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Resumen

El virus dengue (DENV) pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus. A
la fecha se conocen cuatro serotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 que
contienen como genoma un RNA de polaridad positiva que codifica para 3 proteinas
estructurales (C, prM y E) y 7 no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
y NS5). Se ha descrito que la replicacion de DENV ocurre en estrecha asociacion con
membranas, en especial derivadas de reticulo endoplasmico (RE). La asociacion de
los complejos de replicacion con el RE ha llamado la atencion sobre la interaccién de
DENV con proteinas dependientes de calcio dado que la homedstasis de este ion en
RE. Es bien sabido que el calcio actta como segundo mensajero uniéndose a
proteinas sensoras de calcio como la Calmodulina (CaM), cuya funcién es traducir un
modesto aumento del calcio intracelular en una respuesta fisiolégica en todas las
células eucariotas y la Calreticulina (CRT) cuya funcidn mas conocida es como
chaperona en RE. En el virus de la inmunodeficiencia humana, se ha descrito que
CaM se une al dominio citosdlico de la glicoproteina de la envoltura viral. Por otro
lado, se ha descrito que CRT participa en la inhibicion de la respuesta inmune durante
la infeccidn por el virus de hepatitis B. Hasta el dia de hoy no habia sido considerada
su funcion durante la infeccion por DENV, sin embargo nuestros hallazgos sugieren
que CaM es una molécula importante en el ciclo replicativo viral. Esta sugerencia
obedece a que la presencia del antagonista de CaM, W7, durante la infeccién por
DENV, se traduce en una disminucion del titulo viral en PFU’s, una reduccion de la
proteina viral NS1 secretada y una reduccion en la actividad de luciferasa cuando se
utilizan células transfectadas establemente con el Replicon de dengue; Ademas
nuestros resultados muestran que existe una posible interaccion entre la proteina
NS2A del virus y Calmodulina sugiriendo que esta proteina participa en el ciclo
replicativo viral. Con respecto a CRT, se observa un aumento en su expresion durante
la infeccion por DENV ademas de mostrar relocalizacion hacia los complejos
replicativos; por otra parte encontramos que esta proteina se secreta durante la
infeccion sugiriendo que podria tener otras funciones ademas de su funcion como

chaperona.



Abstract

Dengue is the most important arthropod-borne viral disease in global public health.
The dengue virus (DENV) belongs to the family Flaviviridae, genus Flavivirus. To
date, it has been described four serotypes DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-
4 which contain a positive polarity RNA genome encoding 3 structural proteins (C,
prM and E) and 7 non-structural proteins (NS1, NS2A, NS2B , NS3, NS4A, NS4B
and NS5). It has been reported that DENV replication occurs in close association
with membranes, in particular, derived from the endoplasmic reticulum (ER). The
association of replication complexes with ER has drawn attention to the interaction
of DENV with calcium dependent proteins, since the homeostasis of this ion in ER
is very important to maintain cellular viability. It is well known that calcium acts as a
second messenger by binding to calcium sensing proteins such as calmodulin
(CaM). This protein function is to translate a modest increase in intracellular
calcium into a physiological response in all eukaryotic cells. On the other hand,
calreticulin (CRT) is a chaperone in RE. In the human immunodeficiency virus,
CaM has been reported to bind to the cytosolic domain of the viral envelope
glycoprotein. This binding inhibits all those calmodulin-dependent proteins. In the
case of CRT, it has been reported that it participates in the inhibition of the immune
response during hepatitis B virus infection. At present the role of both proteins
during DENV infection is unknown. Our results suggest that CaM is an important
molecule in the viral replicative cycle because in the presence of the CaM
antagonist, W7 causes a decrease in viral titer, a reduction in NS1 secretion, and a
reduction in luciferase activity when cells stably transfected with dengue Replicon
were used. In addition, our results show that there is a possible interaction
between the viral protein NS2A with CaM, suggesting that this protein participates
in the viral replicative cycle. With respect to CRT, there is an increase in CRT
expression during DENV infection and it is relocated to the viral replicative
complexes. Additionally, CRT is secreted during infection suggesting that it could

have other functions in DENV pathogenesis.



Introduccion

Situacion actual de la enfermedad

El Dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos que mas
rapidamente se extiende en el mundo. En los ultimos 50 afios la incidencia de
dengue se incrementé 30 veces con una expansion geografica hacia nuevos
paises. Se estima que de 50 a 100 millones de casos ocurren anualmente. De
acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS) el sureste de Asia y
regiones al suroeste del Pacifico reportan casi el 75% de los casos totales de la
enfermedad (OMS, 2009). Asi, la infeccién producida por el virus del dengue
(DENYV) inflige una significante carga de salud, econdomica y social en todas las
areas endémicas. Globalmente, el numero de afios de vida potencialmente
perdidos (DALYs) por el Dengue esta estimado entre 528 y 621 por millon de
personas (OMS, 2009), con un promedio anual de 574,000 casos reportados, cuyo
costo econdémico para 8 paises en América y Asia es de al menos $587 millones
de ddlares (Suaya et al., 2009).

Actualmente, como consecuencia de la expansion de la distribucion
geografica de los 4 serotipos del virus y del mosquito vector, la frecuencia de
epidemias y la emergencia de dengue severo en nuevas areas se ha
incrementado. Las razones de expansion son complejas y estan vinculadas a la
combinacion de factores multiples como el aumento del crecimiento poblacional,
mal control del vector, cambios genéticos en virus circulantes o introducidos vy
modulacién de factores climaticos (Wilder-Smith and Gubler, 2008). Lo anterior ha
condicionado a que la OMS haya clasificado al dengue como un importante
problema de salud publica internacional, (Wilder-Smith et al., 2010).

En México, segun las estadisticas que presenta la Direccion General de
Epidemiologia en su Publicacion de la Semana Epidemiolégica N° 46 al 21 de
Noviembre de 2016; para 2015 se confirmaron en total 22,506 casos de fiebre del

Dengue, mientras que en lo que va del 2016 se han confirmado 15,846 casos.



Manifestaciones clinicas de la enfermedad

Después de un periodo de incubacion que va de 3 a 7 dias después de la
inoculacion del virus por la picadura de un mosquito, aparecen los sintomas
repentinamente y la enfermedad pasa por 3 fases, una fase febril inicial, una fase
severa que se desarrolla al tiempo que la fiebre desaparece y una ultima fase de
recuperacion espontanea. (P. Simmons et al., 2012).

La fase febril en un individuo se caracteriza por la presencia de fiebre mayor
a los 38°C, acompafiada de dolor de cabeza, vomito, mialgia, dolor articular y en
algunas ocasiones erupcion macular transitoria. En los nifios se presenta fiebre
elevada pero manifiestan menos sintomas que los adultos, esta fase perdura por
un periodo de 3 a 7 dias después de los cuales el paciente se recupera sin
presentar complicaciones (Simmons et al. 2012).

En algunos pacientes en general nifos y adultos jovenes puede
desarrollarse una fase severa durante la cual ocurre una fuga vascular sistémica.
Esta fase es evidenciada por el aumento de la hemoconcentracion,
hipoproteinemia, derrame pleural y ascitis. Durante la transicion de la fase febril a
la fase critica, entre los dias 4 y 7 de |la enfermedad, es crucial ser conscientes de
las sefales de advertencia que indican que la permeabilidad vascular se esta
alterando en el paciente. Estos signos incluyen vémito persistente, dolor
abdominal severo, hepatomegalia, una rapida disminuciéon en el recuento de
plaquetas y hemorragia de las mucosas. Las manifestaciones hemorragicas son
mas frecuentes durante este periodo critico. En algunos casos menos frecuentes
se producen otras manifestaciones graves, incluyendo fallo hepatico, miocarditis y
encefalopatia, a menudo con una fuga minima de plasma asociado.

La permeabilidad vascular alterada dura poco, volviendo espontaneamente
a un nivel normal después de un periodo que va de 48 a 72 horas, y es
concurrente con una rapida mejoria de los sintomas del paciente. Una segunda
erupcion puede aparecer durante la fase de recuperacién, que va desde una
erupciéon maculopapular leve a una lesion grave. Los adultos pueden tener un
profundo cansancio durante varias semanas después de la recuperacion
(Simmons et al. 2012).



Generalidades del virus

El virus del Dengue (DENV) pertenece a la familia Flaviviridae, género
Flavivirus. A la fecha se han descrito cuatro serotipos denominados DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4 (Martina et al., 2009). DENV es un virus envuelto, de
simetria icosaédrica, con un genoma de RNA de polaridad positiva y cadena
sencilla con un solo marco de lectura abierto cuya traduccion produce una
poliproteina que es procesada co- y postraduccionalmente y que codifica para 3
proteinas estructurales (C, prM y E) y 7 no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B y NS5) (Lindenbach et al. 2003). Su genoma tiene un CAP en el
extremo 5’ y no esta poliadenilado en el extremo 3'.

La sintesis de proteinas virales ocurre a partir de la traduccion del RNA
genémico que funge como RNAm; después de que las proteinas virales se
producen, el RNA deja de traducirse para dar paso a su replicacion o sintesis de
RNA, que ocurre en direccion 5 a 3’ por circularizacion del RNA. Se ha descrito
que la replicacién del RNA ocurre en asociacion con estructuras membranosas
intracelulares inducidas por el virus que envuelven la maquinaria de replicacion del
RNA llamadas complejos de replicacién y contienen proteinas virales, RNA viral y
factores de la célula hospedera (Mackenzie, 2005; Miller and Krijnse-Locker, 2008;
Salonen et al., 2005). Especificamente, DENV es traducido y replicado en
asociacion con las membranas derivadas del reticulo endoplasmico (RE) (Clyde
et al., 2006)

Proteinas virales
Proteinas estructurales

Los genes que codifican para las proteinas estructurales de DENV se
encuentran en el extremo 5 'del genoma y comprenden un poco mas de una
cuarta parte del RNA viral (Mason et al., 1987).

Proteina C.



