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RESUMEN

El género Flavivirus estd conformado por alrededor de 70 miembros, los
cuales se transmiten a través de artropodos, particularmente mosquitos y
garrapatas. Entre ellos existen patégenos humanos que representan un grave
problema para la salud publica, como el virus del dengue (DENV) y el virus del Zika
(ZIKV), ambos transmitidos por mosquitos del género Aedes, cuya amplia
distribucion pone en riesgo a 3 900 millones de personas en mas de 120 paises.
Durante el ciclo replicativo de los flavivirus se requiere de la maquinaria celular para
la replicacion de su genoma y la traduccién de sus proteinas virales. Entre los
elementos celulares que interaccionan con los virus se encuentran las proteinas
ribosomales (RP), las cuales presentan funciones tanto ribosomales como
extrarribosomales. Se han identificado diversas RP que interaccionan con la
proteina no estructural 1 (NS1) de los flavivirus durante el ciclo replicativo, de las
cuales se ha corroborado que la proteina ribosomal L26 (RPL26), una proteina de
la subunidad ribosémica 60S que desempeiia el control de calidad sobre las
proteinas translocadas al reticulo endoplasmico, interactia con NS1 en células de
mosquito infectadas con DENV. Es debido a lo anterior que este proyecto se centrd
en evaluar la participacion de la proteina RPL26 en el ciclo replicativo de los DENV
y ZIKV.

Mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal se corroboré la
colocalizacion de RPL26 con NS1 de DENV2 y ZIKV-MR77 en células de
vertebrado. Asimismo, por medio del silenciamiento de RPL26 mediante siRNAYy la
infeccion por ambos virus, se demostr0 que la progenie viral disminuye
significativamente debido al silenciamiento de RPL26. Finalmente, se observo que,
en células silenciadas, la expresion de NS1 se ve afectada significativamente
mientras que la de NS3 no se modifica. Estos datos sugieren que RPL26 participa
en el ciclo replicativo de ambos virus interactuando particularmente con NS1.
Considerando los resultados de este estudio y la interaccién reportada de NS1 con
los complejos Sec61 y OST; se considera que RPL26, Sec61 y OST forman un

complejo que favorece la translocacién de NS1 al lumen del reticulo endoplasmico.



ABSTRACT

Flavivirus genus encompasses around 70 members, which are transmitted by
arthropods, particularly mosquitoes and ticks. Among them, there are human
pathogens that represent a severe public health problem, like dengue virus (DENV)
and Zika virus (ZIKV), both transmitted by Aedes mosquitoes, whose wide
distribution put at risk over 3 900 million people in more than 120 countries. During
their replicative cycle, the flaviviruses required the use of the cellular machinery for
genome replication and viral protein translation. Among the cellular proteins that
interact with the flaviviruses, are the ribosomal proteins (RP), which carry out both
ribosomal and extrarribosomal functions. Several RPs that interact with the
nonstructural protein 1 (NS1) of flaviviruses during the replicative cycle have been
identified; one of them is the ribosomal protein L26 (RPL26), a protein of the
ribosomal subunit 60S that plays a role in the quality control for translocated proteins
to the endoplasmic reticulum. It is based on the previous arguments that this project
was centered on evaluating the role of RPL26 in the replicative cycle of DENV and

ZIKV in cells of vertebrates.

By immunofluorescence and confocal microscopy, the co-localization of RPL26 with
NS1 of DENV2 and ZIKV-MR77 in cells of vertebrated organisms was corroborated.
By silencing RPL26 expression with siRNAs in cells infected with either virus, it was
demonstrated that the viral progeny is significantly reduced due to the silencing of
RPL26. Of note, the expression of NS1 is significantly affected by the RPL26
silencing, while NS3 levels remains unaltered. This data suggests that RPL26
participates in the replicative cycle of these two viruses interacting particularly with
NS1. Considering the results of this study and the reported interaction of NS1 with
Sec61 and OST complexes, along with the interaction of RPL26 with proteins of both
complexes revealed by Sting simulations, itis proposed that RPL26, Sec61 and OST
form a multi-complex that favors the translocation of NS1 into the lumen of the

endoplasmic reticulum.
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I. INTRODUCCION

1.1 Arbovirus

Los arbovirus, virus transmitidos por artrépodos, son un amplio grupo taxondémico de
agentes virales que se transmiten entre artropodos hematdfagos y hospederos vetebrados.* Se
han identificado, a la fecha, aproximadamente 500 arbovirus, los cuales se clasifican en 25
géneros y 8 familias de acuerdo con sus relaciones genéticas, antigénicas, morfologia y
mecanismos de replicacion; sin embargo, solo alrededor de 150 son patdgenos para el ser
humano.?? Los arbovirus mas importantes desde la perspectiva clinica-epidemioldgica se
encuentran en la familia Flaviviridae (del latin lavus, “amarillo”) la cual esta constituida por
89 especies divididas en cuatro géneros: Flavivirus, Pestivirus (del latin pestis, “peste”),
Hepacivirus (del griego hepar, hepatos “higado”) y Pegivirus (del latin “Pe” que significa

[Pl

pesistente y “g” es una referencia de hepatitis G).*®

1.2 Flavivirus

El grupo de arbovirus de mayor relevancia, desde el punto de vista de las
enfermedades humanas, esta clasificado en el género Flavivirus, el cual esta conformado por
alrededor de 70 miembros que se transmiten por artropodos, particularmente mosquitos y
garrapatas.® Entre ellos, se encuentran patdgenos que representan un grave problema en la
salud publica mundial, tal y como lo son el virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus del
dengue (DENV), el virus del Nilo Occidental (WNV) y el virus del Zika (ZIKV). Estos
agentes virales emergen y reemergen en diversas regiones del planeta, ocasionan brotes
epidémicos que trascienden de pequefios territorios a diversos paises con presencia de sus
respectivos vectores, convirtiéndose en virus endémicos de zonas tropicales y subtropicales,
provocando una alta tasa de morbilidad, discapacidad asociada y mortalidad.>” Un ejemplo
de ello es la actual distribucion mundial de DENV, el brote de ZIKV en Sudamérica hace
algunos afios, los brotes de YFV en Africa y Brasil, y la propagacion de WNV por
Norteamérica.® Las infecciones causadas por flavivirus van desde asintomaticas, pasando por
cuadros febriles agudos, hasta enfermedades hemorragicas y encefélicas potencialmente
mortales. Asimismo, son capaces de persistir en los pacientes y propiciar morbilidades a largo
plazo.® Los virus del dengue y Zika son flavivirus que han provocado brotes epidémicos de

gran magnitud en las Gltimas décadas. Ambos son transmitidos por mosquitos hembra del
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género Aedes, especificamente Ae. aegypti (principal) y Ae. albopictus (secundario), lo que
ocasiona que, debido a la amplia distribucion de los vectores (figura 1), alrededor de 3.9 mil
millones de personas, en mas de 120 paises, se encuentren en riesgo de infectarse por alguno

de estos virus.14
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Figura 1. Mapa global de la distribucién simulada de los vectores de arbovirus basada en modelos de RF: (A)
Aedes aegypti; (B) Aedes albopictus.

Modificado de: Ding F. y cols., 2018.46
1.2.1 Flavivirus DENV y ZIKV
Regularmente, la transmision de DENV y ZIKV se mantiene en un ciclo selvatico

estable y natural entre los vectores y animales salvajes (transmision enzo6tica); sin embargo,
cuando un vector infectado pica a un animal doméstico o humano, es posible el traslado a un
ciclo urbano y generar epizootias (transmision vector-animal domeéstico) o epidemias

(transmision vector-humano) [figura 2].8

Hospedero Animales
S5 Humanos
vertebrado domésticos
Enzodtica Epizootia Epidemia
Ciclo selvatico Ciclo rural Ciclo urbano
Vector Vector Vector

Figura 2. Ciclos de transmisién de arbovirus.
Modificado de: Young P., 2018.2

Cuando un mosquito pica a un vertebrado infectado por DENV o ZIKV, el patégeno

ingresa y viaja hacia el intestino, medio en el cual invade a las células epiteliales intestinales
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y se replica. La progenie viral se libera al hemocele (sistema circulatorio de invertebrados)
y, por medio de la hemolinfa, se difunde hacia tejidos secundarios, siendo las glandulas
salivales el principal sitio de replicacion y por lo que los titulos virales en la saliva del
artrépodo aumentan alrededor de 7.50 log'® y 6.52 log®® copias del genoma por alas/patas
para Ae. aepypti y Ae. albopictus, respectivamente (en infeccion por ZIKV), volviéndolo
infeccioso.%1? Cuando un mosquito infectado pica a un hospedero vertebrado sano, el virus
ingresa a través de la saliva e infecta células de la dermis y epidermis, lo que da lugar a una
replicacion primaria y, posteriormente, el virus se disemina por medio del sistema
circulatorio por todo el organismo. EI DENV y ZIKV presentan tropismo celular por diversas

células del cuerpo, dando lugar al cuadro clinico sistémico que los caracteriza (figura 3).:

Mosquitos

- Células epiteliales intestinales N

- Células epiteliales de las
glandulas salivales

?—\

Virus dengue

Virus Zika

- Queratinocitos, fibroblastos
y c€lulas de Langerhans
- Migracion a ganglios

linfaticos
- Células de Langerhans, - Diseminacion a multiples
fibroblastos y macréfagos 6rganos

- Migracion a tejido linfoide y
hepatico

- Diseminaci6n sistémica

- No presenta tropismo por un
tejido especifico

- Tropismo por células del
sistema nervioso

Figura 3. Tropismo que presentan los virus del dengue y del Zika.
Modificado de: Castillo-Macias y cols. 2018.%3

1.2.2 Dengue
El agente causal de la fiebre por dengue (del swahili dinga, “calambre stibito”)*14 es

el flavivirus mas relevante para los humanos desde la perspectiva de la salud publica y se
encuentra distribuido a nivel mundial. Anualmente se estima genera entre 284 y 528 millones
de casos, especialmente en paises de Africa, América, Mediterraneo oriental, Asia
sudoriental y Pacifico occidental.1*®> Un informe que abarca 1 636 afios de casos de dengue

en 76 paises informa un aumento en la incidencia entre 1990 y 2013, notificando
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aproximadamente 58.4 millones de casos en el 2013, de los cuales 10.5 millones tuvieron
que ser tratados en un medio hospitalario y alrededor de 577 mil pacientes fallecieron
(figura 4).
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Figura 4. Distribucion mundial de la infeccion por los virus del dengue y del Zika.
Tomado de: Young P., 2018.8

Existen 4 serotipos distintos del DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4),
los cuales tienen una similitud del 65 % en su secuencia de aminoacidos. Cualquiera de los
serotipos puede producir la forma grave de la enfermedad; sin embargo, DENV2 y DENV3
se han asociado con una mayor cantidad de casos graves y mortales. La inmunidad para cada
serotipo se considera duradera y probablemente de por vida; no obstante, no existe inmunidad

cruzada entre estos.!

