipraiush. Dcfangct al. 2009; Murrcll, Wu ct al. 201 l)

Anualmme - JV v V. J .. r . . J mn... mm“ el

Drogasantivimles
a J . VJ J J - . . J .. J‘ .............a m , i

F J J o .t v

de la r Ad. r ....;... J... 'L U ' U ,' anvivinlpodria

ser la rcducción de la carga viral. lo que a su vez podria disminuir la posibilidad de surn'r

una i’orrna grave dc dengue (WHO 2009). Actualmente los blancos antivirales mas

" ‘ ‘ ‘ ' (Wilder-Smith.

Ooi ct al. 2010).

o r I IM

L r . v r u. r mn... J . .J J ¡n

Vacunasde virus atenuados

las vacunas de ‘ , ‘ ‘ ‘ucir ‘ ha...v...: y uiuiat

AMM", J “J 1 .. J .

.. . . J L J . . J .. - J . .y... "mmm:

pasajes seriadas de los vims cn células de rifidn de porro (PDK). Una dificultad que
J - J . Jj Ju v; uul «¡unn-uuu y

de cada uno d. ' " ‘ que a mu toma WT

del virus. ' " " ”

cn voluntarios. Iiasta ahora ha mostrado ser bien toicrada; induce una amplia respuesta
' ‘ ' 1 ' WnM1170||l

29
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Vacunasqulmérlcas recomhlnantes
’ ' ‘ " ‘ ' ' ' ' utilización de

. t .. Lv .. A. . 1 4u... ....
. . e s . . J s .. s .

genes de prM-E con los genes correspondlenles de los cualra serolipos de DENV.El

*' ' ' ' ' ' amm"... ',, "J 1 
lodos los seraiipos de DENV.

Una vacuna en desarrollo es la que usa el clon Ink-«¡oso derivado del virus nlenuado

DENVZ-PDK-h ‘ 'l r - 3“ r 4 : u u mw u ".1

vacunal, los genes de prM y E del clon lnfecdoso fueron reemplazados con los de los

DENV4. ' ,,...:....;:... y... ' “ A

POl ' 1 ,' ‘ l I'lulr'lnMM 1| 7mm

Una segunda mm... du. ' 1 ‘“ ‘ ""‘“" alenunda por

una deleción (A30) en la región 3'UTR. las pmlelnas prM y E fueron reemplnudns en

forma slmllar a como se hlzo ton el candidato vacunal. la vacuna quimerim mostró ser

5-" s r un m
; L 1 L . . 7m“

la vacuna con el mayor grado de avance, es la vacuna qulmérica enlre DENVy VW.

desarrolladla por Arambls y licenciada a Sanofl Pasleur. ¡isla vacuna usa los genes de la

vacuna ¡7B de TP. ' A - a .. l- J J

de DENV.L. L "' 4 adullm - r "¡nm Luegode "db"

lmdnsk ' ' ' u . ,r 1 l .

"' , " ' "l H ‘ " ‘ '* ‘ mnponm.
1 u . s . . . y . _ .qu‘ r ¿VW

szlpralush. Defang el aL 2009; WHO2009; Guzman, llalslead el al. 2010; Wilder-Smith.

Oo!el al. 2010; Murrell. Wu el al. 201]).
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Objetivos

Oblellvo General

Dolcmunar [actores Vlmlcs y celulares uwolucmdos en I:| mlcmrclón (lol VlfllScon In

célula.

Oblellvos Específicos

1)mm. m.

VII’HSdel dengue.

2) Estudmr el rcqummmnlo dl' la glucosulatión de las prolelnas ¡le om'allum y pro

a; quuuu."l
Virus del dengue.



(¡titulo l

Ca ¡rulo l. Construcción de herramientas genéticas para estudiar la
replicación del virus del dengue

Introducción

El DENVpom un genoma de RNA.por lo que plantea un desafio para su estudio y
maninulztihn " L'J

' ' ‘ ‘ ‘ ‘ ’ -" " P1r1n<mo<
z. a n v4 .- - . .1 .r v r
a nu. c a n... n ¿v . a . . . . . l 1 ¡nl-lle

punt: m
refiere a que el genoma de RNAdel virus es donado como tDNA en un plasmido, lo qut

A n l ) a, , ur
un bacterióiagu (como el promotor de T7) rin arriba del la rtflún S'UTRdel virus. y un

sitio único para una enzima dt- restricción rio abajo del J'UTR. De esta manera. el (ion

infeccioso puede ser Iincaliudo y servir como molde para la producción ¡n vitm de

lnnscriptosde RNA. r J M“ ' ' '

virales.y nunk" m , , ' r" " 2...5.Estoos
.. . . y . 1., wm. u-wpma.

.1
"3"...“ ..... .2¿JVa. ,.

.. Ad .

para el desarrollo de candidatos vacunales. para la búsqueda de antivirales, y para cl

La tonstrucdón de clones infecciosos de cDNAque puedan propagarse establemente en

bacterias ha sido muy dificultosa. tanto para el DENV como para otros ilavivirus.

I nuA n - w. I ' A J " mn ¡("inn

r .. . J .. ,. Rm ..1 . .u. .am.... 1; .,.
dentro delos clonesde cDNA.Eur "' r " ' ‘ " 4 ' ' J 4 '

(DNA en plasmidos de halo número de coplas. vectores de levaduras lipo Shuttle, o

bácmidos (Gualano, Pryor et al. 1990; Puñ. Polo tt al. 2000; Suzuki. de Barba el al. 2007).

u a - u a n ar w-“n-a
.. a - u a u a . L 4 a

atonnadm ' ' ’J ‘ ' J ‘
u u I L u l . a J .



Capítulo l

- 1 nm... . . . . . a e u “¡vuva u.
su formulación como vacuna telravalente. El uso de clones Infecciosas ha permitido

inmortaliur estos virus atenuados y conocer la base genetica de L1atenuación. lo que

puede mejorar las posibilidades de desarrollo de una vacuna segura y estable (Kroeger.

Nathan et al. 2004; Guy and Almond 2000). Por elemplo. fue posible determinar los

cambios genéticos del candidato vacunal POR-53,derivado de h cepa de DENVZ16681.

los cuales producen una atenuación en humanos El intercambio de fragmentos de

' ' ' 1663] , ,
1 . . - u... u l n y, inmuy.” u v .r '

1 ‘ ‘ ' ‘ ‘ ' "" H ¡n ' ' "nando! 1| 2000]

I ' ' r A Í. yanqui}. y la I‘EPHCZCIÓI‘IdEl
slrus del dengue
la vintlencia viral ha sido señalada como un factor determinante en la severidad de la

enfermedad del dengue. A traves del uso de clones infecciosos. en combinación con el

análisis de secuencias de cepas aisladas de personas con cuadros de dengue severo, es

vwible.... “ ‘ A ‘ ’ ' r o .....:.
Por ejemplo, en estudios cuyo objetivo en estudiar la neurovirulencla del DENVen

ratones. se realinmn intercambios entre los genes estructurales de cepas de DENV

nu ' ' “ -“ "' ' ‘ un...“ , "whav‘uuis
sitio dirigida. Estos estudios llevaron a la identificadón de aminoácidos especificos que

‘ ' L " ' ‘ ' ' PwnretaLlWB).

El uso de los clones infecciosos ha sido una herramienta fundamental para disecar
u 4 a un"... . . ) .

y más tarde de la bioínfonnática. se ha logrado caracteriur las proteinas del vims y el

r] a. ... . .m L “¿a u aue

una foma bastante sencilla baterías de virus mutantes. Asi, ha sido posible evaluar en

de las proteinas del DENV,asi como de estructuras de RNAconservadas. Utiliundo está
mptndnlnvf: ' ‘ ‘ ' ‘ '

y prM del DENV(Capitqu 3).
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.- ¡1. a r ' r . . . . .

A traves de la manipulación de los clones infectiosos ha sido posible eliminar los genes

estructurales del genoma viral, resultando en la producción de RNILssubgenómicos

tambien llamados replicones. Ectos son capaces de replicar autónomamente. pero no de

genera.- vintc Ada-mk ' ' J ' ‘ ' ‘ '

de los genes estructurales. ha resultado una herramienta muy útil para monitorear la
.v A u ... 1 l v4 u n. n 1) u .- - .l uuuuuunuuy r " "“" ' unn...” u...

n r . 1 a t. . u 7nn“
. .- v . ) l I .. . l - . J

o sobre la replicación del RNAvinl (Puri, Polo et al. 2000; Puig-Basagoiti, Tiigner et al.

2006; Ng. Gu et al. 2007). También, la introducción de marcadores de selección en los

replicones ha permitido la generación de lineas celulares estables. manleniendo a los

replicone-s bajo la selección de un antibiótico (Jones. Davidson et al. 2005; Na. Gu et al.

2007).

Una desventaja que presenta el empleo de los replicones estriba en la imposuhilidad de

utilitarios para estudiar la entrada de la partícula viral, su desnudamiento dentro de la

celulazypor'“ ' ‘ ‘ ' "" ‘ ‘ " 'v' ’
de la partícula viral. Estos impedimentos fueron parcialmente resueltos mediante el

desarrollo de tecnicas de trans-encapsidación. Mediante esta metodologia. se oblienen

pnlmnc ' I ' -- - r- a y . . . , .1

r ' ' r ‘ "rm-u :II 7nn7.|1¡ un m 1| 7mm

fllngliuntnl 7mm l - A - - n V .

estudio de la propagación viml, ya que sólo es posible analiur una única ronda de
lnfordfin Adpmác 'l- A - t . . a IPN

. . a. a . , .u . . L. ..ullhnn qm “pu-au

ln ¡dni .v: num-n

Éste es un virus que tiene la particularidad de poseer su genoma completo. y alguna
. . . . . A . , . .1 a . .

.. . ¿ r . t. .1 r u J v. . r r nn“..er

si para otros ilavtvirus. como IEVy WNV(Yun. Kimet al. 2003; Beas. llindugafiaiewska et

al. 2005; Piersan, Diamond el al. 2005; Puig-Basagoiti. Deas et al. 2005). En estos estudios
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Íurron cloxmdos los ¡{cm-sreporteros dr I.1prololnn verdc flunn'sn'nlv (GFI’Iu gun-s ¡lr

(IlSllIllJS ¡nah-mms en LI rvglón Il'llTll de cslos Vlrus, río .|b.||o del lRliS ¡lvl vnrus de LI

Ecchlomlomrdllls (EMCV),De vsm forma. se produjeron cxllnsaulonlo Vlflh Inín’cmsns

qu. D . n ws - .I.‘ h

qulldn dc Jrln'ulad lunfcms.)
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Resultados

1‘“ .. J . J .J .- 1 r r r

J 1 r
prolelnas reporu'ms. sc planlcó esre obkflvo, mnvcntldos de que serían herramicnlns
. J . . J. J . l . . L . J J 1 J

r a. , r 1 yn u. uu ui.

m J u - n u u J n l u

J . . . 1 r .a ‘ t J 1 . 1 u r ñ y que
l J .J n .

r v
u ¡.4 - .1- . . .J
u o 1 '. Sin embargo, este

ts un punto complicado, ya que los vims tn general y el DENVen panicular. poseen

n . JJ . J , J . . .. J .

virus nl Impedir la encapsldadón del genoma), y que posea un md out lo más sensible

posible. Esto úlllmo es ¡mporlanlc para que el virus reponem putda ser monlloroado

J J . J...J r. J .4)" u... l ..o
esala o thh rhmughput.

u ymuu r

la Iuclfensa de Renllla y EGFI’,río an'iha de la región 3'UTR. y dirigidos por el IRESde
FHI'V nlvimlyel

Renllla (Renilla mui/amis). tn vn del gen de la ¡ut-¡fensa de Fireny (Phan'nu: pyrulís),

debido a que el gen de la primera es de menor tamano (933 ph y 1650 ph.

m-Ki: mnnpn , u. R.con el

¡unidum , ‘ ' , ¡.:,........,.

Se produiemn RNM gonómicos de ambas construcciones. y se lransfmaron en células

BIlK.I\los“' r - ' 4‘ J ' r

mlcroscoplo de fluomsccncla (Figura GB).Con cl ohlellvo de deltrrnlnar si se producían

ullllmuuu uu

virus infenlvos. fueron ulllludos sobnnzdane-s de estas células para infmar rtlulns
I' J .. .frescas A los 7 4'“ ,,., ' “ , w... uF'r' (Figura BB).
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:Zu ' ‘ “ 1 .2 ' , ‘ “pin... a yn... d; uuu un unr‘ Íoránoo.y

1 ' ' ' " 'n ' r " ‘ "" Adpmit
A . . .r , y ul.ylwuul ,

Los“una. y. ..... . , .. . ....., . ..

24 podlloa' ' " ‘ ... "i. .u. ' ,.' ‘ ' " ' '

‘ " ‘ ' ' t ' ‘ ‘ ‘ in ¡lola-rió
. J . » r. .. . L _.. 1 .  Ill-uh- las 24 haSia las 120

hplllïiguranrl ‘ ‘- A n J a . .. . . . . ,

rl-lulntl'n-‘r2( r - A v o v A A . 1L y, l . . 1

del tiempo hasta las 71 hpi.

Esw úllimo rosullado nvcla qut se osún produciendo Virus inicrlivos cun el gon

reponoro. Además. el hecho de medir actividad lucifcrasa en etapas tempranas de la

infección, sugitro que se está doiedando la anividad del rtpontro produno dt la
Inducción del RNAlransltdado.

mi nun l . . g... a . .. .1 .-. u-.- r ,
Para carmeriur al virus repone") se ulilinmn dilcrtnlt-s inhibidores que alman

dislinlas culpas de la replicación del DENV.con el nn de determinar la posibilidad de

lalllulfil , nu.

Como inhibidor de la onlrada viral se ulilizá el compu-sto hcpan'na. el cual es un

homólogo eslruclural de los hepann sulialos de los proleoglicanos celulares. los cuales

facilitan la entrada del DENVen danos tipos :tlulares (Chen. Maguire ei al. 1997). El

Wo de heparinaal Iicmpode la infecciónprodujo nivelesde adivide luciions:

similans al conlrol sin inftnar, sugiriendo que el compuesto inhibló por completo la

entrada del Virusala célula (Figura 9A).
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Capílulo l

un.) ) . .v v. ¿.n... .. l n .s i 1

llamado "' " ‘ ' el tual ha “ ‘ ',' un potente inhibidor de las

pollmerasas de liCVy DENV(Eldrup, Allerson et al 2004; N; Gu et aL 2007). El agregado

de Ia 2'-C-metiladenosina al momento de la infección produio una disminución de la

actividad luego de las lZ hpi (Figura 9A). Esta disminución se hizo más evidente a

' r 1' o L '* 'I ¡Lu-I'll nlulflhpi ' ‘
n ‘ I ' ' .1Lr' 'nu‘ ' r ' r l V’ll’llll‘

se obtiene una actividad similar tanto para las celulas tratadas con 2'-C-ntetiladenosina

como para las celulas control. Luegode las 12 hpl comienun a slntetizarse proteinas de

las nuevas moleculas de RNAsintetiudas. ya que la actividad lucilerasa en las celulas

De esta forma el DV-Res una buena herramlenta para estudiar las distintas etapas del

m i nu n L I H" r ‘ ' el modo de acción de
andvinles

IL u IL 41).; IL' a I1 uuu...“ su...u; ... .1 . t .j un.
compuesto SA-l7. derivado del antibiótico doxorubicina. Bte fue identificado como un

El efecto del SA-l7 Iue evaluado con el DV-Rpara determinar que etapa del ciclo de

replicación viral es blanco del compuesto. Distintas concentraciones del SA-l7 fueron
. n . .. . 1 . i . _ur r

luego de la infección. A Las 24 hpi, la actividad luciferasa fue cuantificada (Figura 9B),

.- 4. . .1 ... r ¿Alrne-IlnL i -L\p-¿¿.
mw 'l J ¡nun/ml sin "¡that-vn J ' r ' u _

después de la infección, el SA-iT no lnhibló eficientemente la replicación viral. Estos

resultados sugieren que el SA-l7 interfiere en etapas tempranas de la replicación viral,

como la unión ola entrada del virus ala celula
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un pum del stock viral en culclvo,lo que probablemenlc se deba a la pérdida del gen

reportero por parte del 4 Adamh J J u .

d. mzmlfom I r A 1 .. . j . DM

úlflmn' J -u A r 1 - - a A A 1 uuu-.- H 13...... r 1 J.

vlrusnm' ‘ ' '"‘ “ ‘ ' "‘ "' ‘ L
reputación viral. 'r‘uu J U“ 1 " ¿A a ¿mu

reponeros, monndsnónlms.

" " I - - o 4 L A u J . .

de dpslde (C). Entre la ludfensa y la secuencia de C, se lnrmduka la secuencia de la

pmleasa 2A del virus de la fiebre ¡Rosa (FMDVZA).Bu proleasa clone actividad

aulocatallnn. de modo que ¡segun la llbenclón de la proteína reponera de la

pollpmlelna v1ral.

Elenr'mos':‘l .u 4m A u 1 ¡- nu A 1. A
A ¿ 4 :a- . . 1-. u

secundaria de RNAque regulan la repllczdón vlnl (Markofl’2003). Por esta razón. los

primeros"“

del gen de la ludfensa (Flgura lO).
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Deesta manera. se obtuvieron lw , '“' " (1 r

la luciiensa de Renilla) y mDV-Fi (que expresa la Iudfensa de Firefly). estando la

secuencia del gen reportero en el ORFviral.

Si bien el gen de la luriiensa de Firein es mayor que el de la ludierasa de Reniiia, se

decidió introducir ambos genes. debido a la facilidad de obtención del sustrato para la

primera. Además. los resultados satisfacton obtenidos con los virus bicistrdnicos.

tamaño.

/
mi“
dele . Jonu-ny Clon
QMWdehpmlemZAdelflmdeth-MÚIDVLA).

Las vinls reporteros monoclstrónicos repliun eficientemente en células de
mamífero

S"¿’¡ IlllAvAl 1. ,mDv.¡¡ It
transíedados en celulas liliK. Se midio la actividad ludlerasa en extractos celulares a

distintos tiempos post-infeccion (Figura 11A). Se observo un aumento de la actividad

iudierasa. tanto de Renillacomo de Fireily.Se tomaran sabremdantes de estas celulas y
A ¿1.a .t

1 n L ; . ;..t..¿ .4“. JJ. .

cual“! A t. u. n“ r P u 1 __¡ (“SHHHBLB‘Q
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Con el fin de caracteriur a los virus reporteros mDV-Ry mDV-FÍ,y evaluar el efecto de
_‘ A . . ¡.1 .u 1 . v . u a

lucifeana medida en la translección y en L1 infección. Se calculó el cociente

Act.Luc.lnÍección/Act.l.uc.TransÍecdón entre ambas actividades luellerasa y se pudo

ubuuu uu iudiwüu. d. ' ' ' ' ‘ ‘ ‘ ' Se observó, que

. .. , M . . r . y. ... r .

Fl. (FigurallCJJLu ' J ,' ‘ '.1........e" 'o A ...c.....

tamaño (mDV-R).posee una mayor eficiencia de encapsidaciún que el virus que lleva el

¡en reportero de mayor tamaño (MOV-FL).Además. los valores absolutos de actividad

IutiÍerasa medldos en función de tiempo luego de la lransfecclón y la inlección. fueron

' " ' “ ‘ ' ‘ " ' ' " deRenllla

o la eficiencia de traducción de este RNAes mayor a la observada con la construcción

mDV-Fl Dohirln Jlmm ' J

rus reportan) mDV-R permlte dlsecar las dlstlntzs etapas de la
replieaclón viral
u . u - - - nu n u. . y . Cm .5..." “¡1. ln. , r , l. - 

mntilndnnmln: ' " 4 ‘ ‘ ' ‘ ' '
al). a

En celulas inledadas y sin tntar. se detectó actividad lucilerasa desde las 4 hpl.

incrementándose en función del tiempo. A partir de las lo hpi. se observó un gran

aumento de actividad, hasta las 72hpi (Figura 12A). El agregado del lnhlbldor de la

' 1' r ' A innínnu." J ' '“ ' ' '

lo hpl,y...” wm. J
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de este dempo.

Se realizó el cálculo de la concentración eitctiv: 50 96 (CEu) de la 2'-C-meliladenoslna.

midiendo para esto la actividad luclierasa del mDV-Ra distintas concentracion: del

compuesto (Figura lZB). Se obtuvo un valor de CE” I 3.0 uM. Previamente. ha sido

, r “" ‘ ‘ '.'!‘en un ensayo

J .. mvnnul 7m“- . J J j . l J . Ju .J .... . ...JJJ JJ.“ J
r r. ., r r

Además, -‘ 1 r ‘ ‘ uïiiiud. en h
u J J J . . J . . . . J

laadividad ludiensa.
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—-En. m ‘
ama-man ¡a r” .w.’ J ———.mi. - ¡MGSM ’ '
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¡od n ,5
o 104] /
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"¡2‘ v
a y 1° a. u n o zo no to ¡o un

Vumpolh) I'M-um“)

w ., . . J . i J J J

¡m r..." ¡un - I r ‘ y Wuumnaulmkrmmmmamlom

- nu n 1 J . . .. .