La proteina de la capside, también conocida como proteina core o de la
capside, pesa 11 kDa, aproximadamente. Su estructura secundaria consiste en
cuatro hélices alfa que cumplen diferentes funciones: las hélices 3 y 4 son
hidrofébicas y se encargan de anclar a la proteina a la membrana del RE. La
hélice 1, esta ubicada en el extremo N-terminal de la proteina y orientada hacia el
citoplasma, posee aminoacidos de caracter basico que se asocian y unen
fuertemente al RNA genomico recién sintetizado. Asi, se forma el complejo
ribonucleoprotéico o nucleocapside que protege al RNA viral de la degradacion y
promueve la organizacién del RNA en el interior de la particula viral en formacion.
La nucleocapside se estabiliza por la interaccidon de varios homodimeros
antiparalelos de la proteina C, que rodean con gran afinidad y especificidad a la
hebra de RNA viral (Schneemann, 2006). La hélice 2 posee una naturaleza muy
hidrofébica que interviene durante el ensamblaje de la ribonucleoproteina y de la
particula viral. En el primer caso, actia como una bisagra para favorecer el
acercamiento del RNA viral al resto de la proteina C anclada en la membrana del
RE. Por otro lado, la hélice 2 recluta pequefas gotas lipidicas (lipid droplets),
presentes en el citoplasma, que promueven la formaciéon de la particula viral
(Samsa et al.,, 2009). Ademas, la proteina de la capside anclada en el RE
interactua con las proteinas precursora de membrana (prM) y de envoltura, para
favorecer y completar el ensamblaje de las particulas virales (Lindenbach et al.
2001; Lixin Ma et al. 2004; Urbanowski et al. 2008).

Proteina precursora de membrana (prM) y proteina de membrana (M)

La proteina precursora de membrana (prM) tiene un peso molecular de 26
kDa y esta presente en los viriones inmaduros y junto con la proteina M, participa
fundamentalmente en el proceso de maduracion de la particula viral. La proteina
precursora de membrana es procesada después de la interaccion por la proteasa
celular furina, que la procesa en dos y genera, al péptido pr, y a la proteina M, de
un peso molecular de 8 kDa (Lindenbach et al. 2001; Y. Zhang et al. 2003). La
proteina tiene dos dominios transmembrana y un ectodominio de
aproximadamente 40 aminoacidos. Este ultimo, puede inducir apoptosis en

diferentes lineas celulares tumorales (Catteau et al., 2003).



Proteina de envoltura E

La proteina de envoltura tiene un peso molecular de 50 kDa, posee tres
dominios denominados |, Il y lll, y se distribuye sobre la superficie del virus,
formando complejos homodiméricos de tipo cabeza-cola. Los dominios Il y IIl de
cada una de las proteinas del homodimero son determinantes para las
interacciones entre el virus y los receptores de las células susceptibles. Por otra
parte, la glicoproteina E es el principal inmundgeno del virus, por lo tanto estimula
la respuesta inmune del individuo e induce la produccién de anticuerpos
neutralizantes. La importancia funcional de la proteina E radica en que es la Unica
proteina viral que interactua con las moléculas receptoras de la membrana
plasmatica de las células permisivas favoreciendo la endocitosis del virus. Por lo
tanto, las mutaciones y modificaciones post-traduccionales que sufre esta proteina
en cada ciclo de replicacion, pueden afectar directamente la eficiencia de la
replicacion, la virulencia y el tropismo del DENV, al igual que puede regular el
establecimiento y el control de la infeccion por parte del sistema inmune del
huésped (McBride et al. 2000; Imbert et al. 1994; Allison et al. 1995; Hung et al.
1999; Lee et al. 2000; Lin et al. 2002; Zhang et al. 2004; Stiasny et al. 2006).

Proteinas no estructurales

NS1

Es una proteina de 46 kDa que forma dimeros o hexameros asociados a
balsas lipidicas (rafts) de la membrana plasmatica (Noisakran et al., 2008).
También, se puede encontrar soluble en el citoplasma y en el espacio extracelular
por lo que la NS1 puede estimular al sistema inmune. Varios autores han
demostrado en el suero de pacientes infectados con DENV o con el virus de
encefalitis japonesa (JVE), la presencia de anticuerpos dirigidos contra la proteina
NS1. Estos sueros se han evaluado in vitro y se ha demostrado que las
inmunoglobulinas (Ig) contra la proteina NS1 de ambos virus pueden estimular la
lisis mediada por el complemento y dependiente de anticuerpos, tanto en células



infectadas como no infectadas (Lin et al. 2002; Avirutnan et al. 2007; Schlesinger
2006; Krishna et al. 2009).

NS2A

Es una proteina de 22 kDa, aproximadamente, que in vitro promueve el
ensamblaje y la replicacion viral. Al parecer, la NS2A coordina de un modo aun no
muy bien definido, si el RNA gendmico producido en cada ciclo de replicacion se
utiliza como nuevo molde para generar las formas replicativas y los intermediarios
replicativos o si se asocia dentro de la nucleocapside durante el ensamblaje viral
(Lindenbach and Rice, 2001). Ademas esta involucrada en la inhibicién de la

respuesta a interferon (Mufioz-Jordan et al., 2003).

NS2B

Es una proteina de 14 kDa que posee una region hidrofébica que se ancla a
la membrana del RE y un pequefio dominio hidrofilico que es liberado por
procesamiento proteolitico e interactia con el dominio proteasa de la proteina NS3

para actuar como cofactor (Bollati et al., 2010; Lindenbach and Rice, 2003, 2001).

NS3

Es una proteina de 70 kDa que posee en el extremo N-terminal un dominio
proteasa similar a la tripsina y en el extremo C-terminal un dominio con diferentes
actividades enzimaticas, que actua como trifosfatasa de nucleétidos estimulada
por RNA y como helicasa del RNA; ambas funciones son indispensables en la
replicacion viral (Bazan and Fletterick, 1989; Chambers et al., 1990). El dominio
proteasa actua hidrolizando los complejos NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A y
NS4B/NS5 de la poliproteina. NS2B, le confiere estabilidad durante su actividad
proteolitica, mientras que la funcidén helicasa permanece inhibida. Recientemente,
se ha encontrado que la proteina NS3 es la encargada de generar el ambiente
lipidico apropiado alrededor del RE, al reclutar enzimas celulares de la via de
sintesis de lipidos, lo cual garantiza el inicio del ensamblaje (Heaton et al., 2010).
La otra funcién de la proteina NS3 es actuar como helicasa, desenrollando las

estructuras secundarias que se forman en el extremo 3’ del RNA viral, para



favorecer la union de la polimerasa NS5 y el RNA y dar inicio a la replicacion
(Bollati et al., 2010).

NS4Ay 4B

Las proteinas no estructurales 4A y 4B son las proteinas integrales de
membrana de DENV que cumplen multiples funciones tanto en la replicacion
DENV como en las interacciones virus-hospedero.

A través de la comunicacion molecular con NS4A la proteina celular
Vimentina regula la formacion del complejo de replicacion de DENV (Teo and Chu,
2014). Tanto NS4A y NS4B son elementos cruciales en el complejo de replicacion
asociado a la membrana de Reticulo Endoplasmico (Nemésio et al., 2012; Zou et
al., 2015). La estructura de la proteina NS4A contiene 127 aminoacidos y posee 2
dominios transmembrana (Miller et al., 2007; Nemésio et al., 2012), Se ha descrito
que el primer dominio, de 48 aminoacidos, se encuentra implicado en la formacion
de una hélice anfipatica que participa en la oligomerizacion (Stern et al., 2013).
Por su parte la proteina NS4B esta compuesta de 248 aminoacidos y posee 3
dominios transmembrana (Miller et al., 2006). Se ha reportado que NS4B
interactua con el dominio helicasa de NS3 y lo disocia del ARN de una sola
cadena en DENV (Umareddy et al., 2006).

Una region de NS4A, de 40-76 aminoacidos, interactia con una region de
NS4B, de 84-146 aminoacidos. Un estudio de analisis funcional mostré que esta
interaccion tiene una correlacion con la replicacién viral demostrando la
Importancia biologica de la interaccion NS4A-NS4B. Mutaciones en estas
secuencias de aminoacidos impiden la interaccion de NS4A Con NS4B, lo que

conduce a la inhibicién de la replicacion (Naik and Wu, 2015; Zou et al., 2015).

NS5

Es la proteina mas conservada entre todos los flavivirus. Esta proteina es
multifuncional, ya que el extremo N-terminal posee actividad enzimatica de
metiltransferasa y guanidiltransferasa, responsables del capping y la metilacion del
extremo 5’ del RNA gendmico, mientras que, en el extremo C-terminal, se ubica el

dominio de RNA polimerasa dependiente de RNA (Egloff et al., 2002). Por lo tanto,



la proteina NS5 actia como la unica polimerasa durante la replicacion y
transcripcion viral. Aunque estos procesos suceden exclusivamente en el
citoplasma de la célula infectada, se ha identificado que NS5 posee una sefial de
localizacion nuclear que facilita su importe al nucleo; sin embargo, la razén y la
funcién de la NS5 en el nucleo no se conocen (Bollati et al., 2010; Mufoz-Jordan
et al., 2003; Nomaguchi et al., 2003). Muy recientemente se ha descrito que NS5
interacciona con proteinas de splicing interfiriendo en la maduracién y el exporte
de RNAms celulares (De Maio et al., 2016).

Ciclo replicativo viral
Entrada, fusion y decapsidacion de la particula

La entrada del virus tanto en células de mamifero como de mosquito se
inicia con el acercamiento del DENV a la superficie de la célula. La proteina E
interactua con proteinas o proteoglicanos de la membrana celular que median la
unién y la posterior endocitosis del virus (Allison et al., 1995; Hung et al., 1999;
Zhang et al., 2003). Experimentalmente, se ha demostrado que el dominio Ill de la
proteina E interactua con el receptor para laminina LAMR1 (Tio et al., 2005), la
proteina de adhesion celular ICAM-3 o DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific
Intercellular Adhesion Molecule-3-Grabbing Non-integrin, CD209) (Tassaneetrithep
et al., 2003) y con proteoglicanos como el heparan sulfato (Germi et al., 2002),
entre otras moléculas. Estos hallazgos parecen indicar que, dependiendo del tipo
celular, los diferentes serotipos virales pueden utilizar diferentes moléculas
receptoras. La participacion de un correceptor para la infeccion por DENV, podria
explicar por qué este virus puede infectar diferentes tipos celulares (Diamond et
al., 2000), pues este mecanismo le permitiria al virus interactuar inicialmente con
el heparan sulfato presente en casi todos los tipos celulares y luego asociarse con
un receptor, que promueva la endocitosis que es un evento dependiente de
clatrina. Luego, la vesicula endocitica se transforma en un endosoma temprano y
posteriormente en un endosoma tardio, el cual acidifica el pH de la vesicula. El
cambio de pH induce los cambios de conformacién del dominio Il de la proteina E,

que favorecen la exposicion y el anclaje inmediato del péptido de fusién a la
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membrana de la vesicula, lo que conlleva finalmente a la liberacion de la
nucleocapside al citoplasma (Cunningham and Fujinami, 1999; Mosso et al., 2008;
Van Der Schaar et al., 2008, 2007).