La mayoria de los casos de dengue cursa con un cuadro febril agudo (fiebre por
dengue o dengue sin signos de alarma) con una duracion de 2 a 7 dias, presentando
manifestaciones clinicas como fiebre, mialgias, artralgias, cefalea, exantema, nauseas y
vomitos. Sin embargo, hay casos que también presentan signos de alarma como dolor
abdominal, acumulacién de liquidos, sangrado de mucosas o alteraciones en el estado de
consciencia. Lo anterior representa un deterioro clinico que puede evolucionar a dengue
grave (dengue hemorragico), caracterizado por la extravasacion de grandes cantidades de
plasmay sangrado abundante, provocando un chogue hipovolémico y falla organica multiple,
lo que puede conducir a la defuncion de la persona infectada.41617 A pesar de la relevancia
de la enfermedad en el mundo, hasta la fecha no se cuenta con una vacuna eficaz para
prevenirla ni con un tratamiento especifico para el dengue grave.'8
1.2.3 Zika

El agente etiologico de la fiebre por Zika es el ZIKV, cuyo nombre proviene del

Bosque Zika, ubicado en Entebbe, Uganda, lugar donde se detect6 por primera vez. La fiebre
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por Zika es una enfermedad emergente en diversas partes del mundo.*®° Desde su
descubrimiento en 1947, se notificaron pequefios brotes en la region tropical de Africa, el
sudeste asiatico y las islas del Pacifico; sin embargo, a partir del 2007, la tasa de morbilidad
fue en aumento hasta que en el 2013 se presentd una epidemia en la Polinesia Francesa,
informandose méas de 30 mil casos, de los cuales 70 presentaron manifestaciones
neurolégicas y autoinmunitarias.*#?° En el 2014 se identifico el primer caso autéctono de
ZIKV en la Isla de Pascua, Chile, y en el 2015 se presentd el primer caso en Brasil,
comenzando asi la emergencia de este virus en el continente americano y provocando una
epidemia en la cual se informarian entre 500 mil y 1.3 millones de casos distribuidos en 48
paises de América y Caribe (figura 4).2-2% La epidemia de ZIKV en América fue declarada
el 1 de febrero de 2016 por la Organizacion Mundial de la Salud, una emergencia de salud
publica internacional debido al aumento en la incidencia de manifestaciones neurolégicas,
especialmente graves en neonatos de madres infectadas durante el embarazo.?*?° Se han
identificado tres linajes de ZIKV, de acuerdo con la secuenciacion de la regién codificadora

completa del gen NS5: el linaje de Africa oriental, el de Africa occidental y el de Asia.?

Las manifestaciones clinicas de la fiebre por Zika y dengue son muy similares. Se
cursa con un cuadro febril agudo de 2 a 7 dias de duracion que presenta principalmente fiebre
baja, conjuntivitis, artralgias, erupciones maculopapulares pruriginosas en todo el cuerpo.t’1°
Se considera que entre el 60y el 80 % de los casos suelen ser asintomaticos.?”?® A pesar de
no considerarse letal en su fase aguda, el ZIKV se ha relacionado con sindromes neuroldgicos
que pueden conducir a discapacidad y muerte, especialmente el sindrome congénito y el
sindrome de Guillain-Barré (SGB).?#%® ElI SGB es un trastorno autoinmunitario
postinfeccioso que se caracteriza por la afectacion de la fuerza y sensibilidad de las
extremidades debido al dafio en los nervios periféricos; ademas, puede producir parélisis de
los musculos respiratorios y, por ende, poner en riesgo la vida.?*2>% Asimismo, cuando se
infecta una mujer embarazada, es posible que el feto desarrolle un sindrome congénito
caracterizado por microcefalia, con microencefalia o hidrocefalia, incluso agenesia cerebral
o0 ausencia de cuerpo calloso y anencefalia.?®2° Hasta el momento no existe un tratamiento

antiviral especifico o una vacuna para prevenir la infeccién y sus complicaciones.*



1.3 Biologia molecular y ciclo replicativo de los flavivirus

A pesar de su gran diversidad, los miembros del género Flavivirus comparten
diferentes caracteristicas biologicas y estructurales. La particula viral es esférica con un
didmetro aproximado de 50 nm y esta rodeada por una envoltura lipidica. En esta bicapa
lipidica se encuentran dos proteinas: la proteina de envoltura (E), la cual es el principal
determinante antigénico y media la union-fusion del virus a la célula hospedera, y la proteina
de membrana (M) como un pequefio fragmento de la proteina de membrana precursora
(prM), cuyo procesamiento proteolitico se produce durante la maduracion del virus. Por
debajo de la envoltura se encuentran multiples copias de la proteina de la capside (C), la cual

envuelve al genoma viral (figura 5).1°31:32
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Figura 5. Organizacién gendmica y estructura de los miembros del género Flavivirus.
Tomado de: Pierson T.C. y Diamond M.S. 2020.3

El viridon contiene un genoma de RNA monocatenario de polaridad positiva, no
segmentado, por lo que pertenece a la clasificacion IV de Baltimore, con una longitud de
entre 9.4-13 kb, con un Unico marco de lectura abierto (ORF), flanqueado por dos regiones
no traducidas (del inglés un translated regions o UTR) localizadas en el extremo 5’ y 3’ del
genoma; asimismo, presenta una estructura Cap tipo 1 (7 mG) en el extremo 5’-UTR y carece

de cola de poli A en el extremo 3’-UTR.153132



Durante su ciclo de replicacion, la proteina E de los flavivirus interacciona con
diversos receptores localizados en la membrana de diferentes células diana como los
glicosaminoglicanos (GAG), lectinas tipo C como DC-SIGN, receptores de manosa,
receptores de fosfatidilserina (PtdSer) o proteinas de la inmunoglobulina-mucina de
linfocitos T (TIM).>3233 Una vez unidos, el virus se internaliza en la célula por endocitosis
mediada por clatrina y se deposita en endosomas tempranos o intermedios que evolucionaran
a tardios. La fusion de la envoltura virica con la membrana endosémica es dependiente del
pH acido debido a cambios conformacionales en la proteina E, permitiendo la liberacion de
la nucleocapside al citoplasma celular.® El desensamblaje de la capside lleva al genoma viral
al citoplasma, lo cual es un determinante primario de su infectividad ya que permite la
traduccion del ORF en una Unica poliproteina de 3 388 aminoacidos.>333* Una vez traducida
en los ribosomas del reticulo endoplasmico (RE) mediante proteasas virales y del hospedero,
se escinde en 10 proteinas: tres estructurales (C, E'y prM) y 7 no estructurales (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (figura 5).530-33 La estructura y resumen de las diferentes

funciones de las proteinas virales se mencionan en la tabla 1.

La replicacion del genoma viral se lleva a cabo en compartimientos de membrana
especializados derivados del RE que el propio virus induce. En los complejos de replicacion
(CR), la proteina NS5, que es la polimerasa de RNA dependiente de RNA (RdRp), sintetiza
un RNA de cadena negativa, el cual sirve como molde para crear nuevos genomas de cadena
positiva.>34 Una vez sintetizados los genomas, se considera que el proceso de ensamblaje
comienza por la asociacion de dimeros de la proteina C con el RNA viral, seguido de la
gemacion de membranas del RE que contienen el complejo glicoproteinico prM-E.> Durante
el ensamblaje y la liberacion de las nuevas particulas, las proteinas del hospedero regulan el
trafico intracelular y el procesamiento de las glicoproteinas virales.? Posterior al ensamblaje,
los viriones inmaduros se transportan por medio de la via secretora, experimentando un
reordenamiento de prM-E debido al pH &cido del Golgi y a la accion de una proteasa residente
de Golgi llamada furina, generando una escision de prM y otras modificaciones que generan
la maduracién del virién (figura 5).53* Mediante exocitosis, las particulas virales se liberan
de la célula de forma no litica. La figura 6 muestra un esquema del ciclo replicativo completo

de Flavivirus.3*
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PROTEINA

ESTRUCTURA

FUNCION

prM/M

NS1

NS2A

NS2B

NS3

NS4A

NS4B

NS5

Proteina homodimérica de 100 aa
(12 kDa), con cuatro regiones o-
hélicas y un dominio N-terminal
desestructurado.

prM es una proteina de 166 aa
(26 kDa) / M es una proteina de
75 aa (8 kDa).

Proteina de 493-495 aa (53 kDa)
que consta de tres dominios
distintos (1, 11, 11).

Proteina de 352 aa (46 kDa) que
pueden identificarse de forma
monomérica, dimérica (MNS1) y
hexamérica (SNS1).

Proteina de 218 aa (22 kDa).

Proteina de 130 aa (14 kDa),
siendo una proteina asociada a
membrana.

Proteina de 618 aa (70 kDa).
Contiene un dominio de proteasa
en la posicién N-terminal
(residuos 1-180) y un dominio de
helicasa (residuos 180-618).

Proteina de 150 aa (16 kDa),
siendo una proteina asociada a
membrana.

Proteina de 245-249 aa (27 kDa),
siendo una proteina asociada a
membrana.

Proteina de 900 aa (104 kDa).
Contiene un dominio
metiltransferasa (residuos 1-269)
y un dominio RNA polimerasa
dependiente de RNA (residuos
270-900).

Encapsidacion del genoma viral dentro del virion.

prM funciona como un chaperon de la glicoproteina E,
evitando la fusion prematura de esta antes de la
liberacion del virion. La proteasa celular furina divide
prM en dos: pry M, siendo esta Gltima parte del virién
maduro.

Se encuentra en forma de 90 homodimeros
distribuidos en la superficie del virus formando
complejos de tipo cabeza-cola. Media la unién del
receptor, la fusién de la membrana y es el principal
antigeno neutralizante en los flavivirus.

Participa en la replicacion del genoma viral y el
ensamblaje de las particulas viricas; asimismo, es
secretada al espacio extracelular. Es un antigeno
humoral relevante, inmunomodulador y determinante
de la patogénesis de la enfermedad.

Participa en la replicacion del genoma viral y el
empaquetamiento de este en el virion inmaduro;
asimismo, esta involucrado en el antagonismo del
IFN.

Se asocia con NS3 para formar el complejo de
proteasas; ademas, es un cofactor en la activacion de
la serina proteasa viral NS3.

Proteina multifuncional con actividad de serina
proteasa similar a la quimotripsina, RNA helicasa y
RNA trifosfatasa (RTP/NTPasa). Participa en la
escision de la poliproteina y la replicacién del genoma
viral.

Induce alteraciones en la membrana del RE para la
formacidn del complejo de replicacion viral.

Participa en la replicacién del genoma viral al
asociarse con NS3; ademas, bloquea la transduccion
de sefiales inducida por el IFN.

Es una proteina bifuncional con actividad
metiltransferasa y RNA polimerasa dependiente de
RNA.

Tabla 1. Funcion y estructura de las proteinas de Flavivirus.>>3t



1.3.1 Proteina no estructural 1 (NS1)
La NS1 es una glicoproteina homodimérica conservada entre los flavivirus

transmitidos por mosquitos. El gen NS1 de los flavivirus, con una longitud de
1 056 nucleotidos, codifica una proteina de 352 aminoacidos con un peso molecular
aproximado de 46-55 kDa, dependiendo de su grado de glicosilacion.®® Estudios
filogeneticos de DENV, ZIKV, WNV, YFV, entre otros, han revelado una conservacion entre
el 50 y el 80 % de la proteina NS1 entre los flavivirus.®® Una vez traducida, la poliproteina
viral se transloca en la membrana del RE por medio del complejo de translocacién de Sec61,

siendo NS1 la Unica que ingresa completamente en el lumen del RE.3¢

NS1 se encuentra asociada, como homodimero, a las membranas intracelulares y a
los organulos celulares inducidos por la infeccion del virus; no obstante, una proporcion
también puede localizarse en balsas lipidicas en la membrana plasmatica o soluble, secretada
como hexamero, en el sobrenadante, o al suero de los pacientes, lo cual estimula al sistema
inmunitario.3” La escision y translocacion de NS1 es seguida por la glicosilacion ligada a
aspargina (N, Ans) en el lumen del RE por una glicosidasa. Existen tres sitios de glicosilacién
en Asn-130, Asn-207 y en algunos casos Asn-175, donde se afiaden carbohidratos de glicano
y manosa.3*3 De acuerdo con los estudios realizados por Hafirassou M.L. y cols. (2017), el
complejo oligosacariltransferasa (OST) localizado en la membrana del RE en asociacion con
el translocon Sec61 media la glicosilacion de NS1 'y NS4B.3%40 |a glicosilacion de NS1 es

relevante para su eficiente secrecion, replicacion viral y patogenicidad.3"4

Cuando NS1 fue cristalizada, se revel6 que contiene 3 dominios definidos en cada
monomero: dos con caracter hidrofébico, conocidos como barril-p (beta-roll) (1-29 aa) como
el dominio central, y ala-o/p (alfa/beta wing) (38-151 aa), que contiene las zonas de
glicosilacion, y un tercero con caracter hidrofilico: escalera-p (beta-ladder) (181-352 aa),
unidos entre ellos por regiones sin estructura.®®4! Su extremo C-terminal contiene una
secuencia de octopéptido que es fundamental para la escision y se encuentra altamente
conservada entre los flavivirus; asimismo, el extremo C-terminal de la escalera-f y el
dominio ala-a/p son las regiones mas antigénicas y contienen los epitopos regularmente

identificados en la forma hexamérica (figura 7).%’
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Figura 7. Estructura de NS1.