Una de l¡s desvenuias del vims reportan) bldstninlco DV-IL está dada por la

lmposlbllldadde unllurlo en celulas de Im. ya que el IRB de EMCVno funcionaen
LI) . ¡su .- u A u u A l1 y. ¡nun- , J.

J . J L . ' J ' ‘ms, se decidió testear este virus en

¡(merllnlu "

celulas de mosquito.

" ““v 4" r "" 1' omnsiccuron
celulas C6/36 con RNAs gcnómlcos del mDV-R. Los sobrenadanles producto de la

rama-«¡An L ' ‘ ' “ ' ,"‘ , "mil. ' actividadluciiema
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IIIDV-llson .¡m J. “w; ... , ,. y U. “ ' ‘ ' "l, 13A).

Se hn postulado. que las células dendríticas (DG) son blanco primario (lurnnle unn

Informó" nnluml por DENVen el hombre (Wu, Ground-Vogel cl al. 2000). I’or eslo.
1 1 l “II n J n l l ' ' - I I\l‘ Ly ...“ ,, .u ,
Así. so Infoclnmn "Cs con un stock de mDV-Rproducido en celulas C6/36 y se evaluó In

. . . ¡1 A . .. .. . un).
)\ ¡num¡num y.

Esms rcsullndos IIIut-slmn que (-l mDV-Res capaz de Inftdar disu’nlos lipos celulares
. .¿‘t i‘m“... n A n l.... ,

las célulasdendríums.
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"y. 24 ' 1.a y v 7 n '02. u ' Le1mm) ¡«(un
"¡Im ¡3. ‘ l.
¡uemm a losnemyoxMl-¡nlunón matado:

Clnéllca de replicación del Dll-Ry el mDV-R
¡- “- J . .v y. A u l . . v;

en paralelo con iguales cantidades de los RNAs de los virus l)V-R y nIDV—R.Además.

también se Iranslmnron RNAsde ambos virus con mulacioncs ost-"nales on el sllio
A . . . .l l. . J . L l . ....\......... m r .....‘ .v.

'l KrnnovclalJWm' u A ' ' 'l 4 :u‘", ...::.::.

El virus monocislrúnlco en su vtlsión WT (mDV-RWT) moslró un gran :Iumvmo de la

adiwdad luclfcrasa. de 100 vea-s enlre las S y las 96 hpl. Por olm parte. la versuón
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mutante (mDV.R N55 mui.) mostró un decaimiento muy rápido de la actividad.

. a . . . l. .. o HA).

A B
«nov-nm rmovam

mvnussuu waussm
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loli
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Wim Won)
"¡un l-l. ' ‘
(vn RNM ¡endmlcm de los unn mDVuRWT y rnDV-RN55. (B) 'Ihmleuidn de celulas BllK ron RNA!

nóminas de los virus DV-RWT y DV-RNSS. la MW limit-uu Iue Judith .I los liempol pol
Inmíccridn ¡nda-ados

la transiección de los RNA; biclslrónlcos moslró niveles de actividad similares a los

t Cinomhnmn' "' " '
WT (DV.RWT) mostró una disminución a las 24 hpl. pero finalmente aumentó luego de

ese tiempo. reflejando la repiicatión del RNAviral (Figura HB). Se midió un aumento de

“¡0.a . H . _ n L’ r. 1.¿I "3..
nNSSmuL) L J’ l Al a u ¡JAJAJl .4 il... L ¿“L

mutación sobre la replicación. A pesar de esio, se observó una cinética de decaimiento

muy II-nln ' ' 96 hyt.

. . . . . J . J . . a

DV-R,debe tener un electo negativo sobre la replicación viral. ya que la replicación del

nAL Adnmk IL e 1 lnun 'l '

NSSmui. presente una cinética de decaimiento muy lenta. con altos valores de anividad
r 1| . . .. . .m- J a"muuy. r o ‘ r .-.-L

El virus mDV-R permite realizar estudios de trans-complementación
genética
Recientemente se describió la producción de particulas reporteras pseudo-infecuvas de

dengue por complementación (Ansamh-Sobrinho, Nelson et al. 2008). Para esto, celulas

46



Capítulo l

que expresahan un replicón subgenóinico (en el cuál las proteinas estructurales se
. 1 . . . J a. L

las proteinas estructurales De esta manera. los genomas de ios replicones fueron trans

compiemenlados por los genes que “pu-salian las proteinas estructurales. formando

RVPs(reponer virus pedirles). Estos virus. son capaces de generar una sola ronda de
inforrilm J

El mDV-R.iue utilizado para evaluar su utilidad en ensayos de trans-complementación.

:-.....u. c J' ' ' " 'l' r 1 """.\C). El
nn. a - . i

r I r ' ' ' 15A). Sin embargo. como

nr'l m- inima" J I | A ‘ a i a -¿ A

luciierasa al infectar celulas frescas con los sabrenadantes de Iransi’ección(Figura 153).

Tambien se utilizó el mDV-RNSSmut. El RNAde este virus iue traducido pero no puedo

replicar, pu. '

fl ... . . J. ,. ..-“:mnm“
del DENVWT ‘ ‘ 1 ' r ' ‘ ' , ‘ ...”...Ld...

a los virus mDV-iuc. Sinembargo, ' ' ' ‘ nn permilió

la replicación y encapsidaciún del mDV-RNSSmut.

Asi, este nueva virus reportero, permitió realizar estudios de "uns-complementación.
. - A i. . nun . .....y 1 r .

proteinas estructurales en lmns. en el contexto del virus. y no mediante el uso de

plásmidos.

n .. a . --..
-. r

Ya que el virus mDV-R(monocistrónico) demostró ser una herramienta genética mas

poderosa que el virus DV-lt (bicistrónico). se decidió desarrollar un virus reportero

monocistrónlco con EGFP.Se Ilamóa este virus mDV-GPF(Figura 16A).

RNAs del mDV-GFPÍucron transiectados en células llllK. y se observaron celulas EGFP

positivas a partir de las 48 hpt [Figura 168).
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Con el fin de evaluar la producción de virus reporteros lnfectivos. células frescas fueron

infectadas con sobrenadantes de células transfectadas Se detectaron celulas positivas

para GFP desde las lshpi, evidenciando que el mDV-GFPes capaz de producir virus

Infecciosas.encapsidando el gen rcporttro.

Con el l'in de aumentar el título de los mDV-GFPproducidos se testeamn distintas lineas
"hth . .. . ... . .

De ma manera Sl: logró aumentar la carga viral, obteniéndose casi la totalidad de las

celulas con marca para GFP a las 40 hpi. Además. estos stocks virales fueron testeados

nos“ n- .J . . ¡11"

Elvirus mDV-GFPes unn herramienta útil para ln realluclón de ensayos en
formato de gran esta

. a . . ... "un..." -.. ,. A.
que no se requiere ni la lisis celular ni el uso de sustratos para la medida de la

Iluoresn-ncia de GFP.Por este motivo se decidió testear al virus en un formato dc gran
a. v a n . a . n. .Mi“ Ji a n JA r uu". u r

fluorlmelro.

Células BIIK fueron infectadas con virus mDV-GFPproducidos en células C6/36 en un

formato de 96 poclllos Se observó fluorescenda mayor al blanco a partir de las 16 hpi.
"- |7A\Adomi( ' ' J,
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la polimemsn NSS 2*C-meflladenosina, produlo una Inhibición de la replicación Vlnl

dependiente dela dosisalas 48 hpl (Figura 170).
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Capitulo l

2) Secuenclaclón y construcción del primer clon infeccioso de dengue
argentino

“‘u 1 ' ' ' ' " ‘ 3:.“2'3” " ' vala
importancia que tienen estas herramientas para conocer aspectos básicos de la biologia

del virus. para la búsqueda de antiviralcs y el desan'ollo de vacunas. se planteó como

L; ‘ ' ’ -‘ Para estan“... ‘ J ., " pu. el Instituto

Nacional de Eniennedades Virales llumanas 'Dr. [ullo l. Maiztegul' (lNEVil). cl
uv a “nun "1.-.- L l

yu. utltsut un ¡ar
Provincia de Salta en el allo 2006. l-Zlvirus. fue aislado en celulas de mosqulio (26/36. a

partir de suero del paciente.

u a. a nun...) ¡n . a».
r v

Ya que el aislamiento conseguido no estaba sentenciado. primeramente se secuendo el
a . . . a . . . . . .¡"mmm .. . un...“ A .n... . A

partir del RNA viral se realizó la transcripción reversa. empleando cebadores con

r .._:;.:.y...ha

DENVZ.Ya que no ha sido publicada ninguna secuencia completa de un alslamtento de

DENVZargentino. se tuvieron que diseñar cebadorcs que hibridluran con regiones
¡mmm

conservadas de DENVZ." ‘ “ ‘ _ ‘ u... ....

realizó un alineamiento de las mismas

Se nalvuron 40 amplificadones por PCR. cubriendo en ambos sentidos el genoma

rnmplnn r n"- ' L 1' Amnir de“;
l A u. . . a. . A

Grm'ux(ilmmauers Ltd).

. a . . . . . a .. ._ u: J."L.)..) . - .1 ... ...¿n.. ..
uvmuuatun" utwmr m. un...»
se decidió estudiar la iilogema del mismo. Para esto se utilizó una versión mejorada del

.4); t >v \ “un. ..¿. r)
' ' ' ' ' " ' " "‘ ' r " "Lun"... 3.! Viral

Hiainfonnatia Resource Center (VBRC),las cuales consisten en 34 secuencias que cubren
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genollpoAsiático-Americano20-1an la).

una!me" mm
I’Eummw ¡um

un” n-um DE“1u

ng...“

.. .. ¿ . .. _. .a A . .‘v

.. .. u . . . s . .. . A M...“ 111::u... , u . se diseñóuna. ...N.. .nsk .HA
Como se mendnnó anlerlormeme. la construcción de clones lnl’ecdosos que puedan

propagar“ en baderlas, muchas veces es dlflcultosa: aparentemente porque las

secuencias de DENVo productos de su traducción resultan tóxicos para las banerias

Además, en experiencias propias en nuestra laboratorio. muchas veces se presomó la
51
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IJInrAu'I-I) ILl -a. a
dos sistemas diferentes Por un lado. se utili'ló el plasmido de bajo número de copias

pR322, y por ntrn ladn

' ‘ ‘ ' ' I'llmn M:al ¡992;

Puesto que el genoma del virus tiene cerca de "000 bases. se diseñó una estrategia de

' ‘ ' w ‘ ......... mmñn " ' ' ' ’ ‘
J . .i . i . . J .m . . . mn

cl ll" de duna:
...-.. e . e... . . . . .'"' uuu. punm-i y

secuenciados en ambos sentidos. con el fln de lograr una secuencia igual a la obtenida

luego de secuenciar el aislamiento. De esta forma se evitó introducir mutaciones en el

clonado l'lnaL

Debido a que los sitios únicos de restricción del DENVZ.en contexto dei pRJZZ y el

pBeloBac. eran sólo tres (Eng l. BJtB I.y Nhe l). se adicionaron los sitios de restricción Sph

I. Sac l y Pme l mediante oligonucleótidos a traves de PCRs.Es importante destacar que
l .“me " ‘ “adn-:5... ... " “ “ la secuenciade aminoácidos

del aislamiento (Figura ¡9).

A traves de la ilT—PCIll.se introduleron: la secuencia del promotor de T7 rio arriba dei

S’UTRdel virus. y el sitio de restricción para MIUl. El promotor de T7 se clonó para

mi..." ' ' 1 ' ' r el1 r

. .i. u. .m..¡nhn1-_w-n7 -. . n v- vc ¡vI a).n—.u-..

el sitio Ax I. El primero se incluyó para Iinealinr el plásrnldo antes de realiur la

Para clonar las siete RT-PCRs.se introduio tanto en el plasmido pR322 como en el

pmlnmr -. . a a ... .L
Ascl.

.. . .. u —. a . . . l. . M...

A medida que se avanuba en los cionados se observó que las colonias de las bacterias

eran mas pequeñas. y que los cultivos liquidos crecian menos. Debido a esta dificultad.

tanto las pla“. de “ ' ' 1 2 ‘ ' temperatura

(hasta ¡a °C) y con bala concentración de anllblótlco. Sin embargo, no fue posible seguir

avanzado con esta estrategia, ya que nunca se recuperaron colonias de bacterias con la

construcción pR322.RT.PCRl.6.
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A un IT- u‘hlM WII

Juan ¡uuu ¡una ¿nar
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un" M c. Ammúwamumwmn-Pmmmm Wradclüoniululur‘oddnum ' w (gamma:WüwmulumMMMmkfl.hmwaldkaeltmnknmokf

viral.

Afortunadamente, lue poslble clonar las siete RT-PCRs en el pBeloBacMCS. Por

precaución.paraevlnr ; 1 'M“ ' ,' * su“..- , ' 1
fueron crecidas a 29 'C. y ron una ha): concentración de anflblótlto. De esta forma. se

uña“... ' M" ' A' ' ' ' c
Ilamóa ' ' ‘ ' '

.. .. J . . . 4 J . _. . , . J. l A;

de cultivos de bananas. el Nanldo pBelancDENVZSalla. luego se lo Ilneallzb con la
pntlm:thl "' ‘ ‘
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Capitulo l

Con el l'lnde evaluar sl los RNAsdel DENVZSIIu eran lniecnvos y apaces de iniciar un

.1 . . . I _

Se nallzaron ensayos dc IF sobre células BHK.a las 24 y 40 hp! mn un anticuerpo
n 4... u u

Anhm A k AA A I- -- J I 4 I A wvwvda.

viral(Figura 218).

L . L . . v . . . . . . . . . h

presenciade ' 'L 'L‘ , 4 ' J la nmmh
de placas de lisis. mtló la existencia de virus en el sobnnadanle de las células

lnnsíenadas. Además. ‘ ‘ ’ ‘ ' ‘ " ' ‘ ‘ y... los virus

del DENVZSaIta.respecto a las obtenidas para el virus 16681 (Figura ZlC). Esto último.

yunic- indica. un Iluyur ‘ ' " ' , ’ " , L l...

células

Debido a que durante el clonado del cDNAse yodrian haber introducido mutaciones. se

realinrnn curvas de crecimiento para comparar el crecimienio del Clon Salta y del

aislamiento clinico o parental que le dio origen. 67655. Además. se comparó con el

crtdmlenio de otros clones infecciosos de DENVZdisponibles en el laboratorio: cl clon

infeccioso 1660] del genolipo Asiático l (Klnney. Bumpei ci al. ¡997) y el clon infeccioso

Prvnrufl. una) I A - r \

.L J. Tulum, J . . . L .1 “¡msm
un, “mmm. . L l . .. . l . ..4 ,.
L 

A a

¡el IO.
¡el "Y
¡4’ o l-I ¡.0

¿»a a“; ¿u.
wl- om ‘°‘
Iol- w).
La. ¡.a.

N i n Ü N Ü n
Mi?!) WOC)

¡ha ZZ.W dedininlmamm d-DDNZ(A)Curv-drmmm mm endiuhs
(6/3600unaumaom. (I)mwaammmanMuhsde INKIonuna“01600.01.
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Capílulo l

ru. ’11. .. J.. ...L )r .¡lóóaL
aunque el del Clon NGCfue sensiblemenle menor. Se obluvieron l00 veces menos virus

para el Clon NGCa las 40 hpi.

En células BIiK se observó un crecimlemo mucho menor lanlo del Clon Salln como del

aislamiento 67655. respedo de los vinis NGCy 16631 (más de dos log a las 40 hpi). l-lee

originados del Clon Salta. fue mucho mayor que el de las placas originadas ron los viru

lml (Finin7lfi " ' I I a r .. ,..
u . . .- . . . . . 11l

“1- - . 1 . . n u u n Inua

Con el i'm de deierrninar las diferencias de crecimiento en células BIIK.enlre los clone-s

infecciosos ¡6681 y Salta. se clonó la luciierasa de Renilla en el Clon Salta. Se ulilizó la
¡.4 L - - 1 .4 A ¡ri, el.

1668], mDV-R (Figura 10). De esta forma se obluvo un nuevo virus rcponero

Se sinmiumn los RNM ¡enómicos de los virus mDV-R y mDV-RSalu. e iguales

canlidades de RNAse Iransfectaron en células BMK. Al medir la mividad luciierasa en

‘ J ' ' t "‘ ' “ "‘ 1’“ Fue resultado

indica que ambos virus reporteros presentan una misma eficiencia de Inducción. Sin

" ‘ ' " ‘ ' ' " ‘ ' ' ‘ '"Nl vial. mostroomiunm ' J ’

... . .J nun, ur .4 nu
RSalu. A las 48 hpl. se observó un aumenlo de la adividad luciierasa de ambos virus.

siendo mayor para el mov-n. Finalmenle, a las 12 hpl. los niveles de mividad de ambos

virus iueron similares (Figura 23A). Estos resullados muestran que la cinflica de

.v . . .. . . . ¡“BLv;

, 72 "y. y se ulliiuron

para inieaar celulas frescas Se dueno actividad lucilerasa cn cl exlraao de celulas

produce partícula virales inichivas. En concordancia con el retraso observado en la

replicación del RNA.se observó una menor anividad luciierasa en el exlrano de celulas
A . . nu n m 11n|

\ o :

Olros estudios serán necesarios para deicrrninar porque el Clon Salta posee un mayor

, \ , ........,..........-.-:\..:.\.. e." ;,
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Capitulo l

la replicaaón del RNAen células BHK.Una posibllldad podría ser que el Clon Sella y (-l

aislamiento 67655 produzcan vims muy dmpállcos en células BHK.razón por la cual se

¡mv-I)

Wlm

fi
.

fl
1. mm:n

J

¡nou¡rm-|

Fl'url 23. (¡mln dc n-plkanon del nm mov-mu (A) TI'JHIÍNOÓHde dluhl BIIK(on lo; RNM
I .
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Discusión

En este capllulo sc prestamo cl desarrollo de nuevas hcmmlenlns genéticas para el

estudio del DENV.

. .. -. s.‘ i . J 11.". w -- 

la búsqueda y coronarias-ión de anlivirales y para realizar un screen de RNA de

inlerferentia

r.:..-...........s, v 1 A -' ' P1r1l-(lnui
' ' ‘ ' ' ' ‘ " "I "n rínsu'rihndnlï'llTn Vin] y

baio el conlrol lraduccional del "¡B de EMCV.Bla cslralegia habla sido cximsumcnle

utilizada para ¡entrar vims rcponems de IEV y WNV (Yun, Kim el al. 2003; Dcas.

Binduga-Gajewslu el al. 2005; Nelson. Diamond el al. 2005: Puigllasagoin. Dtas el al.

2005). De esla manera se obluvo cl primer virus rcporlcro de dengue. el cual produjo

panltulas infedivas que conservaban el gen [craneo (Figura a). I-leo Virus rcponcro
¡u

r r r

“WL” r i .mu ¿U r.. vi J.
vimqmgun Ani-má; ‘ “

n ¡I AL A I l .I I I ' '| A l \ Q.“ ¡.mhqrun,.............. m r \ , , o

¿mmm l 1 . .u , A. v r i . 4’“ u ¡“me
del virus. Además, dado que el IRESdc EMCVno funciona cn células de inscflo, no fue

posible ullliur esle vims en célulasde mosqullo.

Asi, surgió la idea de desarrollar un virus reponcro que luntionase ¡amo cn células de

mosquito como de mamífero. En un primer inlonlo se colocó tl IRES del virus

Rhapolosiphum padl (RhPV) en lugar del IRESde EMCV. lla sido descripto que el lRl-‘Sde

ilth ‘ ‘ “ ' ‘ " ‘ ' '"' ' lanrldls cl aL

2001). razón por la que se pensó que tn un buen candidalo. Sin embargo. eslc vims

reponero dio muy bala actividad. razón por la tual se decidio ramblar de eslnleya

(resultado no mostrado).

Como nueva opo'on surgió la posibilidad de drsarrollar un virus reponcro

monocislronico, incluyendo al ORF rcporlero Íusionado al ORF viral. El desafio de esta

eslralegia (ue cvilar colocar el gen rcponcro en regions claves para la rrpiicmón del

virus.
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"q; l l . - v .n . mat“... .. . . u.

' ‘ ' ‘ “"' ' ' ‘ la proleasa de FMDV.la cual tienen ' "" I o r a

actividad auto catalitica. Estos virus produan bajos niveles de actividad lucíferasa

comparadas con el virus DV-R.por lo que se abandonó esta estrategia (resultado no

mostrado).