Replicacion del RNA viral

Cuando la nucleocapside se encuentra libre en el citoplasma, se inician los
procesos de traduccion y replicacion del RNA (Qi et al., 2008; Urbanowski et al.,
2008). EI RNA gendmico es traducido y posteriormente la poliproteina es
procesada en el RE por proteasas celulares y virales, que libera de forma
ordenada a las tres proteinas estructurales y a las siete proteinas no estructurales
encargadas de la replicacion del genoma y el ensamblaje viral (Lindenbach and
Rice, 2001).

La replicacion del RNA viral es un proceso que no esta totalmente
entendido; sin embargo, por ensayos in vitro se han detectado tres especies de
RNA, denominadas RNA de 20S, 20/28S y 40S, segun el valor del coeficiente de
sedimentacidon. Los RNA de 20S conocidos como formas de replicacién, no son
degradados por las RNAsas y estan constituidos por dos cadenas de RNA cada
una con polaridad complementaria (negativa y positiva). La existencia de las
formas replicativas sugiere que estas formas incluyen los intermediarios negativos
que actuan como molde para la generacion de los RNA de sentido positivo. El otro
tipo de RNA, los heterogéneos de 20 a 28S, son denominados intermediarios de
replicacién y corresponden a hebras de RNA de sentido positivo en proceso de
alargamiento. Por ultimo, los RNA de 40S pueden ser degradados por RNAsas v,
al parecer, es el RNA gendmico encontrado en los virus ensamblados; por lo tanto,
estos RNAs pueden ser utilizados para la traduccién proteica o para conformar,
junto con la proteina C la ribonucleoproteina de los nuevos viriones (Lindenbach
and Rice, 2001). Durante la traduccion, el polipéptido recién sintetizado es
acompanfnado por las proteinas chaperonas BiP, calnexina y calreticulina; luego,
cada una de las proteinas virales se organiza en la membrana del RE y es
procesada por proteasas como la furina o la NS3, para finalmente ser modificadas
después de la traduccion (plegamiento y glicosilacion) (Bollati et al., 2010;
Limjindaporn et al., 2009; Qi et al., 2008).
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Ensamblaje, maduracion y liberacion del DENV

Los mecanismos que promueven, regulan y coordinan el ensamblaje del
virus, no se conocen completamente; sin embargo, por microscopia electrénica y
criomicroscopia, se ha sugerido que el proceso de ensamblaje de las particulas
del DENV sucede en distensiones del reticulo endoplasmico denominadas
membranas convoluscentes donde ocurre de forma simultanea la traduccion de la
proteina y el ensamblaje del virus (Welsch et al., 2009).

El proceso de ensamblaje comienza con la formacion de la nucleocapside
debido a la interaccion del RNA gendmico y la proteina C en presencia de
pequefias gotas de lipidos (Samsa et al., 2009); sobre esta primera estructura se
asocian a continuacion las proteinas prM/M y E, que deben estar inmersas en la
membrana del RE. Posteriormente, suceden dos etapas de maduracion de la
particula viral; primero se organizan de forma heterodimérica las proteinas prM/M
y E, en donde la primera recubre a la segunda; este recubrimiento le confiere un
aspecto rugoso a la superficie del virus cuando se observa por microscopia
electrénica. En el segundo paso, esta particula inmadura transita desde el RE
hasta las regiones cis y trans del aparato de Golgi, donde se inicia la segunda
etapa de maduracion.

En esta ultima etapa, los cambios de conformacion y de rotacion de la
proteina E generan homotrimeros antiparalelo, lo que le da una apariencia lisa a la
superficie del virus. Por ultimo, un nuevo procesamiento proteolitico sobre la
proteina prM/M por la proteasa furina, independiza al péptido pr y la proteina M.
Esta nueva modificacion estabiliza los homotrimeros de E y mantiene unido al
péptido pr (Keelapang et al., 2004).

Finalmente, cuando el virus es liberado, el pH neutro del espacio
extracitoplasmico induce el desprendimiento del péptido pr y la proteina E
adquiere la conformacién final que puede ser reconocida por las moléculas
receptoras de la célula sensible e iniciar un nuevo ciclo de infeccién en otra célula
(Elshuber et al., 2003; Heaton et al., 2010; Jones et al., 2003; Kiermayr et al.,
2004; Perera et al., 2008; Perera and Kuhn, 2008; Qi et al., 2008; Urbanowski et
al., 2008; Wang et al., 2004).
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Proteinas dependientes de calcio

El calcio es un atomo capaz de modificar la conducta celular porque
modifica una gran variedad de funciones celulares debido a que existen proteinas
capaces de reconocer a este ion de forma especifica. Los eventos celulares
regulados por calcio incluyen funciones basicas como transcripcion génica,
metabolismo, proliferacion y apoptosis. Entre los procesos celulares mas
avanzados que involucran calcio estan la fertilizacion, migracién, exocitosis y
contraccidon muscular. La frase “sefalizacion por Ca?*” puede referirse a
sefializacién célula-célula, llamada sefalizacion intercelular por Ca?*, o a rutas de
transduccion de sefales, llamadas “sefalizacion de Ca?* intracelular” (M.J.
Berridge et al., 2003; Bootman et al., 2001; Clapham, 2007). Hay una gran
variedad de proteinas que unen Ca?*, entre estas estan la Calmodulina (CaM,
Calreticulina (CRT), Calnexina (CNX),) y Calcineurina (CLN), entre muchas otras.

Calreticulina

La Calreticulina es una proteina de 55 kDa con una secuencia sefial
escindible en el extremo N-terminal (Denning et al., 1997; Fliegel et al., 1989) y
una sefal de retencion en RE dada por la secuencia de aminoacidos KDEL en el
extremo C-terminal. Estas secuencias de aminoacidos son responsables de la
localizacion y la retencion de calreticulina en el lumen del RE. Dependiendo de la
especie, calreticulina puede tener uno o mas sitios de N-glicosilacion potenciales.
El patrédn de glicosilacion de la proteina parece ser heterogéneo y esto constituye
una caracteristica conservada de la proteina. El choque térmico puede
desencadenar la glicosilacion de calreticulina (Jethmalani et al. 1998; Jethmalani
et al. 1994), sin embargo, la consecuencia funcional de esta glicosilacién inducida
por estrés de la proteina es aun poco conocida.

Calreticulina se ha implicado en una enorme cantidad de funciones
celulares y cualquier cambio en su expresion y funcion tiene efectos profundos en
muchas de ellas. Sin embargo, las dos funciones principales que Calreticulina
realiza en el lumen del RE son: (i) su participacién como chaperona vy (ii) en la
regulacion de la homeostasis de Ca?*. La sobreexpresion de la proteina en una
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variedad de sistemas celulares da lugar a una mayor cantidad de Ca?* intracelular
almacenado (Bastianutto et al., 1995).

Calmodulina

Calmodulina (CaM) una proteina citoplasmica cuya funcién es transducir un
modesto aumento del calcio intracelular en modificaciones de la actividad de
proteinas y por ende en una respuesta fisiolégica en todas las células eucariotas.
Existen una gran variedad de proteinas que son blanco del complejo Ca?*-CaM,
entre éstas estarian diferentes cinasas y fosfatasas, proteasas (calpaina), la
sintasa de oOxido nitrico, la bomba de extrusidon de calcio de la membrana
plasmatica, diferentes canales iénicos, etc. La apocalmodulina es una proteina de
148 aminoacidos con cuatro dominios de uniéon a calcio y que tiene una forma
caracteristica de pesa manual en su estructura cristalina. La unién a calcio de los
cuatro dominios en presencia de una proteina diana permite que la proteina actue
eficazmente. El alto contenido de metionina de dos parches superficiales
hidrofébicos en dos dominios de CaM crea una superficie de interaccion flexible y
plegable, que no es muy selectiva en la especificidad de la interaccién. En
consecuencia, el complejo calcio-CaM puede unir eficazmente a los dominios de
unién a CaM de todas sus proteinas diana, a pesar de su falta de homologia de
secuencia de aminoacidos; su Unica caracteristica comun es que son péptidos
hidrofébicos basicos que tienen una propension a formar una a-hélice (Vogel,
1994).