(A) Dimero de NS1 con una subunidad en gris y la otra coloreada por dominio (azul: barril-B; amarillo: ala-a/p
con subdominio conector naranja y rojo escalera-f). Los enlaces disulfuros se muestran como esferas amarillas
y los sitios de glicosilacion ligados a N como hexagonos negros. Una region desordenada de 20 residuos se
indica con lineas punteadas. (B) Diagrama topoldgico del mondmero NS1, coloreado en azul, amarillo, naranja
y rojo como en A. Los sitios de glicosilacion se indican con hexégonos verdes y los disulfuros con circulos
amarillos. (C) Vistas perpendiculares de NS1 desde el borde (izquierda) y el extremo (derecha) de la escalera-
B. El barril-p (azul) y el subdominio p-conector (naranja) del ala forman una protuberancia en una cara de la
escalera-p con el bucle espagueti (rosa) y los sitios de glicosilacion en la otra cara. EI dominio del ala se omite
en la imagen de la izquierda para mayor claridad. Tomado de Akey D.L. y cols. 2014.4

La NS1 sintetizada es liberada en su forma monomérica al lumen del RE después de
la escision de E y NS2A, y rapidamente se dimeriza (Figura 8-1). En su forma dimérica,
NS1 se encuentra asociada a membranas a través de su cara hidrofébica (figura 8-2); ademas,
NS1 se asocia a otras proteinas no estructurales (NS4A y NS4B) para formar los complejos
de replicacion, donde se cree que participa como proteina de andamiaje (figura 8-3).4! Se ha
descrito que es el dominio de barril-B (residuos 10-11 y 159-162) del dimero NS1 el que
sobresale e interactGia con la membrana del lumen del RE.3-%® La NS1 dimérica anclada a
GPI (glicosil-fosfatidilinositol) o en las balsas de colesterol/lipidos es transportada a la
membrana plasmatica a traves de la via endocitica o secretora y puede anclarse a través de la
cola de GPI a la membrana plasmatica (mNS1), modulando la patogénesis de la enfermedad

(figura 8-5). Finalmente, la NS1 dimérica también puede fusionarse con la red trans-Golgi
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para su posterior maduraciéon y secrecién (figura 8-4) donde glicosidasas y
glicosiltransferasas cortan carbohidratos complejos de NS1 formando una lipoparticula

hexamérica soluble (SNS1) que es secretada por la célula infectada (figura 8-6).3
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Figura 8. NS1 dentro de la célula infectada.
Tomada de: Watterson D. y cols. 2016.%

Anteriormente, se consideraba que la SNS1 Unicamente se secretaba en células de
vertebrado; sin embargo, Alcala y cols. (2016)*, y otros investigadores, han identificado
mediante ELISA o Western blot la presencia de NS1 en su forma hexamérica en el
sobrenadante de células C6/36 (derivadas de Ae. albopictus) y Aag2 (derivadas de Ae.
aegypti) infectadas con DENV.28 La accion intracelular de NS1 es similar a la presentada en
células de vertebrado, ya que después de su sintesis, la proteina se dimeriza y cierta
proporcién forma parte de los complejos de replicacion como proteina de andamiaje. No
obstante, en células de mosquito, la NS1 dimerizada se une a caveolina y se desplaza al
espacio extracelular evitando el complejo de Golgi, evadiendo asi la ruta de secrecién clésica.
De acuerdo con Rosales-Ramirez y Ludert (2019), la NS1 de DENV y ZIKV se asocia al
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complejo chaperén de caveolina (CCC) para su secrecién en células de mosquito.*4°
Asimismo, la NS1 se ha detectado en el interior del nucleo; sin embargo, se desconoce su

funcion especifica en este organulo.3®

1.3.2 Proteinas ribosomales y su interaccion con los virus
Los ribosomas son la maquinaria de traduccion celular responsable de la sintesis de

proteinas a partir de RNA mensajeros (MRNA) y esta constituido por cuatro especies de RNA
ribosdmicos (rRNA), 89 proteinas ribosomales (RP) y la intervencion de las tres RNA
polimerasas.*® Las RP son altamente conservadas en todas las formas de vida, su
nomenclatura L y S se refiere a si pertenecen a la subunidad mayor (large) o menor (small).*®
Para llevar a cabo la traduccion, es necesaria la union de las subunidades 60S (mayor) y 40S
(menor) sintetizadas en el nucleolo mediante el ensamblaje coordinado de los rRNA 5S, 5.8S,
18S y 28S y las RP, para conformar la maquinaria de traduccion 80S. Ademas de ser
componente de los ribosomas, las RP también participan de forma esencial en la biogénesis
ribosomal, ya que promueven el correcto ensamblaje de las subunidades ribosémicas.*64

Algunas de ellas también cumplen funciones extrarribosomicas.*’

Los virus requieren de la maquinaria celular tanto para la replicacion de su genoma
como para la traduccién de sus proteinas virales, motivo por el cual la participacién de las
RP es necesaria para su ciclo biolégico.*” Ante la infeccion por algunos virus, como el del
herpes, la traduccion del mRNA celular se suprime selectivamente; no obstante, la traduccion
de los mMRNA de las proteinas ribosomales aumenta y persiste de forma tardia.*®4° En las
células infectadas, las RP pueden favorecer el ciclo replicativo viral al participar en la
traduccion de las proteinas virales, 0 mediante otras funciones extrarribosomales que

favorezcan al virus.*

La lista de proteinas virales que interactian con diversas RP es relativamente extensa.
La proteasa N-terminal (Npro) de Pestivirus interactiia con 26 RP*°y la proteina P1 del Virus
del grabado del tabaco se relaciona con 17 RP en Nicotiana benthamiana.®* Una proteina
ribosomal ampliamente estudiada en diversas infecciones virales es la RPL18, la cual
interacta con proteinas virales y favorece la infeccion. RPL18 se une a los viriones del virus
Ebola y, al disminuir su expresion, se inhibe la infeccion en células 293T52; asimismo, al
inhibir a RPL18 en células infectadas con el vector del Tenuivirus de las rayas de arroz, se

inhibe la traduccion y replicacion viral.
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1.3.3 Proteinas ribosomales y su interaccion con NS1 de DENV
A la fecha se han descrito 3 interatomas para la proteina NS1 de DENV y proteinas

celulares de vertebrado y mosquito, siendo un comun denominador la presencia de las
proteinas ribosomales. Cervantes-Salazar M. y cols. (2015) identificaron alrededor de 64
proteinas celulares que interaccionan con la proteina viral NS1 en células Huh-7 infectadas
con DENV, entre las cuales el 48.2 % son proteinas ribosomales implicadas en la
traduccion.>® Al silenciar mediante siRNA a la proteina RPL18 en células Huh-7, se generd
una disminucion en la progenie viral, demostrando que RPL18 participa en el ciclo
replicativo de DENV.#"%2 Otras RP identificadas en ese mismo estudio son RPL26, RPLay
RPL7.%3 En otro estudio realizado por Hafirassou M.L. y cols. (2017), se generd un analisis
protedbmico global de NS1 y proteinas de tres linajes celulares de humano (Raji, HeLa y
HAP1) infectados con DENV.2° En este estudio se hallaron 270 proteinas solapadas entre las
3 lineas celulares que interaccionan con NS1, de las cuales 6 son RP.3 Recientemente en
nuestro laboratorio, Caraballo Gl, et al. (2022) generaron un interatoma de NS1 en células
de mosquito infectadas con DENV, en donde se identificaron 13 proteinas ribosomales que

interactdan con la proteina viral.*

1.4 Proteina ribosomal L26 (RPL26)

RPL26, conformada por 145 aa y con un peso aproximado de 17.3 kDa, pertenece a
la familia L24P de las proteinas ribosomales que constituyen a la subunidad 60S del
ribosoma. RPL26 se encuentra ubicada en la superficie del ribosoma y proxima al tanel de

salida de los péptidos recién sintetizados (figura 9).57-%°
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Figura 9. Localizacion de RPL26 en la subunidad 60S del ribosoma.
Tomado de Walczak C. y cols. 2019.58
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Ademas de formar parte del complejo ribosomal y participar tanto en la biogénesis
del ribosoma como en la traduccion de proteinas, diversos estudios han identificado

funciones extrarribosomales de RPL26.
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Figura 10. UFMilacién de RPL26.

El estrés del RE debido a una proteina mal plegada translocada y el paro de la traduccion. DDRGK1 recluta a
UFL1-UFMZ1 para que esta UFMilice a RPL26 en sus dos residuos de lisina y se lleve a cabo un control de
calidad. Tomado de Walczak C. y cols. 2019.58

Los estudios hechos por Walczak C. y cols. (2019) y Wang L. y cols. (2020)
identificaron que RPL26 es el principal blanco de una modificacion postraduccional
conocida como UFMilacion. ElI modificador de pliegue de ubiquitina 1 (ubiqutin fold
modifier 1, UFM1) es una proteina de 85 aa (11 kDa) esencial para el desarrollo cerebral y
hematopoyético en la etapa embrionaria de diferentes mamiferos. Esta proteina se liga
covalentemente a residuos de lisina de sus proteinas diana mediante una cascada de tres pasos
catalizada por las enzimas E1, E2 y E3 (figura 10) .5 UFM1 se une a dos residuos de lisina
(Lys 132 y Lys 134) que se encuentran en el extremo C-terminal de la proteina RPL26.%8°
Ante el estrés del RE por el estancamiento de cadenas nacientes en el translocon de Sec61 y
al detenerse la traduccion por los ribosomas, las proteinas DDRGK1 (cofactor), localizado
en la membrana del RE, y CDK5RAP3, reclutan a UFL1 (E3 protein ligase that mediates
UFMylation) y forman el complejo E3 ligasa. EI complejo E3 ligasa media la actividad ligasa
de UFM1, ocasionando la unién de este a RPL26/uL24 y Riboforina 1 (RPN1), una proteina
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del complejo oligosacariltransferasa (OST). La proteina adaptadora de UFL1, DDRGK1, que
es crucial para promover la localizacion tanto de UFL1 como de CDK5RAP3, promueve la
UFMilacién de la lisina 134 de RPL26, mientras que la evidencia experimental sugiere que
CDKS5RAP3 dirige la UFMilacion del segundo residuo de lisina (132).%° La UFMilacién de
RPL26 permite que esta desempefie un control de calidad distinto del ERAD (degradacién
asociada al RE) sobre las proteinas translocadas al RE, llevando a la degradacion las cadenas
nacientes aberrantes por via lisosomal.*®-6* Una vez eliminada la proteina mal plegada, la
proteina UFSP2 (UFM1 Specific Peptidase 2: peptidasa 2 especifica de UFM1) se encarga
de desUFMilizar a RPL26.%°

En un estudio realizado por Kulsuptrakul J. y cols. (2021), utilizando la técnica
CRISPR a escala del genoma, se identificd que el virus de la Hepatitis A, un virus con
genoma de RNA en sentido positivo que pertenece a la familia Picornaviridae, depende
especificamente de la conjugacién de la UFM1 con la proteina ribosomal RPL26 para

llevarse a cabo la traduccion del RNA viral. 6263

Entre otras funciones de RPL26, se ha encontrado que interactia con HDM2, una
ubiquitina ligasa E3 cuya sobreexpresion conduce a la inactivacion de p53. RPL26 modula
la interaccion de HDM2 y p53 formando un complejo ternario que estabiliza a p53 al
inactivar la actividad ubiquitina ligasa de HDM2.5® Ademas, se ha identificado que la
expresion de la proteina p73, un supresor tumoral de la familia p53, es controlada por RPL26
a través de la estabilidad de la proteina y la traduccién de su mRNA.%

Recientemente, como parte de un estudio llevado a cabo en nuestro laboratorio,
Caraballo G.I. y cols. (2022), se identific6 mediante inmunofluorescencia y ensayo de
ligacion por proximidad (PLA) una fuerte interaccion de RPL26 con NS1 del DENV en

células infectadas en mosquito (figura 11).4°

MERGE NS1 DAPI PLA C6/36 PLA Aag2

2

|
Figura 11. Colocalizacion y ensayo de ligacion por proximidad entre NS1 de DENV2 y RPL26.
Tomado de Caraballo G.1. y cols. 2022.4
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I1. JUSTIFICACION

La NS1 de los diferentes miembros del género Flavivirus es una proteina viral
multifuncional necesaria para el proceso de replicacion y patogénesis viral. Su interaccién
con diversas proteinas celulares facilita el desarrollo del ciclo replicativo de flavivirus como
los DENV y ZIKV.

