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Resumen

El dengue es una de las enfermedades virales transmitidas por artropodos mas importantes
en el mundo. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que de 50—100 millones de
infecciones ocurren anualmente, aunque estimaciones recientes indican que el nimero total
de infecciones ocurridas cada afio es cercano a los 390 millones. Recientemente la OMS
clasificé al dengue como dengue y dengue grave. Varios estudios se han hecho para encontrar
al o a los receptores del DENV. Sin embargo, aun no se ha logrado establecer un receptor
especifico. Algunos de los ensayos que se han hecho con este fin, han utilizado a la proteina
E y/o al DIll recombinantes expresados en bacterias. Estas mismas proteinas recombinantes
también se han usado en otros estudios para el desarrollo de candidatos de vacunas. Se ha
observado que mutaciones en los sitios de glicosilacion de la proteina E, tienen efectos en la
capacidad del virus de infectar otras células. Por esta razén podria ser factible que se
encontraran resultados diferentes en el reconocimiento a sus receptores especificos
comparado con los ya obtenidos con las proteinas expresadas en bacteria ya que estas no
producen modificaciones post traduccionales a diferencia de las células de mosquito. Debido
a esto decidimos expresar la proteina E y el DIIl en células C6/36 y comparar posteriormente
los resultados obtenidos con este sistema de expresidon con los resultados obtenidos
previamente con proteinas recombinantes producidas en bacteria. Asimismo, confirmamos a

la proteina enolasa como un receptor al DENV.



Abstract

Dengue is one of the most important arthropod-borne viral diseases in the world. The World
Health Organization (WHO) estimates that 50—-100 million infections occur annually, although
recent estimates indicate that the total number of infections occurring each year is close to
390 million. The WHO recently classified dengue as dengue and severe dengue. Several
studies have been done to find the DENV receptor(s). However, a specific receptor has not
yet been established. Some of the tests that have been carried out for this purpose have used
recombinant protein E and/or DIl expressed in bacteria. These same recombinant proteins
have also been used in other studies to identify vaccine candidates. Mutations in the
glycosylation of the E protein have been shown to have effects on the ability of the virus to
infect other cells. For this reason, it could be possible to identify other protein receptors
compare with those obtained with the proteins expressed in bacteria, since bacteria do not
produce post-translational modifications, unlike mosquito cells. Due to this, we decided to
express protein E and DIl in C6/36 cells and subsequently compare the results obtained with
this expression system in C6/36 cells with the results previously obtained with recombinant
proteins produced in bacteria. In addition, we confirmed the identification of enolase as a

receptor for DENV.



1. Introduccién

El dengue es una enfermedad sistémica viral que se ha establecido de manera global en dos
ciclos de transmision, el endémico y epidémico. La infeccion por el virus Dengue en humanos,
es a menudo, inaparente pero puede llevar a un amplio rango de manifestaciones clinicas que
van desde fiebre moderada a un potencialmente fatal sindrome de shock por dengue (Gubler

et al., 2014).

Dentro de todos los arbovirus, los virus dengue (DENV) son los patédgenos humanos con mayor
importancia en la actualidad. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que de 50—
100 millones de infecciones ocurren anualmente, aunque estimaciones recientes indican que
el numero total de infecciones ocurridas cada afio es cercana a los 390 millones (Bhatt et al.,
2013). Se ha estimado también que 3.6 billones de personas, mas de la mitad de la poblacién
mundial, vive en areas que estan en riesgo de infeccién por Dengue (Brady et al., 2012). La
incidencia del dengue ha incrementado 30 veces en décadas recientes (Guzman et al., 2016;

Pollett et al., 2018).

El virus dengue es transmitido a los humanos predominantemente a través de los mosquitos
altamente competentes Aedes aegypti y Aedes albopictus (Kraemer et al., 2015; Leta et al.,

2018).

1.1 Epidemiologia

El origen y evolucién de los virus Dengue ha sido un tema de discusidn a través de los aios.
En estudios recientes basados en datos de secuenciacidon del virus Dengue y otros flavivirus
se ha sugerido un origen africano del flavivirus progenitor que se ramificé dando origen a tres

géneros Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus (Gubler et al., 2014).

Los primeros virus Dengue fueron aislados hasta 1943, durante la segunda guerra mundial.
Hotta y Kimura fueron los primeros en aislar el virus en 1943 por inoculacién intracraneal de
suero de paciente con enfermedad grave en ratones (Kimura, 1952). Sabin y colaboradores
también aislaron estos virus de manera similar de soldados estadounidenses en India, Nueva

Guinea y Hawai en 1944 (Sabin & Schlesinger, 1945).



La primera descripcidn clinica y epidemiolégica de una enfermedad similar a dengue se
encuentra en la Enciclopedia China de sintomas de enfermedad y remedios, publicada
durante la dinastia Jin. Esta enfermedad fue llamada “envenenamiento por agua” y se penso
gue de alguna manera se conectaba con insectos voladores asociados con el agua. Se
caracterizaba por salpullido, fiebre, dolor de ojos, artralgias, mialgias y manifestaciones
hemorragicas que incluian hemorragia faringea, gingival, intestinal y vaginal (Gubler et al.,

2014).

La mayoria de las epidemias de enfermedades similares a dengue descritas en la literatura
antes de 1945 ocurrieron antes de que los laboratorios pudieran confirmar la infeccién por
denguey el serotipo del virus por lo que solo puede especularse que se trataron de dengue o

algun virus similar a dengue (Gubler et al., 2014).