Calcio y virus

Se ha descrito que algunas proteinas virales son capaces de perturbar la
homeostasis de Ca?* intracelular por la modulacion de bombas de Ca?' y/o
canales de la membrana plasmatica como es el caso de Tat y gp120 del HIV-1y
HBx del HBV; también promueven la liberacion de Ca?* de los reservorios internos
a través del IP3R, por ejemplo, NSP4 de rotavirus y Nef del HIV; o bien pueden
afectar la permeabilidad de la membrana o alterar la actividad de la ATPasa de
Ca?* como la proteina 2B del coxsakievirus, p7 del HCV, y la proteina del core del
HCV (Zhou et al., 2009).
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Las células huésped contienen abundantes proteinas de union a Ca?*
(CaBP), por consiguiente, las proteinas virales utilizan un numero importante de
CaBP celulares, incluyendo proteinas en citoplasma (por ejemplo, anexina,
calmodulina y S100), en reticulo endoplasmatico (por ejemplo, ERC-55,
calreticulina y calnexina), y en la matriz extracelular (por ejemplo, fibulina-1 ) en su

ciclo de replicacion (Figura 1).
Proteinas dependientes de calcio y Dengue

Dada la austeridad de los genomas virales, se ha descrito que diversos
virus emplean proteinas celulares para llevar a cabo un ciclo replicativo viral de
manera eficiente. Especificamente, para los virus de RNA, se ha descrito la
participacion de proteinas celulares que llevan a cabo funciones como factores de
traduccién, proteinas del citoesqueleto y proteinas chaperonas (Lai, 1998). En
este sentido, entre las proteinas residentes del RE que se unen a la region no
traducida (RNT) 3’ del RNA de DENV se encuentran las proteinas calreticulina
(CRT) y proteina disulfuro isémerasa (PDI) (Yocupicio-Monroy et al., 2003).
También se han descrito interacciones directas entre la proteina de la envoltura E
de DENV vy las proteinas de uniéon a inmunoglobulina (BiP), Calnexina y
Calreticulina (Limjindaporn et al., 2009). Ademas de esto, resultados preliminares
en nuestro laboratorio indican que hay variaciones en los niveles de calcio durante
la infeccion por DENV observandose un aumento en la entrada capacitativa de
calcio. La entrada capacitativa se llama asi, por analogia con un capacitor en un
circuito eléctrico y se caracteriza porque la entrada de calcio a la célula es
regulada por el estado de llenado de los almacenes de calcio celulares. Asi, los
almacenes de calcio previenen la entrada cuando estan llenos y promueven su
entrada cuando el calcio empieza a salir (Berridge, 1995). Contrario a lo que se
esperaba en las células infectadas con DENV, se encontré una disminucion en los
niveles de calcio en RE, fendmeno en el cual creemos que podrian estar
involucradas proteinas dependientes de calcio ya que su papel en la regulacion de
los niveles de calcio ha sido demostrado. Otra posibilidad para explicar la

reduccion de calcio en el RE esta relacionada con la ATPasa SERCA que es la
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encargada de restaurar los niveles de calcio en el RE transportandolo activamente
a través de la membrana de RE. Es posible que durante la infeccién por DENV su
expresion pudiera estar afectada, alterando asi el modo en que el reticulo puede
mantener sus niveles de calcio. Dado que SERCA2b es una molécula ubicua y
esta presente en distintos tipos celulares y considerando la habilidad de DENV
para infectar diversas células, es posible que tuviera algun efecto especifico sobre

esta molécula (Periasamy et al. 2007; Hovnanian 2008).

Cedbular CaBP Viral modecular dentity Virs Consequences of interaction
Annexin Il pagiH HIV-1 Facilitates wirus entry and fusion in macrophages

Ghycoprotein B My Enhances binding and fusion to membranes
Annexin V small HBsAg HEW Participates in initial steps of HBY infection
Calmodulin Mef HIV=1 Alters T ymphocyte signaling pathway

£p 160{gp4l HIV-1 Drsrupts CaM signaling pathway

gp 4 s

1] ¥ HIV-1
Calreticulin/calnexin Eland E2 RUB Repulates viral ghycoprotein maturation

Viral RMA RUB

MmP ™ Regulates cell-to-cell virus movement

F, HN sV Mediates maturation of glycoproteins

gpi60 HIV-1 Facilitates profein maturation

2! HTLV-1

Tax HTLY-1 Farilitates wiral protein folding: possibly mediates the interaction with MHCI
ERC-35 EB HPY
Fibulin-1 EG HPY Regulates cefl migration and invasion
SI00A0(pIT) pol HEY Inihihits viral replication

N33 BTV Mediates nonlytic virus release

Abbreviations: HIV, human immunadefciency virus; O3V, otomezalovirus; HEV, hepatitis B virus; SIY, simian immunodeficiency virus; RUB, rubella virus; 5
TMV, tobacoo mosakc virus: HTIV, human T-céll lymphotropic virus; HPV, human papillomavires: EBY, Epstein-Barr virus; BTV, bluetongue vins

Fig.1 Interacciones entre proteinas de unién a calcio celulares y virus (Zhou et al.,
2009)

Justificacion.
+ La Calmodulina y Calreticulina actian como moduladores en infecciones
virales
+ La Calreticulina interacciona con proteinas de virus con genoma de RNA y
con el genoma de DENV.
« El determinar la participacion de estas proteinas en la infeccion por DENV
y evaluar posibles mecanismos a través de los cuales modulan la infeccidn

nos ayudara a comprender mejor el ciclo replicativo de DENV.
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Hipotesis
Las proteinas celulares Calreticulina y Calmodulina participan en el ciclo
replicativo del DENV mediante interacciones con proteinas virales y/o interfiriendo

la respuesta celular a IFN

Objetivo general

Determinar la participacion de las proteinas CRT y CaM durante la infeccion
por DENV.

Objetivos Particulares
1. Caracterizar la participacion de CaM y CRT durante la infeccién por
DENV.
a) Determinar la localizacion Subcelular de CaM y CRT en células
infectadas
b) Determinar el Efecto de la inhibicion de CaM y CRT sobre la
infeccion con DENV
2. Estudiar las vias involucradas en la modulacion de la infeccién por
CaMy CRT.
a) Determinar la posible interaccion de CaM y Proteinas virales
b) Evaluar la respuesta a IFN durante la infeccién con DENV debida

a la modulacién de CRT.
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Metodologia

Células y virus

Se cultivaron la linea celular de hepatocarcinoma humano Huh7 (gentiimente
donada por La Dr. Rivas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn) y células
Vero (células de rindén de mono verde) ATCC N° CCL-81) en DMEM advanced
suplementado con glutamina 2 mM, Penicilina (5x10* U/ml) -estreptomicina (50 ug/
ml), 5% de suero fetal de bovino (SFB) y 1 ml/l de anfotericina B (Fungizona) a
37°C en una atmoésfera humidificada al 5% de COZ2. La linea celular derivada de
Vero, transfectada establemente con el replicon de DENV4 acoplado a luciferasa
se cultivd en DMEM Advanced suplementado con G418 (Geneticin) como agente
selectivo. La propagacion de DENV, serotipo 4 cepa H241 y serotipo 2 cepa
Nueva Guinea, se llevd a cabo en cerebro de ratones lactantes CD1
(proporcionada por la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de
Laboratorio (UPEAL)). Los titulos virales se determinaron mediante ensayos de
placa en células BHK-21(Derivadas de riidn de Hamster) (amablemente donadas

por el Instituto Pedro Kouri, Cuba).

Infeccion de células Huh7 y Tratamientos

Las células Huh7 se cultivaron en placas de 12 pozos hasta un 90% de
confluencia, después se lavaron y se infectaron con DENV2 o con DENV4 a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 3 en medio con suero al 1% durante 2 horas a
37°C. Después de la infeccidn, las células se lavaron una vez con glicina (pH 3)
para inactivar el virus no internalizado y 3 veces con PBS. A continuacion, las
células se trataron con diferentes concentraciones de W7 (hidrocloruro de 7 (N- (6-
aminohexil) -5-cloro-1-naftalenosulfonamida, Sigma 61714-27-0), W5 (N- (6-
Aminohexil) (2,4 - diclorofenil) - 2- (2,4 - diclorobenciloxi) - 3 - [(4 - clorofenil) metil]
Etil] -1H-imidazolio, Sigma 57265-65-3) a 10 uM y calmidazolium en DMSO en
medio completo durante 48 horas a 37°C. Todos los experimentos se realizaron
siguiendo el mismo protocolo de infeccion y el esquema de tratamiento con

farmaco.
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Pruebas de viabilidad Celular

Para las pruebas de viabilidad celular se utilizd6 SYTOX® Green, el cual es un
componente que se intercala en el ADN de las células muertas pero se excluye de
las células vivas. Las células se cultivaron en placas de 24 pozos y se trataron con
W7 por 48 horas. Posteriormente, se incubaron con 1 uM de SYTOX ® Green
durante 10 minutos. Los resultados se analizaron por microscopia de fluorescencia
y se expresaron como unidades relativas de fluorescencia. Como control se utilizd

mitomicina, un farmaco que induce reduccion de la proliferacién celular.

Pruebas de proliferacion Celular

10 millones de células fueron ftripsinizadas, lavadas una vez con PBS vy
resuspendidas en PBS. Se afadieron 1,5 pl de solucion CFSE (5(6)-
Carboxyfluorescein) 5 uM a 1 ml de suspensién celular y se incubaron a 37°C
durante 20 minutos. Las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en 1 ml
de medio y se sembraron en placas de 12 pozos. Venticuatro horas después, las
células fueron tratadas con W7 por 48 horas. Dado que la CFSE se escinde por
esterasas intracelulares para formar el compuesto fluorescente, la deteccion del
numero de divisiones celulares se puede analizar por citometria de flujo, de este
modo a maypr numero de divisiones celulares menor cantidad de fluorescencia.
Las células no marcadas se incluyeron en todos los experimentos y se utilizaron
para establecer las compensaciones en el citdmetro de flujo. Los resultados se

expresaron como recuento de células.

Obtencion de extractos proteicos totales

Después del periodo de incubacion de 48 horas, se obtuvieron extractos de
proteina total, mediante lisis celular por un buffer que contiene Tris HCI pH=8,
NaCl, Glicerol y Tritdbn X-100 con inhibidor de proteasas COMPLETE (ROCHE).
Los extractos se almacenaron a -70°C hasta su uso.
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Electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los geles para SDS-PAGE, se prepararon en gradiente con
concentraciones de 5 al 20% de acrilamida/bisacrilamida. Los geles se corrieron
en camaras de electroforesis BioRad para proteinas a un voltaje constante de 60

volts por 90 minutos.

Western-blot

Las proteinas separadas en el gel de poliacrilamida se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa utilizando un aparato de transferencia semi-seca
(BioRad) a 18 volts por 45 minutos con amortiguador de transferencia (0.025M Tris
base, 0.019 M glicina, 20% V/V metanol). Las membranas se bloquearon con
leche descremada al 10% por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las
membranas se incubaron toda la noche con anticuerpos anti-calreticulina, anti-
calmodulina (SantaCruz Biotechnology) segun el caso, diluidos 1:1000. Como
control de carga se utilizé un anticuerpo anti-actina 1:3000 (gentiimente donado
por el Dr. M. Hernandez, CINVESTAV. Las proteinas virales fueron marcadas con
anticuerpos contra la proteina de la Envoltura (E) y contra NS3 de la marca
Genetex. Como anticuerpos secundarios se usaron anti-ratéon (1:15000) para
actina y E, anti-conejo (1:7500) para calmodulina y NS3 y anti-chivo (1:30000)
(SantaCruz biotechnology) para calreticulina todos acoplados a peroxidasa. Los
segundos anticuerpos se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente y la
reaccion se reveld por quimioluminiscencia utilizando el kit “Supersignal West

Femto Maximun Sensitivity Substrate (Pierce).