De acuerdo con los interatomas realizados por Cervantes-Salazar M. y cols. (2015)%,
Hafirassou M.L. y cols. (2017)% y Caraballo G. y cols. (2022)*, la NS1 de DENV
interacciona con RPL26 y con los complejos OST y Sec61 en células de vertebrado y de
mosquito. Debido a su cercania y funciones, se considera que el translocon de Sec6l vy el
complejo OST, ambos presentes en la membrana del RE, forman un complejo con RPL26.
La importancia del complejo OST y de Sec61 en la replicacion de DENV y ZIKV se conoce;
no obstante, hace falta estudiar la importancia y la participacion de RPL26 durante el ciclo
replicativo viral. Es debido a lo anterior, que se plantea evaluar la participacion de la RPL26
en el ciclo replicativo de DENV. Los resultados obtenidos nos ayudaran a comprender mejor

la biologia de los flavivirus y la interaccion virus-célula.
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I11. HIPOTESIS

» Hii“La RPL26 participa en el ciclo replicativo de los flavivirus DENV y ZIKV”.
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V. OBJETIVOS

4.1 General
Evaluar la participacion de la proteina RPL26 en el ciclo replicativo de los flavivirus
DENV y ZIKV en células de vertebrado.

4.2 Especificos
1) Evaluar la interaccion de RPL26 con la proteina NS1 de DENV-2 y ZIKV-MR77 en
células BHK-21 infectadas.
2) Analizar cambios en la expresion de la proteina RPL26 en células BHK-21 infectadas
con DENV-2y ZIKV-MR77.

3) Medir la progenie de DENV-2 y ZIKV-MR77 en células BHK-21 silenciadas para
RPL26.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 12. Estrategia experimental.
Elaboracidn propia en BioRender.com
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cultivo celular

Para la realizacion de los experimentos, se empled la linea celular BHK-21 (ATCC®
CCL-10™) (figura 13), derivada de fibroblastos de rifion de hdmster bebé. Las células BHK-
21 se cultivaron en placas T-25 a 37 °C con 5 % de CO2 en medio minimo esencial de &guila
(Eagle’s minimal essential médium, EMEM, ATCC®: 30-2003) con 100 U/ml de penicilina-
estreptomicina complementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 %. Asimismo, se
utilizaron células C6/36 (ATCC® CRL-1660™), células de epitelio intestinal de la etapa
larvaria de Ae. albopictus, cultivadas en placas T-25 a 28 °C con 5 % de COz2 crecidas con
EMEM + antibiético + SFB al 5%; y células VERO-E6 (ATCC® CRL-1586™), células
epiteliales del rifidn de mono verde africano, cultivadas en placas T-25 a 37 °C con 5 % de
COz2crecidas con EMEM + antibi6tico + SFB al 5 %.

5 :
: — LTCC o
High Density Scale Bar= 100um - yorn " ScaleBar= 100um | High Density

Figura 13. Lineas celulares BHK21 (A), C6/36 (B) y VERO-E6 (C).

6.2. Cepas virales

Se utilizo DENV serotipo 2 (DENV2) cepa Nueva Guinea y ZIKV linaje africano
(ZIKV-MR77), cepa Uganda. Las cepas de DENV2y ZIKV-MR77 se propagaron en células
C6/36. Los titulos virales se valoraron mediante un ensayo de formacion de focos en células
VERO EB6; para ello, las células sembradas en placas de 96 pozos se inocularon con
diluciones seriadas (10X) de los sobrenadantes de cultivo y se fijaron a las 24 hpi. Las células
infectadas se revelaron utilizando un Mab pan-flavivirus (4G2) antiproteina E como
anticuerpo primario y un antirraton conjugado a peroxidasa, como anticuerpo secundario.
Los titulos virales obtenidos fueron de 4.5x108 UFF/ml para DENV2 y 2.2x108 UFF/ml para
ZIKV-MRT77.
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6.3. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Las células BHK-21 se cultivaron en multiplacas de 24 pozos, sobre cubreobjetos de
12 mm, células BHK-21 suplementadas con EMEM + SFB al 10 % y se dejaron crecer por
24 horas. Al alcanzar una confluencia entre el 80 y el 90 %, las células se infectaron con
DENV2 y ZIKV-MR77 usando una MOI=3 en un volumen de 300 ul; ademas, se utilizé la
condicion “MOCK” como control de no infeccion. Las células se incubaron a 37 °C con 5 %
de COa2. Se agregaron 700 ul EMEM + SFB al 10 % por pozo a las 2 horas.

Pasadas las 24 horas postinfeccion, se retirdé el indculo y los pozos se lavaron con
1 ml de PBS 1x por dos ocasiones. Las células se fijaron a temperatura ambiente por 12
minutos con 300 ul de formaldehido al 4 %. Enseguida, se repitieron los lavados con 1 ml de
PBS 1x y se permeabilizaron por 12 minutos con 300 ul de PBS + Triton al 0.2 %. Se
realizaron dos lavados con 1 ml de PBS 1x y las células se bloguearon con gelatina de
pescado al 2.5 % por una hora a 37 °C. Se retir6 la solucion de bloqueo y se agregaron 300 pl
de la mezcla de anticuerpos primarios: anti-RPL26 hecho en conejo (GeneTex-GTX118577,
1:300) y anti-Flavivirus NS1 hecho en raton (abcam-ab214337, 1:500); la mezcla de
anticuerpos se realizé6 con 10 % de solucion de blogueo y PBS Tween al 0.1 %. Los
anticuerpos primarios se incubaron toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se realizaron cuatro
lavados con 1 ml de PBS-Tween al 0.1 % por pozo y se agregaron 300 ul de la mezcla de
anticuerpos secundarios: Alexa Fluor 647 antirraton (Abcam-ab150111, 1:800) y Alexa
Fluor 488 anticonejo (Abcam-ab150065, 1:800); la mezcla de anticuerpos se realizd con
10 % de solucion de bloqueo y PBS-Tween al 0.1 %. Las multiplacas de 24 pozos se
cubrieron con papel aluminio y se dejo incubar con los anticuerpos secundarios por 2 horas
a 37 °C. Se retir6 la mezcla de anticuerpos, se agrego la mezcla de DAPI (SIGMA-D9542)
en PBS-Tween al 0.1 % y se dejo incubar por 15 minutos a temperatura ambiente en
movimiento. Se retir6 la mezcla con DAPI y los pozos se lavaron con 1 000 ul de PBS Tween
al 0.1 % por cuatro ocasiones. Los cubreobjetos se colocaron en portaobjetos con solucion
de montaje y fueron observadas por microscopia confocal en un microscopio Zeiss LSM700.

Las imagenes se editaron con el software ZEN 3.4 (blue edition).
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6.4. Cinética de infeccion y ensayos de Western blot

Se cultivaron células BHK-21 suplementadas con EMEM + SFB al 10 % en
multiplacas de 24 pozos y se dejaron crecer por 24 horas. Al alcanzar una confluencia de
entre el 80 y 90 %, las células se infectaron con DENV2 y ZIKV-MR77 usando una MOI=3
en un volumen de 300 pl y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO2. Se agregaron 700 ul de
EMEM + SFB al 10 % por pozo a las 2 horas. Las células fueron lisadas con 100 pl de buffer
de lisis (RIPA) a las 6, 12, 24 y 48 horas postinfeccion. Se utilizaron dos condiciones MOCK
a las 0 y 48 horas como controles de no infeccion. El extracto total fue cuantificado para
proteinas por el método de Bradford y se ley6 en un espectrofotdmetro de la marca BioTek

a una longitud de onda de 620 nm.

Se colocaron ug de proteina en geles de poliacrilamida al 12 % y se llevo a cabo la
electroforesis por 2 horas en buffer de corrida 1x a un voltaje entre 90 y 130 V.
Posteriormente, el gel se coloco en el casete de transferencia y se dej6 incubar por 30 minutos
en buffer de transferencia frio. El gel se transfirio a una membrana de nitrocelulosa durante
una hora a un voltaje de 100 V en buffer de transferencia frio. Una vez concluida la
transferencia, la membrana se reveld con rojo de Ponceu durante 5 minutos en movimiento
continuo. La membrana se cort6 de acuerdo con los pesos moleculares de interés y se lavaron
en tres ocasiones con PBS 1x para retirar el rojo de Ponceu. Las membranas se bloguearon
con leche descremada (Carnation) al 5% + PBS Tween al 0.1 % durante una hora con
movimiento continuo. Se retir6 el bloqueo, se realizé un lavado con PBS-Tween al 0.1 % y
se agrego la mezcla de anticuerpos primarios: anti-RPL26 hecho en conejo (GeneTex-
GTX118577, 1:500), Mab pan-flavivirus (E1D8) antiproteina NS3 hecho en raton (sin
catalogo, 1:1000) y anti-p-actina hecho en raton (Santa Cruz Biotechnology-sc-81178,
1:1000); la mezcla de anticuerpos se realizd con 1 % de leche descremada y PBS Tween al
0.1 %. Las membranas se dejaron incubar a 4 °C en agitacion continta por toda la noche.

Posteriormente, se retiraron los anticuerpo primarios y se realizaron dos lavados con
PBS Triton al 0.2 % y dos lavados con PBS-Tween al 0.1 %, cada lavado con una duracion
de 10 minutos en movimiento continuo. Se agreg6 la mezcla de anticuerpos secundarios:
anti-1gG de conejo conjugado a peroxidasa (HRP) (Genetex-GTX26721, 1:5,000) y anti-IgG
de ratdn conjugado a peroxidasa (HRP) (Jackson ImmunoResearch-115-035-003, 1:5,000);

la mezcla de anticuerpos se realiz6 con 1 % de leche descremada 'y PBS Tween al 0.1 %. Las
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membranas se dejaron incubar por dos horas en movimiento continuo a temperatura
ambiente. Se retiraron los anticuerpos secundarios y se repitieron 2 lavados con PBS-Triton
al 0.2 % y 2 lavados con PBS-Tween al 0.1 %, cada lavado con una duracién de 10 minutos
en movimiento continuo. Las membranas se revelaron por quimioluminiscencia utilizando el
kit West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo-Scientific - Lot:WG328673) en un
fotodocumentador ImageQuant LAS 400. Finalmente, la intensidad de las bandas fue
cuantificada por densitometria mediante el software icy-ImageJ y los datos se normalizaron

mediante las bandas de B-actina.
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6.5. Silenciamiento de RPL26 mediante siRNA

Se cultivaron células BHK-21 suplementadas con medio EMEM maés suero fetal
bovino al 10 % en multiplacas de 24 pozos y se dejaron crecer por 24 horas. Se utiliz6 un
siRNA comercial especifico para RPL26 (Qiagen- FlexiTube GeneSolution GS6154 for
RPL26 [1 nmol] GS6154) que contiene 4 siRNA especificos, el reactivo AllStars™ Neg.
Control siRNA (Qiagen, Cat. No. / ID: SI03650318) que contiene siRNA irrelevantes y el
vehiculo HiPerFect Transfection Reagent (Cat. No. 301705). Las condiciones para la

transfeccion fueron las siguientes:

SIRNA V_ehlculo EMEM Volumen final
(Hiperfect) por pozo
Sin
tratamiento | 300 ul 300 ul
Vehiculo | = - 3ul 297 ul 300 pl
AllStars 3l 3ul 294 ul 300 pl
siRNA RPL26
(100 nM) 12 pl 3ul 285 ul 300 pl
siRNA RPL26
(50 nM) 6 ul 3ul 291 ul 300 pl

Tabla 2. Condiciones de los siRNA utilizados.

