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RESUMEN

Los Flavivirus son virus de ARN de cadena sencilla con polaridad positiva, generalmente son
transmitidos por vectores artrépodos, siendo los mosquitos hembras del género Aedes, su
principal vector. Estos arbovirus se encuentran en todo el mundo y provocan un nimero
significativo de casos de enfermedades humanas, que van desde infecciones leves o subclinicas

hasta fiebre hemorragica letal o encefalitis.

El virus Dengue (DENV) y el virus Zika (ZIKV), son considerados los arbovirus patégenos
emergentes mas importantes y representan una amenaza de salud mundial. A pesar de que
DENV y ZIKV son transmitidos por el mismo vector, su naturaleza patégena es poco conocida

y las infecciones que causan, no tienen tratamientos especificos o vacunas efectivas.

En este trabajo, se empled la proteasa viral NS2B3, generada durante el ciclo replicativo de
DENV y ZIKV, como una herramienta para la deteccion temprana de la infeccion, por medio de
un sistema reportero denominado pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc. La presencia del sitio de
corte en el plasmido reportero en células transfectadas e infectadas, permite el procesamiento
proteolitico mediado por NS2B3 en el sitio de corte entre NS4B y NS5, y de esta forma se

detectard la infeccion viral, mediante la expresién de la proteina GLuc.

Nuestros datos confirman, que nuestro sistema reportero pDENV4B5-GLuc/pZIKV4B5-GLuc y
la proteasa viral NS2S3 proveen una herramienta prometedora para la deteccidon de la

infeccion por DENV y ZIKV mediante cambios en la expresion de GLuc.



I. INTRODUCCION

1.1 Los virus

A finales del siglo XIX se habia avanzado en el conocimiento de muchas enfermedades
infecciosas, sin embargo, quedaban muchas otras en el hombre, animales y plantas en las
cuales no se identificaba el patdégeno causante. No fue hasta el siglo XX que se descubrieron
los virus, los cuales se pueden transmitir por diferentes vias de acuerdo al tipo y forma de
infeccion. Los virus son entidades estrictamente celulares y potencialmente patogénicas con
una fase infecciosa; contienen un solo tipo de acido nucleico (ADN o ARN), son incapaces de
crecer y reproducirse por fisién binaria, carecen de enzimas para producir energia y el tamaiio

de la mayoria de ellos se encuentra alrededor de los 20-300 nm (Cann, 2005).

1.2 Familia Flaviviridae

Segun el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), los virus de la familia Flaviviridae
(del latin flavus amarillo) se componen de cuatro géneros: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus y
Pegivirus (Davidson, 2009; Stapleton et al., 2011). Aunque los genomas de los diferentes
géneros comparten un orden de genes similares y algunos motivos proteicos no estructurales
conservados, divergen en los elementos reguladores de ARN que actuan en cis, situados en los
extremos 3' UTR y 5' UTR. Por ejemplo, la traduccién de la poliproteina de los genomas de
pestivirus, hepacivirus y pegivirus se inicia desde el AUG, situado en el extremo 3" UTR del sitio
de entrada del ribosoma interno (IRES), mientras que la traduccién de la poliproproteina de

los flavivirus depende de Cap 1, situado en el extremo 5’ UTR (Brinton y Basu, 2015).
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1.2.1 Estructura y organizacidon genomica

Los virus de género flavivirus son un grupo de arbovirus de importancia médica en todo el
mundo (Huang et al., 2014) que comparten una estructura comun. El virion maduro es una
particula con un didmetro aproximado de 50 nm con envoltura esférica. La capa mas externa
del virién esta conformada por una capa de glicoproteinas con unidades repetitivas de 180
copias de la proteina de envoltura E en combinacién con la proteina de membrana M. La

superficie revela una simetria icosaédrica (Barrows et al., 2018).

Los flavivirus tienen un genoma de ARN de sentido positivo monocatenario (+ssRNA), con un
solo marco de lectura abierto (ORF) de ~11 Kb que codifica una sola poliproteina de
aproximadamente 3,430 aminoacidos (Brecher et al., 2013) flaqueada por dos regiones no
codificantes (5" UTR y 3" UTR) (Fig. 1A). La 5" UTR contiene una estructura de tallo-burbuja
(SLA), la cual sirve como promotor para la replicacién viral, probablemente a través del
reclutamiento directo de la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) (Barrows et al., 2018).
La 5" UTR es de aproximadamente 100 nucledtidos poco conservados entre los flavivirus,
contiene una estructura de Cap 1; la cual tiene como funcién reclutar factores de inicio de la
traduccién, ademads de proteger a los ARNm virales de la degradacién por la exonucleasa Xrn1,
una secuencia conservada denominada 5°CS (del inglés cyclization sequence); que permite la
circularizacién del genoma viral, la cual es obligatoria para la replicacién y estd mediada por la
interaccion directa de las secuencias de ARN vy las estructuras presentes en las regiones
terminales 5 y 3’(Fields et al., 2007; Villordo et al., 2009). Por otro lado, la 3" UTR tiene una
longitud entre 340 a 700 nucledtidos, y termina con un dinucleétido CUgy, el cual tiene un

papel analogo a la cola de poli A (Brinton y Basu, 2015; Goertz et al, 2017).

El genoma codifica para una poliproteina de 350 kDa, la cual es procesada proteoliticamente
mediante proteasas celulares de tipo furina y proteasas virales NS3, para generar tres
proteinas estructurales (C, prM, E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5) (Fig. 1) (Mukhopadhyay et al., 2005;Bollati et al., 2010, Oliveira et al., 2017).
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Figura 1: Estructura y organizacion gendmica de los flavivirus
(A) El genoma de los flavivirus es un +ssARN de ~11 kb, el cual codifica una poliproteina viral que es procesada
por proteasas celulares y virales para generar tres proteinas estructurales (azules) y siete no estructurales
(rojas) que se traducen de un Gnico ORF. (B) Topologia de la poliproteina viral y dominios transmembrana. La
poliproteina viral esta integrada en la membrana del reticulo endoplasmatico, la cual es cortada en multiples
sitios, en el lado citoplasmico se realizan mediante la proteasa viral NS2B3 y en el lado de la luz del reticulo
endopldsmatico por el complejo peptidasa sefial. Las proteinas virales prM, E y NS1 se encuentran en el lado
luminal y C, NS3 y NS5 en el lado citoplasmico. Las proteinas NS2A, NS2B, NS4A y NS4B tienen varios dominios
transmembrana que se extienden a través del reticulo endoplasmatico (ER). El péptido 2K se inserta en la

membrana ER (Modificada de Barrows et al., 2018).
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1.2.2 Ciclo replicativo viral de los flavivirus

Los flavivirus interaccionan con la célula huésped a través de la unidn especifica a diferentes
receptores de superficie celular. Los receptores de flavivirus mejor caracterizados hasta la
fecha incluyen las integrinas a3 3, receptores de lectina de tipo C (CLR), receptores de
fosfatidilserina, receptores de manosa, y los glicosaminoglicanos, como el heparan sulfato que
aumentan la unién del virus mediante interacciones con aminodacidos con carga negativa en la

superficie de la proteina de envoltura (Dowd y Pierson, 2018).

Los viriones son internalizados por los receptores mediante endocitosis normalmente con la
participaciéon de vesiculas revestidas de clatrina, posteriormente el ambiente acido del
endosoma activa la trimerizacion irreversible de la proteina E, lo que resulta en la fusién de las
membranas celulares y virales para que se lleve a cabo la liberacién de la nucleocapside al
citoplasma celular, a la vez que la proteina de la capside y el ARN se disocian. Enseguida el
genoma viral que es un ARN de polaridad positiva se traduce a una poliproteina viral que esta
integrada en la membrana del reticulo endoplasmatico, la cual es cortada de forma conjuntay
posterior a la traduccién en multiples sitios por proteasas virales y del huésped para generar
tres proteinas estructurales (C, prM, E), y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Fields, 2007; Barrows et al., 2018). Las escisiones en el lado
citoplasmico se realizan mediante la proteasa viral NS2B3, y las escisiones en el lado de la luz
del reticulo endoplasmatico se realizan mediante el péptido sefal. Las proteinas virales prM,
E y NS1 se encuentran en el lado luminal y C, NS3 y NS5 en el lado citoplasmico. Las proteinas
NS2A, NS2B, NS4A y NS4B tienen varios dominios transmembranales que se extienden a través
del reticulo endoplasmatico (ER) y, por lo tanto, una gran parte de estas proteinas estdn en
cada lado de membrana del ER. En el caso de ZIKV, el péptido 2K se inserta en la membrana

ER (Fig. 2B) (Barrows et al., 2018).

Una vez que se han producido las proteinas virales, el ARN del virus se replica a una cadena
intermediaria de polaridad negativa que sirve como molde para la produccion de grandes
cantidades de progenie de polaridad positiva. El proceso de replicacion del genoma ocurre en
las membranas intracelulares, mientras que en el ensamblaje del virus ocurren en la superficie

del reticulo endopldsmatico, cuando las proteinas estructurales y el ARN recién sintetizado
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geman en el lumen del mismo. Como se muestra en la figura 2, inicialmente las particulas
inmaduras se forman en el lumen del reticulo endopldsmatico, dichas particulas contienen a
las proteinas E, prM, C, y al genoma, los cuales constituyen al virus no infeccioso.
Posteriormente, el corte de prM a M se llevaba a cabo en la red trans-golgi por la serina
proteasa furina, lo que conduce a la formacidn de particulas virales maduras infecciosas. Cabe
mencionar que los virus deben sufrir posteriormente modificaciones postraduccionales para
finalmente ser liberados de la célula huésped por exocitosis al medio extracelular (Yun y Lee,

2017; Barrows et al., 2018).
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Figura 2: Ciclo replicativo viral
El virus, contacta con la célula hospedera a través de la union especifica a diferentes receptores de superficie.
La particula viral entra a la célula hospedera mediante endocitosis. En el endosoma ocurre la fusién de
membranas y el ARN es liberado al citoplasma, donde es replicado y traducido en una poliproteina, la cual es
escindida por proteasas celulares y virales, los nuevos viriones ensamblados en el reticulo endoplasmico son

liberados mediante exocitosis al medio extracelular (Modificada de Yun y Lee, 2017).
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1.2.3 Poliproteina viral de los flavivirus

El viridn de los flavivirus contiene a la nucleocapside en la que se encuentra el genoma esta
cubierta por una envoltura lipidica derivada de membranas celulares del huésped donde
emerge el virus. El virion completo tiene alrededor de 50 nm de didmetro y contiene tres
proteinas estructurales: proteina del core de la nucleocapside (C), una proteina asociada a
membrana (M) y la proteina de la envoltura (E), las cuales conforman la particula viral. El virus
codifica para siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) las
cuales forman el complejo de replicacién viral dentro de la célula huésped (Lindenbach et al

2001; Fields, 2007; Yun y Lee, 2017).
Proteinas estructurales

Proteina de la Capside (C): Es una proteina basica de aproximadamente 11 kDa que
interacciona con el genoma viral para formar la nucleoproteina y prevenir la degradacion del
genoma viral. Los residuos cargados positivamente estdn agrupados en el extremo amino e
interactdan con el ARN viral, mientras que el extremo carboxilo con las membranas virales y
quizas con la proteina E (Lindenbach et al 2001; Velandia y Castellanos, 2011; Barrows et al.,

2018).

Proteina de Membarana (M): La proteina M de aproximadamente 7-9 kDa, se produce
inicialmente como precursor de aproximadamente 26 kDa llamado prM que se transloca al
reticulo endoplasmatico (ER) por el dominio hidrofébico del domino carboxilo terminal de la
proteina C. La forma inmadura prM se encuentra presente en viriones inmaduros
intracelulares. Una de las funciones de la proteina prM es la de formar heterodimeros con la
proteina E para evitar que esta ultima sufra cambios conformacionales en compartimientos
acidos durante el proceso de exocitosis viral (Lindenbach et al 2001; Velandia y Castellanos,

2011; Li et al., 2018).

Proteina de la envoltura (E): Es una proteina de aproximadamente 53 kDa que intervienen en
procesos como: fusién de membranas e interaccién con receptores especificos de la célula
huésped. Es el antigeno viral mas importante en la induccién de anticuerpos neutralizantes

(Lindenbach et al 2001; Velandia y Castellanos, 2011).

20



Proteinas no estructurales

Proteina no estructural 1 (NS1): La proteina NS1 de 46 kDa, es una molécula con diversas
funciones. Algunos estudios han asociado a la glicoproteina NS1 en el ensamblaje y
maduracion del virion, ademads, le fue atribuida la funcién de “chaperona” durante el
ensamblaje del virus dengue. Forma dimeros o hexameros asociados a balsas lipidicas (rafts)
de la membrana plasmatica. Se puede hallar soluble en el citoplasma y en el espacio
extracelular; por esta razén, NS1 puede estimular al sistema inmunitario (Velandia y

Castellanos, 2011).

Proteina no estructural 2A (NS2A): Es una proteina de membrana de 22 kDa que promueve el
ensamblaje y la replicacidn viral. Coordina de un modo en el que aldn no se describe por
completo si el ARN gendmico producido en cada ciclo de replicacidn se utiliza como molde o si
se asocia dentro de la nucleocdpside durante el ensamblaje viral (Velandia y Castellanos,

2011).

Proteina no estructural 2B (NS2B): Es una proteina de 14 kDa. Posee una regién hidrofdbica
que ancla al complejo NS2B-NS3 a la membrana del reticulo endopldsmico. Por un
procesamiento proteolitico, un pequefio dominio hidrofilico de NS2B interactia con el
dominio proteasa de la proteina NS3 para actuar como cofactor de ésta y asegurar que la

proteasa esté unida al reticulo endoplasmico (Velandia y Castellanos, 2011).