Analisis densitométrico

Las bandas obtenidas en los ensayos de Western-blot se sometieron a
analisis densitométrico utilizando el software ImageJ, el cual genera un histograma
en base a la intensidad de la banda y en base al area bajo la curva se calcula el

porcentaje de expresion de la proteina con respecto al control.
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Extraccion de RNA

El RNA total de las células no infectadas e infectadas se extrajo utilizando
Trizol (Invitrogen) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. EI RNA se
resuspendioé en agua con DEPC como inhibidor de RNAsas y se almaceno a -70°C

hasta su uso.

Tratamiento con DNAsa

Se tomaron 10 yg de RNA total y se trataron con 2 unidades de DNAsa
(New England BioLabs) en un volumen final de 15 pl incubando a 37°C por 10
minutos. La DNAsa se inactivd con EDTA 5uM a 70°C por 10 minutos. EI RNA

tratado se almacend a -70°C.

Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se llevd a cabo utilizando la enzima Improm I
(Promega) ajustando el protocolo para un volumen final de 10 pl utilizando OligodT

1uM como cebador.

PCR tiempo real

Para amplificar el fragmento de interés del genoma viral, que corresponde a un
fragmento de 151-pb del gen de la capside de DENV, se realiz6 una RT-PCR
convencional de RNA aislado de células infectadas con DENV utilizando los
siguientes cebadores: DV2C-L 5'- CAA TAT GCT GAA ACG CGA GA-3'y DV2C-
R: 5-TGC TGT TGG TGG GAT TGT TA-3' para DENV2 y 152-pb para DENV4
usando los siguientes cebadores D4F 5'-GAGCCGGAAAGACAAAAAGA-3 'y D4R
5-ACAGCTGGGGTCTGATAACG-3'. Estos productos se clonaron en un sistema
Vector pJet1.2 (Thermo Scientific), y el plasmido recombinante se purifico y
cuantifico por espectrofotometria a A = 260 nm. Se preparé una diluciéon que
contenia 10'° copias de plasmido/ul de acuerdo con la férmula:

6 X 10?3 copies/mol x concentration [g/ul]

No. Copies = + insert [g/ul]

plasmid molecular weight
Se prepararon diluciones en serie del plasmido (10° - 102 copias/ul) y se generd
una curva estandar (Prada - Arismendy y Castellanos, 2011).
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El cDNA se obtuvo por transcripcion reversa utilizando 1 ug de RNA total de cada
condicion experimental, se afiadieron cebadores aleatorios (Promega) de 0,025 ug
Ml y se afadio la enzima Impromll (Promega) durante 1 ciclo de amplificacién en
las siguientes condiciones: 25 ° C durante 5 min, 42 ° C durante 60 miny 70 ° C
durante 15 min (Veriti Thermal Cycler, Applied Biosystems). La amplificacién por
PCR en tiempo real se realizd mediante SYBR Fast universal (Kapa) en un
aparato Eco lllumina System utilizando una mezcla de reaccién que contenia 1 pl
de cDNA y 5 ul de 2X Master Mix bajo las siguientes condiciones: 2 min a 50 ° C,
2 Min a 95 ° C, 40 ciclos de 5 segundos a 95 ° C y 30 segundos a 55 ° C. Para
confirmar la ausencia de dimeros de cebadores, se realizd una curva de

disociacion calentando productos desde 55°C a 95°C.

Determinacion de localizacion subcelular y porcentaje de infeccion mediante
Microscopia confocal y Citometria de flujo

Las células Huh-7 sembradas sobre cubreobjetos redondos en placa de 24
pozos infectadas y tratadas como se indicO antes se analizaron mediante
microscopia confocal y citometria de flujo para determinar la distribucion de
proteinas virales y el porcentaje de células infectadas, respectivamente. Las
laminillas o células en suspension se fijaron con formaldehido al 1%, se
permeabilizaron durante 20 min (1X PBS, 0,1% de saponina y 1% de FBS) y se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente (RT) con anticuerpo policlonal
anti-NS3 de conejo (GENETEX), anticuerpo monoclonal anti-E de raton (4G2), con
el anticuerpo anti-CaM de conejo y anti-Calreticulina (Santa Cruz Biotechnologies).
Como anticuerpos secundarios se utilizaron anti-raton Alexa 488 de burro y Alexa
555 de burro anti-conejo (Life Technlogy) y los nucleos se contra-tiieron con
Hoechst 33342. Se observaron en un microscopio confocal de laser Zeiss LSM700
y se analizaron las imagenes utilizando el software ZEN 2010. La citometria de
flujo se realizdé en un BD LSR Fortessa y los datos se analizaron con el software

Flowdo v.
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Determinacion de la Progenie viral y secrecion de NS1

Los sobrenadantes de células infectadas no tratadas y tratadas se analizaron para
determinar la progenie viral mediante ensayos de unidades formadoras de focos.
Para ello, se inocularon monocapas confluentes de células Vero cultivadas en
placas de 96 pozos con diluciones seriales base 10 de sobrenadante de células
infectadas con DENV (volumen final 50 ul) durante 1 hora a 37°C para permitir la
adsorcion viral. A continuacion, se retird el indculo. Las monocapas de células se
lavaron una vez con Medio Hank’s y se afiadieron 0,1 ml de medio completo. El
medio se retird a las 48 hpi y las células se fijaron con formaldehido al 1%, se
permeabilizaron durante 20 min, se incubaron con anticuerpo monoclonal anti-E
4G2 durante 2 h a RT y mas tarde con anticuerpo secundario anti-FITC de raton.
Los focos se observaron mediante microscopia de fluorescencia y se expresaron
como unidades de formaciéon de focos (FFU)/mI. Se midi6 la secrecién de NS1 en
los sobrenadantes de células infectadas usando un ELISA comercial (Platelia,
Biorad).

Actividad de Luciferasa

La actividad luciferasa de células Vero tratadas con W7 que expresa un replicon
de DENV4 se midié como se indica en el protocolo de kit (sistema de ensayo de
luciferasa Renilla, Promega) como se describié anteriormente (Alcaraz-Estrada et
al., 2010).

Identificacion del sitio de union Putativo de CaM a NS2A

El sitio de unién putativo de CaM a NS2A fue predicho por CaM target database
(http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/pub_pages/search/index.htm) utilizando la
secuencia de la proteina NS2A de DENV (AFX68868.1). El resultado se muestra

con un valor numérico donde 9 significa una posicién altamente significativa.

Docking

Molegro Virtual Docker 6.0 (MVD) se utilizé para la prediccion del estudio de la

interaccién proteina-ligando (Thomsen y Christensen, 2006).
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NS2A construccion, expresion y purificacion de la proteina recombinante

Se llevo a cabo una RT-PCR de células Huh-7 infectadas con DENV4 cepa H241
utilizando los oligonucledtidos sentido &' TTACCTCGAGATGTTAGG
GGACACCATGTCTGG con Xhol como sitio de restriccion, y 5
TACTAAGCTTTCTCTTTGAAGCTCCTTTCATGA con Hindlll como sitio de
restriccion. La secuencia completa de NS2A se clondé en el vector pPROEX HTa
(Invitrogen) para expresion bacteriana. Este vector contiene una etiqueta His-6X
en el extremo N-terminal para la purificacién por afinidad de la proteina expresada.
La proteina NS2A marcada con His-6X se expresé por induccion de IPTG durante
toda la noche a 39°C. La purificacidén de la proteina His-tag rNS2A se llevé a cabo
por cromatografia de afinidad utilizando la resina de afinidad TALON
(CLONTECH).

Cromatografia de afinidad de NS2A

Se pre-aclararon un total de 2 mg/ml de extractos celulares por incubacion con
200 pl de resina TALON (en ausencia de la rNS2A) previamente equilibrada con
amortoguador de lisis durante 4 h en agitacion lenta. Posteriormente, los extractos
se recuperaron por centrifugacion a 3000 rpm durante 3 min a 4°C. A
continuacion, se incubaron 500 ul de resina acoplada a la rNS2A o 500 pl de la
resina de control con extractos celulares pre-aclarados diluidos en 5 volumenes de
amortiguador de interaccion (Tris base 20 mM, NaCl 200 mM y imidazol 20 mM),
48 horas a 4 ° C con agitacion suave. Las resinas se recuperaron por
centrifugacion y se sometieron a 8 lavados con 5 volumenes de amortiguador de
lavado que contenia concentraciones crecientes de imidazol y NaCl en buffer A.

Finalmente, las proteinas unidas a rNS2A se examinaron mediante Western blot.

Precipitacion de proteinas de sobrenadante.

Se afiadi6 1/4 de volumen cloroformo y 1 volumen de metanol al medio
cosechado, posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 5 min. Se aspir6 la

capa de metanol y se afiadi6 de nuevo 1 volumen de metanol centrifugando
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nuevamente a 12000 rpm durante 5 minutos. La pastilla se dejo secar durante 5

min.
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Resultados

W?7 inhibe la infeccion por DENV.