Finalmente. se clonó L1 luciierasa de Renilla rio arriba de la proteina de cápside.

utilizándose tambien la proteasa de FMDVpara pe
A u ar .

nnitir la liberación de la proteina

reportera una v ' ’ r

mov-¡ty mDV-FÍ , 4 ' ' " 1 amm. , ran", ' (5......

lo). Esta nueva generación de virus replicó tanto en células de mamífero como de

mosquito (Figura ll). Además, se observó una mayor tasa de replicación respecto a ios

virus bldsitrónicos (Figura H).

El vinis mDV-Rdemostró ser una hen-amienta muy útil para ei estudio de la biologia

molecular " ' ‘ ' ‘ ' ' '

de acción de la droga Brefeldina A. la cual inhibe la replicación de dengue. Tambien. fue

'“ ‘ ' " " ‘ una; mundi RNAd.‘ ' ‘ J 5..."

escala (Capitqu 3 de esta tesis). Además. dada la buena sensibilidad del mit-DV. se

establecieron colaboraciones con otros laboratorios para la transferencia de esta

herramienta. con el iin de reaiiur la búsqueda de inhibidores de la replicación de virus

utilizando bibliotecas de compuestos

Debido a su gran utilidad. el virus reportero es intensamente utilizado en nuestro
.c. . a .

laboratorio. ‘ ‘ ‘ .n. u... .a ‘ ‘ r “
r .¿.rsl ._.L... . a 4.40." “a; ¿t
la replicación de DENV(Samsa. Mondotte et al. 2009). Además, el uso del virus reportero

penmttó determinar la importancia de la dinámica del RNAgenómico del virus para su

replicación (Villordo. Alvarez et al. 2010).

' ‘ ‘ ' ' ' ‘ " .- .DV-II ' ‘ ', ‘ ' """,para

asi obtener el virus monocistrónico mDV-GFP.A traves del empleo de este vinis. se

miniaturizó un ensayo en un formato de 96 pocillos. el cual nos permitió monitorear la

replicación Viral en función del tiempo a traves de la lectura de la fluorescencia (Figura

i7). Bte virus tiene un gran potencial. ya que no es necesaria la utilización de sustratos

para medir una actividad enzimática. Además. es posible medir la fluorescencia de un

r -"' ' ‘ ' " ' Artinlmnnrp



Capílulo l

este Virus es utilindo en colaboración con otros laboratorios para medir por FACSla

infecttvtdad viral en cultivos celulares primarios

A partir de un aislamiento de dengue local se logró obtener el primer clon infeccioso de

dengue ' "' l ‘” ' r J i r l A
a a u .p. “t . . .a

. _ r

por el clon infeccioso local, como los virus del aislamiento que le dio origen. mostraron

placas de lisis muy grandes en comparacion con otros aislamientos (Figura ZlC). Este

fenotipo es muy interesante. ya que la búsqueda de determinantes de patogema y
. . . . y . i . . 4 L) Jl

o :.. .;...:..5:.. m.

DENV.lil conocimiento de los determinantes que llevan a un vims a causar dalla celular

puddasu'", , ' ‘ ' ' r ' '

al Clon 16661 (Figura 228). De acuerdo con este resultado. la construccion reportera

mDV-RSalta, tuvo una cinética de replicación del RNA mas lenta que el virus mDV-R,

derivado del Clon ¡6681 (Figura 23).

Actualmente. el Clon lnieccioso Salta esta siendo utilizado en nuestro laboratorio para

estudiar la respuesta a la infección en celulas dendríticas en comparación con otros
_. a . . . .aidnminnim f v contando

- -: - 1 n“. .4 ¡u i a II
1 knquuwlwl

mayor electo citopático del mismo.

En este capitulo se describió el desarrollo y puesta a punto de un clon infeccioso de

o I l'S

. , . . . A . . . s ._ Wan“.

de DENV.Ademas. la uliliución de estos virus es imprescindible para la búsqueda de

nuevos inhibidores de la replicación de virus. que pueden llevar al desarrollo de terapias

antivirales de aplicación clinica.
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(anílulo 2

Capitulo 2. Función de la N-glicosilaciónde la proteína de envoltura y
pre-membrana del virus del dengue

Introducción

n . ai . m- . - ¿ nrnll u -- ..

N-glicosulanónAsn-X-Sor/Thr. las pmlelnas esirumiralcs de pre-membrana (prM) y de

envollura (E) y la prolclna no eslrudural l (NSI).

n l 1 l .. n A u -- 4 n r l Auuu...“ r r . . el precursor

(Glc)¡(Man)o(GlcNAc);es lransferido a la un, para luego ser procesado por las a.

Fullmrr cl :II.l996).
.1)... .

pauivgui , _,

n Y Y l n I l A un r 'l IL ¡nu-mr.“

w' ' E ‘ ' ' J " “ ,5”...
navivirus Asi. mientras el sirio de glicosiladón Asn 153 a Am ¡54 es conservado en la

mayoria de los flavivlrus. la glicosilación del silla Asn 67 es única para DENV(Adams.

Broom cl al. 1995; Ileinz ¡ind Allison 2003). Sin tmbarno. ha sido reponado que la

virales de dengue (Johnson. Guirakhoo el al. 1994).

m” ’Lnaj . .¿...¿..°.. una?“
crean negalivo en la producción de panlculas virales (Hanna, Pienso" ci al. 2005).

Además. la prtscncia del glicano en la posición 154 de E. ha sido cnconlradn en los

aislamienlos nrtulanles duranle las epidemias. y ha sido asodada con la ncuromvnnón

del virus cn modelos murinos (lancioui, Roehrig el al. ¡999: Beaslcy. Whiu-man ('l al.

2005).

n a .¡1unr 1-4 u rrL-a A
el uso de inhibidores de la wglurosidasa dci El Casianospermina (CST) y

a . . A . L. J Aa; n t'vav u.
r u V l "4 "'

partícula viral y disminuyendo su infmividad, ¡I penurbar el protesamienlo de la

gllcopmlelnas (Couragtol, Frenkicl el al. 2000; Whllhy. Piemn el nl.2005).

A . - u- ¿ 1- .. nm." n » .- u, I.\n. u..." , 1 u
. -. ¡n - 1 . . J . u L - ¿ . . -1 a 1 i;

(Roy. Heinz el al. 1995; Modis.Ogala el al. 2003). Dada la proximidad dcl rtsrduo Nl53 al

6]
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Fundador u L u . .. s. 1- . pu, a; .
proteina. protegiendo .1 ("sta de cambios coniorlnacionalt-s durante la maduración y

1 . . . L . A . A. u .

la perdida de este sitio potencial de glicosilaclón en virus selecrlonal‘los en cultivo para

t ' ' ' ' ' Ilnnl m 1| ¡993).

l..1 Iectina DC-SlGN (dendrític celLspeciilc ICALI! grabblng nonintegrin) ha sido

identificada como un factor requerido para lograr una infección productiva en DCs

' 1' I- Allmnvnret 3|. 2003; num,“ m :I 70m)

ESI.) es una observación muy relevante. ya que durante una lnÍccrión natural se ha

propuesto que ' N‘ M n h pínl mn hn r u l a . vlms

ingresa (Wu " AH I I 700m ru- nn. .

une a traves de su 4 ' I r ' I A ' v J .L L'J ..

ton alla manosa. presentes en la superficie de distintas gliroproteinas virales como la

r . n,“ mu]. r . m; ¡lcvullmcyer . I l e; cl
es la responsable de mediar la unión ala célula huésped y tiene un rol importante en la

entrada y la unión del vims a la celula (Hung. Lee et al. 1999: Kuhn. Zhang et al. 2002:
lluhn o. 1| 7mm Adem’n l J '

u’auu. 1 r ‘ J ' ' ' ' 1

r ' * ' ' ' L nnrlpinh m 1| 7mm

Recientemente,L " r L“ ‘ ‘ ' “ ' ‘ ' ' " ‘ Ewu DC
(¡ru l . . . . . . . . .- .. l - 4r 1

* J 7han3 M 1| 7mm Fun

En este tapitulo se caracteriuron mutantes de N-gllcoslladón de las proteinas E y prMJ .... s msnm“..- .4.
pol puulua Vlh

en el contexto del vims. la utilización de los sitios potenciales de N-giiroslladón y los
. , . . AL J ¡



Capitulo l

Resultados

l) Funclón de la N-gllcosllaclón de la proteina de envoltura del vlrus
del dengue

Rol de la N-gllcosllaclón de la proteina E del vlrus del dengue en células de
mosqulto

' " ‘ ' " " " ‘ ' ' ‘ ' tlurantela

replicación viral, se generaron virus mutantes con mutaciones en cada uno de los sitios

potenciales de N-glimsilaelón. Asn-67 y Asn-ISJ de la proteína E. Estos mutantes fueron

DENVZ 166m. ton el fin de producir genomas de RNA mutantes. Asi. a traves de

ntutageneSIs sitio dirigida se generaron los clones infecciosos para los Virus simple

glicosilación mutados.

Se produjeron RNAs de los virus mutante-s y del virus WT por traseripeión ¡n vt'rm.

Seguidamente, se lransfeetaron los RNAsen celulas de mosquito (cs/36). y se analizó la

replicación por IF. usando anticuerpos especificos tonlra DENV.Pasados siete dias de la

translección se observó que cerca del 50 % de la ntonocapa era positiva para DENV

(Figura 24A). este resultado sugiere la existencia de propagación de todos los virus

mutantes.

nrata tu"

se extrajo el RNAviral del sobrenadante de las celulas lransfectadas y se lo utilizó para
L a n- a .unter una,“ u. , n.-MI'Ifnrnn l

lui-gn ' l ' I J ' r ' A vn -- v1 ». a n .

de mnco'uiln Para Mm " r ' "‘ 1 ' I
. vu a a . l .- a .mutantes y WT. r . “¿y .u. ....., .

que la de la proteina H WT. sugiriendo que amlm asparaginas son glirosiladas (Figura

240). Para conflmtar esta observación se determinó la sensibilldatl de la proteina li (le

extractos celulares al tratamiento con la glicosidasa Endo ll. El tratamiento resultó en un

aumento de la movilidad tanto del la proteína E WT como la de los mutantes N67Q y

NISJQ, con un mayor tambio de movilidad en la proteina WT. la que presumiblemente

tiene dos moléculas de glicano (en las posiciones 67 y ¡53). De amertlo con esta
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(¡hu-nzn'mn I.I prou-¡".1 E del dnhlr mumnu- N67QoN1531) no mostro mmlum luego dvl

lr.|l.l"|u'nlll mu Endn H (Flgum 24H). E Impormnu- rcmlmr quv sv uhsvn'n una menor

unndanl dv pruuuu E cn las lmccmnvs prownlvnlm dc los vurus nllll.llllv.\. un

muummuon (un ul nm: “‘T Esm wgwru que LI Lulu dr ghmsulacmn (Il' F. ¡Iudrm

dmmnulr lo».mwle dv Iicn células Inlvcl

A B
ïrnnslocoonm do RNA(Comun C6136)

‘I'IT N155“)
WY "1530 MIO

"1530 M70 MYG' 'SlQ

“¡un 14. Htthn-Jnn ¡Irun mm lu ur n 'nu‘mrn u‘luln dr mmun (A)¡num ¡lr n m ¡r1 ‘n
con: ¡mlnudn um zm ¡(HMue nuv vn v nlr zm muuan ¡u Im \:|:o\ ¡lr x ’u\:lu-un Aurn"
1 ) A\n-15}(.‘<‘.S.\Q]vrldohlr muunm Mmmm) l¿\ u Iurm '
'umlrumn uundo Jn|:u.c.'po\ mu mm: (nn-.1; dr I. pmzmu I:dt mz‘.
h < n uullundu hudm dr (éluln cum. J [m 7 dLn ¡mpmmu .
mn." (-1munhunummmu

l'JHlJl’J\ a 1m
y.u\"u \_' e ' n

' m: '| [A¡\hudm Iucmn "¿Lu m um

(ion v] uhlvln (lc l lu." 1.1pmpmgacnón (Iv los wnls mulanlcs un células (lu Iumqmlu. .u

gcm‘mmn xluckx erlus dv (adn VlnlS y .w qunlIÍi "(III por l'lZRun humpo null Igual
. . .

l . h . . . , -' 'lulnx Írnc ,

¡un .m .umhmr la fl'l‘llt'JClÚ'l nm] l'II función del (ll'IIIPOpor lF 1.4».rcsullados Imhmn

quv las Vlrus mulanlm .1 lux quc lux ÍJILIH uno o ¡Im su“): ¡le gllcomlauón rcphmn y

propagan cn Célula) (IG/36 (Figura 25).

mm (Cuán-03'30)

. Ir l) dr u’ .‘n
mm: x‘mq.uuu.)

. ul ¡lr R
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. v v l l

“¡un 21mm
V
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Requerlmlento de la N-gllcosllaclón de E pam la replicaclón del vlrus del
dengue en células de mam

Can el fin de ¡mm-sugar ul ruqucnmiunto de la gllcosnlnuón de E durnntc L1Infecnón un

Célul.“ dl.‘"mmm-ro. se lmns'cflaron los RNA: del virus WT y los mutantes vn células

BHK.La ruphmcuón Viral fue dttermmada por IF al dia S post-translucrlón. A cstc (IL'IHPO
‘- Imh'4 .4. .1.“ tu. , MH 'l Virus WT y el mutante NlSBQ,

nuuntms que (¡ISI no SL'observaron células positivas para DENVen aqucllas células

‘ ‘ v

Tranle deRNA(CélulasBHK)
WT mm

M70 N070 o N1530

"¡un 26.Tr¿n11r(( ' llo! ' [nuyot
chF drd-luhlBllK ‘ ‘ 9ENVwr .. . : LIIFt "mw;

.. » . J 1 .- -¿ 4 . . A u a u . .1

mamflcro, ' ' ' ‘ “ ‘ "‘ "“ Ñ" I'L‘JllZÓrsto, debido

.1.4“ . ' ' ' ‘ ' "‘ "' ' ‘ ' replnmcnón

en células HHK,pero no un C6/36. MÍ. se Ink-damn células HHKcon los virus mutantes

obtenidos un células du mosquito y se monitorcó la replicación por lF en función del

tiempo. lgualt-s canlldndrs dc genomns wrales (cunnllfiradns por PCRcn tlempo real),

Íucron usados para la InÍecuón. Inleresanternentc. :¡l dÍn l post-Infección fueron

detectadas células posuivns tanto para aquellas células mÍMJdas mn ul wrux WT como

por ul N670 (Figura 27A). I.1 señal posmva para antígenos de DENVobservada para cl

mutante N67Q Íuu numede por dos días, pero luego ésta disnunuyó en Íuncnón del

tiempo. Como sv: cxpcmbd, In señal positiva en células ln'l'CHldílS con el virus WT su

mcromentó. ' ' ' 1|:ll1 a r A ¡El un". ¡“pq‘

retraso un In replicación, sm embargo. :Il dia 3 la señal de IF Íue smulnr a 1.1del vnrus WT.
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n 1 a
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análisis de WB a partir de extractos telulares de celulas BiiK infectadas con los virus

producidos en relulas C6/36. la proteina E obtenida de células inleetadas con el vims

NISJQ mostró una mayor movilidad que la proteina E WT (Figura 27H). Debido a que el

mutante N67Q no replicó en células IliiK. no Íue posible realizar el análisis (le este

mutante por WB. Sin embargo. el tratamiento con la gllcosidasa PNGasa F resultó en un

a , .. ).r . “Wav...” 74‘ 1‘ .
NISJQ aún tiene un sitio de gilrosllación. Estos resultadas sugieren que ambos sitios

I " J ' " " AmMyAan't ‘ " ' 1 "

Los virus mutantes en la posición 67 replicaron en celulas de mosquito. las cuales se

“3.; .......... , u. Para

descartan... wai=:\ " ', ‘ r " ‘ ' se

iniedaron celulas BliK crecidas a 28 'C con los virus mutantes. En estas condiciones, se
.. .L lll Jl

r l L A 17W: '4 4 ran

indica que el defecto de repilradón observado en celulas BiiK. para los virus llevando la
. a L-a t .

En conjunto. estos resultados sugieren que la glicosilación de la Asn'67 tiene un ro
. A . . . l m." A a L a n, n .. .v. , q“

II u . . n .

m u n u u “¡- a n 1 .- . u a ur t
g 1 . . . u g a ur
n Lia L 1 .u . . u u a u r a l,“muu-qm u n , , r
virus llevando la mutación N670, se decidió anallur si estos vlms mutantes producían

particulas virales no inlectivas Para esto, se analizó por PCR en tiempo real el

sobrenadante de celulas llllK infectadas a distintos tiempos con los virus N670 y

N67QONISJQ. Nosedetectó RNA ' ' ' ‘ ‘ d.‘ " ' ' ‘

los vinis mutantes en la posición 67; esto indica que la formación o la liberación de la

partícula viral es impedida (Figura 28A). En conlraste, el RNAdel mutante NISJQ Íue

detectado. sin embargo la rantidad de RNAviral para este virus fue de dos ioaanlmos

menos que para el virus WT.
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Inlecaones (Células BHK)

Dun | Dm 2 Dia 3

N|530

nm; 27. ¡Mmm dr \. un mulanln ¡lr ¡numunon rn ¡élul-n¡mx (A)muy“ ¡lr n ¡lr «zum HIIK- ' ' un“: H , '-' --.; ¡..
B)

- . i k ‘r "Inn: v: ¡m hunhn [unan: n ytlrl
«(aunqnh

xmsm 1 pum u. nqu 41m (du: ¡m
(-1lr! mmm!

.1... .. -r IL . u .. v .
Sc .Innllzo por

lunrmn (le ucmpu LI prim-¡na E su .¡cumuló cn ul muhn du (ullwu ¡lv coll IllIt'ClJlÍJA

(un ul \'Ir\|,\ \'.'l‘ S'In u-mlnmu ' ‘ ' ' v -‘( u . .nm |-].¡

¡much E (Fxgum280} (Immslcnlunmllr (un cl rulmw un LIrcphmuún ¡ch IlllllJlllu

NISBQ ¡tht’I’VddO ¡mr IF j."por I'CR vn lu-Inpo real. |.I .K mulacu‘nl dl' E un ul ¡lu-dio de

culllvn du ci-Iulds ¡"fundas con ul Inumnlu NlSJQ Íuu redunda cn cumpamcmn con c

Virus WT [Figura ZHB).

L“.rnl||1l"’
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10”]
la”)

' 0mm
“a? ‘ timo

1/ duro.¡unala“7
o |

mil-«W

1 3

un

Mazthdunóndepnkumvinln" “ ‘ , r " . n...
en (links ¡MK

F. I.| uan de «¡pumde RNAHnl por nu rs mamás J allen-nus ¡mapas Poll-Inlffl'lónlas turnslllc...“
" K

lasmuunu'sde kmibnón de E iode célula aux inlmdu ¡ueunliudo ¡un mer ensayosde
wn Mantra de losvirusDENVWT.N61Qy"¡530 ¡una «¡nudos a dilcnnlrs mmpor pnl-¡nissan

. un..." .... . . . ..,...,j..

analizó si ' , ' ' ' ‘ " '

de celulas inicdadas Para esio. se ini'marun células BHKcon una misma MOI.con los

virus WTy msao, , n A ' 1' ' 4‘ ' v A RNA(Pi-‘U/RNA)

' ‘ ‘ El ....di.. ds ' “ ‘ ' 'H- cosechado. y sc cuanliflcú la
¡11; .- u ;... I-‘nmrnlnln ' "“" viral de

los sobrenadanu-s fue purificado y maniilicado por PCR en tiempo real (Figura 29A).

AIcuantificar ' "’ " ¡a ' A‘ ' ‘ ‘ " RNAde los virus

w'rymuq, k l s w,” :lm7v
.1: o x .. 1.. .. .1. ..

virales (expresadas como moléculas de RNA/ml.) producidas por el virus NISJQ fue

similar que la del virus WT. pero la inieaividad de las paniculas mulanu-s fue lo veu-s

menor (Figura 290). Estos resultados indican que aunquc gran ramide de paniculas

virait-s fueron liberadas de télulas initdadas con cl virus NISJQ, la infeclividad fue

reducida en comparación con el vims WT. Esm observación explica el defmo en

propagación de los virus mulanlts NISJQ e india un rol de la N1licosilaci6n en la

posición l53 de Een la inftnividad viral.