Proteina no estructural 3 (NS3): Es una proteina multifuncional de aproximadamente 70 kDa,
y estd bien conservada entre los flavivirus con una identidad de secuencia de
aproximadamente el 65% (Luo et al., 2008). La proteasa NS3 es una serina proteasa que
pertenece a la superfamilia de la tripsina. Contiene una triada catalitica His51, Asp75 y Ser135
que se encuentra en la hendidura central del dominio proteasa (Fig. 3) (Lee et al., 2017) y es,
después de la proteina NS5, la proteina mas grande codificada por flavivirus (Brecher et al.,
2013). Posee en el extremo N-terminal un dominio proteasa similar a la tripsina (NS3pro) y en
el extremo C-terminal un dominio con diferentes actividades enzimaticas; que actua como
trifosfatasa de nucledtidos estimulada por ARN (NTPasa), helicasa del ARN (NS3Hel) y ARN
tristosfatasa (RTPasa); que son indispensables en la replicacion viral. El dominio NS3Pro actua

hidrolizando los complejos NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A y NS4B/NS5 del polipéptido. La
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funcion del dominio NS3Pro depende de su asociacion con NS2B, que le confiere estabilidad
durante su actividad proteolitica, mientras que la funcién helicasa permanece inhibida. NS3Hel
actla como helicasa al desenrollar las estructuras secundarias que se forman en el extremo 3'
del ARN viral, para favorecer la unién de la polimerasa NS5 sobre el ARN y dar inicio a la

replicacion (Velandia y Castellanos, 2011).

El extremo N-terminal de la proteina NS3 constituye el dominio proteasa, el cual contiene
cuatro residuos, los tres primeros constituyen una triada catalitica (H51, D75 y S135), la cual
esta conservada entre los diferentes flavivirus, mientras que el cuarto residuo tiene como
funcién unirse al sustrato. Se ha sugerido que la especificidad del sustrato se debe a un residuo
de acido aspartico (Bazan et al., 1989). Para formar una proteasa activa, el cofactor NS2B es
esencial, ya que la cadena B de la regidn hidréfilica central de NS2B se pliega en el extremo N-
terminal de la proteasa NS3 para estabilizarla. Ademads, el dominio C-terminal de NS2B
experimenta un cambio conformacional al unirse al sustrato para formar una hoja B que se

convierte en parte del sitio activo (Brand et al., 2017).

El dominio helicasa de la regidon C-terminal de NS3 lleva a cabo las siguientes actividades
enzimaticas: ARN helicasa, nucledsido trifosfatasa (NTPasa) y ARN trifosfatasa (RTPasa). La
reaccion de la RTPasa constituye el primer paso en la sintesis de Cap 1 en el extremo 5' de los
genomas virales, que también sirven como ARNm, eliminando el y-fosfato del ARN recién
sintetizado y generando ARN defosforilado en el extremo 5'. La actividad de la ARN helicasa
desenrolla el dsARN para liberar el genoma viral recién generado (cadena positiva) y hacer que
la cadena negativa esté disponible como molde para otra ronda de sintesis del genoma
viral. Ademds, la actividad helicasa elimina las estructuras secundarias del ARN viral,
especialmente en las regiones no traducidas 5 'y 3 '. Las proteinas NS4A y NS4B, sirven como
cofactores alostéricos para el dominio helicasa y mejoran su actividad al reducir la cantidad de

ATP requerida, ademas de facilitar la disociacion del genoma viral (Mastrangelo et al., 2012).
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Figura 3: Estructura cristalina de la proteasa viral NS2B-NS3
Se muestra la estructura cristalina de la proteasa viral de ZIKV y VHC (Virus de la hepatitis C). De color verde
se encuentra la triada catalitica (5135, H51, D75). NS2B se muestra de color azul rey, mientras que NS3 de

color azul cielo (Lee et al., 2017).

Proteina no estructural 4A (NS4A y NS4B): Son proteinas de membrana, unidas a un péptido
sefial de 23 aminodcidos (2K). Desempefian multiples funciones en la replicacién viral y en las
interacciones virus-huésped. En WNV, NS4A una proteina de 16 kDa que regula la actividad de
ATPasa de la helicasa NS3, mientras que la proteina NS4B de 27 kDa de DENV interactua con
el dominio helicasa de NS3 y la disocia del ARN viral (Zou et al., 2013).

Proteina no estructural 5 (NS5): Es una proteina multifuncional de aproximadamente 104 a
106 kDa; en el dominio N-terminal posee actividad enzimatica de metiltransferasa vy
guanidiltransferasa, responsables del capping y la metilacidn del extremo 5' del RNA gendmico
y en el dominio C-terminal se ubica el dominio de la ARN polimerasa dependiente de ARN.
Aunque estos procesos suceden exclusivamente en el citoplasma de la célula infectada, se ha
identificado una sefial de localizacién nuclear en la proteina NS5 que facilita su importacioén al

nucleo. La posible funcién de NS5 en el nucleo es desconocida (Velandia y Castellanos, 2011).
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1.3 El vector

Los flavivirus, se transmiten principalmente por la picadura de artrépodos hematdéfagos, como
mosquitos o garrapatas siendo los mosquitos hembras del género Aedes, especificamente
Aedes Aegyptiy Aedes albopictus, los responsables de la transmisién de muchos arbovirus en

todo el mundo (Goddard et al. 2007).

A nivel mundial, A. agegypti y A. albopictus son dos de las especies mds importantes de
mosquitos, convirtiéndolos en un blanco de estudio como transmisor de diversas
enfermedades que afectan al humano (Kraemer et al., 2015). Ambas se consideran especies
invasoras, ya que han colonizado exitosamente muchos sitios fuera de sus ambitos nativos. Ae.
aegypti, originario de Africa, migré al Nuevo Mundo durante el siglo XV al XVIl a bordo de los
barcos que transportaban esclavos. Las multiples invasiones de Ae. albopictus en América son
de origen mucho mas reciente y han ocurrido durante las ultimas dos o tres décadas. Esta
especie, originario del Oriente e India, se extendié hacia el oeste hasta las islas Mauricio, las
Seychelles y Madagascar, transportada por humanos hace mas de un siglo, e invadié islas del
Pacifico Sur cien afios antes de llegar al Nuevo Mundo a bordo de buques que transportaban
neumaticos. Estas especies comparten varias caracteristicas que les confieren ventajas
adaptativas sobre otras, convirtiéndolas en invasoras exitosas. Una de las mds importantes es
gue sus huevos son resistentes a la desecacidn, lo cual les permite sobrevivir en ambientes

inhdspitos, ademas de favorecer su transporte a través de los humanos (Rey y Lounibos, 2015).

El mosquito Ae. aegypti, es un vector mucho mas eficiente para la propagacién de los flavivirus
como DENV y ZIKV, debido a varios factores: ha evolucionado para vivir todo su ciclo de vida
desde larvas hasta adultos, prefiere alimentarse de seres humanos incluso en presencia de
otros mamiferos, y se alimentara de varios humanos en el curso de una sola comida de sangre,
provocando la transmisién rapida del virus (DENV y ZIKV) a multiples hospederos en un corto
periodo de tiempo, propagando la enfermedad de manera mas eficiente. En cambio, el
mosquito Ae. albopictus, carece de esta convivencia altamente preferencial con los humanos,
viviendo en un ambiente mds variado, debido a que se alimenta de otros huéspedes (es decir,

perros, gatos, ardillas), esto constituye un obstaculo para la rapida propagaciéon de la
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enfermedad. El mosquito Ae. albopictus tiene una mayor tolerancia a los ambientes frios

(Patterson et al., 2016).

Ambas especies pican durante el dia, con un periodo de alimentacién mas activo 2 h antes del
amanecer y 2 h después del atardecer (OPS, 2010). Una vez que el mosquito estd en contacto
con una persona infectada, el virus infecta el intestino medio del mosquito y luego se
extienden hasta las glandulas salivales en un periodo de incubacién de 8 a 12 dias, probando

que el mosquito pueda transmitir el virus a otra persona (Chico et al., 2001).

Después de la picadura del mosquito infectado, el virus se deposita en la epidermis de la piel
del hospedero a través de la saliva del mosquito infectado, donde se encuentran células
permisivas a la infeccion, como los queratinocitos y las células dendriticas (células de
Langerhans). Se ha demostrado que DENV y ZIKV infectan células dendriticas de la piel (Hamel
et al., 2015). Las células dendriticas en particular parecen ser un objetivo inicial comun para
los flavivirus, cuando estan infectados, estas células migran a los 6rganos linfoides donde tiene
lugar la replicacién viral, lo que permite la difusion del virus en el torrente sanguineo y en los

organos internos (Hamel et al., 2015).

1.3.1 Morfologia y distribucion geografica del mosquito Ae. aegypti y Ae.

albopictus

El mosquito Ae. aegypti es el principal vector de las infecciones ocasionadas por DENV y ZIKV.
Este mosquito posee caracteristicas morfoldgicas que lo hacen facilmente distinguible por
ejemplo: el cuerpo es de coloracidn oscura, el térax muestra rayas longitudinales en el escudo,
en el escutelo todos los I6bulos presentan escamas blancas formando una banda transversal.
Asi mismo, el fémur exhibe una raya longitudinal de escamas blancas, la tibia no presenta
escamas blancas y es hasta el tarsomero 1 en donde empiezan las bandas blancas a lo largo
del resto de las patas (Fig. 4) (Red Nacional de Laboratorio de Salud 1997; Rueda, 2004).
Actualmente este mosquito se encuentra distribuido en Africa, América del sur y central,
Oriente Medio, sudeste de Asia, el Pacifico, Islas de la India, norte de Australia y

esporadicamente en Europa (Goddard et al. 2007).
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El mosquito Ae. albopictus, era originalmente nativo del sudeste asiatico, pero se extendid a
las Américas y varios paises europeos y africanos (Goddard et al. 2007). Este insecto es
considerado el vector secundario de DENV en el sureste de Asia, el Pacifico Occidental y
crecientemente en Centroamérica y Sudamérica (Kyle y Harris, 2008). Contiene una sola linea
blanca-plateada en el centro del dorso del térax, es de color negro con marcas blancas en las

patas (Fig. 4) (Goddard et al. 2007).

Los problemas de abastecimiento de agua potable, asi como un inadecuado sistema de
eliminacidon de aguas residuales y desechos sdélidos, son problemas que facilitan en gran
medida la proliferacion de criaderos del mosquito (OPS, 2010), sin embargo, los esfuerzos de
control de vectores se han utilizado durante décadas, principalmente con el uso de

insecticidas, como son los piretroides (Smith et al, 2016).

Figura 4. El vector

De lado derecho se encuentra el mosquito vector Ae. albopictus y de lado izquierdo Ae. aegypti, los

responsables de transmitir DENV y ZIKV (OMS, 2019).
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1.3.2 Ciclo biolégico de Ae. aegypti

El ciclo bioldgico de Ae. aegypti es holometabolo, es decir, pasan por una metamorfosis
completa teniendo una fase acudtica y otra terrestre. El ciclo de vida consta de 4 estadios:

huevo, cuatro estadios larvales, pupa y adulto (Fig. 5) (Chico et al., 2001).
Los huevos

Los huevos miden aproximadamente 1 mm de longitud, tienen forma de cigarro y son tersos.
Se encuentran por encima del nivel del agua de las paredes del recipiente. Al momento de la
oviposicion son blancos, pero rapidamente cambian a negro brillante. Si el ambiente es
himedo y cdlido son fecundados en 48 h, pero a bajas temperaturas puede prolongarse a 5

dias. Algunos hacen eclosidn en los primeros 15 minutos de contacto con el agua.
La fase larvaria

Es el periodo de alimentacidn y crecimiento. Se mantienen en la superficie del agua casi vertical
y nadan en movimiento serpentino. Se identifican por dos prominentes espinas laterales del
térax y una hilera recta de siete a doce escamas del peine en el octavo segmento abdominal.
La duracion del desarrollo larvario depende de la temperatura, la disponibilidad de alimento y
la densidad de larvas en el recipiente. En condiciones éptimas, este periodo desde la eclosidon
hasta la fase de pupa, puede ser de 5 dias, pero comunmente es de 7 a 14 dias. La mayor parte
de los recipientes de desechos (latas, neumaticos y botellas), sirven como sitio de

reproduccion.
Fase de pupa

Se caracteriza por ser acudticos y no se alimentan, cumplen con la metamorfosis del estadio

larvario al adulto, esta etapa tiene una duracién de 2 a 3 dias.
La fase adulta

Es la fase reproductora. Los adultos tienen una mortalidad diaria de 10%, la mitad de los
mosquitos morira durante la primera semana y el 95% durante el primer mes. A pesar de la
gran reduccion en numero, si la poblacién emergente original es grande, sera suficiente para

transmitir la enfermedad y mantener una epidemia.
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Figura 5: Ciclo biolégico de Aedes Aegyti

Es un diptero holometabolo que pasa por una metamorfosis completa. A partir de los huevos se producen las
larvas que pasan por 4 estadios para después convertirse en pupas. Posteriormente las pupas sufren una
metamorfosis que da lugar a mosquitos adultos, los cuales se reproducen después de 24 h. Las hembras

necesitan alimentarse de sangre para poder poner huevos y asi se repita el ciclo (Chico et al., 2001).
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1.4 Infeccion por DENV

El DENV, es epidemiolégicamente importante ya que se calcula que existen 390 millones de
infecciones por dengue al afio, de las cuales 96 millones se manifiestan clinicamente con un
rango de 500,000 casos por fiebre hemorragica, lo que contribuye aproximadamente 20,000
muertes, principalmente en nifios (OMS, 2018; FDA, 2019). En Meéxico, en el 2016 se
confirmaron un total de 13,820 casos de infecciones por DENV (Secretaria de Salud, 2017).
DENV se encuentra principalmente en zonas tropicales y subtropicales del mundo; los casos
de infeccidn por este virus parecen ir en aumento, y en paises como México, la transmision
ocurre durante todo el afio, siendo mayor en los meses de lluvia (Martins et al., 2012;

Uribarren-Berrueta T., et al 2016; Patterson et al., 2016).