Dada la importancia de iones Ca?* en la funcion del reticulo endoplasmico, que
participan en la formacion de complejos replicativos DENV y que CaM es una
proteina multifuncional en la fisiologia celular, se analiz6 el papel de la CaM
durante la infeccion por DENV. Inicialmente, la expresion y distribucién de la CaM
en las células infectadas se evalué mediante Western blot y microscopia confocal
en células infectadas y cosechadas 48 hpi. La distribucién de la CaM no se
modificd en las células infectadas en comparacién con las células no infectadas

(Figura 2B); y tampoco se observo cambio en la cantidad de proteina (Figura 2A).
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Fig.2 Niveles de expresion y localizacién subcelular de CaM en células infectadas
con DENV. (A) Se analizaron extractos totales de células Huh-7 Mock (M) no
infectadas o infectadas con DENV durante 48 horas mediante ensayo Western-blot
usando anticuerpos anti-CaM. Se utilizé6 anticuerpo anti-actina como control de
carga y se utilizé anti-NS3 como control de la infeccion. Se muestra un ensayo de
Western blot representativo. (B) células Huh-7 no infectadas (Mock) o infectadas con
DENV2 durante 24 horas fueron fijadas y tefidas con anticuerpos anti-CaM (rojo) y
anti-E (verde). Los nucleos se contrastaron con Hoechst (azul). La ubicacién de las
proteinas se analizdé mediante microscopia confocal. Las imagenes son

representativas de tres experimentos independientes.
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El siguiente paso fue determinar si la CaM podria estar jugando un papel durante
la infeccidn. Para analizar esta posibilidad, las células infectadas fueron tratadas
con el antagonista de CaM W?7. Inicialmente, se evaluo la viabilidad Huh-7
después del tratamiento con 10, 25 y 50 M de W7 durante 48 hrs. Aunque la
concentracion de 10 y 25 mM de W7 no indujo ningun efecto letal en las células, el

tratamiento con 50 mM de W7 causado una reduccion significativa en la viabilidad

celular (85%) (Figura 3).
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Fig.3 Viabilidad y proliferacion de células tratadas con W7. (A) Se analizé la

viabilidad de las células tratadas con W7 (10, 25 y 50 pM) o vehiculo (0 pM) mediante
reduccion de MTT. La viabilidad celular se expresa como media de la absorbancia
normalizada £ SEM de tres experimentos independientes. P <0,05. (B) Las células se
trataron con vehiculo o con W7 (25 uyM) por 48 horas. Dado que CFSE es escindido
por esterasas intracelulares para formar el compuesto fluorescente, la deteccién del
numero de divisiones celulares se realizé por citometria de flujo. Las células no
tenidas se incluyeron en todos los experimentos y se utilizaron para establecer las
compensaciones en el citometro de flujo. La imagen es representativa de tres
experimentos independientes. (C) Las células tratadas con vehiculo o con W7 (25
HM) a las 48 horas se incubaron con 1 uM de SYTOX® Green. Los resultados se

expresaron como unidades relativas de fluorescencia. Mitomicina se utiliz6 como un
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control positivo de la reduccion de la proliferacion celular. La proliferacion celular se
expresa como media de unidades relativas de fluorescencia * SEM de tres
experimentos independientes. P <0,05. (D) Se analizaron extractos de células totales
de células Huh-7 Mock (M) infectadas o infectadas con DENV durante 48 horas
mediante ensayo Western-blot utilizando anticuerpos anti-pro-caspasa. Se utilizé un
anticuerpo anti-actina como control de carga. Se muestra un ensayo de Western blot

representativo.
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Para analizar el efecto de W7 en la infeccion por DENV, las células Huh-7 se
infectaron a una MOI de 3 por 2 horas y a continuacién las células fueron tratadas
con 25 uyM de W7 durante 48 hrs. Curiosamente, el tratamiento con W7 caus6 una
disminucién en la cantidad de células infectadas en comparacion con las células
no tratadas analizadas por microscopia confocal. Esta reduccion en la cantidad de
células infectadas se confirmé por citometria de flujo (56% vs 33%) (Figura 4A'y
4B).

En concordancia con la reduccion en la cantidad de las células infectadas, una
reduccion significativa en la progenie viral, expresada como FFU/mI, también se
observo en las células tratadas con W7 e infectadas con DENV2 y DENV4 en
comparacion con las células no tratadas (Figura 4C); por otro lado se traté a las
células con otros dos inhibidores de Calmodulina, W5 y Calmidazolium para
confirmar el efecto de la inhibicién de esta proteina sobre la progenie viral (Figura
4D).
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Fig.4 Efecto de W7 en la infeccidon por DENV. Se trataron células Huh-7 infectadas

con DENV2 a una MOI de 3 con 25 yM de W7 o vehiculo (0 pM), y la cantidad de
células infectadas se analiz6 a las 48 post- infeccion mediante microscopia confocal
(A) y citometria de flujo (B). Para la microscopia confocal y la citometria de flujo las
células fueron fijadas y tefiidas para E (verde),Los nucleos se contrastaron con
Hoescht (Azul). (C) Se analizaron sobrenadantes de células Huh-7 infectadas con
DENV2 y DENV4 tratados con vehiculo (0 pM) o con W7 (25 pM) durante 48 horas

mediante un ensayo de unidades formadoras de focos (UFF). La progenie viral se
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expresa como la media * SEM de UFF/ml de tres experimentos independientes. P
<0,05. (D) Se analizaron sobrenadantes de células Huh-7 infectadas con DENV2
tratadas con vehiculo (0 uM) o con W5 (25 pM) o calmidazolium (10\pM) durante 48
horas mediante unidas formadoras de focos. La progenie viral se expresa como la

media * SEM de FFU/mI de tres experimentos independientes. p <0,05.
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Para analizar adicionalmente el efecto de W7 en el ciclo de replicacion de DENV,
se evaluaron la sintesis de proteina viral y la replicaciéon del RNA. Se observé una
reduccion significativa en los niveles de secrecion de NS1 en células infectadas
con DENV2 y DENV4 y tratadas con W7 en comparacion con las células no
tratadas (reduccién de 58 y 68%, respectivamente) (Figura 5A). Esta inhibicién de
la secrecion de NS1 correlaciona con una reduccion significativa en la cantidad de
la proteina no estructural 3 (NS3) y en la proteina de la envoltura evaluadas por
ensayos de Western blot en células infectadas con DENV2 y DENV4 y tratados
con W7 en comparacion con las células no tratadas (64 y 60%, respectivamente)
(Figura 5B y 5D). La reduccion de la sintesis de proteinas esta en concordancia
con una reduccion significativa en la sintesis de RNA viral (hasta un log en el
numero de copias del genoma) medida por gRT-PCR en células infectadas con
DENV2 y DENV4 y tratadas con W7, en comparacion con las células no tratadas
(Figura 5C).
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5 Efecto de W7 en la sintesis proteina y de RNAde DENV. Se trataron células
Huh-7 infectadas con DENV2 (negro) o con DENV4 (gris) a una MOI de 3 con 25 yM
de W7 o vehiculo (0 pM) y se evalué la secrecion NS1 mediante ELISA (A). La
secrecion NS1 se expresa como media de la absorbancia normalizada £ SEM de tres
experimentos independientes. P <0,05. Los niveles de expresion de NS3yE (By D)y

genoma viral (C) se analizaron mediante Western blot y qRT-PCR (48 horas de
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tratamiento), respectivamente. La cantidad de proteina NS3 se expresa como el valor
de cambio de veces * SEM obtenido del analisis densitométrico de tres ensayos
independientes. El genoma viral se expresa como media * SEM del namero de
copias de tres experimentos independientes. P <0,05.
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Para confirmar los datos obtenidos con las infecciones con DENV2 y DENV4, se
utilizaron células VERO 4R, transfectadas establemente con el replicon de DENV4
se trataron con diferentes concentraciones de W7 y se evalud la actividad de
luciferasa. Como se observo con las células Huh-7, la viabilidad de las células
Vero 4R no se redujo significativamente después de 48 horas de tratamiento con
10 y 25 yM de W7. Sin embargo, se observd una reduccion del 80% en la
viabilidad celular a la concentracion de 50 uM de W7 (Figura 6A). Por lo tanto, se
utilizoé la concentracion de 25 uM de W7 en experimentos posteriores. Bajo esas
condiciones, se encontré una reduccion de la actividad de luciferasa expresada
como unidades relativas de luz en las células tratadas con W7 en comparacion
con las células no tratadas (Figura 6B). Estos resultados sugieren fuertemente que

la CaM tiene un papel crucial en la traduccioén / replicacion de DENV.
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Fig.6 Efecto de W7 en la replicacion del genoma viral. Las células Vero que

expresan el replicoén DENV 4 que codifica el gen de la luciferasa se trataron con W7
(10, 25 y 50 uM) o vehiculo (0 uM) durante 48 horas y se analizaron para determinar la
viabilidad celular mediante reduccién de MTT (A) y la actividad luciferasa (B). La
viabilidad celular se expresa como la media de absorbancia normalizada * SEM. La
actividad luciferasa se expresa como unidades relativas de luz (URL) y los datos

mostrados son la media £ SEM de tres experimentos independientes.
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W7 inhibe la formacion de complejos de replicacion.

Dado que el tratamiento con W7 indujo una inhibicion de la traduccion y/o
replicacion y ambos procesos se producen en el reticulo endoplasmatico, se
evalué el efecto del tratamiento con W7 en la formacion de complejos de
replicacion por microscopia confocal. La distribucion de dos proteinas virales, E y
NS3, se utilizé para evaluar la integridad de los complejos replicativos. La primera
observacion fue que, aunque la cantidad de E y NS3 se reduce en las células
tratadas con W7, los niveles de expresion de la proteina E no fueron tan
fuertemente inhibidos como los de NS3 en comparacién con las células no
tratadas (Figura 7A). Este resultado sugiere que la expresion de NS3 es mas
susceptible a ser inhibida por W7 que la expresion de E. La segunda observacién
es que, en ausencia de W7 se observa una fuerte colocalizacion entre NS3 y E en
las células infectadas; sin embargo, esta colocalizacion se reduce
significativamente en las células tratadas con W7 (Figura 7B), sugiriendo que la
CaM esta jugando un papel importante en la formacion de los complejos
replicativos de DENV. Por otro lado para descartar que el efecto sobre los
complejos replicativos se debiera a una alteracion de citoesqueleto que pudiera
tener una relacion con la presencia de vimentina, se hizo un marcaje de ésta
molécula y se analizé por microscopia confocal. Asi, observamosque no se altera
la distribucion de vimentinaen las células tratadas con W7 (Figura 7C), lo que nos
indica que el efecto observado no se debe a una alteracién del citoesqueleto como

consecuencia del tratamiento con W7.
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Fig.7 Efecto de W7 en el patréon de distribucion de proteinas virales. Se infectaron

células Huh-7 con DENV 4 y se trataron con vehiculo o 25 yM de W7. Después de 48
horas de tratamiento, las células se fijaron y se tifieron contra la proteina NS3 (rojo)
y E (verde). Los nicleos se contrastaron con Hoescht (azul). (A) El patron de
distribuciéon de las proteinas virales se analizé mediante microscopia confocal. El
area seleccionada (caja blanca), amplificada 2.5X esta mostrando una alteracion en
la localizacion de las proteinas virales. Las imagenes son representativas de tres
experimentos independientes. (B) El grafico de la columna compara el coeficiente de
colocalizacién * SEM entre ambas proteinas virales (proteina E / proteina NS3) de
células infectadas no tratadas y tratadas con W7. P <0,05. (C) Se infectaron células
Huh-7 con DENV 4 y se trataron con vehiculo o 25 yM de W7. Después de 48 horas

de tratamiento, las células se fijaron y se tifieron para vimentina (rojo). Los nucleos
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se contrastaron con Hoescht (azul). El patrén de distribucion de vimentina se analizé

mediante microscopia confocal.
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W7 mostroé un sitio de interaccion putativa con la proteasa de DENV.