Las diferentes mezclas se dejaron incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente.
A las células se les retiré el medio y se lavaron por dos ocasiones con 800 ul EMEM. Una
vez transcurrida la incubacion de las mezclas, se agregaron los 300 pl a su respectivo pozo.
Las células se incubaron a 37 °C con 5 % de CO2 durante 24 horas Las células transfectadas
se complementaron con 300 ul EMEM + SFB al 10 % a las 5 horas Una vez pasadas las 24
horas postransfeccion, las células fueron extraidas y lisadas con 100 ul de buffer de lisis
(RIPA). El extracto total fue cuantificado por el método de Bradford y el silenciamiento se
corrobord por medio de Western blot siguiendo el protocolo del punto 6.4. Las membranas
se incubaron con los Ac. primarios: anti-RPL26 hecho en conejo (GeneTex-GTX118577,
1:500) y anti-B-actina hecho en ratén (Santa Cruz Biotechnology-sc-81178, 1:1000).
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6.6. Ensayo de viabilidad celular MTS

Se cultivaron células BHK-21 suplementadas con medio EMEM maés suero fetal
bovino al 10 % en multiplacas de 96 pozos y se dejaron crecer durante 24 horas. Se siguio el
protocolo planteado en el punto 6.5 para llevar a cabo el silenciamiento de RPL26, utilizando
un volumen final de 50 ul por pozo. Las células se incubaron 37 °C con 5 % de CO:2 por
24 horas. Una vez transcurridas las 24 horas postransfeccion, se retird el medio y agregd
50 ul de EMEM + 10 pl del reactivo The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega, G3580) por pozo. Se dejé incubar durante 30 minutos a 37 °C
observando el cambio de coloracion. La viabilidad se midié a los 30 minutos en un
espectrofotometro de la marca BioTek a una longitud de onda de 490 nm. Los valores de
viabilidad fueron expresados como porcentaje, tomando como 100 % la condicion control,
sin tratamiento.

Este método colorimétrico para la evaluacion de la proliferacion, viabilidad y
citotoxicidad celular consiste en la conversion de la sal de tetrazolio MTS (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio) en un formazan
purpura en presencia de metosulfato de fenazina. Las enzimas responsables son

deshidrogenasas dependientes de NADPH, que estan activas en las células viables

6.7. Titulacion viral y ensayo de formacion de focos

Se cultivaron células BHK-21 suplementadas con EMEM + SFB al 10 % en
multiplacas de 24 pozos y se dejaron crecer durante 24 horas Al alcanzar una confluencia de
entre el 80 y el 90 %, las células se transfectaron con siRNA y vehiculos de acuerdo con el
protocolo descrito en el punto 6.7. Las condiciones utilizadas fueron: sin tratamiento, SiRNA
irrelevantes y siRNA especifico para RPL26 a una concentracion de 100 nM; se incubaron a
37 °C con 5 % de CO2zdurante 24 horas. Las células se complementaron con 300 ul EMEM
+ SFB al 10 % a las 5 horas. Pasadas las 24 horas postransfeccion, las células se infectaron
con DENV2 y ZIKV-MR77 usando una MOI=3 en un volumen de 300 ul y se incubaron a
37 °C con 5 % de COz2. Se agregaron 700 ul EMEM + SFB al 10 % por pozo a las 2 horas.
Una vez pasadas las 24 horas postinfeccion, se retir0 el sobrenadante de las células, se
alicuotd y se guardéd a -80 °C hasta su uso en los ensayos de focos. Ademas, para corroborar
el silenciamiento de RPL26 por WB, las células fueron lisadas con 100 ul de buffer de
lisis (RIPA).
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Los sobrenadantes de las células silenciadas para RPL26 e infectadas fueron titulados
por ensayos de focos. Para ello, se cultivaron células VERO-E6 suplementadas con EMEM
+ SFB al 5 % en multiplacas de 96 pozos y se dejaron crecer durante 72 horas a 37 °C con
5% de CO2. Al alcanzar una confluencia del 100 %, las células se infectaron con los
sobrenadantes recolectados de las células BHK21 silenciadas e infectadas. Se hicieron tres
diluciones seriadas 1:10 con los sobrenadantes (10:1, 10:2, 10:3 y concentraciones totales)
siendo infectadas las células VERO-E6 con 50 ul de las diluciones; posteriormente, se
incubaron a 37 °C con 5 % de CO2 durante 48 horas. Se hicieron dos réplicas técnicas de
cada réplica bioldgica. Las células se complementaron con 150 ul EMEM + SFB al 12% a

las 2 horas

Pasadas las 48 horas postinfeccion, se retird el indculo y las células se fijaron con
100 pl de formaldehido al 4 % a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se retird el medio
de fijacion y se realizaron dos lavados con 200 ul de PBS 1x. A continuacion, se
permeabilizaron con 100 ul metanol frio (-20°C) a temperatura ambiente durante
20 minutos. Se retird el metanol y se agregaron 50 ul de SFB al 10 % como agente
bloqueador diluido en PBS Tween al 0.1 % y el anticuerpo primario Mab pan-flavivirus
(4G2) antiproteina E (sin catalogo, 1:500). Se dejé incubar toda la noche a 4 °C.

Se retird la mezcla y realizaron tres lavados con 200 ul de PBS Tween al 0.1%. Se
agregd 50 ul de anticuerpo secundario anti-lgG de ratdn conjugado a peroxidasa (HRP)
(Jackson ImmunoResearch-115-035-003, 1:2,500) diluido en PBS Tween al 0.1%. Se dejé
incubar 1 hr. A 37 °C. Se retiro el anticuerpo secundario y se realizaron tres lavados con 200
ul de PBS-Tween al 0.1%. Se agregaron 50 ul del DAB subtrate kit peroxidase (with Nickel)
(Vector Laboratories — SK-4100) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se dejé
incubar toda la noche a 4 °C. Se cuantifico la cantidad de focos (células con el citoplasma
marcado en gris) de la dilucién mas baja perceptible a los focos. Los resultados se expresaron

como UFF/ml, utilizando la siguiente formula:
(numero de focos) x (factor de dilucion) x 20

El extracto total de las proteinas recolectadas se cuantificd por método de Bradford y
el silenciamiento e infeccion se corroboraron por medio de Western blot siguiendo el
protocolo del punto 6.5 y usando los anticuerpos primarios: anti-RPL26 hecho en conejo
(GeneTex-GTX118577, 1:500), anti-B-tubulina hecho en conejo (GeneTex-GTX101279,
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1:10,000), Mab pan-flavivirus (7E11) antiproteina NS1 hecho en raton (sin catalogo,
1:1000), Mab pan-flavivirus (E1D8) antiproteina NS3 hecho en rat6n (sin catalogo, 1:1000)
y anti-B-actina hecho en raton (Santa Cruz Biotechnology-sc-81178, 1:1000). Finalmente, la
intensidad de las bandas se cuantifico por densitometria mediante el software icy-ImageJ y
los datos se normalizaron mediante las bandas de B-tubulina para RPL26 y NS1 o B-actina

para el caso de NS3.

6.8. Red de interaccion proteina-proteina

Se realizd la red in silico de interaccion proteina-proteina mediante la base de datos
STRING: https://string-db.org/. Se analiz6 la interaccion entre RPL26, RPL18 y otras 11
proteinas, tres del complejo de Sec61: Sec6lal, Sec61a2 y Sec61B; y ocho del complejo
OST: RPN1, RPN2, STT3A, STT3B, DDOST, DAD1, OST4 y MAGT1. La red se realiz6

de acuerdo con los antecedentes experimentales y descritos en la especie Homo sapiens.

6.9. Analisis estadistico

Los resultados se graficaron de acuerdo con los datos de tres experimentos
independientes, expresandose sus medias + desviacion estdndar en el software GraphPad
Prism, version 6.01. Los andlisis estadisticos utilizados fueron: ANOVA de multiples
comparaciones y t de student. Para corroborar la colocalizacion entre las proteinas de interés,

se utilizo el coeficiente de correlacion de Pearson en el software icy-Image;j.
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VI1l. RESULTADOS

7.1. Colocalizacion entre NS1y RPL26 en células BHK21 infectadas con DENV?2
0 ZIKV-MR77

La colocalizacion en células BHK21 entre NS1 de DENV2 o ZIKV-MR77 con la
RPL26 se evalu6 mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal. En la figura 14, la
marca de RPL26 (verde) se encuentra distribuida en el citoplasma y el nlcleo, tanto en las
células infectadas como no infectadas (MOCK). Esta es la distribucién normal reportada para
esta proteina, ya que parte de la sintesis de las subunidades ribosomales (pre-60S y pre-40S)
se lleva a cabo en el nucleoplasma y los ribosomas maduros (80S) se encuentran asociados
al RE en el citoplasma.*6% Asimismo, la marca de NS1 (rojo) especifica en las células
infectadas con DENV2 o ZIKV-MR77 presenta una distribucion nuclear y citoplasmica,

aunque de mayor intensidad en citoplasma en comparacién con la marca nuclear.

DAPI RPL26 NS1 MERGE

MOCK

RPL26 + NS1
(DENV2)

RPL26 + NS1
(ZIKV-MR77)

Figura 14. Colocalizacion de RPL26 y NS1 en células BHK21 infectadas con DENV2 o ZIKV-MRT77.
Imagenes de inmunofluorescencia por microscopia confocal de células fijadas a las 24 hpi. La sefial de NS1 de
los virus DEN2 o ZIKV-MR77 se muestra en rojo; la proteina celular RPL26 se muestra en verde, y la
colocalizacion de ambas proteinas en amarillo. El panel “merge” muestra los valores de PCC obtenidos para
cada condicion.

A pesar de que el ciclo replicativo de los flavivirus se lleva a cabo en el citoplasma,

se ha informado la presencia de algunas proteinas virales en el nicleo, como C, NS5y NS3,
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aunque su papel todavia no ha sido del todo dilucidado.®” De acuerdo con Reyes-Ruiz J.M.
y cols. (2018), la NS1 de DENV también se encuentra en el nlcleo de células de mosquito
infectadas, en concordancia con los resultados de nuestro estudio.®’

Por medio de la microscopia confocal, se pudo observar colocalizacion positiva entre
las proteinas RPL26 y NS1 (MERGE) en las células infectadas con DENV2 y con ZIKV-
MR77, obteniéndose coeficientes de correlacion de Pearson por encima de 0.6 (0.64 para
DENV2 y 0.61 para ZIKV-MR77). Estos resultados sugieren que en células BHK21
infectadas con DENV y ZIKV, la proteina NS1 colocaliza con RLP26. Ademas, estos
resultados concuerdan y expanden resultados previos obtenidos por Cervantes-Salazar M.
y cols. (2015)%2en células de higado humanas y Caraballo G.I. y cols. (2022)*° en células de

mosquito que sugieren dicha interaccién.
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7.2. Cinética de expresion de RPL26 en células BHK21 infectadas con DENV2 o
ZIKV-MR77
Para evaluar los niveles de expresién de RPL26 durante la infeccion con DENV2 y

ZIKV-MR77, se realizaron ensayos de Western blot en células BHK21 infectadas a una
MOI=3. Los extractos celulares totales se cosecharon a las 6, 12, 24 y 48 hpi, ademas de
extractos de condiciones MOCK a las 0 y 48 horas. Como control de infeccion, se midié la
proteina viral NS3 (70 kDa). En la figura 15 se muestra la cinética de expresion de RPL26
durante la infeccion por DENV2 (A) o ZIKV-MR77 (B).
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Figura 15. Expresion de RPL26 en células BHK21 infectadas con DENV2 y ZIKV-MR77.