Una posible explicación de este fennlipo podria ser que los virus que llevan la mutación

NlSJQenE "“ "' ‘ ' "“"
virus NlSJQ y WT. se realizó un experimento de inmivación por ralor. Pm esto. se

68
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L .5 . -.4 .4 J “ug” A ' 4 ‘ .a.“ a 37 'C y se determinó la

. r q A l. v; A u v Y mv nn -' k 4 J " similar en los

IÍIIJIMvile ‘ “"‘ ‘ r “ ‘ ' r I "T

en estas condiciones experimentales.

la N-gllcosllaclón en el sltlo N61 tiene un rol en la propagación vlral en
células de mamífero

Los virus mutantes para el sitio N670 pudieran entrar a células BIlK. pero no se

produjeron partículas virales. Para cstudlar con más detalle el rcqucnmwnto de la

gllcoslladón del sino 67 durant: la replicación del virus se monitoreo L1infección en

células BHKpor FM‘S.Para esto. se lnfecuron células con cl virus WT y con cl mutante

N670 con un inóculo viral nonnaliudo por el número de partículas infectivas. El
i i s t l L

J 5WQWIJTCÍH)

Mi 29. Ink-clan delvnrulmuunlr ¡1530 rn ¡Hum smc (A)E plnfl suprrhr ¡nue-¡traunamugen
rrprrunutm del Icnotipoae ¡bch dr las de la nm ¡mw WTy NISJQ.Elpunto ¡nm-nn las (un-n de

BHK

y kn titulos[ut-ronMamada; .I ad.) ¡mpg por "¡un de ¡»ha de [mt las turn! indicanri crm!
«una: at-In Int-dm AlosZy4Guam indicanha MM ImIobnnadantrsdcLu(Hum ¡HIM
Int-mnnudo: para mrxr y cuantificarcl RMAmal por PCRrn lkmw rn! t Indian el error estándar (B)
IarthndndtPN/Wohtr‘ ' " ‘nyun ¡“16th

J NISJQ.Im “un unir:
(ut-tonInn-hub: a 37 't y machado: a damn-I mayas la nulidad de pnkuhl InImn-n Inc

BIIK
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r l x 1 - ' "J v" l

infeccion (Figura 30). Sin rmhamo, luego de las 24 hs el porcentaie de células infectadas

l . . .;. .- -. ucon cl Virus WT se inrmmnnlh '

de la Asn-67 durante la propagación del vims. Efectos similares iueron observados en

célulasilc-LaJiuh-T, - \

Aim
É ¡INM

w naviera
00

í ¡o

g zo

24 40 TZ

Win)
Mi 1°. Inlmmad delHM milqu N67" ‘ ‘ ' u ‘- ‘
partícula ln'mivn ¡lelosvinil DENVWTy N670. lAl (601.“le (MM! .ILu la. 2.. OG.y 72 M
pon-¡mm , '¡nnnxrpo .inuEman
4614la; valora ¡nik-Mic!mn Lu Isdin. y las barra indian el error t-Iunúlr de lrl'l Mmmm
lndqlndiflilfl

. .. . JJ; .. o, L,
u .r _. ¿4 l n. . v

r . Entonces. para

analiur un posible requerimiento del gllcano 61 para una rflriente entrada drl virus. se
:, muy 43‘ "m 4 ' Fumar-nui um. iucmn

r u y N67Q. Con el fln

de estudiar la unión de las particulas virales a las celulas. los antígenos virales hieren
j sql; L. A°rfik A

la unión del virus N670 a la dlula de un link y 18%. tanto en células BIIK y Vero

rtsptctivamente (Figura3M).

Por otro lado, para estudiar la entrada viral y la producción de antígenos dentro de L-¡s

células. la cuantificación se llevó a cabo luego de incubar a las celulas durante 24 hs a

37"- . . ¡n A . . ..¡-))- ;..
n. . g ; l - u.vnnmvuut 1

(Figura 31 a).
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1 l. r z
a

L y. “A N67 tiene un rol..r.¿¿4;. I
r l r L1

man 'II s DENVwr y N671)J la «¡uu Anahm
de ¡AG BIIKy Ven las «¡um fueron tratadas

HM DENVWTo N670 (mio! negro) las

lu ¡»maldadesdr Human-nn; Im datansonmamut de dosnprnmcnim independmun (B)
lnkn’íón dt-células BIlKy Vt-Iv(on las virus DENVWTy N670, l.“ diqu iuemn inlecudas mn cantidad“

mn D

La mutación N670 impide In secreción de la proteina E en células de
mamífero

Para determinar si la sintesis o la secreción de la proteina E en céluLasdc mosquito y

u r r A A . .. .. u .u “enmmo h

acumulación y la secreción de las pmtelnas E de los virus Wl' y N670 en celulas Cía/36 y

BHK.

Para mn ' ;" “" ’ y.“ , ' ' ' ¡iz-¡{í E).comprcndldos

entre los aminoácidos ns y 674 de la proteina viral se produjeron usando el sistema de

expresión del virus Scmllki Fon-st (SFV). la presencia de sE fue cvaluada en oxlractos

.:-:..., , ' * ‘ , '-'= 1 ' r n m4. dirigidomnlra el

r r '

En células C6/36. tanto los dominios sE wr y N670 fueron producidos y secretados

eficientemente (Figura 32A). En contrastt. mientras la proteinas E WT y N670 moron

‘ ‘ ' r' ‘ " ' '““’ ' 4‘ ‘ sE N670 (ut-Impedida.ya que

no se detectó sE en cl sobrenadante. la secreción del mutante NlSJQ mostró una leve

disminución en comparación con la secreción de la proteina WT. Estos resultados

71
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confirman cl rol diferencial de la gllcosilación del sitio N67 en células de mosquito y dc

r v ,.

Para analizar en detalle ci defecto de secreción del virus mutante N67Q, sc realuó un

experimento de pulso y can. la dnólica de secreción de las prolcinas l-ZWT y mutantes

Íue seguida tanto cn células de mosquito como de mamífero. En células C6/36, las

proteínas E WT. N67Q y N153Q fueron detectadas cn los sobrenadantcs de células

' ‘ ' ‘ ' ' ' y N153Q

la u-rrfl'lún deL ,. . e A .;..
ylwu\Iu-a ,

la proteina E .“6'Q Í.“ ‘ -" c“ la secreción de la

proteina E WT (Figura 329). la cuantificación de las proteinas inmuno pmipitadas en

N67Q se redujo cerca de un 90% comparada con la proteina E WT (Figura JZC). Estos

4.. 1 . 1... u u.)

E virus reportero permite caracterizar defectosen la npllaclón del virus
N670

Con el fin de definir la eficiencia de los distintos pasos de replicación del virus N67Q en

células de mamífero, se empleó el virus reportero hicistrónico (DV-R).pn'scntado en el
- ArCapitulo l de esta tesis. Asi.¡uu estudia .i dd“... .1. ' '

"¡.7 . . . . n... A ¡nun

Se Iransrectaron células (36/36 con los RNAs N670 DV-Ry DV-R WT, y se produjeron

y analizar la replicación viral midiendo la actividad luciierasa. Previo a la infección. se
. n l . . ... a o .v um ¡unan

. . . . . y "¿7Q .- L a

para ambos virus hasta las 48 hpi. Sinembargo, la adividad lucifcnsa del virus mutante
Jl A n a l un. l .u, ¡"(av un. , r Him. WT (Figura
1.“ V V , a ... . . l a

significativamente por la falta del gilcano en la posición 67, mientm que la propagación
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20 40 00 ao too
WW

¡lg-"'- 11 u un“... m pr .(.Mr1ll1ladq-LI
actividadlook-ran de ntrmot (¡toplnmltkvt de («una BIIK¡nin-¡adn con lo; nm Iw-It un )' DV-It
N670.

' ." " " ‘ ' r ' " ' '4‘ 7 Incrementala entrada vlnl
en células que elprtsan DC-SIGN

Para estudiar sl la glicosllaclón dela Asn 67 es requerida para el aumento de la infeccion

mediada por . rllnlsu ¡un n u l

los virusWTyNMfl ' r 1 -" J v -n A ¡ms

alasu hpl. A - ' r n "-1 414;: . I L. . l. . .. ,.

i ' 'L' ' ' ' ' ' .Sln embargoJainfeflividad

se incrementó por la expresión cxogena de DC-SIGNen esta linea celular. Mientras el

95,9% de las celulas Rail expresando DGSIGNfueron lníedadas por el vinis WT. sólo el
A.a. A - i ' un

Para analiur la contribución de la gllcoslladón de la Asn 67 sobre el aumento de la

infectividad viral dependiente de DC-SIGN.se compararon las inleetividades de los virus

WT y N670 en celulas Rall-DC-SIGN.Para esto se normallzó el inóculo viral por la

WT ¡Menú un 95.9% de las telulas expresando DC-SIGN.el virus N670 mostró sólo una

mediada por DC-SIGN.

Pan Invesugar la capacidad de los virus WT y N670 para lnfectar DCS.se obtuvieron

' d. ‘ <0lnfectaron “" ‘“ "'
' ' ' ' ' ' u l '- " fnmnuindir'l mm

un 95% y un 90% de las DCSfueron lnfedadas por el virus WT a una M01 de 0.5 y 0.05

Fnmntnm- ' r ‘ ‘ 5-.” ' ' ' " ' ‘
lnfectividad del 40% y 50% para una MOI de 0.5 y 0.05 respedivamente. A batas

concentraciones de virus. las DCscasi no fueron lnfmadas por el virus N67Q,mientras
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queelvimsz' ' ' ' ' " " '"W ‘ '_, 14m F<hc

Además. sl.-determinó la canlldzd de ttlulas Rail-DC-SIGN¡nn-dadas con los virus WT,

N67Qy....--.,‘\ t .1 ... r l 4 . .. u

A .4 1 . ». .u ) . '- L’. r v4 . A “¿mncmbaml

lue1;odel:¡s4l3'-r ' “ “ " ' ' ' ' NISJQfue
a

con el virus N670 disminuyó, en concordanda con los defectos de propagación

l u un
Fn m mniunln - - l _.. .. _ , lv
"me..." w. , ‘ r ' r r . 

B C

can-m WMOCS
._ ¡no -Ion
E E

m GM O
w CDN n

c vnun
¡o 1° 2mm

OS 005 ONS ¡o m m n
ln Panam(Www-R.)

Multuf (A)Célulasmuy
Fall DC-SIGNh ul DENVWTy N610.
La «¡un ¡mil mmm; ¡un E a Lu 24 hs WII-¡HW y uuhudu por ¡ACSlas dawnIon

Im (mmm-nio! ¡»dependienta(l) Clluhl dendrílku Iuflvn mln-uan (on M
¡l«MerenHKMol; narrada: pura Ey ¡Minds! por ¡AG a ht 24 hI pax-mica“ (E)

u.N670y NISJQ ‘ 516M“! Muhl
‘ LI ¡nldnón ViralInc
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rrpn-stnunvw de
new w'r y N670

Im ‘ 4 A1
mmm-ada poc FACS;la: la. w ,
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2) Función dela N-gilcosllaclóndela proteina prM del virus del dengue

Requerimiento dela N-gllcosllaclónde la proteina prM en la replicación del
virus del dengue en celulas de mosqullo y mamiiero

(Inn r! im (lv dvh'nnmar r] mi (Ir I.I N-ghtosxlauón un |.I prou-mn pri-i dumnlr |.I

n-pln.¡uun nml w genero un vurux mulnnlv para ul uuu polunml ¡Iv N-gilumlnnun.

. .mh..m|..|. I l ' H m“ " ' "VL ' . ...u....... ,

w {Llihiclldïllll rn u'lulns liiiK y (ió/36. Se nmmmrcú LI n-phcaunn wml .I (mn-x dr

‘ “' "4* ' ‘ u. . L“ '..enmym dc lF .i lo». ,4 l i ¡

w ubwn'n una ¡{mn (.Inndad de (eiulns con Scñdl pau .l p.|r.| DENV vn .Iquuii.n

lrnnxieumi.“ LU" RNAx“T Sunembargo, sc observó un.¡ nu-nur (.IilllkLIildv Cvllil.l\ um

IIlill|lIlíilllliIfl'NCCIlÜJ¡mmm! (lnnlu rn celulas BHK y (lb/1m) umulu 1.](num-(unn w

rulnzo mn im RNAxmulJIlle> Nfi‘iQ

w lunmmn luxI’.I7.I ¡ich-rnun." \| im Vlqu NÓ‘JQ l .In (¿mas dr prop.

M" ""- "' " ‘ . "' lr' IÍF'I' .iS.p.IIu-l
"lienurl Nu w uhwrvu Señal p0.\'IlI\'.|¡mm I)E.\'\’len vn u-Iuhx iiiiK mnm rn (Zu/Jo,

un cmlmrxu ,w (in-uuu un.) nluntx‘npn cumplvlnmvnlv ¡uh-(Lula ¡un cl vnux “T Emu

n-suludm xugwrvn que l.¡ ¡“IIIJCIÓHNú‘JQ¿Il-cl.) LI pmduumn (Íl' pnnuul.“ “mln rn

u‘lnLn dv "Llllllll'ffl y ¡h- Inu>qu|lo

Ooiuluu BHK Coluuu C636

HIT N6” WY N690

Y'nnum- - - 
WT N690 WT N690In- - - 

Figura 357 nun“ .1 . - Vu ¿me de \»¡::iouumn dr pl“. mm) um“ HIIX\ (o, u. ILc.’

. w :5. pur u 1 1m «dm ¡a
i \r ¡lrirlm

«(nin u- u'lh ". mini): «Zulu ¡"un x
(va’lk)\1n!lÍH\\l.'
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. ¡Lnlnnt . ; un). 1

Debido .1 que los vurus llevando la muudón N69Q no fueron capaces de propagar en

l

.- ¡r ¿J - .. un u; ‘
y \\\ mu... r ' N690 Implde

<unllrnuhnl’m ' ‘ ' “' ‘ ' '

yN690,ullliundol“S]Cys/Me|. Cnguidnmn " l I ' r ‘ ‘ n mn’

medio de un anticuerpo que retonoce lanlo a la prolelna E tomo prM. Como se observa.

3...5".1.‘ ‘ " ' " ‘ ' ' ‘ ' ‘ “' u

deleclaron dos bandas diserelas con pesos eorrespondlenles :I las proleínas l-Zy prM

(Figura 36A). Luc-godel (ralamlenlo con la gllcosldasa PNGm se observó una mayor

movilidad lanlo de la proleína E como de prM. Este resultado tontluye que la prolelnn
u u .. n. A . . . J . . Ir r

Con el oblelo de delerminar sl la mutación N69Q impide la N-glicosilxiún de prM. se

reallu‘. L. H‘ ‘ ‘ 36H). No se

observó ninguna banda correspondleme a prM. pero sl a la prolelna E. Este resumido

or . .. . .- A .. .. .A .. .. . . . l Lu ;

dela proteína prM.

A B

WT

PNG.” . o WT N690

E—- E—_

W —- pIM—.

n... u. DENVwr oN690
n ¡ 1 ""1 "ENVZ JMIIIMM

po.-dot-¡míoan (A) un (nado; Inmunoprmpmdmde «¡uuu mon. (on INM del DENV“T
Iucmn (nudos (on PNüu (-) o (on hulk! (onlml (-) (I) la! lindo! lnmunepmlpludm de (Hub:
lrlmlmnmnknRNMDENVMoNGM' I a h. 1». ..
INK-IllIn pulmones de Luprou-¡nn ¡11116afirman

“a.

lL' J - n). .. . 1. 4 u

repone-ro mDV.R.desm'plo en el Capítulo l de esta tesis Se lransímaron celulas ron
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RNAs "¡DV-ll llevando ln mulan‘ón N690. y se observó que la mulnaón no :Iledó nl la
A LlLL‘ u 41nn¡.¡;¡ur:, (Figun 37A). Con el fin ¡lo evaluar

la produtcuón dc pnnlculas inledivas, se costrharun los sobrenadanlcs y sc mlmaron

células (roscas No se detectó miwdud ludlerasa en aquellas célule infmadns con

sobrenndanlos de mulas Iransl’mzdas con los RNAsllevando la mutación N690. I’or el

conlrano. ' ‘ ‘ ' ' 1 " ” ' ' ' ‘ ' "m, '.'."."

“figura 17m " ' 2 A - u A . .. .. l

formación o salida de L'Lspanlrulas virales.

Con el l'ln de esludmr la capacldad de la pmlelna prM WT de lrans-complcmcnlnr L1
. l . l ,4 |

r N... |nun1lncuuw-L .0. n -u
del fenotipo producido por la mutación N690, ya que se dtlmó IJ producción dc

panlrulns vlmles a lravts de la medln‘ón de la adivldnd lucifemsa (Figura 37D). Esm

resullado suglore que la protelna prM WT sumlnlslnda en (mn: es capaz de revcnlr el

A 8

105»

L.al“!
DENVWÏ

"¡un :1. Bludlo del «mo de LImuunón N690¡abre h repllunon nnl unhundo el unn “paul-Io
¡nova (A)RNA;de losmm mov-nWTymDv-nN690¡unan mmm-uan rn «¡um mm rn ¡sn-uuu o

Mu de ¡INM ¡k DENV“"I’. ' ' ‘ 4‘ muu- (u Julvkí-Id
- (uma

unluudos¡un mima! «lubl ¡Irun Lamdlnón de L1admdad lunlrnu n ruhw a la! ¡a M pm!
¡Marlon
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Dlscuslón

En este Capítulo,se desarrollaron y caracteran mutantes de N-gllcosílaeiónpara las

proteínas E y prM del DENV.

.u..-.v¿;. 1.. _¿ . .. -.
r 1 Y

N153 son utilizados tanto en celulas de mamífero como de mosquito. Asimismo. se

demostró que la N-glicosilación de la proteína E de DENVtiene un rol dllcrencial en

ttlulas de mosquito y de mamífero. Mientras que los virus mutante-s para el sttio N67
ul ¿r 1

’ ,___ Wayawd‘u
en celulas de mamífero.

Sl blen ambos sltlos de gllcoslladón fueron uullndos en celulas de mosquíto. nuestros

en estas dlulas. ya que stoclu virales de todos los mutante-spudieron ser obtenidos en

celulas (26/36. Sln embargo. la mutaclón N61Q resulto en un dramátito efecto en la

producción de partículas virales en células de mamífero, ya que no se deteetaron vlrus

N67Q en el sobrenadante de las celulas lnfteudas. Además. la l’alla del gllcano en la

poste-¡ón67 dt mtmum I’ r1 J ' r ' '

J I Admtunn u " r

. .r . . ; .v" .. . y . .
. L . . ) . u . n a. .

natural por el DENV.

. A l J .. .1 ; . r .mmm».

.ng... l . a ¡A L . . m 4..
u 1

I 1 n l 1

Ademas, se caracterizó el sltlo de N-gllcoslladón para prM. Se entontró que este sitio es

utiliudo durante la infección viral, y que su presencia es esencial tanto para la

rrv 1n 1 ae) ;.;-;
N-gllcosilan’ón de la proteína E del DENVson utilizados en todos los semtipos virales.

" ' 1 " * wm» .ut 7mm

" y ¡53 dela proteína E
deDENV.\'.. ' ‘ “' ' ' “ ' N” mmnlmntla

producción de partículas virales en estas mismas celulas (Lee, Lean; et al. ZOlo). Este
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resultado explica In menor cantidad de proteina E observada por WB para todos los

Fui-dim t' A I A i - 4 1 L

En estos. se reportó que vinis con la mutación N670 lnoculados intmturáclcantente en

mosquitos ¡ledes aegypti replicaron en forma similar al virus WT (Bryant. Calvert et :il.

2007),

._“. “de; 4 “e .; .“ur u
y... ..... ., pudo

ser parcialmente suprimido a traves de pseudoweverslones que generaron cambios de

aminoácidos que no siempre generaron un nuevo sitio de glicosilación (Lee. Lean; et al.

7mm ‘ ' "" ‘ ' , ' ', el cual tiene
' ' "' ' “' ' ' Prvnretal.

ma; Lee,Wrightet aL2006).