Una posible explicacion de los diferentes niveles de E y NS3 observados en las
células infectadas es que el procesamiento proteolitico de las proteinas no
estructurales pudiera ser inhibido por W7 en las células infectadas con DENV. Es
bien sabido que el corte de la proteina E es mediado por una proteasa celular,
mientras que la NS3 esta implicada en su propio procesamiento. Por lo tanto, W7
podria inhibir la actividad de la proteasa NS3-NS2B. Esta posibilidad esta apoyada
por los resultados que indican que otros inhibidores de CaM como Quercetina son
capaces de inhibir la actividad de la proteasa viral (Senthilvel et al., 2013). Por lo
tanto, el acoplamiento de W7 a la triada catalitica de la proteasa NS3-NS2B se
realizd utilizando el software Molegro, y una interaccién putativa del antagonista
W7 con la triada catalitica de la proteasa viral se predijo con una puntuacién
MolDock de -92.502 (Figura 8). Esta interaccion puede tener un efecto negativo en
la actividad de la proteasa, lo que haria suponer que W7 podria tener la
capacidad de inhibir la actividad de NS3.

Fig.8 El antagonista de la calmodulina W7 mostré un posible sitio de interaccion
con la proteasa de DENV. W7 tienen un sitio de union en el sitio catalitico de NS3,
que se predijo con Molegro Virtual Docker. La proteasa de DENV NS3-NS2B se
representa en color verde y la triada catalitica (His51, Asp75 y Ser135) se muestra en

negro, mientras que el ligando W7 en purpura.
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La proteina viral NS2A tiene un sitio de interaccion putativo con CaM

Una segunda posibilidad es que CaM podria interactuar con una o mas proteinas
virales que participan en la replicacion viral. Para determinar si una proteina viral
podria interactuar con CaM, se analizd la secuencia completa de todas las
proteina codificadas por el RNA viral utilizando el software Calmodulin target
Database. Asi, se encontrd un sitio de union a CaM en la proteina NS2A (Figura
9A). La interaccion probable entre ambas moléculas se evalué también mediante
un docking en donde pudimos sugerir con mayor certeza la posible interaccion
Calmodulina-NS2A con un puntaje de MolDock de 1982.426 (Figura 9B]. Para
aportar mas evidencias a la posible interaccion de NS2A con CaM, la secuencia
de la proteina NS2A se cloné en el plasmido pProex HTA a. La expresion de la
proteina rNS2A His-tag fue inducida por IPTG y la proteina recombinante fue
purificada con ayuda de una resina de afinidad como se describe en la seccion
Materiales y Métodos. Se llevd a cabo la secuenciacion completa del gen de la
proteina rNS2A clonada y un Western blot con anticuerpos anti-His para
corroborar la identidad de la proteina expresada. Después del lavado con
diferentes concentraciones de imidazol, la proteina His-rNS2A acoplada a la resina
se analizd6 mediante Western blot usando un anticuerpo policlonal anti-His. No se
observaron bandas en la resina incubada con extractos de bacterias no inducidas
transformadas con el mismo plasmido. Para el ensayo de cromatografia de
afinidad, la proteina His-rNS2A, acoplada a la columna de cobalto, y la resina
control se incubaron con extractos celulares de células Huh-7 no infectadas. La
mayoria de las proteinas obtenidas en la fraccibn de elucidn
interactuaronespecificamente con His-rNS2A porque ninguna de ellas se observo
en la fraccion de elucion del control negativo. Las proteinas obtenidas a partir de la
fraccion de elucion se analizaron mediante Western blot usando anticuerpos
dirigidos contra CaM. Se detecté una banda de aproximadamente 17 kDa a partir
de la resina acoplada a la proteina His-rNS2A ausente en la fraccidon de elucion
del control negativo (Figura 9C), apoyando la idea de que NS2A es capaz de
interactuar con CaM.
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Fig.9 Interaccion de CaM con NS2A. Se analiz6 la secuencia completa del RNA viral

utilizando el software Calmodulin target Database. Se encontré un sitio de union a
CaM en la proteina NS2A (A). La interaccion también se evalué también mediante un
docking que confirma la posible interaccion Calmodulina-NS2A con un puntaje de
MolDock de 1982.426 (B). Por otro lado para confirmar la posible interaccién se llevd
a cabo una cromatografia de afinidad que fue analizada mediante Western blot

usando anticuerpos dirigidos contra CaM. Se detecté una banda de
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aproximadamente 17 kDa a partir de la resina acoplada a la proteina His-rNS2A
ausente en la fraccién de eluciéon del control negativo (C), apoyando la idea de que

NS2A es capaz de interactuar con CaM.
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Calreticulina colocaliza con la proteina E en células Infectadas.

Una vez establecida la participacion de CaM, se evalué la participacion de
Calreticulina durante la infeccion por DENV. Calreticulina es una proteina que
cumple multiples funciones en el organismo, esta involucrada en respuesta
inmunoldgica(Raghavan et al., 2013), en patologias como el cancer (Zamanian et
al., 2013) ademas de que ayuda al correcto plegamiento de proteinas (Michalak et
al., 2009) y esta involucrada en la homedstasis de calcio en la célula (Bastianutto
et al., 1995). Inicialmente, la distribucion de Calreticulina en las células infectadas
se evalué mediante microscopia confocal mostrando que ademas de haber una
marca mas intensa de Calreticulina en las células infectadas hay una evidente
colocalizaciéon de Calreticulina con la proteina de la Envoltura (Figura 10),
sugiriendo cémo ya se habia reportado previamente (Thawornchai Limjindaporn et

al., 2009) una interaccién entre ambas proteinas.

Calreticulina Envoltura Fusion

Infectado

Fig.10 Calreticulina colocaliza con la proteina de la envoltura de DENV. Las células
Huh-7 no infectadas o infectadas con DENV2 durante 24 horas fueron fijadas y
teiiidas con anticuerpos anti-CRT (rojo) y anti-E (verde). Los nucleos se contrastaron
con Hoechst (azul). La ubicaciéon de las proteinas se analizé mediante microscopia

confocal. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.
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Calreticulina aumenta su expresion y se secreta en células infectadas.

Dado que un aumento en los niveles de Calreticulina ha sido relacionado con
alteraciones en el metabolismo celular se decidié evaluar los niveles de esta
proteina en respuesta a la infeccion por DENV, observando un aumento en los
niveles de expresion de calreticulina (Figura 11A). Adicionalmente se evalud la
posibilidad de que Calreticulina estuviera siendo secretada en células infectadas
ya que ha sido reportado previamente que esta proteina puede ser secretada
activando vias relacionadas con la respuesta inmune (Raghavan et al., 2013).
Midiendo la presencia de Calreticulina en los sobrnadantes de células infectadas

encontramosque esta proteina es secretada durante la infeccion por DENV.
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Fig.11 Calreticulina es sobreexpresada y secretada durante la infeccion por DENV.

(A) La expresion de Calreticulina en células Huh-7 infectadas con DENV2 por 48
horas fue analizada, mediante Western blot. (B) Para evaluar la secrecion de
Calreticulina, la presencia de ésta proteina fue analizada a partir de sobrenadantes
de células fueron infectadas durante 12 horas y mantenidas en medio sin suero para

evitar la interferencia de proteinas séricas, mediante Western-blot.
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Discusion.

DENV es la enfermedad viral mas importante transmitida por mosquitos y causa
un grave problema de salud en todo el mundo, principalmente en regiones
tropicales y subtropicales. La replicacion de DENV ocurre en el RE (Uchil y
Satchidanandam, 2003) que desempefia un papel crucial en la sintesis, el
transporte y la modificacion de proteinas y es el sitio para la biosintesis,
procesamiento y transporte de diversos lipidos (Schwarz y Blower, 2016) ademas
de estda Involucrado en la homeostasis del Ca?*. La homeostasis de Ca?*. es
esencial para la célula porque es un segundo mensajero implicado en la
regulacion de una variedad de procesos celulares tales como metabolismo,
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas, proliferacion celular, diferenciacion,
transcripcion de genes, motilidad celular y contraccion muscular (Michael J.
Berridge et al., 2003). Para cumplir su papel como segundo mensajero, el Ca?*.
se une a sus proteinas diana, incluyendo proteinas como CaM. CaM es una
proteina prototipo de transduccion de sefiales que es capaz de transducir las
sefiales de Ca?* a través de la modulacion de la estructura y funcién de otras
proteinas que no pueden unirse a Ca?* (Van Eldik and Watterson, 1998). Dada la
importancia de esta proteina nos preguntamos si podria desempefiar un papel
durante la infeccion por DENV. La participaciéon de CaM en las infecciones virales
ha sido poco descrita, pero se ha reportado que es importante para el VIH
modulando vias de senalizacion relacionadas con respuesta inmunologica
mediante la interaccion de CaM con proteinas de VIH (Hayashi et al., 2002;
Matsubara et al., 2005; Radding et al., 2000). También se ha descrito que CaM es
importante en la infeccidon por inmunodeficiencia del simio (SIV) (Yuan et al., 1995)
y para Rotavirus (Chattopadhyay et al., 2013). Especificamente, para la replicacion
de rotavirus se sabe quela fase S es importante para la acumulacién viral y CaM y
la activacion de CaMKI son los inductores de la transicion de la fase G1 a la fase S
(Bhowmick et al., 2014).
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En el caso de la infeccion por DENV se ha descrito que la proteina que induce la
degradacion de STAT2 depende de la funcién del complejo Ca?*-CaM (Morrison et
al., 2013), lo que sugiere que el complejo Ca%*-CaM es importante para la
replicacion de DENV. Ademas, se sabe que la CaMK-Il es necesaria para la
fosforilacidon de la proteina celular vimentina que se necesita para mantener y
soportar el ciclo replicativo de DENV (Teo and Chu, 2014). La fosforilacién de
vimentina también se requiere para la replicacion de EV71 (Haolong et al., 2013).
Por lo tanto, la fosforilacion de vimentina y el reordenamiento de la membrana
estan desempefando papeles importantes en la formaciéon de los complejos de
replicacion.