El origen de la palabra Dengue es Swahili, en ambas epidemias en 1823 y 1870 de
enfermedades similares a dengue en Zanzibar y la costa este Africana, la enfermedad se llamé
“Ki-Dinga pepo”, que después derivé en dinga o denga, término utilizado para distinguir la
enfermedad en ambas epidemias. A partir de ahi se popularizé en América, con la llegada de
los esclavos en 1828 durante una epidemia en Cuba (Gubler et al., 2014); durante el brote de
1943, en Nagasaki, que se aislo el primer virus dengue por inoculacidn en ratones bebés con

sangre humana heparinizada (Kimura, 1952).

= Sureste Asiatico

La actual pandemia global de dengue empezd en Asia y el pacifico durante la segunda Guerra
mundial, cuando tanto el virus como el vector, fueron ampliamente expandidos a través de
las regiones. En los afos posteriores a la guerra, el sureste asiatico experimento una
expansién econdmica que continua hasta la fecha, la cual resulto en un crecimiento urbano
sin precedentes, que también continda en el presente, ademas de promover el movimiento
de la gente (y con ella, el virus) entre ciudades y paises de la regidén. Aquellos paises que no
tenian transmisiéon hiperendémica (co-circulacion de diferentes serotipos del virus)
comenzaron rapidamente a tenerla. Los 4 serotipos del virus fueron mantenidos en un ciclo
humano-vector-humano en la mayoria de los centros urbanos del sureste asiatico. El

incremento de la urbanizacion y el comercio trajo consigo un aumento de la frecuencia y la
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magnitud de las epidemias de dengue, con epidemias mayores que ocurrieron cada 3-5 afios

(Gubler et al., 2014; Halstead, 1988).

= Sury centro de las Islas del Pacifico, Japdén y Australia

Las actividades relacionadas a la segunda Guerra mundial también resultaron en la expansién
geografica y en la densidad aumentada de Ae. aegypti en las islas del pacifico. En 1964, un
pequefio brote de fiebre dengue causada por DENV-3 ocurrié en Tahiti. El virus fue

introducido desde América (Kimura, 1952).

En 1971, epidemias simultaneas de fiebre dengue, causadas por DENV-2 ocurrieron en Fiji y
Tahiti. El virus también fue introducido desde América y se traté de un virus del genotipo
americano de DENV-2. Las epidemias de DENV-2 ocurrieron subsecuentemente en otras islas
en el sur, centro y oeste del Pacifico. La importancia de estas epidemias radica en que se
obtuvo por primera vez evidencia de que los virus dengue cambian en potencial epidémico
conforme se mueven a través de las poblaciones y de que el nivel de viremia puede ser un
marcador cuantificable para cepas de virus epidémicos y su virulencia (Bennett et al., 2003;

Gubler et al., 2014).

Los primeros reportes de fiebre dengue en Australia fueron a finales de los 1800s y desde
1880 a 1955, multiples epidemias ocurrieron en el norte de Queensland. Después de una
ausencia de 26 afios, el dengue reaparecié en el norte de Queensland en 1981/1982 con
DENV1 como el causante del brote en diversas ciudades. Mas recientemente, se presentd en
1990 un brote mixto de DENV1y DENV2. No es claro si estos virus son los mismos que estaban
presentes en el norte de Queensland en 1980 o si se tratd de nuevas introducciones (Gubler

et al,, 2014).

= Africa

Durante el siglo XX, el dengue fue raramente reportado en Africa. Previo a los 1980s, la tltima

epidemia reportada fue en Durban, Sudafrica, en 1927/28. Se reportd también la transmision



endémica de DENV1 y DENV2 pero no hubo reportes de brotes mayores (Carey, 1971). Sin
embargo, los reportes de epidemias de fiebre dengue han incrementado dramaticamente
desde 1980. Los brotes han ocurrido en el Este y el Oeste de Africa. La epidemia de 2009, de
DENV3 en las islas Cabo Verde, con mds de 17 000 casos, fue la primera reportada en esas

islas (Calisher et al., 1981; Kanesa-thasan et al., 1994).

Varios estudios han demostrado que la transmisién del dengue se extiende ampliamente por
Africa, con 34 paises reportando casos de dengue, sin embargo la vigilancia de casos de
dengue sigue siendo pobre y varios casos de dengue son mal diagnosticados como casos de

malaria (Amarasinghe et al., 2011; Franco et al., 2010; Vasilakis et al., 2011).

En resumen, la actual pandemia de dengue se origindé en el sureste asidtico después de la
Segunda guerra mundial. Durante los afios posteriores a la guerra, cuando la fiebre
hemorragica por dengue se describié por primera vez, la enfermedad severa era esporadica
y localizada en pocos paises del sureste asiadtico. En los 1970s, la enfermedad comenzé a
expandirse, primero entre los paises asiaticos y luego a las islas del Pacifico y a regiones
tropicales de América. Al mismo tiempo, la mayoria de los paises tropicales endémicos para
dengue permitieron el deterioro de su infraestructura para el control de los mosquitos.

El dengue se convirtid en una de las emergencias de salud publica mas importantes en paises

tropicales en los siguientes afios del siglo XX (Gubler et al., 2014).

= América

En los paises del Caribe ocurrieron epidemias de dengue antes y durante la segunda guerra
mundial. De 1946 a 1963 no hubo reportes de epidemias, a pesar de la evidencia de que al
menos un serotipo (DENV2) era endémico en la regidon. Ademads, pasaron otros 15 afios antes
de la re-emergencia del dengue como un problema mayor de salud. Esta quiescencia se debid
a diferentes factores, el mas importante fue el programa de erradicacion de Ae. aegypti,
llevado a cabo por la Organizacion Panamericana de Salud (OPS) en 1940, 1950 y 1960 para
prevenir epidemias urbanas de fiebre amarilla, sin embargo el programa se detuvo en 1970,
ya que las epidemias urbanas de dengue y fiebre amarilla ya no eran un problema de salud

publica (Gubler et al., 2014).