Cuatro eventos zoondticos dieron origen a los cuatro serotipos de DENV (DENV 1-4), siendo
DENV-2 la cepa mas virulenta (Patterson et al., 2016). Estos serotipos son filogenéticamente
distintos, compartiendo una identidad de secuencia del 65-70% del genoma viral (Lin et al.,
2016), estan estrechamente relacionados, pero son distintos antigénicamente (Gubler et al.,
2014). Los serotipos virales divergieron en diferentes tiempos siendo DENV-4, el primero en
divergir, seguido por DENV-2 y finalmente la division de DENV-1 y DENV-3 (Holmes y Twiddy,
2003). Cada uno de estos serotipos consta de diversos genotipos los cuales difieren en menos
del 6% entre ellos (Holmes y Twiddy, 2003; Weaver y Vasilakis, 2009). Los 4 serotipos con sus
diversos genotipos se encuentran distribuidos mundialmente (Allicocl et al., 2012; OMS, 2014).
La infeccidon por un serotipo produce inmunidad permanente contra la reinfeccidon por ese
serotipo, en cambio la infeccién sucesiva con dos serotipos diferentes es un factor de riesgo

para desarrollar las formas graves de la enfermedad (Messina et al., 2014; OPS, 2019).

Hasta el dia de hoy, no hay disponible ninguna vacuna o terapia antiviral aprobada
clinicamente para combatir la infeccidon por DENV (Leyssen et al., 2008; Monath, 2008; Noble
et al., 2010), sin embargo, la Administracion de Drogas y Alimentos de EE. UU (FDA), anuncio
la aprobacién de Dengvaxia, la primera vacuna tetravalente viva atenuada, la cual contiene los
genes de replicacion y el gen de la cdpside de la fiebre amarilla, ademas de los genes PrM y E

de cada uno de los cuatro serotipos de DENV. La vacuna fue administrada a personas de 9 a 16
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afos que vivan en zonas endémicas en los territorios estadounidenses de Samoa Americana,
Guam, Puerto Rico, las Islas Virgenes y México. Dengvaxia no esta aprobada para su uso en
personas que no han sido infectadas previamente por ningln serotipo de DENV, esto se debe
a que en personas que no han sido infectadas, la vacuna parece actuar como una primera
infeccion por DENV, de modo que una infeccidn subsiguiente puede resultar en las formas
grave de DENV (FDA, 2019). Alrededor del 50% de las infecciones por DENV son sintomaticas.
La presentacidn clinica de la enfermedad ocasionada por la infeccién por DENV es muy variada,
lo que dificulta el diagndstico y el tratamiento. Existen tres fases distintas de la infeccién por
DENV: febril, critica y de recuperacion (Tabla 1) (Patterson et al., 2016). Las manifestaciones
clinicas de la infeccion van desde asintomdticas a una enfermedad febril aguda, a menudo se
asocia con escalofrios, dolor de cabeza, dolor retroorbital, mialgia, altriaga, ademas de,

manifestaciones hemorragicas (FDA, 2019).

Tabla 1: Fases de la infeccion por DENV

Se han descrito tres fases distintas de la infeccidn por dengue: febril, critica y de recuperacion (Modificado
de Patterson et al., 2016).

Febril 2a7dias Fiebre alta, mialgias, artralgias, Deshidratacion; la fiebre alta puede
cefalea, erupcidn cutdnea, nauseas, asociarse a trastornos neuroldgicos,
vomito y dolor retro-ocular. y convulsiones en nifios.

Critica la2dias | Aumento a la permeabilidad capilar, Los capilares con fugas conducen a
trombocitopenia y posible progresion = una pérdida de volumen de plasma,
a hemorragia. comprometiendo a los érganos.

Recuperaciéon 3a5dias  Hay una mejoria del estado general, Hipervolemia (si la  terapia
se recupera el apetito, mejoran los intravenosa de fluidos ha sido
sintomas gastrointestinales se excesiva).
estabiliza el estado hemodinamico, y

se incrementa la diuresis.
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1.5 Infeccion por ZIKV

El ZIKV, es un flavivirus transmitido por mosquitos el cual se identificd por primera vez en 1947
en una zona selvatica llamada Zika, cerca del lago Victoria en Uganda, en macacos de la India
através de unared de monitoreo de la fiebre amarilla selvatica (Li et al., 2018). Posteriormente
en 1952, en Uganda y la Republica Unida de Tanzaniia se identifico la infeccidn por este virus
en humanos (Dick et al., 1952). El virus mostré su potencial epidémico por primera vez en un
brote en la isla Yap en 2007 y mas tarde en otras islas del océano Pacifico, para terminar con
su apariciéon en 2015 en las Américas (OMS, 2017). Esta epidemia ocasionada por ZIKV, no solo
sorprendié por su propagacion geografica, sino también porque proporcioné pruebas de
caracteristicas de patogenicidad que no se habian observado previamente en las infecciones
por flavivirus. En particular, se demostré que ZIKV podia cruzar la barrera placentaria para
causar infecciones congénitas asi como ser transmitida sexualmente entre humanos (Rey et

al., 2017).

Durante décadas, ZIKV fue de poca preocupacién para los clinicos, sin embargo, desde que se
descubrid una correlacién entre la infeccién por ZIKV y la microcefalia fetal, la OMS la declaré
como una “Emergencia de salud publica de interés internacional, estimando un registro en

México de 7,320 casos de infeccién por ZIKV (Gulland, 2016).

Al igual que DENV, ZIKV se transmite mediante mosquitos del género Aedes, compartiendo las
especies Ae. aegypti y Ae. albopictus, como vectores en el ciclo de vida epidérmico, en el cual
el humano es el hospedero vertebrado: ademas se sabe que las especies Ae. vitattus, Ae.
fulcifer, Ae. africanus, Ae. apicoargenteus y Ae. luteocephalus, pueden transmitirlo en el ciclo

de vida selvatico en donde los primates no humanos es el hospedero (Faye et al., 2014).

Las principales vias de exposicién a la infeccién por ZIKV son: la picadura por mosquitos
infectados con el virus, transmisidn sexual, transfusiones sanguineas, trasplantes de drganos,
materno-fetales e intraparto y por exposicién en el laboratorio. Una vez que el mosquito Aedes
ha infectado al ser humano, el periodo de incubacién de ZIKV aun no esta claramente definido,
pero actualmente se hipotétiza que corresponde a menos de dos semanas. Durante la viremia,

puede desarrollarse una enfermedad leve con sintomas como fiebre, conjuntivitis no
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purulenta, erupcion maculopapular, artritis / artralgias, cefalea y vomitos. Se estima que el

80% de las infecciones por ZIKV son asintomaticas (Patterson et al., 2016).

Las infecciones por ZIKV recientemente se han asociado con trastornos patoldgicos graves,
como la microcefalia en neonatos y el sindrome de Guillain-Barré, una rara polineuropatia
aguda de inicio rapido, causada por una respuesta autoinmune al sistema nervioso periférico,
que provoca insuficiencia respiratoria ademas de paralisis en adultos (Oehler et al., 2014;
Shiryaev et al., 2017). Actualmente, no existe una vacuna aprobada por la FDA o un

medicamento antiviral para combatir las infecciones por ZIKV (Li et al., 2018).

1.6 Métodos seroldgicos y moleculares para el diagnodstico y deteccion de la

infeccion por DENV y ZIKV

Debido a las similitudes en sus estructuras antigénicas, los flavivirus reaccionan de forma
cruzada en pruebas seroldgicas, donde se detectan los anticuerpos IgM al final de la primera
semana del inicio de la infeccién, seguido del aumento de los anticuerpos IgG. El diagndstico
especifico de una infeccidn por flavivirus mas usado requiere de la deteccién del ARN viral;
mediante muestras de sangre, suero u orina por medio de RT-PCR o aislamiento viral, lo cual

es posible en la fase aguda de la enfermedad (Tabla 2).

El diagndstico de la infeccion por ZIKV asociado al sindrome Guillain-Barré y otras
complicaciones neuroldgicas, se puede realizar mediante una muestra de liquido
cefalorraquideo para un analisis viroldgico por RT-PCR, o deteccidn de anticuerpos IgM (ELISA).
Por otro lado, para mujeres embarazadas se obtiene muestra de liquido amnidtico para la

deteccion por PCR (OPS, 2016).
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Tabla 2: Técnicas para la deteccion de la infeccidon por DENV (Modificada de OPS, 2016).

Serolégica Prueba de inmunocaptura enzimaticca de la inmunoglubulina M (MAC-ELISA) e
inmunoglobulina indirecta G (ELISA). Inhibicidn-hemaglutinacidn (IH), fijacién de
complemento (FC), neutralizacién (NT) y deteccidn de la proteina no estructural
NS1 de DENV (ELISA).

Aislamiento viral Inoculacion intracerebral en ratones de 1-3 dias de edad, cultivos de células de
mamiferos (LLC-MK2), inoculacion intratoracica de mosquitos adultos y el uso de
cultivos de células de mosquito

RT-PCR Detecta el ARN viral en muestras de humanos, tejidos y mosquitos.

Inmunohistoquimicas Detecta el antigeno viral en tejidos.
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Il. ANTECEDENTES PARTICULARES

Las proteinas reporteras basadas en la proteina luciferasa, son herramientas esenciales para
llevar a cabo ensayos de procesos biolégicos in vivo e in vitro y se emplean principalmente para
monitorear los cambios en la expresion génica y los niveles de proteina en una gran variedad
de procesos bioldgicos (Masser et al., 2016). La ventaja de este sistema es monitorear la
expresion de multiples genes. En el drea de virologia, se han empleado para distinguir células
infectadas por virus, obteniéndose imagenes de células vivas, asi como la deteccién y

cuantificacion de la infeccion en cultivos celulares (Jones et al., 2010).

Las proteinas reporteras in vivo reflejan la expresidn de diversos genes a partir de promotores,
dando como resultado diferentes niveles de ARNm y finalmente los cambios en la cantidad de
la proteina reportera. Por ejemplo, la fusion de promotores o genes como el gen LacZ
bacteriano permite la deteccion de la actividad de la B-galactosidasa y ha sido esencial en
estudios de expresidn génica (Juers et al., 2012). Sin embargo, los ensayos de la actividad de B-
galactosidasa requieren mucho tiempo. Otros ejemplos de proteinas reporteras incluyen
proteinas fluorescentes y bioluminiscentes, debido a su alta sensibilidad y rango dindmico y a

la facilidad de uso de los instrumentos de deteccidn (Jones et al., 2010).

Gaussia princeps es un copépodo marino que segrega naturalmente una luciferasa (GLuc), la
cual es una proteina monomérica de 185 aminoacidos (19.9 kDa) y es la luciferasa mas
pequefia conocida y la mas brillante (Goerke et al., 2008), esta luciferasa se ha detectado en
un gran grupo de organismos que incluyen bacterias, hongos, insectos y animales marinos

(Weissleder, 2003).

GLuc es una enzima oxidativa que cataliza reacciones moleculares dependientes de oxigeno
para producir luz (en un pico de 480 nm), mediante la oxidacidn del sustrato coelenterato
luciferina (coelenterazina). Ademads, posee un elevado grado de especificidad y solo emite luz
al reaccionar con luciferasas de la misma especie o muy afines a ésta. El sustrato puede
penetrar las membranas celulares y difundirse en todos los compartimentos celulares,

permitiendo el analisis cuantitativo en células vivas (Remy y Michnick, 2006), ademas exhibe
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una actividad hasta 1,000 veces mayor que la luciferasa de Renilla reniformis (Rluc), luciferasa
de luciérnaga (Fluc) o luciferasas bacterianas (LuxAB) (Wille et al., 2012). Esta proteina no es
tdxica y se secreta naturalmente en forma activa cuando se expresa en células de mamiferos,
ya sea impulsado por promotores activos o bajo el control de factores de transcripcién (Qu et
al., 2014). Los enlaces disulfuro, contribuyen a la estabilidad de GLuc a temperaturas elevadas.
Estas propiedades la convierten en un gen indicador ideal, ya sea como un monitor de

expresion independiente o al unirse con otras proteinas (Goerke et al., 2008).

Lin Qu y colaboradores en 2014, desarrollaron un sistema reportero basado en células, el cual
se aplico para el estudio de la replicacidn de los norovirus, ademas de la deteccion y evaluacion
de la efectividad de agentes antivirales. La comprension del ciclo de vida y patogénesis de los
norovirus sigue siendo limitada, debido a la incapacidad de propagarse en cultivos celulares y
a la falta de un modelo animal para determinar los niveles de infeccidn (Qu et al., 2014). Este
sistema denominado NoroGLuc, se baso en la fusién de la proteina viral p41 (proteina asociada
a la membrana) codificada por el marco de lectura 1 (ORF1) de los norovirus y GLuc. En este
sistema la proteasa viral (Pro) reconoce la secuencia FQLQ/GP en p41, provocando la liberacién
y secrecién de GLuc (Fig. 6). En este sistema, se pueden estudiar las actividades de la proteasa
de HuNoV (Norovirus humano) y asi servir como un biosensor para monitorear la replicacién

de los Norovirus al ser transfectado en células HEK293 (Qu et al., 2014).
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Figura 6: Desarrollo de un sistema reportero NoroGluc
Esquema del ORF1 de NV en el plasmido pCMV-GLuc fusionado a la proteina NoroGluc. La proteasa viral corta
entre los aminoacidos Q/G o E/G, con una especificidad preferida por la secuencia FxLQ, donde x es H, Q, N, A

(Qu et al., 2014).

Durante el desarrollo del presente proyecto, Ming-Shu y colaboradores en el 2017, publicaron
un estudio para la deteccidn y cuantificacién de DENV, utilizando un sistema reportero llamado
DENPADS, el cual fue disefiado para determinar la infeccion por DENV en células de rifidn de
hamster recién nacidos (BHK-21), mediante el procesamiento proteolitico en el sitio de
escision entre NS4B y NS5 por la proteasa viral NS2B-NS3 (NS2B3) de DENV, lo cual es muy

similar al disefio de este trabajo de tesis.