Por estas razones, para evaluar la importancia de la funcién del complejo Ca?*-
CaM durante la infeccion por DENV, las células infectadas se incubaron con el
antagonista de CaM W7 que impide la union CaM a sus proteinas diana. Aunque
nuestra primera observaciéon fue que los niveles de expresion y la distribucion de
CaM no se alteraban durante la infecciéon por DENV, se evalud el efecto del
tratamiento con W7 durante la infeccion por DENV. Se observd una reduccion
significativa en el porcentaje de células infectadas evaluado por citometria de flujo
y por microscopia confocal en presencia deW7, ademas, el tratamiento indujo una
reduccion de mas de un log en la progenie viral, lo que sugiere que el complejo
Ca?*-CaM es importante durante el ciclo de replicacion DENV. Este resultado se
confirmd cuando se observdé una reduccion significativa en la secrecion de la
proteina NS1 y en la sintesis de NS3 y RNA viral en células tratadas con W7. El
efecto especifico de W7 en el proceso de traduccion/replicacion de DENV- se
obtuvo al analizar células Vero 4R transfectadas de forma estable con el replicén
DENV4 (Alcaraz-Estrada et al., 2010) que fueron tratadas con 25 yM de W7. La
reduccion de la actividad luciferasa en células tratadas con W7 confirmé que el
complejo Ca 2*-CaM es importante en el proceso de traduccion-replicacion de
DENV.
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Algunos antagonistas de CaM son anti-proliferativos en una diversidad de tipos
celulares. Por esta razoén, la proliferacion, el crecimiento celular y la induccion de
apoptosis se evaluaron en células tratadas con W7. No se observaron diferencias
en el crecimiento celular o en la induccion de apoptosis entre células no tratadas y
tratadas con W7, lo que confirma que la reduccién en la replicacion de DENV no
estaba relacionada con una reduccion en la proliferacion celular o con la induccion
de apoptosis celular. Para confirmar aun mas que CaM desempefia un papel
importante durante la infeccion por DENV, se evalué el efecto de dos inhibidores
diferentes de CaM (W5 y calmidazolium). Aunque ninguno de estos dos
antagonistas de CaM redujo la proliferacion celular, si inhibieron el ciclo replicativo
de DENV, reduciendo la progenie viral. Por lo tanto, estos resultados apuntan al
hecho de que CaM puede ser un buen objetivo para el disefio de antivirales. Tan
es asi, que, en un informe reciente, se demostré que el uso combinado del
inhibidor de CaM pimozida y del inhibidor de la sintesis de acidos grasos TOFA
logran generar un efecto aditivo inhibitorio de la infeccion por chikunguya y tienen
un efecto terapéutico in vivo (Karlas et al., 2016).

Por otra parte la fuerte colocalizacion entre NS3 y E presente en células no
tratadas se redujo significativamente en células tratadas con W7. Una posibilidad
para explicar este hecho fue que el tratamiento con W7 podria inhibir la
reorganizacion de vimentina, reduciendo la formacion de complejos replicativos de
DENV. Sin embargo, no se detectaron diferencias en la organizacion de la
vimentina en las células tratadas en comparacion con las células no tratadas, lo
que sugiere que la inhibiciéon de la infeccion por DENV causada por W7 no esta

relacionada con la fosforilacion y reorganizacién de la vimentina.
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En el analisis de microscopia confocal de las células infectadas, se observé que
W7 indujo una inhibicion mas fuerte en los niveles de expresion de NS3 que en la
proteina E. Ambas proteinas son procesadas a partir de la misma poliproteina por
diferentes proteasas. E es procesada por una proteasa celular mientras que la
proteina NS3 se autoprocesa. Asi, las diferencias en los niveles de expresion de
ambas proteinas en las células tratadas podrian sugerir que la actividad de la
proteasa NS2B-NS3 podria ser inhibida por W7. Otros inhibidores de calmodulina
como la quercetina han demostrado tener un sitio de interaccidon con NS3
inhibiendo su actividad (de Sousa et al., 2015; Mata et al., 2015; Senthilvel et al.,
2013). Para analizar la posibilidad de que W7 pudiera inhibir la actividad de NS2B-
NS3 se realizd un analisis de Docking. Se predijo una posible interaccién entre W7
y la triada catalitica de la proteasa viral. Dado que esta interaccion es con la triada
catalitica podria inducir una inhibicién en la actividad de la proteasa viral que
explicaria la inhibicién en el ciclo replicativo viral.

Una tercera posibilidad es que algunas proteinas virales pudieran interactuar con
el complejo Ca?*-CaM favoreciendo la replicacién viral. En este caso, se realizé un
analisis in silico buscando un sitio de uniéon a CaM putativo usando las secuencias
de las diferentes proteinas virales. Se predijo un sitio de union al complejo Ca?*-
CaM en la secuencia de la proteina NS2A, posibilidad que se evalué mediante un
anadlisis de Docking. NS2A es una pequefia proteina asociada a la membrana
(Mackenzie et al., 1998), implicada en la replicaciéon del RNA viral (Chambers et
al., 1989). Esta proteina también modula la respuesta antiviral de interferon (Liu et
al.,, 2006, 2005, 2004), (Munoz-Jordan et al., 2003) y esta implicada en el
ensamblaje y secrecion de particulas virales (Kimmerer and Rice, 2002; Leung et
al., 2008; Liu et al., 2003). El Docking predijo que esta interaccion es probable.
Utilizando un ensayo de cromatografia de afinidad se demostré que la proteina
NS2A recombinante marcada con una bandera de iistidinas fue capaz de
interactuar con CaM in vitro. Se ha reportado que CaM es capaz de interactuar

con proteinas de membrana tales como la ATPasa de calcio e incluso
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directamente con membranas (Liu et al., 2012; Vincenzi et al., 1980) (Liu et al.,
2012, Vincenzi et al., 1980) lo que apoya el hecho de que puede haber una
interaccion entre CaM y NS2A. El papel especifico de la interaccion entre NS2A y
CaM es desconocido. Sin embargo, dada la ubicacién de NS2A en los complejos
replicativos, la interaccién con CaM podria ser necesaria para la replicacion viral.
Ademas, es bien sabido que el complejo Ca?*-CaM esta desempeiiando papeles
importantes en otros procesos celulares como el metabolismo de los lipidos, la
modificacion del citoesqueleto y la expresion génica. Todas estas funciones
podrian ser inhibidas por W7. Se requiere un analisis adicional para entender el
papel especifico de CaM en el ciclo replicativo de DENV.

En resumen, los antagonistas de CaM como W7 inhiben el ciclo replicativo de
DENV reduciendo la traduccion/replicacién viral, la formacién de complejos
replicativos y el rendimiento viral. La inhibiciéon de la actividad proteasa de NS2B-
NS3 y/o de la funcion de NS2A podria ser parte del mecanismo de accion
responsable del efecto de W7.

En el caso de Calreticulina se sabe que interactta con la proteina E (T.
Limjindaporn et al., 2009), sin embargo, la relevancia de esta interaccion se
desconoce. Una posibilidad es que dado que E es una proteina glicosilada y CRT
tiene una importante funcion durante el proceso de glicosilacion, puede estar
actuando a ese nivel. Por otro lado, también se ha descrito que CRT interactua
con el genoma viral lo cual hace pensar que podria estar involucrada en la
replicacion y/o ensamblaje viral. Con estos antecedentes, y la posible participacion
de las proteinas dependientes de Ca?* en la homeostasis de Ca?* y en diversas
funciones en el RE nos preguntamos si CRT pudieran alterar su expresion durante
la infeccion con DENV. Nuestros resultados indican que hay un incremento en su
expresion en respuesta a la infeccion por DENV, lo cual se ha descrito para otros
virus como el HBV, donde se demostré que el incremento en los niveles de CRT
esta relacionado con la inhibicion de la respuesta a interferén mediada por el virus
( Yue et al, 2012), esto aunado a que la proteina es secretada en células
infectadas y se sabe que esta secrecidn sirve como senal para modular la

respuesta inmunoldgica (Raghavan et al., 2013) sugerimos que la modulacién de
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CRT en respuesta a la infeccion por DENV pudiera estar relacionada a una
inhibicion de la respuesta inmune. Sin embargo, son necesarios mas analisis para

poder afianzar esa conclusion.
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Conclusiones

Los inhibidores de CaM W7, W5 y Calmidazolium disminuyen la progenie
viral de DENV.

W7 afecta de manera diferencial los niveles de expresion de la proteina E y
de NS3 sugiriendo una alteracion en la actividad de la proteasa viral

W7 parece tener la capacidad de unirse a la triada catalitica de la proteasa
viral.

La proteina viral NS2A interacciona con CaM, y esta interaccion podria ser
importante para el ciclo replicativo viral.

Los niveles de expresion y secrecion de Calreticulina se ven aumentados
en respuesta a la infeccion por DENV lo que podria sugerir modulacion de

la respuesta inmune.
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Perspectivas

e Determinar la importancia de la interaccion de NS2A con Calmodulina
durante el ciclo replicativo de Dengue.

e Evaluar si la interaccion de la proteina NS2A con Calmodulina depende de
la presencia de Ca?*.

e Evaluar los niveles de ARNm de Calreticulina.

e Evaluar el comportamiento de proteinas de respuesta inmune en funcién de

la expresién de Calreticulina durante la infeccion por Dengue.
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