Antes de 1977, solo los virus DENV2 (genotipo americano Il) y DENV3 (genotipo IV) eran
conocidos por estar presentes en América. Ambos fueron introducidos por el sur del pacifico
en 1964 y 1971 respectivamente; DENV1 fue introducido desde Asia, causando epidemias en
Jamaica y Cuba en 1977 y Puerto Rico y Venezuela en 1978. En los siguientes 4 afios, se
expandio a las Islas del Caribe, México, Texas, Centroamérica y el norte de América del sur
causando epidemias menores de fiebre dengue clasica; DENV4 fue introducido al este de las
Islas del Caribe y se expandié rdpidamente a otros paises ocasionando epidemias en Suriname
(1982), México (1984), Puerto Rico (1986), El Salvador (1987) que fueron asociadas con casos
esporadicos de fiebre de dengue hemorragico y sindrome de shock por dengue (Gubler et al.,

2014).

En 1981, la primera epidemia mayor de fiebre hemorragica por dengue ocurrié en Cuba,
causada por DENV2. A este virus se le asocié mas frecuentemente con casos fatales. Este virus
estaba mas relacionado al DENV2 Nueva Guinea C, aislado 40 afios antes, que al genotipo
americano de DENV2, que habia estado circulando en la regién previamente a la epidemia

(Gubler et al., 2014).

La re-invasidon de América central y del sur por Ae. aegypti en los 1970s y 1980s, combinada
con el aumento de la urbanizacion y movimiento de gente y con ella los virus dengue y los
mosquitos vectores que se esparcen via el comercio, resultaron en la evolucidn de la mayoria
de los paises no endémicos (sin virus presente) o hipoendémicos (un virus presente) a la hiper
endemicidad (multiples serotipos del virus presente). Esto resulto en una frecuencia
aumentada de la actividad epidémica y en la emergencia de la fiebre dengue hemorragico

como un problema de salud publica mayor (Reiter, 1998).



= México

A partir de su reintroduccidon en México en 1978, después de haber sido erradicado durante
12 afios, el dengue se convirtié en un problema de salud publica. A partir de 1980 y hasta
2011 se generaron tres periodos de la enfermedad, cada uno de aproximadamente 10 afios,
en los cuales se observd, por lo menos, un brote importante por cada década. Se observé un
cambio epidemioldgico en México, que es consistente con el aumento en la incidencia de la
enfermedad en la poblacion juvenil e infantil reportada en algunos paises de América Latina
durante lo ultimos afios. El incremento del dengue en la poblacidn juvenil e infantil es
particularmente alarmante debido a la evolucidn fulminante asociada con la aparicion de
complicaciones tempranas. Los datos encontrados en este estudio reflejan la necesidad de
una vigilancia estrecha y un analisis multisistémico que permita identificar los factores de
riesgo que estan generando este viraje de la poblacidn afectada en México. Entre los factores
de riesgo se han propuesto factores ambientales, como la variabilidad climatica, la circulacién
de los serotipos, la genética de las poblaciones virales y las caracteristicas genéticas de la

poblacién (Torres-Galicia et al., 2014).

Esta tendencia de que las poblaciones infantil y juvenil sean las mas afectadas se siguen
manteniendo hasta los Ultimos reportes que se tiene del afio 2022 (Fig 1A) y para ese mismo
periodo de tiempo se detecté que el estado con mayor incidencia de dengue en México es el
estado de Sonora, con 70.07 casos de dengue por cada 100 000 habitantes. Le sigue el estado

de Tabasco en segundo lugar (Fig 1B).
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B)

Figura 1. A) Casos e incidencia de casos confirmados de dengue por grupo de edad y género
en México (2022). B) Mapa de México que muestra los estados con mayor incidencia de
dengue en el periodo de diciembre del afo 2022

(https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/785568/Pano_dengue 49 2022.pdf).

Como se observa en la figura 1B, en México se encuentran circulando los cuatro serotipos de

dengue por todo el territorio nacional.

1.2 La enfermedad Dengue

El dengue es una enfermedad sistémica con un amplio rango de manifestaciones clinicas que
van desde ser asintomatico a presentar malestares leves o presentar manifestaciones clinicas
severas. La enfermedad se clasifica en tres fases: Febril, critica y de recuperacién (WHO,

2009).

= Fase febril

En esta fase se desarrollan fiebres muy altas que duran entre 2 a 7 dias y que estan
acompafiadas de enrojecimiento de la cara, salpullido, dolor de cuerpo, mialgia, atralgia,
dolor de cabeza, dolor retro orbital y en algunos casos anorexia, vomito, dolor de garganta y

conjuntivitis (WHO, 2009).



= Fase critica

Ocurre cuando la fiebre va haciéndose menor, puede ocurrir desde el dia 3 hasta el 7. Se
asocia con una propension aumentada de fuga capilar y hemorragia. En este punto, los
pacientes que no presenten fuga capilar comienzan a mejorar, mientras que aquellos que si
la presentan pueden empeorar y la enfermedad se convierte en una amenaza para la vida

(WHO, 2009).

Cuando se presenta un shock prolongado, puede haber impedimento organico, acidosis
metabdlica y coagulacion intravascular diseminada. Todo esto finalmente lleva a una
hemorragia severa. Algunos sintomas que también se pueden presentar, aunque son atipicos,
son encefalitis, miocarditis, hepatitis, pancreatitis, retinitis y sindrome respiratorio agudo. En
esta fase hay dos posibles resultados, el paciente muere o pasa a la fase de recuperacion, si

sobrevive las primeras 24-48 h de fase critica (WHO, 2009).