El sistema DENPADS se construyé con dos plasmidos, uno fue denominado sensor (pSen-Cre)
y otro reportero (pRep-EGFP). El primer plasmido pSen-Cre; contiene el sitio de corte
reconocido por la proteasa viral, entre las dos proteinas no estructurales NS4B y NS5
fusionadas con la sefial de localizacion nuclear del virus SV40 (NLS) ademas de la recombinasa
Cre. El segundo plasmido pRep-EGFP; se construyd mediante el ADN complementario que
codifica para la proteina mCherry, flanqueado por sitios de recombinacion LoxP y 3 codones

de paro rio arriba de la cadena complementaria de EGFP (Fig. 7) (Hsieh et al., 2017).
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Figura 7: Construccion de plasmidos del sistema DENPADS
Esquema del plasmido pSen-Cre y pRep-EGFP; se construyeron como plasmido sensor y plasmido reportero,
respectivamente. El sitio de escision para la proteasa viral (NS2B3) de DENV esta indicado en el esquema

(Hsieh et al., 2017).

Ambos reporteros se transfectaron en células BHK-21 para el desarrollo de la linea celular
estable F-DENPADS, basada en fluorescencia. Asi durante la presencia de infeccién por DENV,
la proteasa viral NS2B3 corta en el sitio de corte entre las dos proteinas no estructurales NS4B-
NS5 provocando la translocacién de la recombinasa Cre hacia el nucleo (mediante la sefial de
localizacion nuclear). En el nucleo la recombinasa Cre cortara entre los sitios de recombinacion
LoxP para promover la expresion EGFP mediante el promotor de citomegalovirus (CMV)

obteniendo como resultado la deteccién de células infectadas por DENV (Hsieh et al., 2017).

La proteasa viral NS2B3, codificada por la poliproteina de DENV, contiene mas del 70% de
identidad en su secuencia de aminodcidos con respecto a los diferentes serotipos de DENV (1-
4) y la identidad de la secuencia de aminoacidos de la proteasa NS2B3 de DENV-2 entre
diferentes flavivirus como ZIKV, JEY, YFV y WNV, corresponde aproximadamente al 56 % (Fig.
8) (Hsieh et al., 2017 y Shiryaev et al., 2017).
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Utilizando el sistema F-DENPADS en células BHK-21 se puede detectar la infeccién con los
cuatro serotipos de DENV mediante la expresion de EGFP, sin embargo, dicho sistema no es
util para la deteccién de la infeccidn por otros flavivirus como ZIKV, JEV y VHC (Fig. 9) (Hsieh et

al., 2017).

Es necesario recalcar que la proteasa viral NS2B3 es responsable de escindir a la poliproteina
viral codificada por los flavivirus, para generar proteinas individuales que constituyen al virion
infeccioso. Estos pasos de escisidn son necesarios para la maduracién de la particula viral; asi

que este sistema ademas de la deteccion de la infeccidn puede ser aplicado para el desarrollo

de farmacos que contengan como blanco a la proteasa NS2B3 (Wu et al., 2015).

Virus  Capside NS2A/NS2B NS2B/NS3 NS3/NS4A NS4B/NS5

ZIKV  VIETRRIGSAY'®  SUSIGKRSWPPTE  TIGKRISGAL'™®  ATEGKRIGAAF™ VITKRR. GGG T
DENVI  RYRKRISVTM™  WHUGRKISWPLY®  KMIKQRISGVL'™  AMOGRRISVSGY™  GP™GRRIGTGAM™
DENV2  RYRRRITAGV!™  SUSKKRSWPLY  KWEKQRIAGVLMY  AMOGRKISLTLI®  NISITRRIGTGN®S
DENV3  KYRKKITSLC!™  LUOKRRSWPLYY  QUPTQRISGVLYY?  AMGRKISIALY®  TWIGKRIGTGSH
DENVA  G™RKRISTIT'®  AVHISRRISWPLYM  KHTTQRISGAL'Y  SOWGRKSITLX™  THpRRUGTGTH
WNV  QUKKRIGGTA™  NUSRKR.(GWPAN YHSTKRIGGVL'™  QIVGKRISQIGHM  GARILKRIGGAK™M
JEV Q'ENKRIGGNE™  NUPKKRIGWPAMT  TUATKRIGGVFY®  ATEOGKRISAVSHYT  SHILKRIGRIGY
YV R¥KRRSHDV'®  FUSIGRRISIPVI®Y  GHYARRISGDVHY  FAMGRRIGAAE'  THOIGRRIGSANYI?

Figura 8: Sitios de corte de la proteasa viral NS4B3 en la poliproteina de los flavivirus

Sitios de corte para la proteasa viral NS2B3 en las diferentes posiciones de la poliproteina de los flavivirus. Los

residuos homaélogos se muestran en negritas. (Modificada de Shiryaev et al., 2017).
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Figura 9: Caracterizacion de la eficiencia del sistema DENPADS en la deteccion de la infeccion de los

flavivirus

En el lado izquierdo se muestra la expresidon de EGFP en células F-DENPADS, infectadas con los 4 serotipos de
DENV. En el lado derecho se muestra la expresion de EGFP en células transfectadas con el sistema F-DENPADS,

infectadas con diferentes flavivirus por ejemplo: VEJ (Virus de la Encefalitis Japonés), VHC (Virus de la Hepatitis

C) (Modificada de Hsieh et al., 2017).
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Ill. JUSTIFICACION

Las infecciones por DENV y ZIKV ocasionan enfermedades emergentes transmitidas por la
picadura de mosquitos hembras del género Aedes, especificamente A. egypti, el cual tiene el
potencial de propagarse dramaticamente en dareas tropicales y subtropicales del mundo,
provocando miles de infecciones al afio. Hasta el dia de hoy, no se dispone de vacunas o

terapias antivirales aprobadas clinicamente para eliminarlos eficientemente.

El procesamiento proteolitico de la poliproteina viral, provocada por la proteasa viral NS2B-
NS3, es un paso crucial en la replicacion, propagacion y progresion de la infeccién por DENV 'y

ZIKV.

En este trabajo, se empled la proteasa viral NS2B3, generada durante el ciclo replicativo de
DENV y ZIKV, como una herramienta para la deteccién temprana de la infeccidn, por medio de
un sistema reportero denominado pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc. La presencia del sitio de
corte en el plasmido reportero en células transfectadas e infectadas, permite el procesamiento
proteolitico mediado por NS2B3 en el sitio de corte entre NS4B y NS5, y asi modular la

expresion de la proteina GLuc.

Estos dos sistemas podrian ser de utilidad tanto para protocolos de investigacién cientificos

y/o de diagndstico clinico.
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VI. HIPOTESIS

La proteina recombinante NS4B-NS5 fusionada con la luciferasa de Gaussia forman parte de
un sistema reportero, el cual detecta la infeccidn por DENV y ZIKV tras el procesamiento

proteolitico mediado por la proteasa viral NS2B3.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Desarrollar un sistema reportero basado en luciferasa que detecte el nivel de infeccién por

DENV y ZIKV.

5.2 Objetivos particulares

1. Construir plasmidos con la secuencia de corte de la proteasa de DENV y ZIKV en un

vector que contiene luciferasa como reportero.

2. Determinar las condiciones de transfeccién del plasmido reportero que permitan

detectar la infeccion viral.
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Para cumplir con los objetivos planteados en este trabajo, seguimos la s
experimen




VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Células y virus

Las células Vero, que provienen de mono verde africano, se mantuvieron en medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) (Gibco) suplementado con suero fetal bovino al 10%,
glutamina (200 mM) y penicilina-estreptomicina (1x108 U/ml) a 37° C y 5% de CO,. Para los
experimentos de transfeccion transitoria, se sembraron a una densidad de 5x10° cel/pozo en
placas de 24 pozos en el medio descrito sin la adicion de antibidtico y posteriormente para la

transfeccion estable, el medio estaba suplementado en 700 ng/ml de G418 Neomicina (Roche).

Las cepas de DENV-2 (NewGuinea C) y de ZIKV (MEX_CIENI551), se utilizaron para este estudio.

Todos los virus se propagaron en células Vero.

7.2 Extraccion de ARN

El ARN total se obtuvo a partir de los sobrenadantes de células Vero infectadas con DENV y
ZIKV, asi como de los extractos celulares y del sobrenadante de células transfectadas con el
plasmido pZIKV4B5-GLuc, los cuales se usaron para amplificar la regién NS4B-NS5 de ambos
virus. Ademads se utilizaron para determinar que las células estuvieran transfectadas con el

plasmido pZIKV4B5-GLuc e infectadas con DENV y ZIKV.

Para esto, a los volumenes iniciales del trabajo se le agregd la solucidon de lisis en proporcién
3:1, mezclando por vortex durante 15 s y se incubd durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugaron a 4,500 rpm durante 5 min y se recuperd la fase acuosa. A
estos clarificados se les agregd etanol al 100% en una relacién de volumen 1:1, se mezcld por
pipeteo y se paso a través de columnas de afinidad (Zymo-Spin) a 8,000 rpm durante 30 s. Se
realizaron dos lavados con 600 pl de buffer de lavado (Tris 10 mM, HCL 10 mM, EDTA1 mMy
etanol 75%), y se centrifugaron a 8,000 rpm durante 1 min. Se elimind el exceso de buffer de

lavado, centrifugando a 10,000 rpm durante 2 min, y se agregaron 30 ul de buffer de elucién
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caliente, por ultimo, se centrifugd a 10,000 rpm durante 2 min. El eluido se almacend a -20°C

hasta su uso.

7.3 Amplificacion y purificacion del genoma de DENV y ZIKV

Para amplificar la region NS4B-NS5 y detectar la presencia del plasmido pZIKV4B5-GLuc en
células establemente transfectadas, se utilizé el ARN total de DENV y ZIKV mediante la técnica
de RT-PCR utilizando el kit AgPath-ID One-Step RT-PCP (Applied Systems). Los iniciadores para
este propdsito se disefiaron a partir de la secuencia NS4B-NS5, afiadiendo en los extremos la
secuencia de corte para la endonucleasa de restriccion Sacll (Tabla 3). En tubos de 1.5 ml, se
agrego la siguiente mezcla de reaccion: 5 pl de RT-PCR master mix (2X), 200 ng de ARN, 0.5 pl
de cada iniciador (1:100), 0.4 pl de enzima AgRT, hasta completar un volumen final de 10 pl
con agua libre de nucleasas. Las condiciones de amplificacidn de la region NS4B-NS5 fueron las
siguientes: dos temperaturas a 45°C por 25 min y 95°C por 10 min; seguido de 40 ciclos de tres
temperaturas 95°C por 15 s, 68°C por 30 s y 60°C por 30 s; una temperatura final de 60°C por
3 min. Para determinar la presencia de infeccidn por DENV y ZIKV en las células establemente
transfectadas se llevd a cabo el procedimiento de RT con el kit HighCapacity RT (Applied
Biosystems) usando como iniciadores hexameros al azar para ZIKV, 200 ng del ARN, 1 ul de
buffer (10X), 0.4 ul de dNTPs (100mM), 1 ul de hexdmeros al azar (10X), 0.5 pl de RT high
capacity, hasta completar un volumen final de 7.5 pl con agua libre de nucleasas. Las
condiciones de amplificacidn fueron las siguientes: 25°C durante 10 min, 37°C durante 120 min
y 85°C durante 5 min. Posteriormente, se realizé una reaccion de PCR usando Taq DNA
polimerasa (Invitrogen) para lo cual, se hizo la siguiente mezcla de reaccién: 0.5 ul de
iniciadores especificos para la proteina E (10 uM) de ZIKV, 1 ul de buffer (10X), 0.2 pl de dNTPs
(10 mM), 0.3 ul de MgCl, , 0.5 ul de la enzima Taq Polimerasa, 1 ul de cDNA hasta completar
un volumen final de 10 pl con agua de ampolleta. Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: 96°C por 6 min; seguido de 40 ciclos a tres temperaturas: 96°C por 10 s, 50°C por 5
s y 60°C por 4 min, una temperatura final de 60°C por 10 s. El producto de amplificacion se
corrobord mediante un gel de agarosa al 1%. Por otro lado, el ARN aislado y purificado de

células establemente transfectadas e infectadas con DENV, se amplific6 mediante el kit
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AgPath-ID One-Step RT-PCR (Applied Systems). Los productos de amplificaciéon se

corroboraron en un gel de agarosa al 2%.

Tabla 3. Iniciadores utilizados para RT-PCR

Se describe su secuencia en direccidon 5" a 3°, temperatura de asociacién (Tm) y tamafio en pares de bases del
fragmento que amplifica el par de iniciadores. En negritas se encuentra el sitio de corte para la enzima de

restriccién Sacll.

INICIADORES

Sentido Antisentido Tm Amplicon
DENV 5'- TCCCCGCGGGGGCCCATCTCCACATTGTG -3° | 5'- AGGCCGCGGCGTTTCTCCTCTTTTAATGC-3' | 68°C | 300 Pb

NS4B-NS5

ZIKV 5'- TCCCCGCGGCACTTTGTGGGAAGG-3’ 5'-CAGGCGCGGCTGCCACACCGTT-3’ 68°C 290 Pb

NS4B-NS5

ZIKVE | 5-TGATACTGCTGATTGCCCCG-3' 5'-CAGTGTTTCAGCCGGGATCT-3’ 56°C 994 Pb

La banda correspondiente a la amplificacion de la region NS4B-NS5 de ambos virus, se purificd
a partir de geles de agarosa al 2%, usando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). El fragmento de gel se transfirié a un tubo de 1.5 mly se registro el peso. Se agregd
10 pl de solucién de membrana por cada 10 mg de gel de agarosa, se homogenizé mediante
vortex durante 15 s y se incubo de 50°C— 60°C. Una vez disuelto, la solucién resultante se
colocd en una minicolumna SV, y se incubé por 1 min a temperatura ambiente. Se centrifugd
a 14,000 rpm durante 1 min y se desechd el sobrenadante, el producto retenido en la columna
se lavé con 700 ul de solucion de lavado de membrana, previamente diluida con etanol al 95%
y se centrifugd a 14,000 rpm durante 1 min, se desechd el sobrenadante, se repitié el paso de
lavado, y se centrifugd a 14,000 rpm durante 1 min con la tapa abierta para permitir la
evaporacion de etanol. Se transfirié la columna a un tubo nuevo y se agregaron 50 ul de agua
libre de nucleasas directamente al centro de la columna, se incubd 1 min a temperatura
ambiente, se centrifugo a 14,000 rpm durante 1 min y se almacend a 4°C 0 -20 °C hasta su uso.