Nuestros resultados sugieren que los requerimientos en la gllcosilacion de E para la

en el hecho de que existen diferentes enzimas metabólicas involucradas en el

,. ‘ ' "v" " ' ‘ m. , ‘e .. .1!“ (Tomiya.Naranget

JI7MA\' " 1 . u . L l

se deben a un fenotipo asociado a la temperatura. ya que en celulas de mamífero

cultivadas a la misma temperatura a la cual crecen las celulas de mosquito (28°C) la
a ¡7gr n a

nuestra hipótesis. en un trahaio reciente en el cual se analizó la composicion de los

gllcanes provenientes de celulas de mosquito tienen una mezcla de gllcanos con alta
A u . J u........,,.., .,.-:............., , “u... ... , ............:.

v v" whno bl ‘ll 7mm

Los N-gllcanos juegan un rol importante en el plegado de proteinas ya que sirven como
.. A . . .. . . . I "mm n,

de secreción de E independiente de la N-gilcosllacion, mientras que en celulas de

mamífero. factores celulares podrian ser necesarios para reconocer el glicano en la

posicion 67 para un plegado apropiado de E Cabe destacar que ha sido descripto que la
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Clpílulo 1

proteina l-Ide DENVinteracciona con las chapemnas blp. calnexina y calreticulina en

células Vero (Lintiindaporn, Wongwiwat ct aL 2009). Además. la disminución de estas

proteinas a traves de experimentos de RNAIfue asociada con una disminución en la

producción viral (Limlindaporn, Wongwiwat et al. 2009). Seria necesario realizar
. . u _ . J , A . . . . ar 1 r ' wm:

l . . . a . . l l

.- L a n ¿En un. n n . u l a u a .1
n ¡a th 1 - - - a .- u l “Emu-s u u .

r w r

. - e. . Thr ¡9: l a e A au a u u 1 a I

sitio Asn 153 (Lee, Weir el al. i997). Estos resultados sugieren que el glicano en esa

, '-" "“ I , ' r" 4‘ " ' ‘ ‘ . lo cualestá de

acuerdo con nuestms resultados con el virus NiSJQ; ya que este virus replicó

eficientemente en células C6/36. Al contrario, un efecto deletereo fue observado en la
u u mm

_.¿. n n . Jr

el DENVy otros Ílavivints muestra que el glicano 153 cubre el pdptido de Íuslón (Rey,

lieinz el al. 1995; Mukhopadhyay, Kim et al. 2003; Modis.Ogata et al. 2004), lo que apoya

nuestro análisis acerca de la función de este glicano. Además. se observó la pérdida del

glicano L ' "un! m

al. ¡993). En conjunto. los resultados evidencian un rol de este glicano en el proceso de

fusión de membranas durante la infección. Asi. la bala infectividad determinada para el
¡u u a I. a a u .u .- u

Apmaua put url ¡am-um.

proceso de fusión. Resultados similares fueron obtenidos en trabajos posteriores, en los

cuales asocian la pérdida del ¡lic-ano l53 a una disminución del titulo viral y de la

infectividad (Lee. Lean; et al. 2010).

Fn IP’IHJ’AC " 4 " L J ‘ I “II ll IA A la As“

154 de WNV y de TBV (correspondiente a la Asn 153 de DENV) también tiene un rol

positivo en la producción de particulas virales (larem. Kanenbedt et al. 2003: llanna.

Pierson et al. 2005). Sin embargo. en contraste con nuestras observaciones con DENV,la

presencia del glicano en la posición 154 en WNV reduce la inredividad viral tanto en
Pinnumm 2| mon

Los resultados presentados indican que el glicano en la posición 67 de E aumenta la

entrada viral mediada por DC-SIGN.El mutante N670 mostró un defecto para infectar
e. a e - Ju l nrrn-u e
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se muestra que el CRD de DC-SIGNinteracclona con el giicano en ia posición 67 de E

(Pakidvchnva 7h2nn Mal 7mm Adonde J - - a un -n u
I ' 'I 1 n . . . . A n.- ur“

4 I A 4 - - I n - m 4 Mallolnlal 7mm

Se encontró que la falta de la Asn 67 no impidió la infección del vinis en celulas
A 1.1‘ ..-v.\ a“, ._. s. , 4o.. . s

la infección mediado por DESIGN. bos virus N|53Q también mostraron una reducida

infectividad en celulas llaji DOSIGN;sin embargo. no es claro si el glicano en la posición

I . “¿mu . . . . .
este mutantesedebe ‘ ' ' “ “ ‘ ‘ i "¡1."duuqdv.
.. 1.. a . . a c. .. .. mm- .. 4 .L . . s s.......... u ‘ v
células Rail DC-SIGNdisminuyó la entrada viral. esta no fue impedlda por completo

(resultados no mostrados). Esto sugiere que quhás la presencia de prM inmadura en la

partícula viral podria tener un rol en la entrada del DENVmediada por DC-SIGN.De

acuerdo con esto, usando el WNV fue demostrado que la presencia de un sitio de

v" .. 1 r .. l. .._. vw . . i WQM‘UL

SIGN(Davis. Nguyen et al 2006). lamentablemente. no se pudo testear en DENVel efecto

¿“un u' r Int-u marnxulnu 1' 
del gllcano 69 en prM fue letal para la propagación viral en todas las condiciones

lesteadas.

. L. a L . . u a 4L . 1u. . y , , ¡“nun q.“ u “urna ur utauuu

(MR) presente en macrólagos lnteracciona con la proteina E del DENV y media laa). Jl ainfección.

glicosidans (Miller. de Wet et al. 2000). Estos resultados sugieren que los glicanos

presentes en E,vudú..." "unía...

macrófagos

.rl.. s. . . .. quynm, . ,
del DENV, ya que alteran al plegado de la flicoprotelnas prM y E en celulas de

anlllplnlal 2mm " r ‘ l A U. _

de mamlfero. Además. se reportó que los matm serolipos de DENVson inhibidos por la
M, . J . L . . r. u. , un. ¡v w.

Pierson et al. 2005). Considerando el requerimiento de la siicosilación de la Asn 67

observado durante la replicación del DENV en celulas de mamífero durante la
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Cap-luio 2

mora-¡génesis viral, y sabiendo que el DENVes el único navivinis que lleva este silio de

glicosiinción. el ¡ic-rocioen el procesamiento dc eslo glicano podria ser unn explicación

r L., ; . a n’m".

RNM virales conteniendo la mutación N69Q en la proleina prM fueron diseñados para

esiudiar la iunción dc la Nqflicosilación en esta posición. la Iransiccciún de los RNAs

unan, * ' . . a . u mrlo

que luv:dificuiloso caracltriur a este mutante. Sin rmbaruo. a Iravts del Virus nil)V-R

pudimos determinar que la mulación N69Q en el silio potencial de N-giicosiiación del

' ' " 17‘ <0 observo

que los virus con la mulación N690 de prM, fueron capaces de propagar al ser

.u ¿”un .,.."¡NV o . . .1 .

colransfeciados con RNAs DENVWT. Este resaltado está en linea con observaciones

mm“ ' - A nn‘rjnu ’41 .. A.“
conformación naliva. sugiritndo un rol de prM como chapcrona en tl plagado de E

(Chambers, iiahn el al. 1990). En nlros flavivirus como WNV, TBV y lEV. los males

también lienen conservado el sitio de glirosilación en prM. st pudieron obltner Virus

mulanlcs para es": silio, los units en lodos los casos ¡llenaron ia producción de

parlitulas virales (Goto, Yoshii el al. 2005; Hanna. Pit-¡son el al. 2005; Kim. Vun el al.
7mm ' ' ' ' ‘ ' ‘ '*

la producción vinil de los ilavivirus. Además. según nuoslms observaciones. la

glicosilntión de prM esestncial pam ln propagación del DENV.

anumnn ' ' J lL'A I la :uu u 1 v; J . . y"r ¡r r

prM. Se delerrninó ci rol esencial del gilcano 67 en la propagación viral en células de
. u . .. .. .. .. 4Mmm r 1 o, y.

u- n . L ..unroi "



Capílulo J

Capítulo 3. Identificación de proteínas de la célula hospedadora
involucradas en la replicación del virus del dengue

pocas proteinas Por lo lanlo. deben explotar la maqulnaria celular para cada paso de su

ciclo de replicación. Así. los virus lnleraccinnan con prolelnas celulares para facilllar el

pegado y la enlrada a la célula, para replicar sus genomas, para procesar y lnnsponar las

prolelnas virales denlro de la celula. para ensamblar los nuevos virus y permilir la salida

de la nueva progenie viral. Aslmlsmo. los vlms lnleraclúan con prorelnas celulares pam

allerar el ambiente celular. modlllcando el clloesquelelo y las membranas celulares e

lnadivando los procesos celulares de defensa: de modo Ial de crear un ambienle
. . . a . ..muauuual r r r

eslos procesos celulares vitales para la repllmción viral, se pueda lograr un credo

anliviral (Coyne and Cherry 20] l ).

.. .. . .l - . a n, ..-..¡de
estaTech “' ywmuuiu- r

replicación del DENV.Primeramente, se llevó a cabo la búsqueda de Íaclores celulares

impllcados en la repllcación de DENV haciendo uso de la tecnologia del RNA de
J n 1 u ¿ul u L a.uy“ n m

proteina de capside del DENVcon las organelas celulares Iipid dmplels. cannerizando



Capitulo Si

introducción

tenia muchas limitaciones. las interacciones directas entre las proteinas vrrales y

celulares solo podian ser determinadas por metodos genéticos o bioquímicos. como los

ensayos de doble hibrido y de co-inmunoprecipltación. En el ar'io 200l la tecnologia de

RNA de interferencia fue descripta por primera vel como una tecnica eiectiva para

disminuir ios milan de celulas de mamíferos y asi reducir los niveles proteicos del gen

blanco (Eibashir, iiarhorth et al. 200i). la secuenciación completa de miles de genoma:

la aparición de diversas bibliotecas de siRNA (Small interfen'lu RNA) dirigidas contra

r y“ .
Asi. ia búsqueda de proteinas celulares importantes en la replicación de patógenos

. . 1 . 4- . i n,o r ‘ "' " o

esta forma.‘ " .....ibici. un“; d. ‘ ' ' r' ‘ ia replicación
. .a . u . , i .. , . L. A"... “...... .........pm...

a . y . . i a n. nrl'nrinin elesiudin de

todos los genes celulares que promueven o inhiben la infección viral. Además. tiene un

......“ r , mmm. ‘ ' ...,

Resultados

.. . . . a .

Con el fin de reaiinr un scmn ¡enéiico de RNAi.se realizó ia puesta a punta del virus

nu n (Capuula .\ . A A

las bibliotecas de siRNAestán dirigidas contra RNAshumanos, Íue necesario evaluar la

r 4' Drlhidn 1 ql"

¡"funny ""HJ ' ' , ü '

Se reaiiuron infecciones en las lineas celulares humanas A549. 293T y ileLa. las dos

primeras mostraron una buena sensibilidad de lectura de la actividad Iuciierasa en un

Íormato de 24 pocillos, mientras que en celulas IleLa se observó una baja actividad
85
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luciiemsa (resultado no mostrado). Luego,se realizó un ensayo en un iommo de 96

podlios Se iniedaron células 293T y A549. Además, también se infecurnn células BHK.

las cuales fueron '"' 4 ' yn que zi y. " "' mostrada alta

sensibilidad con estas células en tste Íonnatn. En células 293T y A549 se observaron

nivcies de actividad ludferasa altos (Figura 30A): sin embargo. se decidió connnuar

trabajando mn estas últimas. porque mostraron una maior adherencia en cultivo y un
crecimiento más uniionne.

"Oli!" 9mm “ " " ‘ A _ ' ¿“cam smc 293TyA549
Wmunimlode96podnunlnkmmnmdnmmDV-il(l)Cfluh1A549rr«ldn un

Stnldiól

n A l u un.) AA u n l A- ; un

podlios. L " ‘ ' "‘"“ ‘ ‘ A ‘ " 4‘ ‘ Iudferasadesde las 8

r . . si Mm“. . .. . . . L A4
mmm?" I 4 u J I J J I - - (“una”),
,. . l . A . . . J A. J ...... n .

m. ' 2..l "muy; . . . , .. -. ,n , .
Adonde - --- U I '

de ia inlerferencia (siNT). Asi. dlulas mmiemdas con los sikbur. o siNT fueron.. A A... A... ¿ .1 Anne; . “.44;
la actividad Iudierasa en aquellas células Innsi‘enadas con los slILLucrespeno de las

una“ "¡nn-nl Mmm l u M a r A- A - J AA - - - J

(Figura 39A). Bros resultados mnflnnamn que el mDV-Rtiene sensibilidad sufldemc

para ser utiiiurlo en un lor-matode 3M podllos. que ei siiLLuces un tontrol positivon.
adecuado para realizarel “mn. , q... '
interferencia.
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Seguldamenle. se realilb la puesta a punto de la cantidad de celulas por pocullo.Células

A549 Íueron lransfedadas ton los siRNAscontrol y luego infmadas con el mDV-R.la

"mi." ¡“Rumi d; ‘ ‘dm‘.w.“ "' ' y aiNT.se enrnnlrú

en aquellos podllos con ¡500 células (Figura 39H). por lo que se ullllzó esta (nulidad de

células en los experimentos posteriores.

A B

¡nu¡m
ima ““" a: =. üM

, ' l. d ' vá?“ g n: una!¡unEuímvwnEtlÁ¡mtg: ¡m
fila-nin: u w... un m ‘ nao mDfel.“

a ponloúrl mu de ¡tuu en un loq-¡mlndr ¡nn uuu (Hub! A509("nda¡hur- 39. hat-ua en un
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Screen prlrnarlo
A través de la puesta a punto. el ensayo de lnlerferenda fue mlniaruriudo para ser

1 3M WH“ . . . . .m A r

sulla: y sI.NT.Se estableció un protocolo en el cual ¡500 células A549 por podllo fueron
. . .. l . . . .... . . A .

r r ,.

Para la realización del screen se estableció una colaboración con el GenomfcInstitute of

Novartis Reserrh Foundan'un (GNF).ya que este Insmuto cuema con las bibliotecas de

l l

a 4 '“ " _, “ H mm ‘ J bibliotecasde sIRNAs

dirigidas tonlra los mRNAsde todas las qulmsas codificada por el genoma humano¿vu ;....LÍnulnnm2\ '
n 1 ¿.4 ¿Lil n - 1 1 . .

de senallucibn celular. por lo que en speane que el virus las ullllce durnnle la

replicación. Además, muthas vías de señalludón de qulnasas han sldo prolundamenle

estudiadas, por lo que es relallvamenle sencillo conlar con herramientas gent-ticas e
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en cada pocillo de las plans de 394 podllos. Los ronlroles (siRLuc y siNT] fueron
L ; . ,4 ‘ " ‘ che ¡um J ' r

en la renllun’ón del saven, fueron realludos usando la automatización robóu'ca

disponible en GNF.De esla forma se aseguró la robuslez y rcproduribilidad de los dales

oblemdos. Los resullados de cada blblloleca de isNAs fueron analiudos usando un

programa dlseñndo específicamente por GNF.pan asegurar el control de calidad de los

1 r

. o a . .. v. a . a L a .htmmap:

' ' ‘ ' ' " ‘ ‘ ‘ "“” ‘ ‘ la ylam da 334 podllos. Luego.se

ealtuló el ¡"annalu d. ' ‘ ‘ ‘ " ' r '" , se normalimmn

los dinos de cada pocillo por la media de cada placa La valldación inlerna del xrrren fue

evaluada observando la aulvldad lutlferasa ohlenlda en celulas tratadas con los suR.l,uc
.1 J L u .

' "’ ' ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ dv.-¡a "mila. nuenlras que

los controles negativos se encontraron en un rango de un desvía eslándar de la media.
. a A a .l l J ' ' "¡mln-10). Además. los

Los resultados obtenldos ton las blbllom-as de IDT e lnvilrogen. luemn combinados y

fillrados por ciloloxicidad. De esta fomla. se obluviemn las quinasns celulares pulalivas
l a n n...

l, “un.
.- v 4 .- u. n u v La“ IL a ummm” .n. o u.

replicadón del DENVde mas de un 05%. con por lo menos dos isNAs dlsllnlos. Así,se
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ScreenSecundario

Para la validación de los resultados del screen se tomaron ¡6 candidatos de los

seleccionados en el screen primario (Figura 41). Como criterios de selección se (uva en

cuenta la cantidad de siRNAsqua habian momdo inhibldón en el screen primario y el
. L A"un

la validación se realizó en un formato de 96 poclilos. y se utilizaron 2 siRNAs de

lnvirrogen y de l a 3 siRNAs de lDT. Se empleamn las lineas celulares A549. HepGZy

Helz. Además, se evaluó nuevamente la citoloxdcidad de los isNAs, urilizándose el kit

comercial Cell Tiler Gio. De este xmn secundario. solo se seleccionaron aquellos

candidatos que mosmron inhibición con las ms lineas celulares (esreadas. con por lo

I
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u uhh ¡Mila el w de ¡nhthón de la
de LI¡nlcmnmu de ln quin-uuu

"hindu. Elmu") (ue «¿lindo por "¡pik-adoal lu lines «¡unn-s A549."maz y lchI un valen-1

"¡Ir-n
MMM lamenta mcdhhcn tank: Inland" mn el mnv IL

m . l . . y UL. l . A J r. J ... .... .n;lsc°hsew6

una disminución del lllulo viral con lodos los isNAs u-sloados la mayor lnhlblclón se

logró luego de la lmerferenda de las qulnasas EPHBZ.CDC42IIPAy MAMKS. con una

disminución en el mula viral de más de ¡000 van-s
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Inn rn (Hub: BIIK

Se decidió seguir estudiando con mayor profundidad a mas últimas quinnsas. cuya

disminución luvo credos más imponanu-s en la produtdón de parlirulas virales Pan

esio. se analizó por PCRen liempo real la disminución dc los niveles de mRNAsde eslas
. . u u r n un” .m .

‘.

de cnlre un se y uu 5‘9“ ‘ ‘ ‘ ‘ ' ""

¡n 1. . n ; .;

ban-mmm)

.aaaaáii oaaaaáifi .aaasáii
emma) Ewmñ)

(no ¡fl WA Ill IM KVm ¡nu m
Piura M. Cuanllfluflón fit los niveles de ¡os ¡MINA!lun-p de h inicien-nda por :iRNAI. Se ¡HIM IJ
«unlle del HIRNAdr (Hubs A549¡|1le pm ln quinua! EPIIBZ.CDCJZPIMy IMHKS

Im¡amm4. "pm ión
nNAdt-igrn

de laheuamru

lrnplicancla de las quinasas EPHBZ.CDC4ZBPAy MAINKSen las distintas
etapas del ciclo dc replicación del virus

.. u. . r m... . i 1 . r J . - . . . “nba”

EPHBZ. CDC42IJPA y MAP-yk: y un. ‘ ‘ ' f "A A I - r IA
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las 8 hpi. periodo de liempo que rencia la Inducción del RNAviral. se observó una

4. ¿A A . - "A;ch resultado

en la Inducción del RNA.Para determinar esto. se evilb el paso de enlrada del virus

lransfedando diredamenle el RNA del mDV-Ren las células Al medir la nnividnd

luciiemsa luego de B hpl no se observaron diferencias respedo el cunlrol (Figura 45A).

r - I l l J - A a I 1I1n-Álul1 ppm m.oc 1 ‘

en la Inducción del RNAviral.

Para delenninar si las quinaus eslaban implicadas en la replicación del RNAviral. se

midió la anividad luciiemsa en células lransfecudas con RNAmDV-R a las Z4 hpl. de

foma lal de sanear el ¡uso de enlnda del vims. y medir sólo la adividad que rel'leia la

replicación viral. Se observó una disminución de la actividad para las quinnsas EPliBZ y

MAP.“ r mv u.“ J . > . . . A..¡ ;v. J;..
Estos resultados en su coniumo. demuestran que las quinasas EPlllIZ y MAPGKSrslán

implicadas en la entrada y la replicación del RNA viral. Por olro lado. la prou-inn

rnuznnn H 4 ' r " " ' ’ '
célula.

A BTvmumun) amo-mana)
w no ¡JI-¡unan Dimt 'ue
UN

¡m l.no
3m 3"

.9 u

g ° an ¡o
o e

n..-u
Célula A549lnlrrlrndn ¡ur

(A) Mr‘ A A '
. (a) H . .

la ink«¡0n o Innlfflflón
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CDC4ZBPA/MRCK

' 1 ' ' ' ‘ ‘ ""““". Esta última. pertenece a la

Familia de las GTPasas de Rho, Junto con las pmleinas Rat y Rho, las cuales esdn

involucradas en la movilidad y proliferación celular y la apoplosls. Además, están

implicadas en la formación y en la dinámica del dloesquelelo de anina y la red de

microlúbulos (Rienlo and Ridley2003).

lnleresanlemenle. ha sido propuesto que algunos vims modifican el citoesqueleto deJ....L si .n):.... si.
n n Dnhm-rnal 7mm " L u dadoy. ¡y.1 t l 4;.J ¡un

Basados en eslo, se buscaron nuevamente entre las quinasas candidatas del screen

’_. _. 1.. . A . J...;..,.4.¿. _i
" ' j ' ‘ " tuu).

MVLKZ/ MLCK (Myosin light chain kinase 2) y ROCK l (Mio-associated. miled-coii

remaining protein kinase l). Muy sugesdvnrnenle. ¡anto las quinasas ROCK l.

CDC4ZBPA/MRCKy MLCKÍosiorllan a la proteina MLC(myosin liglh chain). la cual a su

J ' " amm").