1.3 Virus Dengue

El virus dengue (DENV), causante de la enfermedad Dengue, es un virus transmitido por
mosquitos, que pertenece a la familia Flaviviridae, dentro del género flavivirus. Hay cuatro
serotipos de Dengue (DENV1, DENV2, DENV3 y DENV4) que estdn relacionados
antigénicamente y que ademas a su vez se clasifican en genotipos y subtipos (Guzman &

Harris, 2015).

Se trata de una particula esférica, con una envoltura, que tiene un tamafio aproximado de 50-
60 nm y un genoma de aproximadamente 11 kb el cual es una cadena sencilla de RNA (+) con
un Unico marco de lectura abierta que codifica para una poliproteina larga que es
subsecuentemente escindida por una combinacién de proteasas del huésped y virales para
generar tres proteinas estructurales (C, prM vy E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A,

NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) Fig 3. (Chambers et al., 1990; Guzman et al., 2016).

Este genoma consta de dos regiones no traducida, una estructura similar a un cap del mRNA

celular en su extremo 5’ y estd desprovisto de una cola poliadenilada en su extremo 3’
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(Lindenbach & Rice, 2007). Estas regiones no traducidas 5’ y 3’ tienen un papel importante en
la replicacion viral, traduccidon de proteinas y ensamblaje de viriones (Alvarez et al., 2005;

Filomatori et al., 2006).

NS2A  NS4A

jULTE ENST nNs3 [ NS5
5" UTR NS2B NS4B 3" UTR

Figura 2. Poliproteina codificada por el genoma de DENV. La poliproteina es escindida por

proteasas virales y del huésped. Se muestran las 3 proteinas estructurales y las 7 proteinas

no estructurales (NS), asi como las regiones 5’ y 3’ no traducidas (UTR). (Guzman et al., 2016)

= Proteinas virales

Proteinas estructurales

Proteina C (C)

La proteina C es una proteina con un tamafo aproximado de 12 kDa, dimérica y bdsica con
una distribucion de cargas asimétricas que sugieren que un lado de la proteina, que tiene un
alto niumero de residuos cargados positivamente, interactia con el RNA viral, mientras que,
por el lado contrario, interactla con la membrana viral (Ma et al., 2004). C es esencial para el
ensamblaje del virus, ya que asegura la encapsidacién del genoma viral (Ferlenghi et al.,

2001).

Proteina de membrana (prM/M)

La proteina de membrana de DENV tiene un papel importante en el arreglo y maduracion de
la particula viral. Posee siete hebras 3 antiparalelas estabilizadas por tres puentes disulfuro y
en total hay 180 copias de proteina M formando la envoltura glicoproteica del virion maduro

(Perera & Kuhn, 2008).
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La proteina M funciona como una proteina transmembranal debajo del caparazén de la
proteina E de la particula viral madura. El péptido pr se queda unido a la proteina E, cubriendo
el loop de fusidn en esta proteina, hasta que la particula viral es liberada fuera de la célula. El
corte proteolitico del péptido pr del péptido M se lleva a cabo por la furina, una proteasa del

hospedero, durante la maduracioén de la particula viral (Y. Zhang et al., 2004).

Proteina de envoltura (E)

La proteina E se encuentra presente en la superficie viral y tiene un papel esencial en la unién
del virus a la célula huésped. En solucién se encuentra en forma de dimero y cada mondmero
de proteina E consiste en tres diferentes dominios (Modis et al., 2003; Rey, 2003; Y. Zhang et
al., 2004).

El dominio | (DI) es el dominio central, el dominio Il (DIl) es una estructura elongada similar a
dedos que contiene un loop en una de sus puntas con una bolsa hidrofdbica, la cual se abre y
se cierra por un cambio conformacional en la interfase entre el dominio | y dominio Il. El
dominio Il (DIll) es el dominio de unién al receptor (Rey, 2003). Los anticuerpos que
reconocen un tipo de DENV pueden ser inefectivos contra otras cepas de DENV debido a la

variacién estructural de la proteina E (Leitmeyer et al., 1999).

Proteinas no estructurales

NS1

La proteina no estructural 1 (NS1) es una glicoproteina conservada, con un tamafo
aproximado de 48 kDa. Se ha reportado que tiene implicaciones en la replicacién de DENV.
Se presenta como un mondémero, la dimerizacién ocurre en el lumen del reticulo
endopldsmico después de algunas modificaciones post traduccionales. Es secretada al espacio
extracelular como una molécula hexamérica lipoproteica (Fan et al., 2013; Muller & Young,
2013). Los hexdmeros de NS1 tienen un centro rico en lipidos y se mantienen juntos mediante

interacciones hidrofébicas débiles (Flamand et al., 1999).
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NS1 puede encontrarse en el ambiente extracelular, juntdndose hasta 50 ug/mL en el suero
de algunos pacientes con DENV. La NS1 circulante también ha sido identificada como un
importante marcador de diagndstico para la infeccion con DENV. Esta proteina también tiene
interaccién con varios componentes de la respuesta inmune del huésped, tanto innata como

adaptativa (Alcon et al., 2002; Libraty et al., 2002).

NS2A

La proteina NS2A tiene un tamaifo aproximado de 22 kDa. Consiste en cinco segmentos
transmembranales que cubren la bicapada lipidica de la membrana del reticulo
endoplasmico. Tiene una funcién importante en el complejo de replicacidn y en el ensamblaje

del virién (Leung et al., 2008; Xie et al., 2015).