Se determind la concentracion de ADN mediante espectrofotometria en el equipo NanoDrop
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2000 (Thermo Scientific). Se realizaron lecturas de absorbancia a 230/260 nm y se observé su

integridad mediante un gel de agarosa al 2 %.

7.4 Clonacion de la region NS4B-NS5 de DENV y ZIKV en el vector TOPO

Para realizar la clonacién de la region NS4B-NS5 de DENV y ZIKV se usé el TOPO TA Cloning
(Invitrogen) (Fig. 10) y para la subclonacién se utilizé el vector de clonaciéon luciferasa de

Gaussia pCMV-Gluc2 (New England BioLabs) (Fig. 10).

La reaccion de clonacion se realizé de la siguiente manera: 0.5 pl de la solucion de sales, 0.5 pl
del vector TOPO y por cada clonacién 2 pl del amplicon de la region NS4B-NS5 previamente
purificada de DENV y ZIKV, obteniendo un volumen final de 3 pl, a cada reaccion se agregaron
50 pl de células competentes, seguido de incubacién en hielo durante 30 min. Después las
células fueron sometidas a un choque térmico a 42°C por 90 s, e inmediatamente se incubaron
en hielo durante 3 min. Luego a las células se les agregaron 250 ul de medio S.0.C y se
incubaron a 37°C y 200 rpm durante 1 h. La mezcla se espatulé en placas de medio LB con

ampicilina (100 mg/ml), y se incubaron a 37°C toda la noche.

Las clonas seleccionadas se sembraron por separado en 3 ml de medio LB liquido con
ampicilina (100 mg/ml), durante toda la noche a 37°Cy 200 rpm. Al dia siguiente, se tomaron
1.5 ml de cada cultivo y se colocaron en tubos de microcentrifuga, se empastillaron las células
centrifugandolas a 4°C por 5,000 rpm durante 5 min. Se desechd el sobrenadante y las pastillas
se dejaron secar a temperatura ambiente durante 15 min, posteriormente se realizd la

extraccion de ADN plasmidico mediante el kit Genelet Plasmid Miniprep (Thermo Fisher).

La pastilla se traté con 250 pl de solucidén de resuspension, se agito por 3 s, y después se
adicionaron 250 pl de la solucién de lisis, se invirtié el tubo de 4 a 6 veces hasta obtener una
consistencia viscosa. Se afiadieron 350 pl de la solucién de neutralizacion e inmediatamente
se invirtid el tubo 4 a 6 veces, se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min, y el sobrenadante se
transfirié a la columna GenelET, se centrifugd a 14,000 rpm por 1 min, se descartd el
sobrenadante, se agregd 500 ul de la solucién de lavado, se centrifugd a 14,000 rpm 1 miny

se volvio a descartar el sobrenadante. Este ultimo paso se repitid y se transfirio la columna a
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un tubo nuevo. Se agregd 50 pl de buffer de elucidn en el centro de la columna incubandose
por 2 min a temperatura ambiente, se centrifugd a 14,000 rpm por 2 min, y finalmente se
almacend el ADN plasmidico a -20°C. El contenido de la elucién se cuantifico por
espectrofometria en el equipo NanoDrop 2000 y se observé su integridad en un gel de agarosa

al 0.8 %.

Una vez obtenido el ADN plasmidico se realizdé una reaccién de PCR usando Tag DNA
polimerasa (Invitrogen). En tubos de 1.5 ml, se agregé la siguiente mezcla de reaccién: 0.5 pl
iniciadores especificos para la regiéon NS4B-NS5 de DENV y ZIKV (1:100), 1 ul de Buffer PCR
(10X), 0.2 pl de dNTPs (10 mM), 0.3 pl de MgCl, , 0.5 pl de la enzima Taq Polimerasa, 1 ul de
DNA plasmidico hasta completar un volumen final de 10 ul con agua de ampolleta. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: una temperatura a 94°C 6 min; seguido de
40 ciclos a tres temperaturas 94°C por 45 s, 68°C por 30 s y 72°C por 30 s, una temperatura

final de 72°C por 10 s.
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Figura 10: Mapa de restriccion del vector pCR4 TOPO y pCMV-Gluc2
A) Mapa de restriccion del vector Topo. B) Mapa de restriccidn del vector pCMV-Gluc2. El circulo azul se sefiala

el sitio de corte para la enzima de restriccidn Sacll.
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7.5 Transformacion de células DH5a con el vector pCMV-GLuc2

La transformacién de células competentes de E. Coli se realizé6 mediante la técnica de choque
térmico. Para esto, en tubos de microcentrifuga se mezclaron 50 ul de células competentes
(DH5a) y 0.2 pg de ADN plasmidico pCMV-GLuc2. Los tubos se incubaron durante 30 min en
hielo. Luego las células fueron sometidas a un choque térmico a 42°C durante 90 s, e
inmediatamente se incubaron en hielo por 3 min. Posteriormente se afiadié a cada tubo 200
pl de medio LB liquido y se incubaron a 37°C a 200 rpm por 45 min, para permitir la
recuperacién de las células sometidas a choque térmico y la expresién del fenotipo resistente
a ampicilina que se manifiesta en células que han adquirido el pldsmido. Toda la mezcla se
espatulé en placas con medio LB con ampicilina para seleccionar a las transformantes
resistentes y se incubaron toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se observé la seleccién de las
clonas resistentes que han adquirido el plasmido y de éstas se extrajo el ADN plasmidico

mediante el kit Genelet Plasmid Miniprep (Thermo Fisher), descrito anteriormente.

7.6 Subclonacidon de la region NS4B-NS5 de DENV y ZIKV en el vector de

expresion pCMV-GLuc2

El vector pCMV-GLuc2 vy la construccién de NS4B-NS5 en el vector TOPO se sometieron a
restriccion con la endonucleasa Sacll (Biolabs). En tubos de 1.5 ml se agregé la siguiente mezcla
de reaccién: 1 ul de buffer CutSmart (10X), 1 ul de la enzima de restriccion Sacl/l, 1 pl de ADN
plasmidico, hasta completar un volumen final 10 ul con agua libre de nucleasas. Se incubaron
a 37° Cdurante toda la noche. Posteriormente se analizd la migracion electroforética en geles
de agarosa al 0.8%. Posteriormente, el vector pCMV-Gluc2 digerido, se traté con la enzima
fosfatasa alcalina utilizando el kit de Thermo Scientific fast AP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase. Se tomd toda la reaccién de digestion, 2 ul del buffer FastAP (10X), 1ul de la
enzima fosfatasa alcalina (1 U/ 1ul), mas la adicidn de agua libre de nucleasas para un volumen
final de 20 pl. Se incubd a 37°C durante 10 min y a 80°C durante 20 min y se purificé a partir

de geles de agarosa al 0.8%.
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Para la ligacion del vector pCMV-GLuc2 y la regién NS4B-NS5 liberada del vector TOPO, se
realizé una reaccién tomando en cuenta una relacion vector: inserto 1:3, 1 ul de enzima T4
DNA ligasa (1 U/L) (invitogen), 4 ul de buffer de ligasa T4 (5X) y se llevd a un volumen final de
10 ul con agua libre de nucleasas. Como control negativo se preparé una reaccién de ligacion
sin inserto. Las reacciones de ligacion se incubaron durante 3 h a temperatura ambiente. Los
productos de las reacciones de ligacidon fueron empleadas para transformar células E.coli DH5a
competentes. Todas las construcciones fueron expandidas y purificadas mediante el kit

Genelet Plasmid Miniprep (Thermo Fisher) mencionado anteriormente.

Para confirmar que se insertd la region NS4B-NS5 en el vector pCMV-Gluc2, todas las
construcciones fueron digeridas con enzimas de restriccién Stul y BamH]| (Biolabs). En tubos de
1.5 ml se agrego la siguiente mezcla de reaccién: 1 ul de buffer CutSmart (10X), 1 ul por cada
enzima de restriccién, 1 pl BSA (1:10), 1 pl de ADN plasmidico, hasta completar un volumen
final de 10 pl con agua libre de nucleasas. Se incubaron a 37°C durante 2 h y media.
Posteriormente se analizd la migracion electroforética en geles de agarosa al 1%. Una vez que
se observo un fragmento del tamaio esperado se procedié a identificar la secuencia de cada
construccion. Las construcciones para DENV se nombraron pDENV4B5-GLuc, mientras que las

construcciones para ZIKV se nombraron pZIKV4B5-GLuc.

7.7 Secuenciacion tipo Sanger de las construcciones virales

El ADN purificado de todas las construcciones se marcé con el kit Big Dye Versién 3.1 (Thermo
Fisher cat: 4337455). Para esto se hizo la siguiente mezcla de reaccion: 3.2 pmol de primer T7
(5"-TAATACGACTCACTATAGGG-3"), 350 ng de ADN plasmidico, 3 ul de Buffer (5X), 2 ul del Big
Dye v3.1, hasta completar un volumen final de 20 pl con agua libre de nucleasas. A esta mezcla
de reaccion se sometid a las siguientes temperaturas en un termociclador (Applied
Biosystems): 96° por 6 min; seguido de 40 ciclos de tres temperaturas: 96°C por 10 s, 50°C por

5s, 60°C por 4 min; y dos temperaturas finales de 60°C por 10 s y 60°C por 30 s.

Una vez terminado el marcaje del ADN, se realizé una cromatografia de exclusién con las

columnas DyeEx 2.0 (Qiagen) para la remocién de los dideoxinucleétidos no incorporados a la
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secuencia de ADN de todas las construcciones virales durante el proceso de ciclado, para lo
cual las columnas se centrifugaron a 2,700 rpm durante 3 min en una centrifuga refrigerada
(Beckman), para empaquetar la columna, posteriormente, se les retird el borde inferior y se
centrifugaron nuevamente para desechar el buffer de hidratacién de la resina, las columnas se
depositaron en tubos de 1.5 ml, y se afiadid los 20 ul de la reaccién de PCR de secuenciacion,
por ultimo, se centrifugaron una vez mdas para eluir el ADN purificado. El ADN eluido y
purificado se colocd en una centrifuga de vacio con rotor fijo (Eppendrof) por una hora a
temperatura ambiente con el objetivo de deshidratar el ADN, por ultimo, se almacend a -20°C,

cubierto de la luz hasta su uso.

El ADN liofilizado se resuspendié con 15 ul de formamida desionizada (Applied Biosystems)
para llevar a cabo la electroforesis capilar, las muestras resuspendidas se agregaron en
microplacas dpticas de 96 pozos (Applied Biosystems). En el secuenciador ABI Prism 3130
(ThermoFisher), se programé en la computadora las coordenadas de cada muestra en el
software genetic analyzer Data Colletion, asi como el protocolo de electrocinesis el cual se
realizé con un médulo estdndar para un capilar de 50 cm con polimero tipo 7 (Applied

Biosystems) por 2 h aproximadamente.

7.7.1 Andlisis de las secuencias obtenidas por electroforesis capilar

La secuencia obtenida de los plasmidos pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc, se analizd
utilizando el software Clustal W y se hizo la comparacion con la secuencia del genoma de DENV

(NC_001474.2) y ZIKV (KY120349.2).
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7.8 Transfeccion de las construcciones pDENVA4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc en

células Vero

7.8.1 Transfeccion transitoria

Una vez que se amplificaron y purificaron las construcciones pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-
GLuc. 5x10° cel/pozo se sembraron en placas de 24 pozos y se incubaron en condiciones
normales, al dia siguiente las células fueron transfectadas mediante lipofeccidon en condiciones
de estabilidad: (reaccidn de transfeccidn para un pozo), en un tubo de 1.5 ml se colocd 1 pg de
las construcciones pDENV4B5- GLuc y pZIKV4B5-GLuc y se mezclaron con 25 pl de medio MEM,
por otro lado, en otro tubo se colocé 2 pl de lipofectamina 2000 (invitogen) y se mezclé con
25 ul de medio DMEM, ambos tubos se mezclaron por pipeteo, incubandose por 5 min a
temperatura ambiente para permitir la formaciéon de complejos de transfeccion. Durante el
tiempo de incubacidn, se retird el medio a las células y se lavaron 2 veces con PBS a pH 7.0. Se
adicionaron los complejos de transfeccién (100 ul) correspondientes a cada pozo mas 150 pl
de medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% y glutamina (200mM),

incubandose a 37°C en una incubadora de CO, al 5% por 24 h.

7.8.2 Transfeccion estable

Para establecer lineas celulares estables, las construcciones pDENV4B5- GLuc y pZIKV4B5-GLuc
se transfectaron en células Vero mediante lipofeccion, siguiendo el protocolo antes

mencionado.

Las células transfectadas se sembraron en placas de 24 pozos a diferentes densidades (50,000
- 100,000 y 200,000 células/ml) mas la adicién de medio DMEM suplementado con suero fetal
bovino al 10% y glutamina (200mM) y se incubaron al 5% CO, por 24 h. Al dia siguiente se
desecho el medio y se reemplazd por medio nuevo mas antibidtico G418 Neomicina (Roche)
700, 800, 1000 ng/ml. Se reemplazd el medio selectivo cada tercer dia, observando el

porcentaje de células sobrevivientes. Obteniendo como resultado que la gran mayoria de
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células mueren en un tiempo de 4 semanas a una concentracion de 700 ng/ ml. Esta

concentracion debe usarse para la seleccidon de una linea celular establemente transfectada.

7.8.3 Ensayo de seleccidon de clonas de células establemente transfectadas

mediante dilucion limitante

Una vez que las células se transfectaron con éxito, el siguiente paso fue sembrar y seleccionar
la linea celular transfectada en una placa de 96 pozos para obtener colonias puras mediante
dilucién limitada. Se sembraron 1, 3 y 6 células transfectadas en placas de 96 pozos mas la
adicién de medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% y glutamina (200 mM)
y 0.7 ug/ml de G418 Neomicina (Roche), las placas se cultivaron a 37°C en una incubadora al
5% CO, durante 7 dias, revisando todos los dias las placas y cambiando el medio selectivo cada
tercer dia. En el caso de que se observard una sola colonia por pozo se transfirié a una placa

de 24 pozos, hasta obtener suficientes células para congelar y almacenar a -70°C.