®—@/a«5
\v . IE./

Flan llnplkalal m s
nocqu-zunnummuwy Ruandademlvnlouldlldkyzool),

uy 1 J nflflnn' mm ' r nnrxlypan num
siendo estos los compuestos Y-27632 y MLJ respectivamenle. Se evaluó la actividad

annvinl de estos compuestos udliundo el virus reponero mDV-R El inhibidor de la

quinasa ROCK.Y-27632. no disminuyó la actividad Iudierasa en nuestro ensayo en
93
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u A ' r I . . ‘1‘\ lll‘llit‘n 1

que 1.1disminución de los niveles de mRNA de em quinasa redujo L1replicación viml,
. . . . i .. . L i v . . - — .n"un..." o ,.
Además. la lnnslección de células con isNAs dirigidos mmm ROCK.disminuyó

dráslicamenle los niveles de Inprolean (Figura 478).

129 15 S 10 N 0 D
v-znnuu)

07. Elmo del (om A) '
l GeV-276]2lndkml e mmm m d WN! mDV-RSe "¿lila LImedmon de h

¡“mdd liKilenu a la! 40 hn Wil'lnlflm (B) WBcon ¡mmm-n ¿nn ROCKl «¿nudo a par." de
ennflm ¡k (Hum A549"Judit con¡“INM«1|le mln ROCKI

of .

AIullllmr el compueslo ML-7.inhibidor de la MLCK.se observó una inhibición de más de

5 veces en la ndivudnd lucifemsa respmo al conlrol, en condiciones no (fincas para la
. . . . .. 17 v vtcélula(Figura“’“ l' ' ".. "“ ‘ hn...

. . . . . . .. . . .. L1 . (¿Ilumïsaï

Estos resullados en su conjunto sugieren que la contracción celular y la formación de
n. 4 . . . . . , >

u:

A B

WHO“!+uvw.
m7 ._.¡ol la.. 7 . 7_* .\' lo’.
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EPHBZ

la quinasa thBZ penenece a la familia Eph de lirosina quinasas receptoras. B una

quinasa de membrana que se aniva por ligandos unidos a membrana llamados eplrinas.
I.- Ln l I‘ ' I l ll I inirimr t unLa unión del Iigando epirina n

A J - A ' thm

esta involucrada en cambios de la malriz celular, en la adhesión celula-celula, en la

organización de aloesquelelo y en la adivadón de la via de MAPK(Pasquale 2005).Adnmá<L“'r1'4“‘-‘““r“’ H1" JJ
tlalrina (lrie. Okuno el al. 2005). ' " ‘ ' ' ‘ ‘¡nun -l ;.¡
lia sido reponado que el dominio tilosóllto de las quinasas EphB Inlcracciona con

cuya disminunón aÍenó negaiivamenle la replicación del virus. se observó un

enriquedmienlo significativo (p-0.03) de quinasas con dominio Sr: (Figura 49). Eslo

sugiere que la qumasas miembros de la familia Ephl! podrian aduar en la replicación de

vurus.1traves delas qulnms con dominio Sre.

coso. x . ..minoW' WLaW"I W
I-C mas“vuno- Wu

M... "unami

"¡un 49. ..., A4
Announvn ToolDAVID¡»inhumano fino-¡rin 6 7

MAP4K5/GCKR/KHS

. 1 .

,' A4,.ij “Punt,q“ un..." l . J . . t
J ' l r ' ' ' "H", ' ¡999)u. u {cum

la via de INK. es aclivada en respuesia a filimulos de eslrl-s celular. como radiación
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. . . . l . , ¡“mk . . . . .

de apoptosis y de respuesta inflamatoria.

Con el fin de validar mediante otra metodologia la Importancia (le MAPsz en la

replicación de virus. se silencló la expresión de MAHKS utiliundo un shRNA (shim

hurpin RNA) dirigido contra MAPdKS,clonado en el vector pSlREN-RetroQ. Como RNA

. "nal- "‘ ‘ “'"‘ "' 'v" 'v ‘ :..:\..::....... '. "' ",.clonadoenel
mismovector. " ' “' " , ' " ' "

estables A5495hGCKR y A549shLuc. Al analizar los niveles de MMHKS/GCKRen estas

lineas celulares. se determinó una disminución casi total de estos en las celulas

transfectadm con la construcción shGCKR (Figura 50A). Se infectaron estas lineas
. . . u . L a 1 .. - .r 1mas mi. y wl, , Lulu.“ u ,

cuantificar la carga viraL Se observó una disminución de más de ¡00 veces en el titulo

viral (Figura 508).

Gm Cult-thll.

FUI"! 50. lmpliuncu ¡le la quinua “LINKS/CCI"! en la ¡“moción del DENV.(A) WBde MM’IKS/KKR
“"4"- ,_ 4m n ron los lhIlNL 13K

M. . nm v GCKRy I...
w1‘(Mono l) un mbtcmdanlrs timon mamar 48 ns luqo de la Inlttnón y lituhdm en reluhr BIIK
(C) Célula A549 lnnllflud-n ron kn put-mido! ¡{RJ-(¡CK! WT.¡IClU-GCKR-Tlm y pCIÚ (nda) lucmn
Inlccudar conelhml DENVWTDIOIIÜ|| n‘
y titulador en «lui-u

Con el fin de determinar si la activación de la via de MAHKS/GCKR tenia un electo

positivo en la replicación de vinis. se generaron lineas estables con el plásmido pCR3

GCKR,el cual sobreexpn-sa la versión WTde la quinasa. Además, se obtuvieron las lineas
- .11) r t aestables con una " ' ' ".5..."

(GCKR-TI7BA).Se infectaron estas nuevas lineas celulares con el virus DENVWT y sejAnLte nl a.“ ...-.;
aquellas celulas transfectadas con la construcción GCKRWT (Figura SOC). En aquellas
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ln producción de partículas inn-divas dc más de l00 von-s

Fjlos resultados confirman la Imporunria de MANKS tn I.1replicación viral. además

muestran que ln salvación de la vln mediante la sobre-expresan de MAHKS licnc un

n L.. “uuu.- . . , ; ;¿ . . . .
. . . . . 1 mn... .. . 1 .

l" I I-LL; 1.... .« -... L . .
"uuu.qu m ,

dclmDV-R hJSlJ lovrrm ‘ L ‘ ‘ ' ' ‘ ' ' ' ‘ r '

(Figura SM). Además. sr observó una inhibición snnulnr en LIprodumo'n de panículns

virales en células Inumlns o mímadns con el vims WT (Flgura SIB). Esm rcsulmdo

mucslrn quv LI (|IIIII.ISJlNK lleno un (‘Ífllo sobre l.1 pmdumón wm]. confirmando ln

mlphmnnn dc rsu via en ln replicación del virus. Además. cl ('ÍKlD ¡nhlblmno del

.. ' ""M'“ ' ., n ¡W‘L' " la produmún vumlpenurhnndo

la v1.1de MAP-lKS/INK.
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2). u .III ;¡¿ ¡ n .41 nr

Introducción

Recientemente en nuestro laboratorio se determinó que la proteina de cápside (C) tlel

Jun“... . r_.._...u. .v»,,r.
(LDs). A traves de ensayos de mutagenesis usando clone-s infecciosos de dengue. se

determmó que los aminoácidos hidroióbicos LSOy LS4 de la proteina C son esenciales

' " ' ' ‘ " ‘ r .Ademas. se observó que

la ¡niecaón dei DENVaumentó el número de LDspor célula. sugiriendo que puede existir

un vine-qu entre el metabolismo de los LDsy la reputación viral (Samsa. Mondolte et nl.

2009). r... t... ‘ , n A ' :..‘....s.:,.. a' n A :......:;...t.:...
. ... . . .. . A; . . . .url unnvsi , .. wm... t. , r
LD;

Los LDs son organelas citoplasmatiras cuya función principal es el almacenamiento de

lípidos; Están compuestos en su interior por lípidos neutros. como los tnatilgiiceroles

(TAG)y esteros de estero], los cuales están rodeados por una monocapa de losiolipidos

cum“... yu. -' num m 1| 7nn7|

.- ; . - ¡“nu m a n “NLM,” in. A > I a

en el metabolismo de lípidos. trAIlro intracelular. vias de señales. metabolismo del RNAy

l u . (n. u . Tan“), n 1| 7m...“ . . a "k

pueden variar por las condiciones metabólicas de la celula y dentro de distintos tipos

teluiares

n 1 . A n .n i . v l. . .o- r j u.............t.. __

familia PAT' I n m A; 4 I ' i Jr .

LD: El término PAT ' L r s I ..

mx. ' \ ', , J'" ' ‘ ' ' TiP47
(taihinteracting protein oi’47 KDa).

" ' ams): - e. i. .n
actuando como ban'era e impidiendo que las "pasas msn-sen al interior de los LDs,

proteinas perilipina y "Si. (honnonosensitive Iipase) son Íostonladas por aceión de L1

98



Capitulo 3

PKA (protein kinase A) facilitando de esta manera la Iipólisis De hecho. adipocitos

(Blcltei,Tanseyet al. 2009). " " r ‘ 1 r "‘,‘ ' "" q... m. u

' v r ' 1 ‘ “1 “ r .(Xu,Szt.1lryd

et al. 2005). Por ln I1nIn ‘ ' ' '

En contraste con perilipina, ADRPes expresada de manera ubicua en muchos tejidos

(Brasaemie. Barber et al. n97; lleld, Mollet aL 1998; Xu. Sztalryd et al. 2005). ADRP,al

Igual que perilipina. actúa limitando la interacción de llpasas cltosólicas con los lípidos

dellpldos.‘ L ‘4 A "‘"M u 4 A ' ' ' A

LDs y un incremento cn la cantidad de TAG (lmamura. lnoguclti el al. 2002). Fue

demostrado que ADRPreduce la hidrólisis de TAGevitando la localiuciún en LDsde la

llpasa ATGL(adipose triglycerlde llpase) (Listenberger. Osterlneyer-Fay et al. 2007).

Además. la perdida de [tinción de ADRP ha sido asociada con una dlsminuclón en el¡la
la oxidación beta de los ácidos grasos (Bickel, Tansey et al. 2009). Debido a estas

observaciones ha sido propuesto que ADRPtiene un ml en la formación de los LDs. De

¡un! t. , J ' L’El’ld "¡nun

todas maneras, los electos de la falta de ADR? reportados resultan muchas veces

contradictorios, probablemente debido a que el rol de ADRPdepende del tipo celular

estudiado.

la proteinaTIPI7 ' c‘ i r ' , , M" " ' '

y r ::,;.:v.

(Wollns. Rubin et al. 2001).

Recientemente, se publico que componentes de sistema de transporte de vesiculas COPI

' fi, ’ ‘ ‘ "' 'V'alERestanmom" ' ,' ":s " ,
involucrados en el transporte de proteinas a los LDs.y en su funcionamiento. (Beller.

Sztalryd et al. 2008: Soni. Mardones et al. 2009). las vesículas de COPi consisten en un
e . a . u; ..-.-..-. “a tu; .
.uywuwv a. ,. .. v r u

actividad de la proteina de unión a GDP/GTP.AltFl (ADP-ribosylatlon factor i). A su vez.

el estado de unión a GDP/GTP es regulado por la GEF (guanine-nucleotide exchange
I'1rtnrlrh- An: L l ' ' ' ' '

.. u u a. . AA .. .w. ,

Szlalrydet al. 2008).Además, ' ' “ “ ‘ "‘"" "‘ ‘ ‘ dtptluitulu:
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de COPI.pero no asi la localización de TIP47 (Snnl. Mardunrs el al. 2009). ReÍuer-un la

hipótesis de un rol de COPI ' ‘ " ‘ ' "‘ ' " " ‘

de la maquinaria de COPi han sido hayados en íracdones purificadas de LDs.Además.

AD.“' ' “'l.,' '

¡vlllyvll\lll\_v

resulta en la

4 'l A ' ' ' Almehlolnl 7nn4i

r L . L r l . . .. . l . ha

sido propuesro que COPI puede mediar el rransporre de prorelnas desde los silios de

salida del ER. ERES(ERun} "1")" dude ' ' “ " ' Eli-Galgi.

\ nu un... , ¡.nuu.

se encuenan cercanos a los LDs.revelando la posibilidad que el tráfico de COPIpueda

‘ J Hardnnn DIal 70M)

.- ¿l . y . r A J . . a, .0

- J ' ' ' ' Adenda - ' . ' A

' " ‘ ' ' ‘ r ’ ' ‘ Targell-Adarns

nal 70m) I ' * r J l ' ' l ' ' dd”,

LDs,positionándose l-slosalrededor ‘ ' ' ' ‘ ' " 4‘ " ‘ ' ' "

... "mua, I- A A r - I - A r- a Anno por ¡a

prolean rare ' ll'k " ‘ L ' ‘ ‘ ‘ ' r ' ¡m .. muii“... ¡a di>|ñbutióll

de los LDs parece ser importante para la producción viral. ya que si se aller.) la red de

' ' l ' ' Dnught n JI 2mmmltmlúbnln< ‘ ‘

Resultados

Con el fin de esrablecer si la localiradón de la pmrelna C en los LDs renia algún elena

sab" Blosstn‘nufila «ir t L r I J - - n- n

esrudio se localizó en la proteina ADRP.debido a que esta es expresada en una gran

1.. u "0"" 2' .Mn;l mm:
a LDs[Woiins, Brasaemle d al. 2006).

v 1 4 ¡nl-uu, . . > . A c yu)": ¡"v6

de ensayos de IF y WB. Como era de esperar. se observó un aumenlo de C en LDs en

- u . a . . a un...“ Los.
1 J . . -. l .. _ ¡n a iusuivun

¡oo
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dr d ' V' nh-n l 1:: “('un
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Debido a que los niveles de ADRPdisminuyen durante la infección viral, se analizó el

erecto de la replicación viral en ausencia de ADRP.Para esto, se realiuron experimentos

de pérdida de función empleando siRNILsdirigidos contra ADRP. Células A549 y llepGZ

fueron tratadas con siliN/is dirigidos contra ADRP y luego infectadas con DENV. Los

sobrenadanles de estas infecciones fut-mn titulados para evaluar la cantidad de PFU

producidas (Figura 53A), En ambos tipos celulares la disminución de ADRP produin un

aumento de "" ' “ ‘ ,

A .n... -( mm nm I un“ “4 “ resultaronser
Mieloma-c ‘ .2 i. ' ‘ ‘ ‘

de WB (Figura 538).

A B

au- Asn en. ¡una

‘ ¡ io']

S 10’: ï‘i é W";los.I i
vol- m j '1 1°. m ‘una una

MH SIElmochDRr “‘ “ ' 'lDlll’
e ¡Mm (on DENV(Mol-o i) lol ¡abundantes de 40hapan-Intermónlucronmundos rn diu Blix
lalvaiom unlamcdu mmm.)ka mlosindepmdicnlu(I)Wl¡dei.lpnxe4na
Imnrapm"a: (Hubsmm mnimum «¡mas min ADR?(momo nomm (¡ns-n.

Debidoa que ADR?L " r ‘ r ' ‘ ‘ L3.“ ... "¡nud

en su formación (Chang, Li et al. 2006; Beller. Sztalryd et al. 2000). y que los LDs son

necesarios para la replicación del DENV(Samsa. Mondoite el al. 2009); el aumenlo de la
. . . l . A. . A; .' ' ‘ Para estudiarlos procesos‘Y r

asociados a la replicación viral analizamos la cantidad de LDsen células infectadas con
.. "mn pznmn u

contra ADRPy rnnlrnl ' ' ‘ ' ’ “Al Lacantidad de

ml, i. . L .- . a . L m rMuL1<
mmm“ , i . a 1..“ . “¿ar .

.. . . Pornmhdfl u . . . l a . mm, u,A .. al.“ . .¿. .a;..n,... si; ..
deADRl‘ ' ' “ 1 LDs J " Anne
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En "abalos prevuos se observó que la llFA afecta la replicación del WNV en células ¡le

mamífero (Sreenivasan, Ng el al. 1993). Con el obielivo de determinar si la llFA posee

algún eleclo sobre la replicación del DENV,células A549 inÍecladas se Iralaron con

nlularon. Inleresanlenlenle. la BFA luvo un electo drislico en la prmlurclón (le las
. y . —. .- -\J a . 1 . .

II‘jI - 1 Jl'l'll . - ml.
\.\u|\.| "um mumuua. ‘

mDV-Rdescrlplo en el Capilqu l de esla Tesis, el cual permile diferenciar las etapas ¡le

¡”dumóny . . . m... A . .n “¡nm
" " ' ' ‘ ""h ‘ ‘ ‘ "un "ul. \ .1 . u.1

la lraducclón y en la replicación viral (Figura 568). ESIos resullados sugieren que la Ill-'A

esiarla armando en una eiapa posterior a la replicación del RNA. ya que alma

A B

miooo-um mDVR
lo. - —A"

¡los .7 7 .dio‘i- _r . . r'e"
l ¡ZIP-l

¡oil 7 .

lol“.
0 025 05 l

WA”!!!

¡1- u. - ' ¡mn n,“

. y . I

LI¿«n-¡dad limitan.) z Lu 6 y 24h; pou-¡níruvon

la proteína de cápslde es transportada a los Ilpld dropleLea través de la vla
GBFl-ARFl-COPI

de los LDs por una vía sensuble a BFA. Este lnhlbidor. aclúa eslabillundo un compleio

abomvo enlre las prulelnas ARFI y GBl-‘l.Por eslo se analizó sudominames negamos de

ARFI y GBFI recapuulaban el efedo de la deslocaliuclón de C en LD: producido por el

lralamnenlo con BFA.Células A549 lueron transfefladas con un dominante negalivo de

GBFl (GBFl-FJ‘NK) y su versión WT (GBFl-WT); ambos lusmnados a GFI’.Se observó
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Capilulo J

Dlscuslón

En este tapitulo, se utiliuron herramientas genéticas para la Identificación de nuevas

pmtcínas de la célula huésped lnvolucradas en la reputación del DENV. Se realizó un

Screen genético medlnnte RNAde lnterferencla
Se desarrolló un ensayo de gran escala para la búsqueda de proteinas telulares

mu... .- u. 1 4-4

a“ y. y nun - a n

en elCapitulo l de esta Tesis "' , ' ' ‘ ¡“hindu tu

placndoauwum. . . l L.) . n si . y r (ya
para este tipo de experimentos

.11 . . . . r Az r

gnnpcrfl: -' I - A - - A. - -.a

contra todas las quinasas del genoma humano (quinoma). Las quinasas que mostraron

una Illayul ' ' "

otras lineas telulares y el DENVWT. En estos experimentos se observó una inhibición

mayora r 1 r v

. 5 "'). Demanera relevante. la interferencia

de estas quinasas no afectó la viabilidad de las células, y se demostró su eficiencia

r v I'

1 a u“¡u-u. ,
Mediante el uso del virus reportero, se logró determinar que la qulnasa EphBZ es

- . . .1 a. - 4

involucrada en la regulación de la endodtosis mediada por clatrina (lrie. Okunu et al.
, . . . . V A2 . Ju u... s.r r

las maneras por las cual el DENVIngresa a la celula (van der Schaar. Rusl el al. 2000).

Mediante un análisis bloinfarmático. se encontró un enriquecimiento significativo de

quinasas con dommio Sr: en el grupo de las qulnasas que mostraron inhibición de la
. 1 a . . a l- . . . u A .y r .7 r

a t . . A . ¿ . s . .- L.. . u L. .
r u v r r lr." r r '-'"

._t . . .i .- u . u a L u. 1 . ¿w"- r r r _. u u... u.
l tu . . 1 . o . .- . J u



Capítulo:

n...“ A - L . y L . A L .LL L
.. L r

. .. .1 J ..... .. L . . . . L, L

de la familia Src Íue reportada como un fannr requerido para la replicación de WNV

(Hirsch. Medigeshiet a|.2005). anahlemnnln ' ' ‘ ‘

que a miembros de esta familia estarían involucrados en le reputación dei DENV.

. . . . . . .. hr

La quinasa CDGZBPA/MRCK. involutrada en la formación de ilers de estres y ia

contrmibilldad celular. mostró estar implicada en el proceso de entrada de la partícula

"¡ninia rtluh v ' ' la misma

via entre las candidalas del screen primario. El uso del compuesto ML-7.inhibidor de laa . . --¿¿
‘ r , i00 veces en la

producción de partitulas virales (Figura 4B). Bte resultado confirma ia Importancia de
. L _. vesta viacelularcnh ,“ “ ‘ DENV.E *

._ ,I L l 4 u - u 1n.“- “Il. muu

por medio del inhibidor Citocalasina D disminuyó drásllramente ia producción de

particulas virales (ZamudioMna. Castilloúivam et al. 2009). Además.se describió que

1 " l ‘ ‘ ‘ u

Castilloúlvarez ct al. 2009; Wann "una Mal 7mm - n - - . J .

misma via mostró una importante inhibición de la repiiración viral en el saven. Sin

M‘nhzmn ' ‘ ' ‘ ‘l ‘ v.77fi'l7 'o 1 v
. v nu n u ¿l r r

a4 L . m . . .... un"...
ROCK I. Durante la interferencia con los siRNAs los niveles proteico: de ROCK I

m . - . J I r r . . . “¿a

tiene un electo sobre la actividad eataiitlca de la quinasa. Sin embargo, resultados
d . L 4

gh" "uh" 1 L | r ¿ u a r- : n a u u ¿“num

Alvarez et al. 2009).