NS2B

Es una proteina integral de membrana con un tamafio aproximado de 14 kDa que contiene
tres dominios; dos segmentos transmembranales localizados en los extremos N y C terminales
y una regién central de 47 aminoacidos que actia como un cofactor proteico esencial de la
proteasa NS3 (Luo et al., 2015). Es capaz de regular la actividad de NS3 estabilizando el
correcto plegamiento de la proteina y también participando directamente en la escision del

sustrato (Erbel et al., 2006)

NS3

NS3 es la segunda proteina viral mas grande después de NS5, tiene un tamaino aproximado
de 69 kDa y tiene un papel esencial en el ciclo viral. Tiene un dominio similar a quimotripsina
en su extremo N terminal, que corta la poliproteina precursora para liberar proteinas NS
individuales y un extremo C terminal NTPasa dependiente de helicasa de RNA. Estd

involucrada en la replicacién del genoma y la sintesis de RNA viral (Luo et al., 2010).
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Sus dominios funcionales estdn conectados por un linker de aproximadamente 10
aminodcidos. No es claro porque un polipéptido tiene dos dominios con actividades
aparentemente no relacionadas. Hay estudios que sugieren que ambos dominios enzimaticos
estdn acoplados funcionalmente y que la actividad helicasa esta potenciada por la presencia
del dominio con la actividad de proteasa (Luo et al., 2010). Los virus que tienen una helicasa
NS3 no funcional no pueden replicarse apropiadamente, indicando que la actividad

helicasa/RTPasa de NS3 es esencial en la replicacion del virus (Matusan et al., 2001).

NS4A y NS4B

Son proteinas integrales de membrana que tienen varias funciones en la replicacién de DENV
y en las interacciones con el huésped. Tanto NS4A como NS4B son elementos cruciales del
complejo de replicacién asociado a la membrana del reticulo endopldasmico. Mediante la
comunicacion con NS4A, la vimentina celular regula la formacion del complejo de replicacion

de DENV (Teo & Chu, 2014).

La estructura de NS4A contiene 127 aminoacidos y dos dominios transmembranales (TMDs).
El primer TMD, de 48 aminodacidos, esta involucrado en la formaciéon de la hélice anfipatica
gue media la oligomerizacion (J. Zou et al., 2015a). La proteina NS4B tiene 248 aminodcidos
distribuidos en tres TMDs. En el virus West Nile (WNV) se ha observado que NS4A regula la
actividad ATPasa de la helicasa NS3, mientras que en DENV se ha visto que NS4B interactua
con el dominio de helicasa de NS3 y la disocia de la hebra de RNA (Shiryaev et al., 2009; Stern
et al.,, 2013).

Una regién de NS4A, de los aminodcidos 40 a 76, interactia con una regién de NS4B, de los
aminodcidos 84 a 146. Estos aminoacidos tienen una correlacidon entre la replicacién viral y la
interaccion NS4A-NS4B, lo que demuestra la importancia bioldgica de esta interaccion.
Mutaciones en esta regién de aminoacidos inhibe la interaccion de NS4A con NS4B,

inhibiendo la replicacién (Naik & Wu, 2015; J. Zou et al., 2015b).
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NS5

NS5 es la proteina mds grande, de 900 aminodcidos y es la mds conservada dentro del género
flaivirus. En su estructura contiene dos diferentes dominios en cada uno de sus extremos. El
dominio | se encuentra en la region N terminal de la proteina y se trata de una metil
transferasa dependiente de S-adenosil-L-metionina (SAM) (Egloff et al., 2002). El dominio
MTasa de NS5 pone un cap al RNA de DENV, este paso se requiere para la estabilidad y

traduccidn de la poliproteina por la célula hospedera (Ferron et al., 2012).

El dominio Il se encuentra en la region C terminal y se le conoce como el dominio RdRp, el
cual sintetiza el antigenoma y el genoma hijo. Se trata del dominio mas importante de NS5y
estd constituido por tres subdominios que estdn conservados en todos los RdRp virales. Tiene
una sefal de localizacion nuclear esencial para su interaccidn con otras proteinas virales y del

huésped (Egloff et al., 2002; T. L. Yap et al., 2007; G. Zou et al., 2011).

= Ciclo viral

El primer paso para la replicacion del virus es cuando este se une a receptores en la superficie
celular de la célula hospedera, después el virus es internalizado por endocitosis. Actualmente
se han identificado varias moléculas de adhesion y receptores para DENV en células de
mamifero incluyendo glucosaminoglicanos, proteinas de choque térmico, lectinas tipo Cy

receptores de manosa (Clyde et al., 2006).

Después de la internalizaciéon, el bajo pH del endosoma desencadena un cambio
conformacional en la proteina E que media la fusion de las membranas viral y celular. La
nucleocapside se libera al citoplasma donde es desensamblada y el genoma viral se libera

para empezar con la traduccion (Mukhopadhyay et al., 2005).

La hebra positiva de RNA sirve como mRNA para la traduccion de una poliproteina y después
sirve como molde para la sintesis de RNA. La poliproteina es dirigida al reticulo endoplasmico

y es cortada en estructuras individuales y proteinas NS por proteasas de la célula hospedera
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y la proteina viral NS3 (Acosta et al., 2014). Las proteinas no estructurales en conjunto con
proteinas del huésped inducen invaginaciones en la membrana hacia el lumen del reticulo

endoplasmico (Welsch et al., 2009).

El RNA nuevo recién sintetizado es empaquetado por la proteina C para formar la
nucleocapside. Las proteinas prM y E forman heterodimeros orientados al lumen del reticulo
endopldsmico, después se asocian en trimeros y las interacciones entre ellas inducen
curvaturas en la superficie, lo que genera la formacidn de los nuevos viriones y su liberacion
del reticulo endopldsmico para que puedan pasar después por la red del trans-Golgi. El
péptido pr de la proteina prM cubre el péptido de fusion de la proteina E (Acosta et al., 2014;
Y. Zhang et al., 2003).