A las células transfectadas establemente se les retiré el medio y se lavaron con PBS a pH 7.0.
Se anadié 1.5 ml de tripsina-EDTA (0.025% Tripsina, 0.5 mM EDTA pH 7.2) y se dejd actuar por
2 min a 37°C, se retird la tripsina y se incubé por 2 min a 37°C. Para inactivar la tripsina se
afiadio 1.5 ml de medio de cultivo conteniendo SFB al 10%, y se mezclé por pipeteo. La mezcla,
se centrifugd a 1,000 rpm por 10 min, se retird el sobrenadante y se agregd el medio de
congelacion compuesto por 90% de suero fetal bovino y 10% de DMSO, hasta completar un
volumen de 10 ml. En cada criotubo se anadié 1 ml de la mezcla y se almacend a -80°C en el
ultracongelador dentro de un recipiente de congelacidn, el cual contenia isopropanol (Thermo
Scientific). Para la descongelacion de células, inmediatamente los criotubos se introdujeron en
bafio maria a 37°C. Una vez descongeladas las células, se resuspendieron en 9 ml de medio de
cultivo, se centrifugaron a 1,000 rpm por 10 min, se retird el sobrenadante y la pastilla
resultante de células se resuspendié en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al
10% y glutamina (200 mM) mas 0.7 ug del antibidtico neomicina (50 mg/ml) y se cultivaron a

37°Cen unaincubadora al 5% CO,.
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7.8.4 Infeccion de las células transfectadas

Las células transfectadas, se lavaron con PBS a pH 7.0, se infectaron con DENV y ZIKV a una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 3, se incubaron 37°C en una incubadora al 5% de CO,,
homogenizando cada 15 min durante 1 h. Posteriormente se eliminé el medio y se reemplazé
por medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 2% y glutamina (200mM) mas 0.7
ug del antibidtico G418 (50 mg/ml) solo en las células transfectadas establemente y se
cultivaron a 37°C en una incubadora al 5% de CO,. Después de 24 h de infeccidn se determind

la infeccion de cada virus mediante la deteccidn de la actividad de GLuc en lisados celulares.

7.8.5 Deteccion de la actividad de la proteina luciferasa de Gaussia

Para determinar la actividad de la luciferasa se utilizo el kit Renilla Luciferase Assay System
(Promega). Es importante aclarar que tanto la proteina luciferasa de Gaussia como la de Renilla
pueden utilizar el mismo sustrato. Las células establemente transfectadas (1x10° de
células/pozo en placa 96 pozos) e infectadas con DENV y ZIKV se lavaron con PBS a pH 7.0y se
lisaron con 100 ul del buffer de lisis y se mantuvieron en agitacion a temperatura ambiente
durante 15 min. Posteriormente 20 ul del lisado celular se mezclaron con el mismo volumen
del sustrato, se mezcld por pipeteo e inmediatamente se determind el nivel de luminiscencia

en el Lumindmetro Glomax (Promega) con 2 s de retardamiento antes de cada lectura.

7.8.6 Analisis estadisticos

El analisis estadistico fue realizado usando el Software package GraphPad Prism 8.0. Las
medias se compararon mediante la prueba de t-student. Las diferencias se consideraron

significativas a partir de p<0.05.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Construccion y caracterizacion DENV y ZIKV en un plasmido reportero

Los plasmidos reporteros de DENV (pDENV4B5-GLuc) y de ZIKV (pZIKV4B5-GLuc), se disefiaron
con la finalidad de detectar el nivel de infeccion por dichos virus, utilizando como indicador el
procesamiento proteolitico realizado por la proteasa viral NS2B3. En las células transfectadas
con los plasmidos e infectadas con el virus, deberd darse el procesamiento proteolitico
mediado por NS2B3, en el sitio de corte entre NS4B y NS5 y asi se podran detectar cambios en

la expresién de GLuc que nos indican que las células estan infectadas.

Para la construccion de ambos reporteros, se eligido uno de los sitios de corte de la proteasa
viral presente en la poliproteina viral, se utilizé la secuencia de dos proteinas no estructurales,
NS4B (ultimos 150 nt) y NS5 (los primeros 150 nt) para DENV y NS4B (ultimos 150 nt) y NS5
(los primeros 140 nt) para ZIKV. Dichas secuencias se insertaron en el pldsmido reportero
pCMV-GLuc2 (Promega), como se indica en la seccién de materiales y métodos. La region
NS4B-NS5 se amplifico mediante RT-PCR, utilizando como molde el ARN de DENV y ZIKV y los
iniciadores especificos para DENV y ZIKV, obteniendo los productos de amplificacion

esperados, en el caso de DENV de 300 pb y de ZIKV de 290 pb (Fig. 11).
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Figura 11: Amplificacion de la region de NS4B-NS5 de DENV y ZIKV mediante RT-PCR
A) Productos de amplificacion de la region de NS4B-NS5 de DENV. 1: Marcador de tamafio molecular, escalera
de 100 pb, 2: Control negativo, 3: Productos de amplificacidn de la region de NS4B-NS5 de DENV. B) Producto
de amplificacidon de la regién de NS4B-NS5 de ZIKV. 1: Marcador de tamarfio molecular, escalera de 100 pb, 2:

Control negativo, 3: Productos de amplificacion de la region de NS4B-NS5 de ZIKV. A la derecha se indica el

tamafio aproximado del amplicon.

54



En ambos casos, se considero en el disefio de los iniciadores la secuencia del sitio de corte para
la enzima de restriccion Sacll, el cual se utilizara para el procedimiento de subclonacion. El
amplicon correspondiente a la region NS4B-NS5 de DENV y ZIKV se purificd y una alicuota de
dicho material se separé en un gel de agarosa 2%, dando como resultado una banda del

tamafio esperado de 300 pb para DENV y de 290 pb para ZIKV (Fig. 12).
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Figura 12: Extraccion y purificacion del amplicon NS4B-NS5 de DENV y ZIKV
A) Extraccion y purificacién del amplicén NS4B-NS5 de DENV. 1: Marcador de tamafio molecular, escalera de
100 pb, 2: Purificacion del amplicon NS4B-NS5 de DENV. B) Extraccion y purificacidon del amplicon NS4B-NS5
de ZIKV. 1: Marcador de tamaifo molecular, escalera de 100 pb, 2: purificaciéon del amplicdn NS4B-NS5 de

ZIKV. A la derecha se indica el tamafio aproximado del amplicon.

8.2 Clonacion del amplicon NS4B-NS5 de DENV y ZIKV en el vector TOPO

El amplicdn correspondiente a la region NS4B-NS5 de DENV y ZIKV, se clond en el vector TOPO,
como se describe en la seccién de materiales y métodos. Este vector de transito fue empleado
debido a que es muy rapido y eficiente, dando como resultado la obtencion de hasta el 95%
de clonas recombinantes. Las colonias que crecieron en el medio con ampicilina fueron
utilizadas para hacer minipreparaciones de ADN vy asi verificar la presencia del plasmido,
obteniendo una banda de 4,300 pb y de 4,290 pb correspondiente al tamafio del vector TOPO
y la regién NS4B-NS5 de DENV y ZIKV (Fig. 13).

Los plasmidos purificados se utilizaron para corroborar que la region NS4B-NS5 de DENV
(TOPO-NS4B-NS5-DENV) y de ZIKV (TOPO-NS4B-NS5-ZIKV) estuviera clonada en el vector
TOPO. Asi, se realizd una PCR utilizando los iniciadores especificos para el fragmento de NS4B-

NS5 de DENV o de ZIKV mencionadas en la seccién de materiales y métodos. Como se puede
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observar en la figura 14, a partir de ADN plasmidico de las colonias candidatas se obtuvo un
amplicon de 300 pb que corresponde al tamafio especifico de la regién NS4B-NS5 para DENV,

asi como un amplicén de 290 pb correspondiente a la regién NS4B-NS5 de ZIKV (Fig. 14).
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Figura 13: Extraccion de ADN plasmidico de DENV y ZIKV del vector TOPO
A) Extraccion de ADN plasmidico de DENV. 1: Marcador de tamafio molecular, escalera de 1Kb, 2-5: ADN
plasmidico obtenido a partir de clonas candidatas TOPO-NS4B-NS5-DENV. B) Extraccion de ADN plasmidico
de ZIKV. 1: Marcador de tamafio molecular, escalera de 1Kb, 2-5: ADN plasmidico obtenido a partir de clonas
candidatas de TOPO-NS4B-NS5-ZIKV. A la derecha se indica el tamafio aproximado del plasmido de TOPO-

NS4B-NS5-DENV y TOPO-NS4B-NS5-ZIKV.

Figura 14: Amplificacion de la region NS4B-NS5 de DENV y ZIKV de las clonas candidatas
A) Amplificacion de la regién NS4B-NS5 de DENV a partir del ADN plasmidico de las candidatas. 1: Marcador
de tamafio molecular, escalera de 100 pb, 2: Clonas positivas para TOPO-NS4B-NS5-DENV. B) Amplificacion
de la region NS4B-NS5 de ZIKV a partir del ADN plasmidico de las candidatas. 1: Marcador de tamafio
molecular, escalera de 100 pb, 2: Clonas positivas para TOPO-NS4B-NS5-ZIKV. Los productos de amplificacion
se separaron en un gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio. A la derecha se indica el tamafio

aproximado del amplicon.
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8.3 Subclonacion de la region NS4B-NS5 en el Plasmido Reportero pCMV-GLuc2

Los plasmidos que resultaron positivos a la amplificacién de la regién de interés se utilizaron
para llevar a cabo el procedimiento de subclonacién en el vector de expresion pCMV-Gluc2.
Primeramente, se liberd el ADN que codificaba para la region NS4B-NS5 DENV y ZIKV del vector
TOPO en el que fueron clonados inicialmente, para la cual se utilizé la enzima de restriccién
Sacll. Como resultado de las digestiones, se obtuvieron bandas de 300 y 290 pb, que

correspondian al tamafio esperado de la regidon de NS4B-NS5 DENV y ZIKV (Fig. 15 Ay B).

Por otro lado, el pldsmido pCMV-Gluc2 se traté con fosfatasa alcalina, para remover los grupos
fosfatos y obtener el vector linearizado, dado que rio arriba de dicho sitio de restricciéon se
encuentra la secuencia de luciferasa de Gaussia, el cual se utilizd como gen reportero,
obteniendo un tamafio esperado de 5802 pb. El ADN resultante de las digestiones de las
construcciones TOPO-NS4B-NS5-DENV y TOPO-NS4B-NS5-ZIKV y pCMV-Gluc2 se purificaron
mediante geles de agarosa y se ligaron para después transformar bacterias DH50 y
posteriormente se seleccionaron las clonas candidatas reconocidas por su resistencia a

ampicilina.
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Figura 15: Digestiones de las construcciones TOPO-NS4B-NS5-DENV y TOPO-NS4B-NS5-ZIKV y el vector
pCMV-GLuc2
A) Liberacion de la region NS4B-NS5 DENV. 1: Marcador de tamafio molecular, escalera de 100 pb, 2: TOPO-
NS4B-NS5-DENV sin digerir. 3-5: TOPO-NS4B-NS5-DENV digerido con la enzima de restriccion Sacll. B)
Liberacidn de la regién NS4B-NS5 ZIKV. 1: Marcador de tamafio molecular, escalera de 100 pb, 2-7: TOPO-
NS4B-NS5-ZIKV digerido con la enzima de restriccidn Sacll. C) Digestidn del vector pCMV-Gluc2. 1: Marcador
de tamafio molecular, escalera de 1 kb, 2: pCMV-Gluc2 sin digerir, 3: pCMV-Gluc2 linealizado con la enzima

Sacll tratado con fosfatasa alcalina. A la derecha se indica el tamafio aproximado de la digestion.
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Las clonas de NS4B-NS5 para DENV y ZIKV en el vector pCMV-Gluc2 se denominaran en
adelante pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc respectivamente. En la figura 16, se encuentra un

esquema de la localizacion del inserto en el vector pCMV-Gluc2.
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Secuencia de aminodcidos en la region NS4B-NS5 insertada en GLuc
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Secuencia de aminodcidos en la region NS4B-NS5 insertada en GLuc
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Figura 16. Esquema de la posicion en la que se inserté la secuencia de NS4B-NS5 en el plasmido pCMV-
GLuc2
A) Esquema de la construccidn del plasmido pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc, que dirige la expresidn de la
proteina GLuc bajo el promotor de CMV. B) Secuencia de aminoacidos para los cuales codifica el inserto NS4B-
NS5 en el caso de DENV y ZIKV, en negritas se encuentra el sitio de corte para la enzima de restriccién Sacll y

de color rojo se encuentra el sitio de corte de la proteasa viral NS2B3.
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Las clonas candidatas de pDENV4B5-GLuc se utilizaron para llevar a cabo un analisis de
restriccion mediante una doble digestion, usando enzimas de restriccion Stul y BamHI. La
reaccion de restriccién mencionada liberara en la clonas positivas un fragmento de 1815 pb
correspondiente a 1500 pb del vector pCMV-Gluc2 mas 300 pb DENV que constituyen la regién
NS4B-NS5. Aquellas clonas en la que la doble digestién resulté en un fragmento de una
longitud de 1500 pb se consideraron como vector vacio ya que no contenia en su interior la

region NS4B-NS5 (Fig. 17).
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Figura 17: Analisis de restriccion de la construccion pDENV4B5-GLuc con las enzimas Stul y BamHI
Analisis de restriccidn de las construcciones de pDENV4B5-GLuc. 1: Marcador de tamafio molecular, escalera
de 1 kb, 2: pCMV-GLuc2 vacio, control positivo, 3: pDENV4B5-GLuc sin digerir, 4-14: Doble digestidon de las
construcciones con las enzimas Stul y BamHI. Las muestras se separaron en un gel de agarosa al 1% y se

tineron con bromuro de etidio. A la derecha se indica el tamafio aproximado de la digestion.
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Las clonas que resultaron positivas en el analisis de restriccién fueron secuenciadas vy los
resultados de la comparacién de la secuencia obtenida con la secuencia reportada para DENV
o ZIKV, se puede observar en la figura 18-19. La secuencia de DENV tiene algunos cambios
sindnimos con respecto a la secuencia del genoma viral (NC_001474.2) sin embargo, ninguno
de estos cambios afecta la secuencia que codifica para los aminoacidos reconocidos por la
proteasa viral. En el caso de ZIKV se encontrd que la secuencia de nucledtidos insertada en el

vector pZIKV4B5-GLuc es idéntica a la reportada para el genoma viral (KY120349.2).