I: qnlnnu I, tual .L mu ‘ 4 ‘ la v1: SAPK/INK.demostró

tener un mi mu, ' r ' “ “ " ' mm" r A " ' 'l A

másde'“""" ' , 1 4‘ ‘ , 1'"
"' " “‘ "' (m, "). Siun d. “‘"‘ ‘ iosnivelesde esla

nulnau I l I t l l r J ' I I LVL.It
. L . J . J d uu..."

. pudo ser recapnuiada

mediante la sobreexpresión de una forma dominante negativo de la quinasa. Este
108
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. 1 a u - Aa A -' I " 'L J ' .Además lar r r '

L - u A I A l L r " ‘ ' ‘ ""deMAP4KS,|uvo
. . L . .. a . . . a . - .

ciclo de replicación viral (Figura 50).

El empleo del inhibidor SP600lZS. el cual liene como blanco a la proieína INK.luvo un

electo negam'o sobre la replicación viral de baila lO veces [Figura Sl). Eslc resullado

abre la ponhilidad Íulur.‘ del empleo de inhibidores de esta via como lerapia anliviral.

Además. se ha reporlailo que la infección por DENVinduce la aclivación (le las MAPKs

ERK.p36 y INK.enconlrandose que la anivadón de INKes esennal para la replicación

viral (Ceballos-Olvera. Chavez-Salinas el al. 2010).

Recienlemenle se publicó un screen de RNAde interferencia, con el fin de encontrar
. . . . .v . . . . ¿ n .., l . J

Dmsophila menlanogasler, las cuales fueron infedadas con virus adaptados a crecer en

eslelipo de celulas. ' J - a L . M

" L ' "" " ' " “ (anima. Barrowselalr 2009). Bla
A. a r . r ... J. . .. .

1 .7 .

u ' A ' A ¡“‘m“ ' ‘ " un screen de RNAi

dirigido conlra lodo el genoma humano. ulillundo a WNVcomo modelo, sugiere que

‘ ""“'. sóloen 36 96

e l . n .u A. nn... Adm“ 4 1;“ u r. mm.

51'09), ’ r r v v ¡u v L N8 M

al ,Mm .- r l L l. u. u I .. . ynues‘m1

screen primario fue realizado en células A549. De acuerdo a los resultados ohienidos en

nueslro screen secundario. exisien diferencias cuando se emplean distintas lineas
u

celulares " "' r uuu: muy“. aponan
1 . .i L I 1 AI l o¡Iululunu

. A V i . ¿l l . u - 1 l l 1uyv uu. l, i

u .4 a n n a ¡u u n u a .r r r
.- . a ¿ . . . l l v I ' mhnhs

proleinas celulares de los LDs. Los resullados ohlenidos sugieren que la pmleina C se

dirige a los LDs ulillundo la vía GBFl-ARFl-COPI,descrlpla recienlemenle como la via
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por la cual la lipasa ATGI.y la proteina ADRP son llevadas a LDs (Som. Mardones et al.

20m) .. e l 1 . . .. I. . .

los LDs a medida ue la proteina C se acumula en estos (Figura 52). Es posible que laa-i 1a n
1 :.. y.v...'....

C es transportada por la misma via a LDs. compitiendo ambas proteinas por

transportadores de esta ruta El hecho de que las proteinas ARFl y COPI hayan sido

identificadas como proteinas asociadas a LDs a través de análisis proteómicos (BarlL

Zehmer pt al 7007)

Se ha demostrado a traves de experimentos de co-inmunoprecipitación que ADRP

interacciona con la forma de ARFI unida a GTP.Además. esta interacción fue suprimida

mediante el agregado de BFA(Nakamura. Altashi et al. 2004). Nuestras observaciones

mucstnnque ' .7 _,_" J “M ' ,' 4 ' ‘ ‘ n ' ‘

ARFl y GBFl ‘ ' , .Además, el empleo

de BFA tuvo un electo drástico sobre la producción de particulas virales (Figura 56).

Siguiendo esta lógica. es posible especular acerca de la existencia de una interacción

“' " """ ‘ A‘4 ¿e i. mph"; d.
entre C y ADRPpor ocupar la superficie delos LDS.se encontró que ADRPresultó ser un

factor negativo para la replicación viral. ya que su ausencia prodqu un aumento de lo

veces en la producción viral (Figura S3). Esta observación es muy importante porque

ABR-¿k ... r a l . u a l l . l a Los (¡mamurl

lnmtrth2I7M7l - I A ‘ ' ‘ ‘ ‘ ‘ “Manhunt,

este electo, visualizándose una disminución significativa en el número de LDs/celula.

.. . s r . . . . u U . ... .u“ _, a... r , "Num".-. .. mu“..- ... .v. w. .........
a un... .- .. L 4 l .s s

. . . . i . a .. esel unnv uy... u.

los compieios de replicación (lleaton, Perera et al. 2010) y que la regulación del

metabolismo de los lípidos es crítica para la replicación del virus (llealon and Randall

2010).

no
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. .1 . 7- u L" .u. . l
r r I

patógenos. Cabe destacar que formas más graves de la enfermedad del dengue se han

asociado con cambios en el perfil Iipidlco. observándose una disminución del colesterol
o L' . ¿ u ¿

t un, ¡a . unn-"unn , w r €uh1nint 1| 7002"r r I

Villar-Centeno, Diaz-Quijano et al. 2000). Además. ha sido descripto que la citoquina MIF

contribuye a ln patogenia. se acumula en los LDs de los leucocitos de estos pacientes

(Asuncao-Miranda, Amaral et al. 2010). Bios resultados refuerlan el concepto de la

importancia de los LDs y el metabolismo de lípidos durante la replicación del DENV.Sin

embargo, serán necesarias nuevas investigaciones para entender mejor la relacion del

u 4.4 “nl.

En resumen, en este capitulo se encontraron nuevas proteinas de la celula huésped

involucradas en las distintas etapas de la replicación del DENV. El VINS reportero

.l. s -.¿.: n- v nn...
dchENv'. u 'r u a z n n r. . . rr e; .- l

imprescindible para generar conocimiento acerca de las estrategias de replicación viral.

Además, este conocimiento puede ser importante para la generación de terapias virales
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Continúa ¡metal

Conclusióngeneral

A“ .. .. J . . A . .

búsqueda de nuevos factores celulares implicados en la replicación de los virus Enlre

olras lecnicas se pueden nombrar al uso de mlcroamzys. scmn genéticos de siRNAsy
I. . . . .. A . A . n . L ........... ... . .pu . , ‘ , , r

de nuevos ¡actores celulares abre la posibilidad de entender prolundamenle las
. - n. .. A . ., .. .......,.. u. r .7

Chanelol.2009)

En el caso particular del DENV.el conocimienlo de su biologia molecular, y de la

. s .. y . . ‘,ooielal.2010).I r

El ohielivo de esta Iesis fue el estudio de las interacciones del virus del dengue con la

L ¡L n n

en el diseño y desarrollo de virus reporteros.
s . .- . n 1

o “i'm n“ .2.” d. “ Asi.en

una primera elapn el es|udio se focali
a . . JI LIIIJIJ L

, , uu

‘ ' _ ' ' expresando

los genes foráneos ESIoposibilitó el seguimienlo de la replicación viral a Iravts de un

l J M Aún-mie a

través de eslos ensayos pudimos disecar las distintas elasz del dclo viral (Capliulo l).

r ' l ‘ ' , ' " ‘ :a bwluaiu

molecular del virus A través de su uso se pudo determinar el mecanismo de acción de

droga aniiviralcs y anualmente está siendo ulilizado en colaboración con otros

“LA; n _i . 4 u .._uau 1 u -¿

un clon inieccioso local. y al aumento de caos de dengue en nueslro pais; decidimos
..

nm ¡unan r v Fun plz-“ph
. .. . 1| . s. a . L r

parlir de un aislamiento clinico local. El mismo fue caraderizado. observándose claras

' ‘ ‘ “4...”... l). Este
l 12
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Concluyón general

nuevo clon infeccioso abre las posibilidades a nuevos estudios con el l‘inde encontrar

‘ ‘ u- estudtó la

rnn ' i....._aAs¡. .4‘. llano" p.145
Asn 67 y Asn |53 son utilitados tanto en celulas de mosquito como de mamífero.

Asimismo. se determinó que la gllcosllaclón en la Asn 67 de E tiene un rol esencial en la

propagación viral en celulas de mamífero. sin afectar el proceso de entrada. traducción y

, .Admk A" A u.....s..,u

de transmomplementación genética. a través del cual se comprobó el ral esencial de la
.. .. .1 A . . . s . . ..

una a. l .
se llevó a cabo un screen de RNAde

¡nm-ranita; "I ' f M l 4 ' " A 1 ‘ ' ' r" ‘

en la replicación del DENV.Se utilizó como lectura del screen la actividad luciierasa del

Awuh A . . e , . . . . .

del DENV.Además. se valldó la relevancia de estas proteinas en la replicación del virus

utiliundo otras metodologías (Capitulo3).

Finalmente, el ensayo de RNA de lnterÍervncla desarrollado permitió estudiar la

interacción de las proteinas residentes en los LDs con la replicación del DENV.Mi, se

identificó a la proteina celular ADRP como un factor negaltvo en la replicación viral.

Además, se obtuvieron resultados que sugieren que la via celular GBFl-ARFl-COPIcs

En resumen, los resultados obtenidos en este traban de tesis aportan nuevas

herramientas y conocimientos fundamentales para comprender la interacción del DENV

con la célula huésped.
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Mater-¿les y metodos

Materiahs y métoms

1) . , A. L . a 4..

Clon infeccioso de Salta

' ‘ ' ‘ ‘ 'r" ' " " (Silizuya.Birrenclai.l992).

Para esto. al pBeIoHacli :1 L ,‘ ‘-‘., ‘ ia digestión

con No! i, y se lo sustituyó por un sitio múltiple de tionado (MG) con los silios de

restricción Miu i. Jph I. Sac l. Eng l. HHH l, Pme I. Nhe l, Xho l y Asc I; para Ínuillar la

inserción direccional del cDNA del Clon Salta El MCSfue generado mediante PCR.y se
A .

a..." Jnllll ¡p
"' ‘ ' L: ¡.¡uiau‘iu de

produno de PCRy facilitar el donado posterior) y los oligos AVG¡MQ/AVG ¡IDO (ver

secuencias en apéndice). El producto de PCR se digiriú con EcaR V y se donó en el

pBeloilacll. Este último fue previamente digerido con Nor i y tratado con la DNA

. unn...“ v v v

mmm“ -- nn-un-n- r «A - :Tñml a 'I
especificaciones del fabricante. EI RNAiue reversamente transcripta con oligos random

(Invilrogen),' ’ v ' '““ ,' " " , " ‘

alta fidelidad Accui'rime" Pix (Invilrogen). Pan las PCR; se utiliuron los siguientes

pares de oiigos especificos: RT-PCR i: AVG273 (Promotor de T'I o 5'UTR)/ AVG llOl

(agrega sitio Sph I); RT- PCR 2: AVG ll02 (agrega el sitio Sph l)/ AVG ¡103 (agrega el

sitio Sac ll): RT-PCR3: AVG"04 (agrega ei sitio Sac lI)/ AVGilZi (sobre Eng l): RT

PCR4: AVG HZZ (sobre sitio Eag l)/ AVG1123 (sobre sitio BstB l); RT-PCRS: AVG llZ4

(sobre sitio 85:3 l)/ AVGllZS (agrega el sitio Pine l); ¡(T-PCR6: AVG¡126 (agrega el

silio Pm: I)/ AVG1127 (sobre el sitio Nhe I); RT-PCR7: AVGllZi! (sobre el snio Nhe l)/

AVG ¡129 (agrega los sitios Xho I y [BC l). Los productos de RT-PCR se purificaron y

rLIl

clunaron en el plásmido pGEM.T.Luego se secuenciamn para verificar que Ia secuencia
. ... . A a . l

r i . .u u l _

H‘Innmm l u - . nun . a . . .. ...

Virusreporteros blclstrónlcos
;.. vo- nun-¡ADA

que Íue cedido por el Centers fo. ' ' ¡mmm-i

el al. ¡997). Este plásmido contiene ei cDNAdel genoma completo de la cepa ¡668] de
¡14



Mamma ymelodot

DENV-Z.Al mismo se le adltionó un silio A]! II, dando origen al plásmido pDZ/lOl/I ll

(Alvarez. Lodeiro el nl. 2005].

Los vims monocislnónicos con los genes de la lurlferasa de Renilla (DV.R) o EGFP se

' ‘ ' ' ‘ ‘ ' ‘ H... .3 5... 3‘ '.. ' " ‘ ."...;':..

M'“ , ‘ ‘ u 'u “"“leVG'OZB/

AVG401 y PCR Z: AVG400/ AVG307. la fusión EMCV-GFPse realizó con los sigulemt-s

oligos: PCR1:AVG 426/AVG 384 y PCR 2: AVGGFI/AVG 301. Los productos de eslas PCRs

se digin'eron con las enzimas Hpa l-A/I ll y se donaron en el pusmido pGEM-J'UTR-Aflll

(Alvarez. Lodeiro el al. 2005). De esla forma se generaron los plásmidos con la fusión

IRES.RenilIa-3'UTR.DENVo lRFSiGFP-J'UTRDENV. Estos plásmidos se dlglnerun con

Seu I-AIIIl y los Íraynenlos de DNAse tlonaron dentro del plásmido pDZ/lCA/I II pan

obtener el cDNAdel DV-Ry del DV.GFP.

Para generar el virus DV-R.N67Q,el plasmldo pDZ.N67Q se dlgirió con Sac l-Sph l y el

Virusreporteros monoclslrónleos
El tDNA del mDV-Rse obluvo panlr del plasmldo pDZ/Iufl ll. con un sllio No: l en el

nucleóudo 244 (pDZ/lCA/lll-Nor l). Para fullllar la Inserción del ¡en de la ludl‘erasa de

Renilla (Rluc) denlro del pDZ/ICAIlll-Noll.se genero un nlásmldo lnlermedlo derivado

del pRL-CMV(Promesa). ' ' ' ‘ ' " : ,

río arriba de la Rluc en el pRL-CMV.y se lnlrodulo el S'UTR complelo seguldo de los

primeros 104 nutleólidos de la secuencia todlflranle del viru; Para eslo se usaron los

ollgonucleólldos AVGlOl/AVG 7. ' " ‘ ‘ ' d aiuu de

la prou-asa de FMDVZArío abah de la Rluc. Íuslonado a la secuencia de la prolean de

cápslde "' ‘ o. FMDWA' ‘ " ' J " . se generó por

""- 1 U; ‘ ' ' wn l-AVG271 I , .“"‘

5|7/AVG-741 ' ":4‘ f ' " ', ' '

en el plásmido pDZ/lufl Il-Norl. Para duna. ' " ‘ y ‘ ‘ '“'

R. se realizó la siguienle PCR de ensamblak: PCR l: AVG ¡63 / AVG654 y PCR Z: AVG

“Clavr no ' ' ' l ' h" h f'I-I

la consuucdón mDV-RSalla se ohluvo a parllr del baanldo pBeloBacDENVZSalla.Se"l" lll'IAunI n- . 1| AI
ludfemsa de Renllla. Se realizó una PCRcon los ollgos AVG“56/ AVG1104. L1 misma se

Jvm‘.un“ ' " "' " '" "‘r‘ ' r“ ‘ r "" "' Renilla2ANat I).

Poslcriormenle se donó la PCRAVG273/ AVG“55 en el plásmldo lnlermedio enlre los

IIS
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l u - ¡u ur...
sitios Sac l/ RHRI ' ‘ r ‘ ' RenIlln ZANot l). Salta. el

u

Para obtener la construction mDV-GFP.se realizó una PCRcon los oligos AVG“7/4 la.

'" ‘ “ ' ‘ ' ""‘ "' ’ " ‘ Ilyse tlono

.7“ .z . ... .- n.“¡_.,¡ . .. z . .r .. .....- n. NLM)“,
digin‘ó con Sar l-Hind lIl y se clonó en el plásmldo pGEM S'RenlllaZA Nm l. Finalmente. el

plásrnido resultante (pal-IM S'GFPJA No: I) se dlgirio con Sac I-Not l y se dond en el

plasmido pDZ/lCAfl II.Nol I.

Pan obtener la ronslrutción mDV-Ff,el plásmldo pGLSlucFu 2A NSI-2A se digirió con

NIndlll-Sarl L"' ,, '., r r“ 1""

Z4l-Sl7/AVG 516-273) cortado con las mismas enzimas de restrirción. El plásmido
.- . . . . .. .. ., .

I r . 

.- .z - u .n .4y w.
Los virus mutantes de N-gllcoslladón se obtuvieron a partir del rlon infecciosa

pDZ/lU/lil. Para facilitar el donado de las mutaciones. se generó el plásmido intermedio

pGemSph l-Nri l. I-Zlmismo incluye el fragmento obtenido por la digestión del plasmlda

pDZ/lütflll con las enzimas Sph I/NII I. La mutación NISJQ enla proteina E se introdujo
u un- umuur un m1 1 nrn l

I
n.....-.

Sph I-llpa l y se donó en pGemSph l-Nsl I usando las mismas enzimas de restricción. El

plásmido resultante se cortó con Sph l-er I. y el fragmento se rlond dentro del plásmido

pDZ/lCA/llhmasu“... ',“ ‘ -“ " "e ' ,
genero por medio de una PCR de ensamblaie con los siguientes oligos. PCR): AVG

¡al/AWH"yPCRZZAVG.n.....-—nn .-.. a m... JFVq .- .’,.-r..'

se clond directamente dentro del pDZ/lCA/l ll. De esta [anna se obtuvo el plismido

pDZ.N67Q. Para obtener el doble mutante N67Q.N153Q, el pGemSph l-Nsl I (con la

mutación NISSQ) se cortó con Sph l-Nd l y el fragmento resultante se dond en el

p02.N67Q para asi generar el pDZ.N67Q.N153Q.

Para obtener el virus mutante de ¡licosilaclón para prM (pDZ.N6‘JQ).se realizó la

siguiente PCR de ensamblaje. PCR l: AVGIOI/ AVG655 y PCR 2: AVG654/ AVG239. La

.1 J u J A .4 ) un) ¡num

. n A u .- L . -). yn 0‘ m. ¡"mmm a

pDZ/lU/I ll, pDZ.N67Q y pDZNlSJQ. listas se usaron para generar los vims SW

' ' ‘ ‘ " ' " 1m|nnáridn<ll5y674 de
116
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Materialesy manden

S'-MAI uu IL

M'I‘GGGGTGMHGCI'I'CCMTI'MCCACACGT--3' y aniiscnlido S'-ATA1'I'ATGCATCI'AGG

IMALLAGI ". Los oligos

senndo y annscnudo codifian para cl péplldo señal de virus de la slomalilis vesicular

(MKCLLYLAFLFIGVNC)y el epiiope im (TFI’SQVAPA),respcciivamenle. las secuencias

amplificadas se conaron con Bs" lI y Nsi i. y se iniroduieron en cl vecior pSFVZ

(Lilieslromand Garolll991).

2) Cultivode células y análisis de la replicación viral

Mediosde cultivo y lineas celulares

Las lineas celulares llull-7 (de hepaloma humano). Vero (de riñón de mono verde

airicano) y BllK (de riñón de hámsier) se cultivaron en medio DMEMsuplemeniado con

' " "" 1096 ' ‘ ' 100¡ig/mide cslreplomicma. las

celulas A549 (de carcinoma alveolar humano) se culiivaron en medio DMEM-Flz

suplemeniado con SFB ¡0%. 100 U/ml de penicilina y l00 ¡ig/ml de eslreplomicina. La

linea celular llepGZ (de carcinoma de higado humano) se creció en MEMsuplemoniado

con 0,03 96 de glulamina. 0.0| 96 de piruvalo de sodio, lo 96 de SFll y 100 U/ml de

penicilina y 100 ¡ig/ml de csircplomicina. Las celulas Rail son células no adherentes

provenienics de la linea D humana las células Rail expresando DGSIGNse generaron

usando venom retrovirales. La células Rail se culiivarnn en medio RPMI ¡640

' 10965"). ' ‘ ' ' ‘ ‘ ‘

"un" “unn” 7m“ . A.. "’m A. 1|
mosquito Arde: albapiclux.se mantuvieron en mui: a 20 "C en medio Leibovitz bis

suplemenlado con ¡o 96 de suero [cial bovino, ¡00 U/ml de penicilina y 100 ¡ig/ml de

csireplomicina.