Una vez que las particulas son transportadas a la red del trans Golgi, el bajo pH (6.0) expone
un sitio de corte en prM para la proteasa furina (Y. Zhang et al., 2003). Después del corte, el
péptido pr permanece unido a la proteina E cubriendo el péptido de fusién y previniendo su
activacion en el ambiente acido del trans Golgi. La interaccion del péptido pr con la proteina
E es dependiente de pH, conforme este aumenta a neutro, el péptido pr se disocia del virién,

haciéndolo competente para la infeccion (Yu et al., 2008) Fig.4.

Los viriones maduros tienen una superficie lisa y un didmetro promedio de 50 nm. Al ser
liberados de la célula estos tienen la capacidad de infectar a otras células (Kuhn et al., 2002).
Mediante una reconstrucciéon cryo-EM, se observd que hay una coraza formada por los
ectodominios de las proteinas M vy la regién de tallo de la proteina E. Debajo de esta coraza
se encuentra la membrana lipidica rodeando la nucleocdpside. Las proteinas E y M no tienen

interaccion con la capside (W. Zhang et al., 2003).
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Figura 3. Ciclo viral del DENV. El virus se une al receptor para ser internalizado por endocitosis,
al acidificarse el pH, el péptido de fusion en el DIl de la proteina E queda expuesto dando paso
a la fusién de membranas vy liberacidn de la nucleocapside al citoplasma en donde esta se
desensambla y el RNA viral es traducido en el reticulo endopldsmico en donde se lleva a cabo
también el procesamiento de la poliproteina. Una vez formadas las proteinas NS, se forma el
complejo de replicacidn para generar muchas copias del genoma viral, el cual se empaqueta
con la proteina C en una nueva nucleocdpside que es posteriormente rodeada con la
envoltura formada con prMy E. El viridn inmaduro comienza su paso por la red del trans Golgi

en donde el péptido pr es escindido y finalmente se libera el virion maduro.

1.4 Vectores

Los virus dengue son mantenidos en un ciclo endémico-epidémico que involucra a humanos
y mosquitos en centros urbanos tropicales muy concurridos. Estos virus se han adaptado a los

humanos y a su principal vector Ae. aegypti, el cual emergioé tiempo atras de ciclos selvaticos
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que involucraban primates no humanos en regiones de Africa y de Asia (Gubler et al., 2014)

Fig. 4.
Aedes luteocephalus (West Africa) Aedes aegypti subsp. aegypti (tropics)
Aedes furcifer (West Africa) Aedes albopictus (tropics)
Aedes niveus spp. (Southeast Asia) Aedes polynesiensis (Polynesia)
TOT? TOT
3 Aedes furcifer (West Africa) >
— Aedes albopictus (Southeast Asia) — —
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.
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Figura 4. Los ciclos de transmision de DENV. Los origenes selvaticos de DENV y la zona de
emergencia, en donde los ciclos selvaticos contactan con poblaciones humanas en areas
rurales de Africa occidental y el sureste asiatico. Se ha observado a nivel experimental que los
virus dengue pueden persistir en poblaciones de mosquitos cuando los mosquitos infectados

pasan el virus a sus huevos. (Transmision transovarica = TOT) (Vasilakis et al., 2011).

Ae. aegypti fue introducido en América durante el comercio de esclavos en los afos 1600s y
se esparcid en todo el mundo conforme la industria naviera se fue expandiendo. Este
mosquito es capaz de vivir en asociacién con los humanos alimentandose de ellos, viviendo
en sus casas y depositando sus huevos en contenedores hechos por los humanos. Las hembras
mosquito en promedio viven una semana pero algunas pueden vivir hasta por dos semanas
(Southwood et al., 1972). Debido a la globalizacién el mosquito se ha expandido aiin mds en
el mundo.

Es el mosquito hembra el que se infecta al alimentarse de sangre de algln individuo humano

gue se encuentra en la fase aguda febril o en la fase virémica de la enfermedad. Durante el
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periodo de incubacidn, el virus infecta primero las células del intestino medio y después se
replica en diversos tejidos del mosquito, finalmente infecta las glandulas salivales,
generalmente 8-10 dias después. Este proceso puede verse afectado por la temperatura del
medio ambiente, la cepa viral y la competencia del mosquito. Una vez que las glandulas
salivales se infectan, el mosquito es infectivo y puede transmitir el virus a otra persona cuando
se alimente de ella. Los mosquitos infectados permanecen infectados por el resto de su vida

e infectan a cada persona de la que se alimenten (Gubler et al., 2014).

La competencia vectorial para un arbovirus es afectada por factores genéticos intrinsecos y
mecanismos que controlan la habilidad de un mosquito vector para adquirir, mantener y
transmitir un arbovirus. Los factores genéticos relacionados con la competencia vectorial son
las vias relacionadas con la inmunidad innata y las barreras de tejido en los mosquitos que
necesitan ser sorteadas por los arbovirus. Estas barreras son la barrera de infeccién del
intestino medio (MIB), la barrera de escape del intestino medio (MEB), la barrera de infecciéon
de las glandulas salivales (SGIB) y la barrera de escape de las glandulas salivales (SGEB). La
competencia vectorial puede variar ampliamente entre especies de mosquitos y poblaciones
o cepas. Solo algunas especies especificas de arbovirus o cepas pueden superar con éxito
estos factores genéticos, lo que sugiere que los arbovirus y sus mosquitos vectores estan co-

evolucionando constantemente (Franz et al., 2015).

Los pasos clave para una infeccién por arbovirus en un mosquito son: Iniciacién de la infeccion
del intestino medio; diseminacidn de la infeccidn dentro del epitelio intestinal; diseminacién
del intestino medio a tejidos secundarios; amplificaciones secundarias del virus en tejidos
fuera del intestino medio; infeccion de las gldndulas salivales y liberacidn del virus a los ductos

salivales para la transmisién horizontal a un huésped vertebrado (Hardy et al., 1983).