En resumen, los resultados del andlisis de la secuenciacién, muestran que la region NS4B-NS5
estd clonado en el vector pCMV-GLuc2 en sentido, asi se tiene una proteina GLuc modificada,
la cual sera utilizada en la siguiente etapa del proyecto para la deteccidon temprana de células

infectadas por DENV y ZIKV.
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Figura 18: Analisis de la secuencia obtenida del vector pDENV4B5-GLuc

Alineamiento de la regién NS4B-NS5 del genoma de DENV (NC_001474.2) comparada con la secuencia

obtenida del plasmido pDENV4B5-GLuc. En rojo se sefialan los cambios de nucledtidos entre ambas

secuencias, en verde se encuentra el sitio de corte para la enzima de restriccion Sacll y en azul el sitio de corte

de la proteasa viral NS2B3.
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Figura 19: Analisis de la secuencia obtenida del vector pZIKV4B5-GLuc

Alineamiento de la region NS4B-NS5 del genoma de ZIKV (KY120349.2) comparada con la secuencia obtenida

del plasmido pZIKV4B5-GLuc. En verde se encuentra el sitio de corte para la enzima de restriccion Sacll y en

azul el sitio de corte de la proteasa viral NS2B3.
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8.4 Determinacion de la infeccidon por DENV y ZIKV usando pDENV4B5-GLuc y
pZIKV4B5-GLuc

La siguiente etapa del estudio consistié en utilizar la funcién de la proteasa viral NS2B3
generada durante el ciclo replicativo de DENV y ZIKV como una herramienta en la deteccion
de la infeccidn. Lo anterior es posible mediante la transfeccidon de los plasmidos reporteros
pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc que se han generado y asi usar los cambios en la expresién

de GLuc para determinar que las células estan siendo infectadas por estos virus.

La linea celular Vero, proveniente de rifidn de mono verde africano, consiste de células de
mamifero altamente susceptibles a la infeccidn por flavivirus que se usaran como modelo

celular para la deteccidn de la infeccion por DENV y ZIKV.

Las células Vero se transfectaron con los plasmidos pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc; para
obtener un sistema en el que se expresa de manera transitoria a la proteina GLuc, mediado
por el promotor de citomegalovirus (CMV). Se espera que las células transfectadas en ausencia
de infeccidn sean capaces de secretar GLuc, debido a que la proteina GLuc contiene en el
extremo amino una senal de secrecidén extracelular de tal manera que se puede detectar en el

sobrenadante de las células transfectadas sin la necesidad de lisis celular.

Por otro lado, los plasmidos pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc se transfectaron en células
Vero, dichas células se infectaron y a las 24 h post-infeccion se recogié el sobrenadante, en el
cual no fue posible detectar la sefial de luciferasa en ninguno de los tres experimentos
independientes que se realizaron. Una de las posibles explicaciones de este resultado es que

debido a la insercidn de la regidn NS4B-NS5 se inhiba la secrecidon de la proteina GLuc.

Por lo anterior, se llevaron a cabo los experimentos de transfeccion, lisando las células 24y
48 h postransfeccion y en estos casos tampoco se encontré a GLuc secretada, por lo que es
muy probable que la insercidon de los aminoacidos para DENV y para ZIKV correspondientes a
la region de las proteinas no estructurales NS4B-NS5 mds la secuencia de la enzima de
estriccion Sacll inhibia la secrecidon de GLuc. Por lo tanto, los experimentos posteriores se

llevaron a cabo incluyendo el paso de lisis celular antes de la deteccidn de la actividad de GLuc.
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Los plasmidos pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc se transfectaron en células Veroy a las 24 h
postransfeccion se llevd a cabo la infeccion con DENV y ZIKV a una multiplicidad de infeccidn
(MOI) de 3. Después de 24 h se detectd la infeccidon de cada virus mediante la actividad de
GLuc en los extractos celulares y se comparo con la actividad en las células no infectadas. Como
se muestra en la figura 20, la infeccion viral tanto en el caso de DENV como ZIKV produjo una

disminucion de actividad de GLuc de aproximadamente el 50%.

Nuestros datos muestran que la infeccidn viral en células transfectadas con pZIKV4B5-GLuc e
infectadas con ZIKV disminuye la expresion de GLuc en aproximadamente 51.24%, con

respecto a las células transfectadas con dicho plasmido no infectadas.

Por otro lado, las células transfectadas con pDENV4B5-GLuc e infectadas con DENV disminuye
al 59.78% la actividad de GLuc comparada con la actividad registrada en células solo

transfectadas con dicho plasmido.
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Figura 20: Deteccion de la infeccion por DENV y ZIKV en las células transfectadas transitoriamente
Los plasmidos reporteros pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc transfectados en células Vero, se infectaron con
DENV y ZIKV durante 24 h, las células se infectaron con DENV y ZIKV a una MOI de 3. A las 24 h después de
infeccidn las células se lisaron. La infeccién se determind mediante la actividad de GLuc. La grafica muestra el
porcentaje de expresion de GLuc con respecto a cada plasmido no infectado (NI) o infectado (IF). Los datos

mostrados corresponden a la media de los resultados obtenidos de 2 experimentos independientes.
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Los resultados obtenidos con las células transfectadas transitoriamente nos sugieren que la
proteina GLuc modificada no puede ser secretada, aunque presente actividad y que dicha
actividad se pierde o inhibe cuando es procesada en el extremo amino por la serin proteasa

viral NS2B3 en el contexto de la infeccion.

En este estudio, el sistema desarrollado nos permite detectar de manera directa la infeccién
viral de las células transfectadas transitoriamente con los pldsmidos construidos, sin embargo,
uno de los principales inconvenientes de las transfecciones transitorias es la diferencia en las
eficiencias de transfecciéon que se pueden tener entre cada experimento, lo cual nos llevé al

desarrollo de lineas celulares establemente transfectadas con cada uno de los plasmidos.

El protocolo de la obtencion de clonas de células Vero transfectadas con el pldsmido que
fueron resistentes al antibidtico de seleccion G418, nos permitié obtener al menos una clona
de las células Vero establemente transfectadas con el plasmido pZIKV4B5-GLuc. Lo anterior se
llevé a cabo usando el método de dilucidn limitante descrito previamente en la seccién de
materiales y métodos, dicha clona fue establecida usando 0.7 pg/ml de G418 durante 4

semanas.

Para determinar la presencia del pldsmido pZIKV4B5-GLuc en células Vero, se obtuvo un
extracto celular para extraer el ARN total, el cual se utilizé para amplificar la region NS4B-NS5
(contenida en el plasmido transfectado) mediante una reaccidon de RT-PCR. El producto de
amplificacién obtenido tenia el tamafio esperado para la region NS4B-NS5 de 290 pb (Fig. 21),
lo que nos indica que las células Vero de la clona propagada contiene en su interior el sitio de
corte de la proteasa viral, el cual corresponde a la region NS4B-NS5 clonada en el vector

pZIKV4B5-GLuc.
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Figura 21: Amplificacion de NS4B-NS5 mediante RT-PCR en células establemente transfectadas
Producto de amplificacion de la region NS4B-NS5 de ZIKV, mediante RT-PCR. 1: Marcador de tamafio
molecular, escalera de 100 pb, 2: Control negativo, 3: Producto de amplificaciéon de NS4B-NS5 de células

establemente transfectadas. A la derecha se indica el tamafio aproximado del amplicdn.

Posteriormente las células Vero establemente transfectadas con pZIKV4B3-GLuc se infectaron
con ZIKV a una MOl de 3. A las 24 h de infeccidn, las células se lisaron y enseguida se determiné
la actividad de GLuc. Como se puede observar en la figura 22, el nivel de actividad de GLuc en
células infectadas con ZIKV disminuyo en 37.9% cuando se compara con las células

establemente transfectadas no infectadas.
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Figura 22: Deteccion de la infeccion por ZIKV en células establemente transfectadas
Se establecié una linea celular establemente transfectado con pZIKV4B5-GLuc usando 0.7 pg/ml de G418
durante 4 semanas. Las células se infectaron con ZIKV a una MOI de 3. A las 24 h después de infeccidn las
células se lisaron. La infeccion se determiné mediante la actividad de GLuc. La grafica muestra el porcentaje
de expresion de GLuc con respecto a linea celular establemente transfectada no infectada (NI) o infectada (l).
Los datos mostrados corresponden al promedio de los resultados obtenidos de 4 experimentos

independientes (p>0.05).

Con el objetivo de determinar si la proteasa de DENV podria procesar la secuencia de corte
contenida en NS4B-NS5 del plasmido reportero pZIKV4B5-GLuc en células transfectadas
establemente. Dichas células fueron infectadas con DENV a una MOl de 3y 24 h después de la
infeccion, las células se lisaron y posteriormente se determind la actividad de GLuc. Como se
puede observar en la figura 23, el nivel de actividad de GLuc en células establemente
transfectadas e infectadas con DENV disminuyo 38.78% con respecto a las células

establemente transfectadas con el plasmido mencionado pero no infectadas.
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Figura 23: Deteccion de la infeccion por DENV en células establemente transfectadas
Linea celular establemente transfectada con pZIKV4B5-GLuc e infectada con DENV a una MOl de 3. Alas 24 h
después de la infeccidn las células se lisaron. La infeccidn se determiné mediante la actividad de GLuc. La
grafica muestra el porcentaje de expresién de GLuc con respecto a linea celular establemente transfectada
no infectada (NI) o infectada con DENV (l). Los datos mostrados corresponden el promedio de los resultados

obtenidos de 4 experimentos independientes (p>0.05).

Nuestros resultados indican que la proteina GLuc recombinante producida en las células Vero
establemente transfectadas con pZIKV4B5-GLuc puede ser reconocida por la proteasa viral de
DENV vy realiza su actividad de corte entre las proteinas no estructurales NS4B-NS5 de ZIKV.
Por lo tanto, es posible el uso de esta clona de células en la deteccidn de la infeccién por DENV

y asi disminuir la actividad de GLuc en los lisados celulares.

Para corroborar esta hipétesis y descartar que los stocks virales usados hayan estado
mezclados, decidimos analizar los sobrenadantes de células establemente transfectadas con
pZIKV4B5-GLuc e infectadas con DENV y ZIKV. A partir de dicho material se realizé la extracciéon
de ARN total de los sobrenadantes y luego se amplificd por RT-PCR, utilizando iniciadores
especificos para la secuencia de la proteina estructural E del genoma de ZIKV, obteniendo un
producto de amplificacidon de 994 pb, en el caso de los sobrenadantes de la infeccidn por ZIKV.
En las células transfectadas establemente e infectadas con DENV no se observd ningun

amplificado correspondiente a la proteina E (Fig. 24A), asi como en células no infectadas.
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Por otro lado, se llevd a cabo una RT-PCR usando iniciadores especificos para NS4B-NS5 de
DENV, con los cuales se obtuvo un amplicén de 300 pb solo en el caso de los sobrenadantes
de las células establemente transfectadas e infectadas con DENV, mientras que en células
establemente transfectadas e infectadas con ZIKV no se observo fragmento alguno (Fig. 24B),

asi como en células no infectadas.

Lo anterior nos confirma, que nuestro sistema de células establemente transfectadas con
pZIKV4B5-GLuc puede detectar la infeccién por DENV y ZIKV, mediante la deteccidn de la
actividad de GLuc.
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Figura 24: Producto de amplificacion de la region del genoma correspondiente a la proteina E y NS4B-NS5
en la linea celular establemente transfectada e infectada con DENV y ZIKV

A) Producto de amplificacidn de la secuencia para la proteina E de ZIKV. 1: Marcador de tamafio molecular,

escalera de 1 Kb, 2: Control negativo, 3: Linea celular establemente transfectada e infectada con ZIKV, 4: Linea

celular establemente transfectada e infectada con DENV, 5: Linea celular establemente transfectada sin

infectar. B) Producto de amplificacidn para la regidon NS4B-NS5 de DENV. 1: Marcador de tamafio molecular,

escalera de 100 pb, 2: Linea celular establemente transfectada sin infectar 3: Linea celular establemente

transfectada e infectada con ZIKV 4: Linea celular establemente transfectada e infectada con DENV.
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IX DISCUSION

DENV y ZIKV son arbovirus que representan una grave carga sanitaria en zonas tropicales y
subtropicales del mundo. Actualmente no existen medicamentos o vacunas eficaces para el

tratamiento o la prevencidn de las infecciones por DENV o ZIKV.

Se ha demostrado que el procesamiento proteolitico de la poliproteina viral por la proteasa
viral NS2B3, es un paso crucial en la replicacion, propagacién y progresiéon de la enfermedad
por DENV vy ZIKV, por lo tanto, es considerado un objetivo potencial para el desarrollo de

farmacos contra arbovirus (Kang et al., 2017).

Las proteinas reporteras reflejan la expresion de diversos genes a partir de promotores, dando
como resultado diferentes niveles de ARNm y finalmente cambios en la cantidad de proteina
reportera. Por ejemplo, la fusién de promotores o genes como el gen LacZ bacteriano permite
la deteccion de la actividad de la B-galactosidasa y ha sido esencial en estudios de expresion
génica, sin embargo, los ensayos de actividad de B-galactosidasa requieren mucho tiempo

(Juers et al., 2012).

La deteccion de la infeccidn por DENV es dificil porque el virus no crece a titulos altos en cultivo
celular y los ensayos para valorar el virus requieren mas tiempo. Los métodos tradicionales
para la deteccidn de la infeccidn por flavivirus, incluyen los ensayos de placa; que se basan en
la lisis de la monocapa celular que se deriva del efecto de la infeccidn del virus en la linea

celular. Los resultados obtenidos tardan de 3 a>12 dias (Malewicz et al., 1979).