Extractos totales de células BHK21 infectadas fueron recolectados a las 6, 12, 24 y 48 hpi; como control
negativo, se recolectaron extractos de células “mock” a las 0 y 48 horas. Los diferentes tiempos postinfeccion
se analizaron por Western blot usando anticuerpos anti-RPL26, anti-p-actina como control de carga y anti-NS3
como control de infeccion. Panel A, células infectadas con DENV. Panel B, células infectadas con ZIKV. A
la derecha de cada panel se muestra el analisis por densitdmetro de 3 experimentos independientes. p > 0.05.
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Se puede apreciar que durante la infeccién con DENV?2 (figura 15-A), la proteina
celular RPL26 aumenta moderadamente su expresion con respecto a los MOCK de 0 y 48
horas a partir de las 12 hpi y mantiene una meseta a las 24 y 48 hpi; sin embargo, dichos
cambios no resultaron estadisticamente significativos. Una situacion similar ocurre con la
infeccion con ZIKV-MR77 (figura 15-B) ya que RPL26 comienza a aumentar su expresion
a las 6 hpi y se mantiene al alza hasta las 24 hpi, encontrandose un descenso para las 48 hpi;
sin embargo, como ocurre en la infeccion por DENV2, los cambios de expresion no
resultaron estadisticamente significativos. Estos resultados sugieren que RPL26 no modifica
de manera importante sus niveles a lo largo de la infeccion con DENV o ZIKV; esto en
concordancia con lo observado por Cervantes-Salazar M. y cols. (2015) en su estudio

realizado con otras proteinas ribosomales, como L18, L18a, L7 y S3a.
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7.3. Silenciamiento mediante siRNA especificos de RPL26 en células BHK21.

Se identificé que la RPL26 colocaliza con NS1 de DENV2 y ZIKV-MR77; sin
embargo, no varia significativamente su expresion a lo largo de la infeccion. Con el fin de
identificar si esta proteina ribosomal participa en el ciclo replicativo de estos virus, se
procedio a silenciar a RPL26 por medio de siRNA especificos. Debido a la relevancia de las
proteinas ribosomales como parte del ribosoma maduro y su funcion en la traduccién de
proteinas, se procedid, ademas, a estandarizar la concentracion ideal de siRNA para silenciar

la expresion de RPL26 sin alterar la viabilidad celular.

Silenciamiento de RPL26 mediante siRNA's
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Figura 16. Silenciamiento de RPL26 en células BHK21 mediante siRNA especificos.

Las células BHK21 fueron transfectadas con 50 o 100 nM de siRNA anti-RPL26 o con 100 nM de siRNA
irrelevantes; ademas, se incluy6 una condicion con el transfectante HiPerFect y otra sin tratamiento. Los
extractos totales de las proteinas se analizaron por Western blot (panel derecho). Los analisis densitométricos
y estadisticos mostraron un silenciamiento significativo de la expresién de RLP26 en las concentraciones de
50y 100 nM de los siRNA. Los andlisis densitométricos se realizaron sobre 3 experimentos independientes.

Se observo una reduccion significativa de los niveles de la proteina con las 2
concentraciones probadas de los siRNA especificos para RPL26, a las 24 hpt. El
silenciamiento se midio en contraste con los SiRNA irrelevantes, observandose una reduccion
en la expresion de RPL26 del 35.5 % para la concentracion 50 nM (p<0.05) y del 56 % para
100 nM (p<0.01) en tres experimentos independientes (figura 16).

Una vez corroborado el silenciamiento, se procedié a evaluar la viabilidad de las
células en estas condiciones; para ello, se utilizd la prueba de viabilidad celular MTS
mediante el reactivo The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Los

resultados de la prueba de viabilidad celular utilizando MTS presentados en la figura 17
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indican que el tratamiento con los siRNA para RLP26 no afectan significativamente la
viabilidad celular, ya que esta se mantuvo por encima del 95 % en todas las condiciones
probadas. En particular, al utilizar la concentracion de 100 nM de ambos siRNA, se
determind que no se produjo citotoxicidad. Como en estas condiciones se obtuvo un
silenciamiento mayor al 50 % con el siRNA especifico para la RLP26, se utilizO esta

concentracion para los experimentos subsecuentes.
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Figura 17. Viabilidad de células BHK21 silenciadas para la expresion de RPL26.

Se evalud la viabilidad de las células BHK21 silencidas para RPL26 con las concentraciones de siRNA de 50 y
nM, asi como para el vehiculo HiPerFect, los siRNA irrelevantes y las células sin tratamiento. La viabilidad se
midio a las 24 hpt con el reactivo The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. La
absorbancia de evalud a 490 nm en un espectrofotometro y los resultados se expresaron como porcentaje. Se
presentan resultados promedio de 4 experimentos independientes.
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7.4. Titulacion de progenie viral y ensayo de formacion de focos de células de
vertebrado silenciadas para RPL26 e infectadas con DENV2 o ZIKV-MR77

Una vez estandarizadas las condiciones para el silenciamiento de RPL26, se procedid
a transfectar a las células, y a las 24 hpt se infectaron con DENV2 o ZIKV-MR-77 a una
MOI=3. Lo anterior con el objetivo de evaluar el efecto de la ausencia de RPL26 en la
produccion de progenie viral y en la expresion de proteinas virales como NS1y NS3.

Los sobrenadantes de las células transfectadas e infectadas se recolectaron a las 24

hpi y se titularon en células VERO-E6. Los resultados pueden observarse en la figura 18.
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Figura 18. Progenie viral de DENV2 y ZIKV-MR77 generada de células BHK-21 silenciadas o no, para
RPL26.

Las células BHK21 silenciadas con una concentracion de 100 nM de siRNA especificos para RPL26 fueron
infectadas con DENV2 (panel A) o ZIKV-MR77 (panel B), ademéas se tom6 como control a siRNA
irrelevantes. Los sobrenadantes, cosechados a las 24 hpi, se titularon en células VERO-E6 por un ensayo de
formacién de focos. ** p<0.1; * p<0.5. n=3.

Se obtuvo una reduccion estadisticamente significativa de la progenie viral en las
células silencias con los siRNA especificos para RPL26 en relacién con los controles,
tratados con siRNA irrelevantes. En las células silenciadas, las progenies virales se redujeron
aproximadamente en 1 log en la infeccion por DENV2 (p<0.1) y ZIKV-MR77 (p<0.5). Estos
resultados indican que la RPL26 es necesaria en el ciclo replicativo de DENV2 y ZIKV-
MR77.
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Al comprobarse la reduccién de la progenie viral cuando se reducen los niveles de
RPL26, se procedid a evaluar los niveles de expresion de las proteinas NS1 y NS3 en las
células infectadas utilizando los extractos protéicos de las células, por ensayos de Western
blot. Ademas, se utilizaron los extractos para evaluar la eficiencia de silenciamiento de
RPL26 sobre el mismo experimento. Los resultados de estos ensayos pueden apreciarse en

las figuras 19 y 20 para los DENV y ZIKV, respectivamente.
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Figura 19. Anélisis de proteinas de DENV en células BHK?21 silenciadas o no, para RPL26.

Los lisados de células infectadas se analizaron por Western blot, normalizando con tubulina y actina como
controles de carga. Panel A, anélisis densitométrico de la expresion de RPL26. Panel B, analisis
densitométrico de la expresion de NS1. Panel C, analisis densitométrico de la expresion de NS3. n=3.
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Figura 20. Analisis de proteinas de ZIKV en células BHK21 silenciadas o no, para RPL26.

Los lisados de células infectadas se analizaron por Western blot, normalizando con tubulina y actina como
controles de carga. Panel A, analisis densitométrico de la expresion de RPL26. Panel B, analisis
densitométrico de la expresion de NS1. Panel C, anélisis densitométrico de la expresion de NS3. n=3.

Como resultado de la reduccion de la expresion de la RPL26, se detectd que la
expresion de la proteina viral NS1 también disminuye significativamente (p <0.05) en las
celulas silenciadas en comparacién con el control, en ambas infecciones virales. En contraste,
la expresion de la proteina NS3 no disminuyo significativamente (p >0.05). Estos resultados
sugieren que la traduccion de proteinas en la célula infectada no es afectada por el
silenciamiento de RPL26, ya que Unicamente se afectan los niveles de la proteina NS1 en
ambas infecciones virales; a su vez, la caida en la sintesis de esta proteina viral de caracter

multifuncional genera la disminucién de la progenie viral.

-37-



7.5. Interatoma de RPL26 con proteinas de los complejos de Sec61 y OST

Debido a los resultados obtenidos y considerando que NS1 interactGa con proteinas
de los complejos de Sec61 y OST, se supuso que RPL26 también podria estar interactuando
con proteinas de los complejos de Sec61 y OST. Debido a ello, se procedi6 con apoyo de la
base de datos STRING para elaborar una red in silico de interaccion proteina-proteina de
RPL26 con las proteinas que conforman a los complejos de Sec6l y OST, tomando en
consideracion la evidencia experimental y descrita. El interatoma obtenido se muestra en la

figura 21.
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Figura 21. Interatoma de RPL26 con proteinas de los complejos de Sec61 y OST.
Se analiz6 la interaccion entre la RPL26 y las proteinas que conforman los complejos de Sec61 y OST. Se
considerd la evidencia cientifica escrita y experimental para su elaboracion. Elaborado en https://string-db.org/.

El interatoma muestra los componentes del translocon de Sec61 de color verde y del
complejo OST en amarillo; ademas, los sitios que catalizan la glicosilacion estan marcados
de color rojo. Todos las proteinas que se encuentran ligadas a la membrana del RE estan
marcados de color rosa, mientras que aquellas ligadas a los ribosomas se presentan de color
lila. Se puede apreciar que el programa sugiere que, efectivamente, RLP26 interacciona con
cinco proteinas, tres del complejo de Sec61 (Sec61al, Sec6102 y Sec61p) y dos del complejo
OST (RPN1ySTT3A), de acuerdo con la evidencia experimental (lineas rosas) y Unicamente

con dos proteinas (Sec6lal y Sec6102) de acuerdo con la evidencia experimental y descrita

-38-



(linea amarilla). La evidencia cientifica que sustenta estas interacciones proviene
principalmente de estudios estructurales o proteémicos en mamiferos y otras especies.
También se analizo la interaccién de la proteina ribosomal L18, que interactla de
forma directa con cinco proteinas: dos del complejo de Sec61 (Sec61al y Sec61p) y tres del
complejo OST (STT3A, STT3B y RPN1). Esta interaccion se realizd considerando que
RPL18 es una proteina que interactia con NS1 y participa en el ciclo replicativo de DENV

y se utiliz6 como base para corroborar las interacciones de RPL26.
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VIII. DISCUSION

La proteina viral NS1 de los miembros del género Flavivirus es multifuncional y se
requiere para la replicacion viral. NS1 estd presente y es altamente conservada entre los
flavivirus transmitidos por mosquitos, como DENV y ZIKV, y varios estudios han
corroborado que interacciona con diversas proteinas celulares durante la infeccion. Se ha
demostrado que diversos complejos proteicos celulares, como el de translocacion de Sec61

y el complejo OST, se asocian a NS1 para que esta proteina lleve a cabo sus funciones.