= Infeccidn en el intestino medio
El canal alimentario de los mosquitos se puede dividir en tres regiones: el intestino anterior,
qgue va de la boca al intestino medio; el intestino medio y el intestino posterior, que va hasta

el ano (Franz et al., 2015).
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El intestino medio de los mosquitos consiste en una capa sencilla de células epiteliales
rodeadas por una matriz extracelular denominada lamina basal. La [dmina basal proteinacea
arrugada y estriada rodea el epitelio del intestino medio y lo separa de las células musculares
circulares y longitudinales y de la trdquea, que envuelven el intestino medio (Okuda et al.,

2002).

En el intestino medio, una regién anterior puede distinguirse de una amplia regién posterior.
En la porcidon anterior del intestino medio, involucrada en la absorcidn de azlcares, las células
tienen microvellosidades prominentes, un reticulo endopldsmico liso y un laberinto basal bien
desarrollado, una red reticulada del espacio intercelular localizado en la porcién basal de las
células epiteliales del intestino medio. Esta Ultima estd formada por pliegues de la membrana

plasmatica basal (Hecker, 1977; Romoser et al., 2004).

En la porcién posterior del intestino medio se lleva a cabo la absorcion de los componentes
de la sangre. En esta porcion las células tienen un reticulo endoplasmico rugoso prominente
y un elevado nimero de mitocondrias (Hecker, 1977). La adquisicién de sangre en la comida
cambia drasticamente la estructura epitelial del intestino medio, los nucleos se condensan

mientras que las mitocondrias se alargan (Houk, 1977).

Después de adquirir al virus al alimentarse con la sangre infectada, los virus entran al lumen
delintestino medio, los viriones en proximidad a la linea de células epiteliales necesitan entrar
a ellas a través de las microvellosidades antes de que la sangre sea rodeada por la matriz
periotrofica, un saco de quitina secretado por el epitelio del intestino medio al lumen del
intestino durante la digestién de la sangre. Esto tiene una duracidon de aproximadamente
entre 4 a 8 horas después de alimentarse y se tiene el grosor y la textura a las 12 horas en Ae.

aegypti (Kato et al., 2002; Okuda et al., 2002; Perrone & Spielman, 1988).

Los patrones de infeccion de las células epiteliales del intestino medio varian de acuerdo con
las combinaciones mosquito-virus. Un ejemplo es que cuando hay infeccién por DENV2, el
virus no es detectado en la porcion anterior del intestino medio de Ae. albopictus, mientras

gue otros virus infectan todo el intestino medio de sus vectores (M. Zhang et al., 2010).
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Durante el inicio de la infeccidn en el epitelio del intestino medio, solo un pequefio numero
de células parece ser receptiva a la infeccidn por el virus. Muchas infecciones ocurren en una
de cinco células de intestino medio. Estudios actuales sugieren que los viriones necesitan
pasar a través de la ldmina basal del epitelio del intestino medio para entrar al hemocele

(Franz et al., 2015).

Los arbovirus requieren de medios para amplificarse después de que escapan de las células
del epitelio del intestino medio para poder infectar las glandulas salivales eficientemente
(Hardy et al., 1983) y de un vehiculo que asegure su diseminacién del intestino medio a las
glandulas salivales. Después de la diseminacion del intestino medio, los arbovirus se
diseminan a tejidos secundarios como hemocitos, tejido nervioso y, algunos virus, en el tejido
muscular (Parikh et al., 2009).

Se ha observado que la infeccién de los hemocitos puede ser un paso de amplificacidon
importante para los arbovirus fuera del intestino medio antes de infectar las glandulas
salivales. Una vez que el virus infecta las glandulas salivales del mosquito, se transmite junto

con la saliva (Franz et al., 2015).

= Barreras de infeccién

Las barreras de infeccién de los mosquitos son: la barrera de infeccion del intestino medio
(MIB), barrera de escape del intestino medio (MEB), barrera de infeccidn de las glandulas
salivales (SGIB) y barrera de escape de las glandulas salivales (SGEB) y afectan la competencia
vectorial de un mosquito para un virus determinado. Estas barreras pueden ser dosis
dependientes o independientes. Las que son dosis dependientes pueden verse afectadas por
la respuesta antiviral innata como la via del RNA de interferencia (RNAi). El RNAI limita la
replicacion del virus, por lo que inhabilitar la via RNAi permite que los virus superen la
infeccion del intestino medio dosis dependiente y la barrera de escape. Las barreras dosis
dependientes pueden involucrar incompatibilidades entre el virién y las estructuras de

superficie de los tejidos, previniendo la unién del virus (Franz et al., 2015).
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Los arbovirus encuentran cuellos de botella en sus vectores naturales durante la infeccion,
diseminacion y transmision. Estos cuellos de botella ocurren a nivel del intestino medio y de
las glandulas salivales (Forrester et al., 2012). En este trabajo Unicamente se mencionaran las

barreras que corresponden al intestino medio.

Barrera de infeccion del intestino medio (MIB)

Este tipo de barrera puede resultar de dos eventos diferentes, uno es que el virus sea incapaz
de invadir las células epiteliales del intestino medio y otro es que el virus sea capaz de invadir,
pero incapaz de replicarse o diseminarse a otras células. Hay varias hipétesis que se han

propuesto para explicar estos fendmenos (Franz et al., 2015; Hardy et al., 1983):

Desviacion de la sangre y el virus al diverticulo ventral
Filtracién del virus por la matriz periotréfica
Inactivacion de viriones por enzimas digestivas del intestino medio

Interacciones de carga entre el virus y células del intestino medio que impiden la unién

A A e

Ausencia de receptores apropiados en la superficie apical de las células epiteliales

Unicamente la hipdtesis 5 ha sido demostrada en diversos estudios.