Existen otros ensayos que se basan en observar el efecto citopatico después de la infeccion en
cultivo celular durante un periodo de 5 a 20 dias, mientras que las células permanezcan viables,
los resultados se expresan mediante la dosis infecciosa del cultivo celular al 50% (TCID sg), sin
embargo, no todos los virus o cepas virales causan efecto citopatico en cultivo celular (Che et
al., 2009). Un método mejorado es el ensayo de formacidn de focos infecciosos, el cual emplea
la inmunotincién utilizando anticuerpos marcados con fluorescencia especificos para un
antigeno viral y asi detectar células infectadas, es util para cuantificar los virus que no lisan las

membranas celulares y los resultados se producen en menos tiempo (2 a 3 dias) que los
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ensayos de placa, pero puede ser mas costoso en términos de reactivos (como anticuerpos en
grandes cantidades) y equipos requeridos como el microscopio de fluorescencia (Payne et al.,
2006). De tal manera que evaluar una gran cantidad de muestras usando los métodos

anteriores requiere mucho tiempo y trabajo.

Recientemente, se han desarrollado métodos basados en ELISA para la titulacion de DENV,
estos métodos tienen la ventaja de procesar una gran cantidad de muestras, pero requieren
varios dias de incubacidn antes de que el virus pueda cuantificarse en cultivo celular (Li et al.,

2011).

Un enfoque cuantitativo se puede llevar a cabo mediante RT-gPCR, el cual permite detectary
cuantificar el genoma viral, es un método rdpido y preciso que permite realizar varias muestras
a la vez, pero los resultados obtenidos determinan el nimero de copias del genoma, que no

representan completamente el nimero de particulas infecciosas (Li, et al., 2013).

Otros métodos, como la citometria de flujo se han utilizado para medir los titulos virales. En
este se usan anticuerpos vy, por lo tanto, requieren procesos de inmunotincion, que resultan
en un alto costo (Lambeth et al., 2005). Otros ejemplos para la deteccién de la infeccién por
diversos virus, incluyen los genes reporteros mediante proteinas fluorescentes vy
bioluminiscentes, debido a su alta sensibilidad, bajo costos y la facilidad de uso de los

instrumentos de deteccién, lo hace un método rapido y preciso (Jones et al., 2010).

En este trabajo, se empled la proteasa viral NS2B3 generada durante el ciclo replicativo de
DENV y ZIKV como una herramienta para la deteccidn temprana de la infeccidn, por medio de
un sistema reportero denominado pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc. La presencia del sitio de
corte en el plasmido reportero en células transfectadas e infectadas, permite el procesamiento
proteolitico mediado por NS2B3 en el sitio de corte entre NS4B y NS5, y de esta forma se

detectard la infeccion viral, mediante cambios en la expresion de la proteina reportera GLuc.

Para la construccion de ambos sistemas reporteros, se eligiéo uno de los sitios de corte de la
proteasa viral NS2B3 en la poliproteina viral, el cual se encuentra entre las dos proteinas no
estructurales NS4B-NS5, dichas secuencias se insertaron en el plasmido pCMV-GLuc2 vy se
transfectaron células Vero de rifién de mono verde, tomando en cuenta que, estas células son

altamente susceptibles a la infeccidn por flavivirus.
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Nuestros resultados muestran que el plasmido pDENV4B5-GLuc y pZIKV4B5-GLuc se pueden
usar para obtener una expresion transitoria de la proteina GLuc, mediado por el promotor de
citomegalovirus (CMV). De este modo, se esperaba que las células transfectadas en ausencia
de infeccion seran capaces de secretar GLuc, debido a que la proteina contiene en el extremo
amino una sefial de secrecion extracelular de tal manera que puede ser detectada en los
sobrenadantes de células transfectadas sin la necesidad de lisis celular, sin embargo, al parecer
la proteina reportera fusionada con los 94 aminoacidos que representan la regién clonada
conteniendo el sitio de corte de la proteasa viral entre las proteinas no estructurales NS4B-

NS5, no puede ser secretada al medio extracelular.

Sin embargo, como se observa en los resultados obtenidos, la proteasa se expresa de manera
intracelular, lo cual se puede detectar mediante la lisis de células transfectadas. En este caso,
la infeccidon en células transfectadas transitoriamente con los plasmidos reporteros se detectd

mediante la disminucién en la actividad de GLuc en aproximadamente 50%.

Por otro lado, uno de los principales inconvenientes de las transfecciones transitorias es la
diferencia en las eficiencias de transfeccién que se pueden tener entre cada experimento, es
por eso que se decidid realizar los ensayos para obtener lineas celulares establemente
transfectadas y esta estrategia fue exitosa solamente en el caso de la obtencién de células
Vero establemente con el pldsmido pZIKV4B5-GLuc. Sin embargo, nuestros resultados
mostraron que dichas células establemente transfectadas pueden emplearse para la deteccién

de la infeccidon tanto por DENV como por ZIKV.

De esta forma se sugiere que la proteasa producida durante la infeccion con DENV reconoce
el sitio de corte entre NS4B y NS5 de ZIKV en la proteina GLuc recombinante contenida en
lisados celulares. En ambos casos la infeccion viral produjo una disminucion en la deteccién de

GLuc de aproximadamente 40%.

Durante el desarrollo del presente proyecto, Ming-Shu et al., en el 2017, publicaron un estudio
para la deteccidon y cuantificacién de DENV, mediante el procesamiento proteolitico del sitio
de escisidon entre NS4B y NS5 por la proteasa viral NS2B3 de DENV. Utilizando el sistema
DENPADS y al transfectarlo en células BHK-21 y en presencia de infeccidn con los 4 serotipos

de DENV se puede detectar la infeccion viral mediante la expresiéon de la proteina verde
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fluorescente, el cual no fue sensible para la deteccién de la infeccion por otros flavivirus como
ZIKV, JEV y VHC. Los autores mencionaron que las homologias de la proteasa NS2B3 de DENV-
2 entre otros serotipos de DENV son 270% y por el contrario, las homologias de la proteasa
NS3 de DENV-2 entre otros flavivirus que probaron son <56%. En dicho reporte explican que
tales diferencias pueden ser parte de la razén por la que DENPADS es eficiente en la deteccién

de los 4 serotipos DENV, pero no en otros flavivirus.

Es necesario aclarar que existen diferencias importantes entre el sistema DENPADS y el
desarrollado en nuestro laboratorio, estas se relacionan principalmente con la proteina
recombinante. En nuestro sistema el sitio clonado correspondiente a las proteinas no
estructurales NS4B-NS5 de ambos virus en la proteina de fusiéon que consisti6 en 94
aminodcidos de los cuales la mitad correspondian a la region carboxilo terminal de NS4B y la
otra mitad a la regién amino terminal de NS5, mientras que en el sistema DENPADS, se
utilizaron 258 aminoacidos, de los cuales solo 10 aminoacidos corresponden a la regidn amino

terminal de NS5 vy los restantes al extremo carboxilo de NS4B.

Los resultados indican que en nuestro sistema, ambas proteasas (DENV y ZIKV) pudieron
reconocer y procesar las dos proteinas de fusidn. Por lo tanto, suponemos que las diferencias
entre las proteinas de fusién de nuestro estudio, asi como otras diferencias con respecto al
sistema DENPADS permiten un uso mas versatil de nuestro protocolo en la deteccidon de ambos

virus.

En conclusién, nuestro sistema en comparacidn con los descritos anteriormente no requiere
de pasos de inmunotincién con anticuerpos, ademas, de ser un sistema facil y rdpido

obteniendo resultados a partir de 24 h, para la deteccién de la infeccidn viral.

La perspectiva de la aplicacion para sistemas como el que se ha desarrollado en nuestro
laboratorio es extensa, ya que el uso de la actividad de la proteasa viral NS2B3 permite la
deteccidn de la infeccidén por DENV y ZIKV, lo cual, puede aplicarse en la busqueda de métodos
de diagndstico, determinacién de la eficiencia de vacunas y antivirales para ambos flavivirus,

especialmente los que tengan como blanco a la proteasa viral.
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X. CONCLUSIONES

Los plasmidos reporteros de DENV (pDENV4B5-GLuc) y de ZIKV (pZIKV4B5-GLuc) detectan
la infeccion viral utilizando como indicador el procesamiento proteolitico entre las
proteinas no estructurales NS4B y NS5 realizado por la proteasa viral NS2B3.

La transfeccién transitoria de los pldsmidos permitieron la deteccion de la infeccidn por
dichos virus mediante la disminucion de la actividad de GLuc en aproximadamente 50%.
Las células establemente transfectadas con el plasmido pZIKV4B5-GLuc, permitieron la
deteccion de la infeccion por ZIKV y DENV, determinado mediante la disminucién de la

actividad de GLuc en aproximadamente 40%, con respecto a los controles no infectados.
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Xl ANEXO

12.1 Diseiio de iniciadores

Para el disefio de los iniciadores, se tomd en consideracidon dos proteinas no estructurales,
NS4B y NS5 para DENV (numero de acceso NC_001474.2) y ZIKV (numero de acceso
KY120349.2). Ambas contienen el sitio de corte para la proteasa viral NS3. Adicionando en los
extremos de cada iniciador la secuencia de corte para la enzima de restriccién Sacll (CCGCGG)

y tres bases adicionales.

Para amplificar el fragmento de NS4B-NS5 de DENV, se considerd una region de 300 pb.
(CCGCGGGGGCCCATCTCCACATTGTGGGAAGGAAATCCAGGGAGGTTTTGGAACACTACCATTGCG

GTGTCAATGGCTAACATTTTTAGAGGGAGTTACTTGGCCGGAGCTGGACTTCTCTTTTCTATTATGAA

GAACACAACCAACACAAGAAGGGGAACTGGCAACATAGGAGAGACGCTTGGAGAGAAATGGAAAA
GCCGATTGAACGCATTGGGAAAAAGTGAATTCCAGATCTACAAGAAAAGTGGAATCCAGGAAGTGG

ATAGAACCTTAGCAAAAGAAGGCATTAAAAGAGGAGAAACG) y para amplificar el fragmento de
NS4B-NS5 de ZIKV, se considerd una region de 290 pb.
(CCGCGGCACTTTGTGGGAAGGCTCTCCGAACAAGTACTGGAACTCCTCTACAGCCACTTCACTGTGT

AACATTTTTAGGGGAAGTTACTTGGCTGGAGCTTCTCTAATCTACACAGTAACAAGAAACGCTGGCTT
GGTCAAGAGACGTGGGGGTGGAACAGGAGAGACCCTGGGAGAGAAATGGAAGGCCCGCTTGAACC
AGATGTCGGCCCTGGAGTTCTACTCCTACAAAAAGTCAGGCATCACCGAGGTGTGCAGAGAAGAGGC
CCGCCGCGCCCTCAAGGACGGTGTGGCAA).
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12.2 Preparacion de soluciones

Tabla 2A: Preparacion de antibiotico

Volumen Ampicillin sodium salt
20 ml 2g
10 ml lg

Tabla 3A: Preparacion de medio de cultivo liquido

Se esterilizé por autoclave y se almacend a 4° C hasta su uso.

Volumen LB Broth
1L 25g
500 ml 125¢

Tabla 4A: Preparacion de medio de cultivo sélido
Se esterilizd por autoclave y se afiadié antibidtico a una concentracién de 100 pg/ml
(ampicilina), se vertié de 30 a 35 ml de medio de crecimiento en placas Petri de 85 mm de

diametro, se dejaron secar a temperatura ambiente y se almacenaron a 4° C hasta su uso.

Volumen

Agar bacteriologico LB Broth
1L lag 25g
500 ml 7¢ 125¢g
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Tabla 5A: Preparacion de medio de cultivo celular

Se almacend a 4° C hasta su uso.

Volumen Glutamina 100X Suero fetal bovino Medio DMEM
100%
50 ml 1 ml (2X) 5 ml (10%) 44 ml

Tabla 6A: Preparaciéon de buffer de corrida

Tris-base 108g
Acido bérico 55g

EDTA(0.05M) pH 8 40 ml
H,0 1L

Tabla 7A: Preparacion de buffer de fosfato salina
Ajuste el pH a 7.4 con HCl (1M) o NaOH (10 M). Filtre la solucién a través de unidades de filtracion o discos de

0.45 um para eliminar particulas suspendidas.

NacCl (1M) 80.6¢g

NaOH (30mM) 2.2¢g

Na,HPO, (81mM) 115¢g

KH,PO, (15mM) 20¢g
H,0 1L
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Residuos de aminoacidos de la regién NS4B-NS5 del sistema pZIKV4B5-GLuc

HEVGRLSEQVLELLYSHFTVHFGKLLGWSEFSNLHSNKKRWLGQETWGWNRRDPGREMEGPLEP

DVGPGVLLLOQKVRHHRGVQRRGPPRPQGRCG

Los aminodcidos subrayados corresponden a la region amino terminal de la proteina no
estructural NS5, los restantes pertenecen a la regién de la proteina no estructural NS4B dando

un total de 94 aminodcidos.
Residuos de aminodcidos de la region NS4B-NS5 del sistema DENPADS (DENV-2 cepa 16681)

NEMGFLEKTKKDLGLGSIATQQPESNILDIDLRPASAWTLYAVATTEVTPMLRHSTENSSVNV
SLTATANQATVLMGLGKGWPLSKMDIGVPLLAIGCYSQVNPTTLTAALFLLVAHYATITIGPALQ
AKASREAQKRAAAGIMKNPTVDGITVIDLDPIPYDPKFEKQLGQVMLLVLCVTQVLMMRTTWL
CEVLTLATGPISTLWEGNPGREFWNTTIAVSMANIFRGSYLAGAGLLEFSIMKNTTNARRGTGNT
GETLG

Los aminodcidos subrayados corresponden a la regién amino terminal de la proteina no
estructural NS5, los restantes pertenecen a la regién completa de la proteina no estructural

NS4B dando un total de 258 aminoacidos (Hsieh et al., 2017).
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