El translocon de Sec61 es un conjunto de tres subunidades, Sec61a, Sec61py Sec61ly,
localizadas en la membrana del RE. Este complejo tiene la funcién de realizar la insercion
cotraduccional de proteinas que presentan un péptido sefial, través de la membrana del RE,
hacia el lumen.>*%° De las proteinas de los flavivirus, tres de ellas son solubles (C, NS3 y
NS5), no se encuentran insertadas en la membrana de RE y se posicionan del lado
citoplasmatico; por el contrario, NS1 y E estan ubicadas en el lumen del RE y asociadas a la
membrana. Finalmente, NS2A, NS2B, NS4A y NS4B son proteinas virales completamente
embebidas en la membrana del RE.” Se ha identificado que el C-terminal de la proteina E
contiene el péptido sefial para escindir y translocar a NS1 del polipéptido traducido, al lumen
del RE.*! En un estudio realizado por Shah P.S, y cols. (2018), se menciona que el receptor
de particulas de reconocimiento de sefiales (SRPR) y la subunidad Sec6ly son altamente
especificos para interactuar con NS4A, mientras las proteinas que conforman la subunidad
Sec6lo, Sec6lal y Sec6lo2 interactian con diversas proteinas de flavivirus que incluyen
dominios transmembrana y requieren una translocacion cotraduccional en la membrana del
RE.*®En ese estudio, se informé que la inhibicién de Sec61 en células dendriticas primarias
derivadas de monocitos humanos utilizando el inhibidor de la translocacion cotranslacional
(cotransina o CT8) inhibe la replicacion del DENV. Es debido a lo anterior que se ven
afectadas etapas muy tempranas de la translocacion cotraduccional de proteinas virales, lo
cual sugiere que el complejo de Sec61 es el responsable de la translocacion de las proteinas
virales a la membrana del RE.2®

El complejo oligosacariltransferasa (OST), ubicado en la membrana del RE junto al
complejo del translocon de Sec6l, es el encargado de transferir oligosacaridos
preensamblados a las proteinas receptoras.”* De acuerdo con los estudios realizados en

plantas y metazoos, el sitio catalitico del complejo OST es la subunidad STT3.7%72 Se han
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identificado dos OST en la membrana del RE en la mayoria de los organismos metazoos y
mamiferos, cada uno con un sitio catalitico especifico: STT3A y STT3B, los cuales son
oligosacariltransferasas que catalizan la transferencia de oligosacaridos con alto contenido
en manosa a las proteinas objetivo en el lumen del RE; estas proteinas pueden glicosilar
residuos especificos de asparagina dentro de la secuencia Asn-X-Ser/Thr en las proteinas
objetivo.” En conjunto con el sitio catalitico existen subunidades compartidas (riboforinas 1
y 2 [RPN1 y RPN2], OST48, DAD1, OST4 y TMEMZ258 en las células de mamiferos) y
subunidades accesorias especificas del complejo que solo se ensamblan con STT3A (DC2y
KCP2) 0 STT3B (MagT1 o TUSC3).”+3Una vez que la proteina NS1 de DENV se transloca
al lumen del RE, su forma monomérica es glicosilada en Asn-130 y Asn-207, donde se
afiaden motivos de glicano y manosa.®4! Marceau C.D. y cols. (2016) demostraron que la
infeccién por DENV depende tanto de STT3A como de STT3B™y Lin D.L. y cols. (2017)
afirman que OST que contiene STT3B, a través de la subunidad MAGT1, proporciona una
actividad catalitica necesaria para la replicacion eficiente del DENV; asimismo, el NS4B del
DENV interactGa con los complejos OST de STT3B/MAGTL1.” Con los resultados de Lin
D.L. y cols., se plantea la hipétesis de que la actividad oxidorreductasa no candnica de
MAGT1 en proteinas no estructurales de DENV sirve para mediar la sintesis eficiente, el
plegado o el reclutamiento de las proteinas no estructurales a sitios especificos del RE.”> Mas
recientemente, el grupo de Hafirassou M.L. y Ali Amara P.V. (2017) identificaron que NS1
y NS4B estan glicosiladas, por lo que silenciaron RPN1, DDOST, STT3A o STT3B,
respectivamente. Al evaluar la expresion de NS1, observaron una menor expresion al
silenciar a todas ellas, pero no en las células silenciadas para cada subunidad catalitica por
separado. Ademas, se examind el efecto de NGI-1, un inhibidor de la glicosilacién ligada a
N, deteriorando fuertemente la glicosilacion de NS1 del DENV y del ZIKV e inhibiendo la
infeccion por estos virus. En conjunto, estos resultados demuestran que el complejo OST es
necesario para la glicosilacion de la NS1.%°

La razdn para analizar estos dos complejos proteicos, ademas de sus funciones ya
estudiadas y la cercania que presentan con RPL26, es que en el interatoma realizado en 2017
por Hafirassou M.L. y su equipo, se identifico la interaccion de NS1 de DENV con proteinas
de los complejos de Sec61 (Sec61al) y de OST (RPN1, RPN2, STT3A, STT3B y DDOST)
en las células de vertebrado.®® Ademas, en el interatoma de NS1 de DENV realizado por
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Caraballo G.1. y cols. (2022) de igual forma se identificaron proteinas de Sec61 (Sec61a2) y
OST (RPN1, RPN2, STT3A y STT3B).%°

El interatoma de RPL26 y las proteinas de los complejos de Sec61 y OST elaborado
por medio de la base de datos STRING en este estudio expresé que la proteina ribosomal
interactta con tres proteinas del complejo de Sec61 (Sec61al, Sec6102 y Sec61 B) y dos del
complejo OST (RPN1y STT3A). La interaccion de RPL26 con los componentes de Sec61
se ha corroborado, ya que de acuerdo con los estudios realizados por Walczak (2019), Wang
(2020) y Witting (2021), la UFMilacion de RPL16 conlleva a que esta realice un control de
calidad sobre las proteinas que son translocadas en la membrana del RE por medio del
complejo de Sec61.%8-%° Sin embargo, no existen antecedentes sobre la interaccion que puede

tener esta proteina ribosomal con el complejo oligosacariltransferasa.

Los resultados de este proyecto corroboran la interaccién de RPL26 con la proteina
viral NS1 de DENV2y ZIKV-MR77, reflejando que la colocalizacion de NS1 con RPL26 se
lleva a cabo en el citoplasma de la célula infectada; sin embargo, ambas proteinas se
encuentran también en el nlcleo y no se aprecia una colocalizacion en este. Lo anterior nos
Ileva a cuestionar el motivo por el cual ambas proteinas estan colocalizando en el citoplasma,
pero no asi en el nicleo. La probable respuesta a ello es que la cercania de las proteinas y su
interaccion sea justo al momento de la traduccion de NS1 y su translocacion al lumen del
RE, y quiza también se relacione con la modificacion postraduccional que sufre RPL26, la
UMFilacién. Se necesitan mas estudios para responder esta pregunta.

Por otra parte, se observo que las células BHK21 transfectadas con los siRNA
especificos para RPL26 a las 24 hpt mantuvieron su viabilidad a pesar del silenciamiento.
Sin embargo, en ambas concentraciones existe un aumento del 11y el 13 %, respectivamente
con relacion a las células sin ningun tratamiento, lo cual puede deberse al estrés mitocondrial
de la célula al metabolizar el reactivo utilizado. Son pocos los estudios realizados hasta ahora
sobre RPL26 y aun en menor medida los involucrados con virus; sin embargo, en el estudio
hecho por Kulsuptrakul J. y cols. (2021), se identifico que el virus de la Hepatitis A requiere
de la UFMilacion de RPL26 para llevar a cabo su ciclo de replicacion. Lo anterior se llevo a
cabo mediante la técnica CRISPR a escala del genoma en células Huh7.5.1 (humano), en
donde corroboraron mediante la eliminacion del WT-RPL26 enddgeno la reduccién de la

replicacion viral.®?
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En otro estudio realizado por Zhang Y. y cols. (2010), se utilizaron siRNA especificos
para RPL26 a una concentracién de 100 nM para silenciar células U20S o H1299 (ambas de
humano) a la proteina y probar su participacion en la activacion de p53; ademas, la viabilidad
celular se evalu6 por ensayo de MTS.%* Por otra parte, en el estudio hecho por Zhang M. y
cols. (2016), donde se demostré que RPL26 regula la traduccion y estabilidad de la proteina
p73, se silenciaron células HCT116 (humano) con siRNA especificos para RPL26%°. Estos
estudios, en los cuales se disminuye o anula la expresion de RPL26 in vitro y, al igual que en
este proyecto, las células se mantienen viables de acuerdo con las prueba de viabilidad celular
aplicadas, lo que sugiere que, a pesar de las funciones ribosomales y extrarribosomales en la
célula, su silenciamiento no aparenta afectar la traduccion de proteinas y probablemente se

compensan las funciones extrarribosomales hasta la fecha identificadas.

Lo anterior se corrobora con otros estudios en los cuales se han silenciado proteinas
ribosomales. En el estudio realizado por Cervantes-Salazar M. y cols. (2015) sobre RPL18 'y
su participacion en la infeccion por DENV, se procedié a silenciar las células Huh-7 con
SiRNA especificos para esta proteina ribosomal. EIl silenciamiento de RPL18 logré la
disminucién de la progenie viral de entre 1y 1.5 log. Asimismo, se demostr6 una disminucion
en la secrecion de NS1 en los sobrenadantes, la expresion de NS3 y NS5 se redujo
significativamente y la marca de la proteina E casi desaparece en comparacion con las células
con siRNA irrelevantes, y el genoma viral tuvo una disminucién significativa debido al
silenciamiento de RPL18. Todos estos datos demostraron que el silenciamiento de RPL18
afect6 la traduccion de la poliproteina viral y la replicacion de su genoma.>?

En contraste con nuestro estudio, RPL18 esta participando en la replicacion y
traduccion del DENV, ya que su silenciamiento afecta a todos los componentes virales,
mientras que RPL26 parece afectar unicamente a NS1 de DENV2 y ZIKV-MR77 y con ello
el ciclo replicativo de estos virus. Es decir, si bien RPL18 y RPL26 son proteinas ribosomales
que interactian con NSI1, la funcion de estas proteinas durante la replicacion parece
ser distinta.

La relevancia de estudiar a la NS1 y su interaccion con proteinas celulares recae en
ser una proteina multifuncional fundamental durante la infeccion por flavivirus. De acuerdo
con Scaturro P. y cols. (2015), la NS1 es esencial para la replicacion del genoma viral, ya

que en su forma dimérica conforma un andamio en conjunto con NS4A y NS4B para formar
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el complejo de replicacion; asimismo, ellos proponen que esta proteina no estructural
interacciona con las proteinas estructurales E y pr-M para participar en la biogénesis de las
nuevas particulas virales.”

En resumen, considerando: i) la interaccion de RPL26 con NS1 y proteinas de Sec61
y OST; ii) la importancia de los complejos Sec61 y OST durante la infeccion por DENV y
iii) la evidencia que presentamos en este trabajo sobre la participacion de RPL26 durante la
infeccion con DENV2 y ZIKV-MR77. Se considera que RPL26 forma parte de un complejo
proteico junto a Sec6l y OST, el cual favorece la translocacion de NS1 al lumen del RE
durante la infeccion por flavivirus. A su vez, la ausencia de NS1 en el lumen del RE afecta
las funciones de andamiaje para la estabilizacion del complejo de replicacion y la biogénesis

de las nuevas particulas virales, lo que conlleva a la caida en la progenie viral.
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IX. CONCLUSIONES

NS1 de DENV2y ZIKV-MR77 colocaliza con la RPL26 en células de vertebrado.