Plásmldos
- v - n. nrrun

v r T

pSlIlENJlelmthc, pCRlIl-GCKRy pCRIILGCKRTHGAÍucron cedidos por Dr. iohn li.

IMM ' ' ‘ A2.”: ' ' ‘ ¡u . ydominanle negalivu).de GBFI

Íusionadas a YFP(W'l' y dominanie negalivo) lucron cedidas por Dr. [uan S.Bonilacino.
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Stocksvirales
. e. .. n........¡“s¡. L .. . .‘. . 1r
nn. 1 - a n . mm nr‘nfi rl .. - u- nmm q,"

fue cedido por el Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas 'Dr. lulio l.

Malztegul' (INI-IV").i-IIDENVNGCfue cedido por la Dm L'iuraTalarlco.

Anticuerpos

Los anticuerpos ascitlcos hiper-inmune de ratón anti DENVZiueron cedidos por el Dr.

Philippe Despres, y se utillumn en los ensayos de IF (dilución ¡[200). i-IIanticuerpo

monoclonal anti E (mAh me) [ue cedido por el Dr. Michael Diamonds. y utillmdo para

detectar la proteina E por WB (l/SOO). lil anticuerpo anti-DENV-2/403 iue cedido por la

Dra. Elsa Damonle y utilludo para los ensayos IP (1/50). El anticuerpo policlonal anti C

iue obtenido en nuestro laboratorio mediante la inmuniución de los animales con

proteina C recombinante. Para la detección de ADPR Íueron usados los anticuerpos:

Guinea Plg antLAdipophilln para detección en Wi! (1/1000). y mAh Adipophilin para

ensayosdelpn "nm. L r a N T u J ’ Parala

detección de TIP47 se utilizó el anticuerpo Guinea pig anti-TIN? (1/100. Fitzgerald

lndustries international). El anticuerpo mAh lDl. que reconoce al epltope de C9 iue

obtenido de la UanflSily oÍ British Columbia. Vancouver. El anticuerpo anti E mAMGZ,
a l .

secundarios utiliudos fueron: Goal anti-rabbit lgG Cy3 conlugated (Jackson lmmuno

Research). CyS AfllniPure Donkey Anthnouse lgG anllbody (Jackson Immunoiteserch) y

Alexa Fluor488 (Molecular Probes).

Compuestos

Se utiliuron los siguientes compuestos: ML-7 llydrochleride (Calblochem), SP600|25
(Czlhinrheml n í “A - m ‘ " ' ‘ ' 1 ‘

2'-C-metiladenosina (cedido por Novartis),

n u a u A _... . a l . .

Losplásmldos derivados de la constnirción pDZ/iUfl Il se prepararon a partir de 50 ml

3.. t..:.;... a“ ...... ...:v..;.. a. * \ l ‘ J a - k H" ‘

IMunIml ' r” " ‘ ' ’ ‘ 'r ' 11.. 'dcl00mlde
wi"... d. ' ' ‘ ‘ ‘ ' l ‘ m

“ym. . ... .1 .. . e . e .. o. . . . A .

Im de Mlnlprep QlAPrep (QIAGEN).
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Mau-mlnvMMM

Con el I‘mde obloner los moldes IlntaIt-s adecuados para reallur unn lrnnscripción in

vilm, los plásmidos derivados de la construcción pDZ/lCA/I ll se conan-m con Xba I.

micnlrns que los r" "' " ' " ‘ " v" ' " "' Salln Sl' digirieron

ton Xho I. Luego de ln digestión se exlrajo la mezcla de reaction con unn pnrle de fenol:
' mima) "‘ .r , v o v

d.- ¿lar/.3an n - ' A A A. l P J . . . n
nu... . “l . . . m... u 1,.

r n. m, ..

ul de agua mllllQ.

.u . ; n... . . l . .- r
Las reacciona de transcripción in vitro se reallnron en un volumen final de 30 ul. en

huflcr de reacdón Tris-IICI 40 mH (pll 7.5). Mach 10 mM. DTI' lO mM y 50 ¡Ig/ml 85A. Se
; ¡“un - un"; ;" n, “mi?”m r r WLM"... n

RNA T7 (Amblon) en pmscnda de Cl'l’, (¡TP y UTP ZmM. 0.4 mM de ATP y análogo

eslrucwral de cap m7GpppA 2 mM (Now England Blolahs). Lucgo de Z hs de reacción a

37". .... L . A . .11 1

la concemndón sc mallw mcdlanle la medición de la ¡bsorbancia a 260 nm de una

.- r .4 J ; 1 _. .r ¡una

; u u null 1' a - -.
. 1 z

n _. J u han“ n n nnmumr All - 1100“!

de los RNAs en 50 ul de Opu-MEM I (Glbco) y st mmlaron con una 0.5-] ul de

Llpokdamlna 2000 (lnvilrogen) en 50 ul de Cpu-MEM I, sigukendo las Instrucciones del

provtcdor para la Iransfccdún de las télulas las lnnsíecdone-s se reallnron por

. . y. , .. . ......

C6/36 en placas de ‘M '- T-‘H c ’I 1 W A glu’.‘

nnnhmnrn J ' ‘ ‘ ' " - l ' H \ A(fi/14: r .
. . . l ; l J . .. . J .

. k“ ¿ 1‘ . A r . r . t l u .

l . . . .. . . -L ’v . r u

lnfecclón vlral

. l . r .. . t J .

‘ ‘ ' ' ‘ 1h a 37 'l' ‘ ‘ lo mlnulox Pasado este Iiempo

H9
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se completaron las celulas con medlo de cultivo Íresco 2 96 SFll. La presencia de

replicación y producción viral fue evaluada a traves de ensnyo de IF, ensayo de placa de

lisis. PCR en tiempo real o ensayo de adlvldad luclfcmsn de acuerdo al experimento y

virus empleado.

Ultncentrll‘ugaclón de stocks virales

Con el fin de determinar ln cantidad de proteína E secretnda de células BllK. estas se

crecieron en placas de ¡00 mm, y el medlo Íue colmado a diferentes tiempos post

infeccibn. Lite fue ultra-centfllugado a 4 'C por 3hs a “0.000 x g, y los virus fueron

r "‘ ’“"‘ ' " M" " " ‘ ' ‘“ ' ‘ "n, sembrando

30 ul de cada unn en un gel SBS-PAGE9%

Medlda de actlvldad luclferasa

Para cuantificar la actividad luclferasa de Fireny y de Renilln, se utilizaron los kits

comerciales Dual-Lucifemeo Reporter Amy System (Promesa) y Rentlln Luciferase

Assay¡“tem (Puna-5.}. ' "‘ ‘ ‘ ' activi‘ ‘ realizó
. A . . . . . ...w..." ..... r “ym...”

J ' 1 U ' ata-nn-i' ' uuvmauu.tn porlo

menos dos experimentos lndependlentes. Se ganaron los valores medios y los errores

estándar.

Medidade fluorescencla

Pan la med“; de n - ¿ . u . l . . . m. ¡{ésas se

crecieron en placas negras de 96 podllos con fondo transparente (Greiner Bio-One). De

\.. . . e . . . J 1 r- 4 .n 9o! lo menos dos

Ensyo de cltotoxlcldad
n J I . . . x - J ur |tll|l1ll r-l

Tt-ansl‘ecclónde RNAsde lnterferencla

Pan la translation de los siRNAsen un formato de 24 pocillos. se plaquearon 40000

celulas A549, "eL: o llepGZ/poclllo; Al dla slgulente se reall16 la lransl’ecctón de los

siRNAs. Se diluyú l ul de Llpofedamlna 2000 en 25 ul de Optlmem. Por otro lado. se

diluyeron 6.7 pmol de cada isNA en 25 ul de Optlmem. Luego se agregó la mezcla de
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(ransrecddn a los siRNAs dlluldos. incubado a lemperalura amhienle durame 10-15

mlnulos. La mezcla de Iransiccclón se aun-56 por gotas a las células, comendiemlo éstas
. y c J . . . 4 . LA J» "Hgm . 1| l L

para proceder luego a realiur los dlrcrtnles ensayos (infecciones. medida deq, ¿1rilnmlicidad ' "w.
.- J A 1 a .

w
.- -¡- 1 L'LIX _. n .- 4...” ¿u u . i L.n I,

Una biblioleca con 2172 sillNA dirigidos conlra S43 quinasas (IDT. Coralvilie. IA). y olra

con 1290 srRNAs dirigidos conlra 645 quinasas (Invilmgen. Carlsbad. CA). Blas

bibliotecas poseen los siRNAssembrados en placas de 394 pocillos. adecuadas para el

cultivo de celulas. Por esta razón, se realizó la lransl’ección reversa. agregando a cada

poclllo las celulas y los reaclivos de lransfección.

Por cada pocilio, :3 ..: d. ‘ " 4 ‘ ' “ nl de l.IpÍeflamin.l
L.

) “¡urnap |11nunMientr‘aslanlo,"M " ' r .........

SFB) se adicionaron a las placas Finalizada la incubación, la mezcla de lransiección se
l A . . . .. l . . .1 alo

"" " Paraeslo se uliliuronA . . J u . . . ..

¡“.JJ. ' " “ ‘ ' ‘ lha37'f‘ v‘ ‘
.. A J. . .. u “maru-m un_Ahs“¡

... .. u .. ;. .- v.¡¿..- i.
.. ... . 4. 1.. u . . ; J u c. p", l1 MMM;

J , . . . .. í- y; r
. . . . e. ; ; . A un

enGNF.

Los resuilados de cada screen fueron ¡mundos con programas de propiedad de GNF.

diseñados especificamenle para asegurar la calidad de los daros y predecir
A u

r A .ma‘map- . . . “¿1. 4 .n...¿ . .. ¡a

placa de 3M pocillos Los errores sislemálicos fueron marcados y descanados para

posieriores análisis. Se calculó el promedio de la Inducción/represión para lodos los

poclllos a través de la normallución del valor de cada pocillo con las medias de su

respediva placa Bios valores. luego fueron expresados como logZ. para producir una

distribución mas nonnaliuda de los datos luego, fue determinado el promedio de

lll
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replicas. , ‘ m por uwmge

[old activation Pam ¡vaina! ' ' ' ,' ’ ' ‘ ' " ‘ ‘ de los

valores normalizados por logZ iue calculada transformada por la inversa del ¡032. Este
un. m n

valor fue llamado r " ‘ "w. ¡ , ‘ ““ ,. MPA,con el lin

ut. penal"... ' ' ‘ ' ‘ ‘ ‘

Aislamiento de RNAviral. RT-PCRy secuenciación

Se empleó Trizol IS (lnvitrogen) para extraer el RNA.siguiendo las especnficaciones del

fabricante. El RNA purificada se utilizó como molde en una reaccion de transcripción

‘ ' ‘ ' ;“ " ‘ ' " ‘ RTserealizben
20 ul finales utiliundo 200 unidades de transcripta: reversa Array Script (Ambion) y

200 pmoles de ollgonucleótido. siguiendo las indicaciones del proveedor. El (DNA

obtenido iue utiliudo como molde para reacciones de PCR o PCR en tiempo real. de

acuerdo el propósito del experimento realizado.

. a a "¡Dni-n 4m JI . .- - n a. . . a num-¡yu
secuenciaron empleando un equipo ABI 377 y la quimica BigDye Terminator (Applied

Biosystems).

PCRen tiempo real

El RNAviral se cuanliflcó por reacción de transcripción reversa seguida de reacción de

-.. i . .. “.wu‘\ -n .. . .n.
anMan ‘ ‘ w ' " las ¡latin-Guilin:|04l9a

e - v" '"erlrzl J - J ‘ " “ ' ' r' ‘ :- una...
de ARN y concentraciones finales de builer ¡IT-PCR l I (Tris-llCl lO mM pll 0,4. KCI50

mM. gelatina 0.0| 96 p/v y dltlotreliol (D17) ¡o mM). MgCIZ2,5 mM. desoxinucleósidos

triloslatos (dNTs) 250 uM,ollgonucleótido 3' (5'-UCI‘ACGCCATGCGTACAGC-3')¡00 nM. y

100 unidades de enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promena). L1 reacción de

.1 ¡“mhz-¿7.31. v u. .vv .4.)
S' (S'-CC|’GTAGCI'CCACCl'-GAGAAG-3') lOOnM. sonda (5'-/56

’“l/ ") . , ‘ ' TaqADN

' ’ ‘ ‘ " ‘ A‘ ' “" “ Jn“ y... run):
realizó empleando las siguientes condiciones: 95 ‘C durante 3 nIin (l ciclo) y luego 40

ciclos de 95 'C durante lS se; y 6| 'C durante l min. Se generó una curva estándar
. .v . ,¿ A

Los mRNAs de las quinasas EPIlBZ, CDCHBPA y MANKS se cuantificaron uliliundo

Sybcrgreen. 3.. "' ' _ r "o lm null: r' n I o
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Hannah-1 y "modos

de unas 200 pl): EPIIBZ (AVG 856, AVG 857). CDC4ZBPA (AVG 858. AVG 859), MAHKS

(AVG854, AVG855) y Adina B (AVG860. AVG361). Se ullllzó el sigulonlc pragmmu de

ampllflcadón: 95 'C durante 5 mln (l ciclo) y luego 40 ticlos de 95 'C 30 sq; . 53 'C 30

sq; y 7zvr 'm «Ig

Cycler (Blo-Rad).

r n 

EIperlmenlos de can y captura, expreslón y detección de las proteínas sE
recomblnanles

venom-s, en células BIlK.' ‘ " " J ‘ 2..¿"Lul‘u .‘n dl“!m

BHK con partículas recombínanles SFV-E(non-50). Para los experimentos de caza y

captura. las células lutron hambreadas a las 7hs post-Infectión duranlc 45 minutos, en

.M n, u “v m: h lll1!l‘l‘l:\ I ) ¡sy
25 mlnulos en ttlulns BIIKy C6/36. respmlvamenlt. Seguido. las células se lavaron y la
' " ' ‘ “ ' ‘ I“ célulasse

llsaron en hullrr A (zo mM Trls Ipll. 7.5|. so mM NaCI,2 mM son 1% Trilón x-100.

suplemenlado Inhibidores de proleasas). Los sobrenndanlts y Ilsados sc clurlllcamn

r ' ' ‘ ' ‘ ' “104,, ' JvrPÁGE. Losgeles

se maron y se sacaron. para luego exponerlos a una placa Binmax MIU (Kodak). las
n

a .u). ;
' ¡oolnuu - SRUnVCRUN

“Um”. donde :0 es al comienzo de la dnéllca; nun es la proteina sE secrelada a un1...1. n. 2 nn"
es la prou-ln: sE en la célula a (0; y RU; rs el background corrl-spondlcnle al conlml

negallvo (podllo vado).

Inmunonuorescenclay mlmscopín
las celulas se npmn con panfomuldehldu 4%. sacarosa 4%. PllSpll 7.4 a lcmpemlum

L. l .. . .. . ..-.. .. n...” ¡o

minulos y luego se permeabllluron con Trllón X-IOO0.196 durante 4 minutos. Se

uliliumn las anticuerpos primarios y mndanos indicados arriba. de acuerdo al
4 l ._. v¿¡¡ ¿n-u; n “¿l g) u._u.. uuu‘. r

BODva 493/503 (4.4-dlfluom l. 3, S. 7.0 penumlhyl fibora 3a. 4a-dlau-s-índacent)

(Molecular Probcs) dumnle 5 mlnulos



Matuualfi v"modos

las iotomicrognflas se tomaron en un microscopio Olympus nx-so acoplado a una

(otomicrograiias cunl'ocal. se utilizó el coniocal l lciss [SM SIO Meta (Zeiss. lcna.

“nmnvl " "" " incorporado

a la plataforma Zeiss.

Para determinar el coeficiente dc colocaliución de P811130"se calculó la media de tres

planos para cada célula presente en cinco campos distintos. Para esto se ulililó un

software creado por el Cenlro de Mlcroscopias Avanudas de la Facultad dc Ciencias

Exactas y Naturales de la Univelsldad de Buenos Aires. dirigido por la Dra Lia I.

Piclrasanta.

I r

' , VL“...

de lisis (PFU). Para esto se pasaron 3 x lO‘ - S I 10‘ células BllK-Zl por pocillo en una

r. a 1 y ... l a i A . . a . .. . (.- 7°
Iuj 4| 4‘ .c . l“¡w'r_... . .. “y A.
stock Viralen PRS.Se incubo l llora a 37 VC.agitando cada ¡0 minutos. y luego se completo

cada pocillo con l ml de MEMa semisolido [MEMa lx. 0.0 % de mclilcelulosa. 2% SFIl.

a 37 'C por 7 a 9 dias. Luego se fijaron con formaldehído al lO 96 por 45 minutos y

finalmente se tiñcron con solución de cristal violeta [0.1 96de cristal violeta en etanol al

20 96).

Curvas de crecimiento viral

Se pasaron células BiiK-Zl o C6/36 en placas de 6 pocillos y se dejaron crecer hasta

alcanur una confluencia del 80-90 9k Se utilluron pam la infección los stocks de

con 0.5 ml de una dilución de los stocks virales a una multiplicidad dc lnh-cción de 0,01

PFU/cl-Iula. Luego de l hora de lncubación, se realiuron tres lavados con PBS y se
.- ; L ) a .4.

a los tiempos post-infección indicados y se constrvaron las muestras a -70 'C. Para la



Malu-¿les y mundos

Tratamiento con glicosldasas

nmuinmnc ' " ' L ' ' ‘ ‘ " a“

lisis L (50 mM Tns. ISO mM NaCl.2 mM EDTA.1%Trilón x-ioo. 0.5 mM ronilmeiilsulronil

sulialo) a pii 7.5. Los Iisados se cenlrifugaron a ¡0.000 x g dunnlt iO min y se

dosnalurnllmron en buíicr S (5% SDS,50 mM Tris pii 6.8, gllcorol ¡0 96) a 70 °C durante

lo minutos Alicuolas de cada muestra se trataron con 250 U de PNGasa F. 500 U de

Endoil o con buffer control.

Ensyo de radiolnmunopredpltación
Se mimaan monocapas de células liiiK. crecidas en microplacas de 24 pocillos, con ios

. A. . . i L _il nn 4
virus a una Mol de l. Luego de i L ‘ '

cislcina. Luego de i h de ayuno a 37 ‘C. se incorporó la marca radiaciiva. muda di.‘ISS

melionina y JSS'cisuina (BanSSJSS. 100 uCi/ml. NENDupont). y se incubarnn las

u. J ¡h337qrr .u .’_. 1 u . u.
veces con PBSy se lisamn con 75 ul de buiier RIPA(NaCI0.15 M,SDS0.] 96.Trilún X400

l 96. Dcoxicolalo dc sodio i 96. Tris-HCI 0.0| M pii 7.4) en presencia dt inhibidores de

lavnron (rc-s

“ Win-nn" ‘ " wtungriáyr z r
A u J .. .u n u J i . A -L.L4

o v v o z, -. . 1 l) 
mr . , r , _, o iOmIna

.. . l i .. l t i . i

inmunopmipiución y electroforesis en gel de poliacrilamida. Para la

inmunoprccipilaciún. los sohnnadanles se incubaron con suero de conejo nnli-DENV

z/4n1 A" M um J ‘uy90mina4"" ., "
medio de amm".- de los compleios inmum-s. 30 ui de proteina ksofarosa y se deió

incubar dunnle oiros 30 min a 37 ’C y 90 min a 4 'C. Se rcaiiuron lrcs ciclos de lavado

con buffer RIPA.se resuspondió el precipitado en huflcr para muestra de elmroiorcsis.
. J . . . 1 l 1uu y! u. "-7 v1. o

poliacrilamida y sc visualiuron por fluorografla.

Cilometriade iiqu
Unlolaide “ ' v - ¡[tu :a- J ....... ¡M

suplcmcnlado con 0.2% de RSAy 196 penidlina/esícplomicina. Las células sc fijaron y

z

se incubaron con el anticuerpo mAh 462 durame 45 minulos a 4 'C ames de lavar e
v M,“ - ¿_. . i n _._. i “¡mmmmcubar .. , .- \ .

125



Malomlcx y molodo‘

(lumnlo 35 nunums .I B VC.Luego. las céluhs se lnvnron lavada; y se .‘lIlJÍlanDI‘ ron el

"¡ulpo FACSCnlIbur.Ill) momentos. Las datos se procesaron con el programa CcllQucsl
A l . . \. 1. . uflhnvmnrnd n un, ,

mculmron con números equivalentes de genomas del vims WT y de los mulnnlos (50

Rl‘Mlsuplenlenlndo con 1% de BSAy ln mM III-TR ' "

PllS Írlo y se l'unron con “" ‘

¡gt-nomasdc “"‘m' " ' ‘ ' 2 In .n-| °C en ""2le



Apéndlce

en sentido S’-3'.

Mamma ymelodot
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