RPL26 participa en el ciclo replicativo de DENV2 y ZIKV-MR77 en células de

vertebrado.
RPL26, en asociacion a Sec61 y OST, conforma un complejo multiproteico necesario

para la translocacion de la proteina no estructural 1 (NS1) de Flavivirus al lumen del

reticulo endoplasmico.
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X. PERSPECTIVAS

Corroborar la interaccion de NS1 con RPL26 mediante el ensayo de ligacion por

proximidad o inmunoprecipitacion.

Evaluar los niveles de replicacion viral en células silenciadas para RLP 26 mediante
qRT-PCR.

Demostrar que el silenciamiento de RPL26 no estd afectando la traduccion de

proteinas celulares u otras proteinas virales, mediante ensayos de WB.
Evaluar los niveles (cantidad) de NS1 translocada al lumen del RE en células
infectadas y silenciadas para RPL26, por medio de fraccionamiento de RE,

inmunomicroscopia electrénica o ensayos de ELISA de NS1 secretada.

Evaluar el estado de UFMilacion de RLP26 en células infectadas.
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11.1. Anticuerpos

RPL26 antibody

Goat Anti-Rabbit 1gG
antibody (HRP)

beta Tubulin antibody
Anti-Flavivirus NS1
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preadsorbed
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Anti-p-Actin Antibody
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Mab pan-flavivirus (4G2)
anti-proteina E

Mab pan-flavivirus (E1D8)
anti-proteina NS3

Mab pan-flavivirus (7E11)
anti-proteina NS1
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GeneTex
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GeneTex
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abcam

Jackson ImmunoResearch
Sigma-Aldrich
Santa Cruz Biotechnology
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N/A
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11.2. siRNA y vehiculo
SiRNA

FlexiTube GeneSolution
GS6154 for RPL26

AllStars Negative Control
siRNa

HiPerFect Transfection
Reagent

11.3. Reactivos y detergentes

Reactivo

Eagle 's minimal essential medium

(EMEM)
Cloruro de sodio, Cristal (NaCl)

EDTA, sal disddica, dihidrato,
cristal

Fosfato de potasio monobasico,
cristal (KH2PO4)

Fosfato de sodio, dibasico,
anhidro (Na2HPQ4)

Metanol (CH3OH)

Solucién de detergente Triton™
X-100 Surfact-Amps™

Solucién de detergente Tween™
20 Surfact-Amps™

Compaiiia

QIAGEN

QIAGEN

QIAGEN

Compaifiia

ATCC

Caracteristicas

4 siRNAs para el gen Entrez 6154
S104347063 (FlexiTube siRNA)
S104200294 (FlexiTube siRNA)
S104172266 (FlexiTube siRNA)
S103194345 (FlexiTube siRNA)

Es el siRNA de control negativo mas
probado y validado actualmente. Este
siRNA no tiene homologia con ningun
gen de mamifero conocido.

El reactivo de transfeccion HiPerFect es
una mezcla Unica de lipidos cationicos y
neutros que permite una captacion eficaz
del siRNA y una liberacion eficiente del
SiRNA dentro de las células, lo que da
lugar a un elevado knockdown de genes,
incluso cuando se utilizan bajas
concentraciones de siRNA.

Identificacion

30-2003

Thermo Fisher

Scientific — J.T.Baker

3624-01

Thermo Fisher
Scientific — J.T.Baker

Thermo Fisher
Scientific — J.T.Baker

Thermo Fisher

Scientific — J.T.Baker

8993-01

3246-01

3828-01

Thermo Fisher
Scientific — J.T.Baker

Thermo Fisher

Scientific

9070-03

28314

Thermo Fisher
Scientific

-B53-
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SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate

Ammonium Persulfate
Bio-Rad Protein Assay

Bis (N,N-Methylene-bis-
acrylamide)

Glycine

SDS Sodium dodecyl sulfate
Electrophoresis purity reagent
TEMED

Albumin from bovine serum,
minimum 98% agarose gel
electrophoresis

Cloruro de potasio (KCI)
Gelatin from cold water fish skin
Ponceau S

Complete Mini (tabletas de
inhibidores de proteasas)

Tris (2-Amino-2-
(hydroxymethyl)-1,3 propanediol
(CaH11NOs3)

DAB Substrate Kit, Peroxidase
(HRP), with Nickel, (3,3'-
diaminobenzidine)

Vectashield Mounting Medium
For Fluorescence

SDS (sodium dodecyl sulfate)
Suero fetal bovino

Formaldehido al 37 %

Penicilina / Estreptomicina
10 000 unidades/ml /
10 000 pg/ml

The CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay

Thermo Fisher
Scientific
BIO-RAD
BIO-RAD

BIO-RAD
BIO-RAD
BIO-RAD

BIO-RAD
Merck, Sigma-Aldrich

Merck, Sigma-Aldrich
Merck, Sigma-Aldrich
Merck, Sigma-Aldrich

Roche Diagnostics
GmbH

Roche Diagnostics
GmbH

Vector Laboratories

Vector Laboratories

Biotech
ByProductos
Productos Quimicos y
Farmaceuticos R&M

Gibco

Promega
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1610700
5000002

1610201
1610718
1610301
1610800

082K1054

5030304936
SLBW353543
106H3614

14337700

10073340

SK-4100

X1215
151-21-3

20002

10850

15140-122

G3580



11.4. Soluciones y buffers

Reactivo

EMEM + penicilina /
estreptomicina

EMEM + SFB 10 %

Buffers / detergentes

Amortiguador fosfato
salino (Phosphate-
buffered saline) PBS
10x / 1x

PBS Tween 0.1 %

PBS Triton 0.2 %

Solucidén

Formaldehido al 4 %

PBS Triton

Solucién de bloqueo

Cultivos celulares
Preparacion

Para una botella de 500 ml de EMEM utilizar:
- Penicilina / Estreptomicina 10 000 unidades/ml: 5 ml

Para 15 ml utilizar:
- SFB: 1.5 ml (1 500 ul)
-  EMEM: 13.5 ml (13 500 pl)
Detergentes
Preparacion
Para 1 000 ml de PBS 10x utilizar:

- Cloruro de sodio (NaCl2): 80 g

- Cloruro de potasio (KCI): 2 g

- Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na2HPO4): 11.5 g
- Fosfato de potasio monobasico (K2HPO4): 2 g

Aforar hasta 1 000 ml con Hz0 destilada y ajustar a pH de 7.4
PBS 1x: diluir 100 ml de PBS 10x en 900 ml de H20 destilada.
Para 500 ml utilizar:
- PBS 1x:499.5 ml
- Tween 20: 0.5 ml (500 pl)
Para 500 ml utilizar:
- PBS 1x:499.5 ml
- Triton X-100: 0.5 ml (500 pl)
Inmunofluorescencia
Preparacion
Para 10 ml utilizar:
- Formaldehido al 37 %: 1.1. ml
- PBS1x:8.9ml
Para 10 ml utilizar:
- PBS1x:9.8 ml
- Tritén X-100: 0.2 ml (200 pl)
Para 20 ml utilizar:
- Gelatina de pescado: 0.5 g
Aforar a 20 ml de PBS Tween al 0.1 %
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Buffer

Buffer de lisis (RIPA)

BCA

Solucion / buffer

Buffer de corrida 10x
[ 1x

Buffer de
transferencia 10x / 1x

Poliacrilamida al 30 %

Tris base 1.5 M pH
8.8

Lisis celular
Preparacion

Para 40 ml utilizar:

- Cloruro de sodio (NaCl) 5 M: 1.2 ml (1 200 pl)

- EDTA0.5M pH 8: 0.4 ml (400 pl)

- Tris-HCI 1 M pH 7: 2 ml (2 000 pl)

- Desoxicolato so6dico (Na) 10 %: 2 ml (2 000 pl)

- SDS 10 %: 0.4 ml (400 pl)

- Tritén X-100: 0.4 ml (400 pl)

- Tabletas de inhibidores de proteasas: 4 tabletas
Aforar a 40 ml con H20 MiliQ.

Cuantificacion de proteinas

Para 10 ml utilizar:
- BCA: 10 mg.
Aforar a 10 ml con PBS 1x.

Western blot
Preparacion

Para 1 000 ml utilizar:

- Tris base: 30 g (0.25 M)

- Glicina: 144 g (1.92 M)

- SDS:10g (1 %)
Aforar a 1 000 ml con H20 destilada y ajustar a pH de 8.6
Buffer de corrida 1x: dimuir 100 ml de buffer de corrida 10x en
900 ml de H20 destilada.
Para 1 000 ml utilizar:

- Trisbase: 30.2 g
- Glicina: 144.2 g

Aforar a 1 000 ml con H20 destilada y ajustar a pH de 8.3
Buffer de transferencia 1x: dimuir 100 ml de buffer de
transferencia 10x en 700 ml de H20 destilada y completar con
200 ml de metanol (CHsOH).
Para 100 ml utilizar:

- Acrilamida: 29 g

- Bisacrilamida: 1 g
Aforar a 100 ml con H20 destilada.
Para 100 ml utilizar:

- 18.17¢g

Agregar H20 destilada (sin aforar) y ajustar pH a 8.8, aforar a
100 ml.
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Para 100 ml utilizar:
- Trisbase: 12.11 g
Agregar H20 destilada (sin aforar) y ajustar pH a 6.8, aforar a
100 ml.
Para 10 ml utilizar:
- SDS:1¢
Disolver en 10 ml de H20 destilada.
Para 1 ml utilizar:
- Persultato de amonio: 100 mg.
Disolver en 1 ml de H20 destilada.

Para un gel de 1.5 mm (10 ml) utilizar:

Tris base 1 M pH 6.8

Dodecilsulfato sodico
(SDS)

Persulfato de amonio
al 10 % (APS)

Gel de resolucion - Poliacrilamida al 30 %: 4 ml
(separador) para - Tris-HCI 1.5 M pH 8.8: 2.5 ml
electroforesis en gel - SDSal 10 %: 0.1 ml (100 pl)
de tris-glicina-SDS- - H20 destilada: 3.3 ml
poliacrilamida al 12 % - APSal 10 %: 0.1 ml (100 pl)

- TEMED: 0.004 ml (4 ul)

Para un gel de 1.5 mm (6 ml) utilizar:
- Poliacrilamida al 30 %: 1 ml
- Tris-HCI 1 M pH 6.8: 0.75 ml (750 nl)
- SDS al 10 %: 0.06 ml (60 pl)
- H20 destilada: 4.1 ml
- APS al 10 %: 0.06 ml (60 ul)
- TEMED: 0.006 ml (6 ul)

- TRIS-HCI1 M pH 6.8: 1.6 ml
- SDS:0.8¢g

- Glicerol: 4 mi

- Azul de bromofenol: 0.04 g

- B-mercaptoetanol: 2 ml

Antes de usar agregar 200 ul de B-mercaptoetanol para 800 ul
del amortiguador.
Para 100 ml utilizar:
- Rojo de ponceau 0.2 %: 0.2 g
- Acido acético glacial 1 %: 1 ml.
Aforar a 100 ml con H20 destilada.
Para 50 ml utilizar:
- Leche descremada (Carnation): 2.5 g
Aforar a 50 ml con PBS Tween al 0.1 %.

Gel de concentracion
para electroforesis en
gel de tris-glicina-
SDS-poliacrilamida

Loading buffer
Laemmli 4x

Rojo de Ponceau

Solucién de bloqueo
para membranas
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11.5. Productos
= Mercedes Viettri, Fernando Rodriguez Leon, José Luis Zambrano y Juan E. Ludert.
Dengue virus replication in vertebrate and mosquito cells induces stress response in
the endoplasmis reticulum and in the Golgi complex. Universitas Medica. Aceptado

julio 2022, en prensa.
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