= Receptores

La susceptibilidad de un tejido huésped a un virus es dependiente de la abundancia y
distribucidn de receptores celulares. El primer contacto que se da entre una célula y el virus
es no especifico ya que existen factores de unidn en la superficie celular que se encargan de
concentrar al virus en la superficie celular, facilitando la unidén a su receptor particular (Grove

& Marsh, 2011).

Para el virus dengue, aun no se tiene detectado un Unico receptor especifico. En diversos
trabajos (Tabla 1) se han propuesto varios candidatos como proteinas de 40 y 45 kDa

(Mendoza et al., 2002; Reyes-Del Valle & Del Angel, 2004; Salas-Benito & del Angel, 1997), la
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prohibitina (Kuadkitkan et al., 2010a), proteinas de 67 y 80 kDa (De Lourdes Mufioz et al.,
1998a; Mercado-Curiel et al., 2006, 2008; Mufioz et al., 2013). Recientemente se identificd y
caracterizo a la proteina de 67 kDa como enolasa, probandose que interactia con DENV en la

superficie celular, mediante ensayos de co-localizacién (Brito-Carredn et al., 2022).

Todos estos trabajos dejan en claro que el DENV no usa un Unico receptor para poder entrar
en las células si no que se une a diversas moléculas, lo que ademas concuerda con el hecho
de que el virus sea capaz de infectar varios tipos celulares y de diferentes organismos. Ademas
de que sugiere que el virus ha evolucionado para no tener un Unico receptor especifico si no

varios inespecificos(Cruz-Oliveira et al., 2015).

Tabla 1. Receptores putativos para DENV en células o tejidos de mosquitos. Tomado y

modificado de (Cruz-Oliveira et al., 2015).

Prohibitina Proteina C6/36 DENV2 Kuadkitkan et al.
CCL-125 (2010)
40 y 45 kDa Glicoproteina C6/36 DENV4 Salas-Benito y del
Diversos tejidos de mosquito Angel (1997)
Yazi Mendoza et al.
(2002)
Reyes-del Valle y del
Angel (2004)
67 (enolasa) y 80 kDa Proteina C6/36 DENV1, 2,3y 4 Mufioz et al. (1998)
Intestino medio de Aedes aegypti Mercado-Curiel et al.
(2006)
Mercado-Curiel et al.
(2008)

Mufioz et al. (2013)
Brito-Carredn et al.
(2022)

77,58, 54y 37 kDa Desconocido Glandulas salivales de Aedes aegypti DENVL, 2,3y 4 Cao-Lormeau (2009)
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Justificacion

Actualmente no hay medidas que puedan prevenir la infeccion en humanos por DENV. Una
forma indirecta de evitar esas infecciones es evitando la infeccidon directamente en el
mosquito vector. Dado que el punto mas importante en la infeccidn de los mosquitos es la
infeccién del intestino medio, es de vital importancia conocer los receptores para el virus que
se encuentran presentes en esta zona del mosquito.

Ademads, es necesario descartar que existan modificaciones post-traduccionales en la
proteina E de DENV y en su DIll, ya que diversos estudios que se han hecho en el pasado y
gue se estan haciendo en el presente utilizan estas proteinas expresadas en bacteria y podrian
existir diferencias con las proteinas que se producen de manera natural dentro de las células

de mosquito.

Hipdtesis

La expresion de proteinas que puedan estar actuando como receptores para DENV-2 debe ser
diferente entre las cepas de mosquito con diferente susceptibilidad a la infeccion.

La unién de la proteina E y del DIIl con algunas proteinas del intestino medio de mosquito
puede variar debido a las modificaciones post-traduccionales del sistema de expresion

utilizado.
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Objetivo general

Identificar receptores putativos para DENV2 en el intestino medio de Ae. aegypti con
diferente susceptibilidad a la infeccién por DENV2 expresando a la proteina E y el DIl en

bacterias y en células C6/36

Objetivos particulares

1.0btener las construcciones para expresar la proteina E y el DIl de DENV2 en E. coli BL21 y

en C6/36.

2.Expresar y purificar la proteina E y DIl en células C6/36 y E.coli BL21.

3. Hacer columnas de Sefarosa 4B con:

* Proteina E (1 expresada en bacteriay 1 expresada en C6/36)

* DIl (1 expresado en bacteria y 1 expresado en C6/36)

4. Analizar las fracciones de elucién por espectrometria de masas y seleccionar candidatas.

5. Analisis in silico de candidatas seleccionadas para comprobar su localizacién en la

membrana celular y comparar resultados.
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2. Materiales y métodos

2.1 Virus, bacterias y células

Se trabajo con el virus DENV-2 4.4.11, el cudl fue obtenido de muestras clinicas tomadas del

estado de Veracruz.

Las células C6/36 fueron mantenidas en condiciones estandar como las descritas previamente
(Kuno et al., 1991). Resumidamente, se utilizé6 el medio MEM suplementado con 100 u de
penicilina, piruvato de sodio, aminodcidos no esenciales 100 mM, L-glutamina 2 mM,
estreptomicina 100 pg/ml y suero fetal bovino 10%. Todos los reactivos utilizados fueron

marca Gibco. El cultivo celular se mantuvo a 28 °C sin COx.

Las cepas de E. coli DH5 y BL21 se obtuvieron del laboratorio del Dr. Luis Yoshio Kameyama
Kawabe del departamento de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV Zacatenco y para
su cultivo y mantenimiento se utilizaron placas con medio LB con y sin ampicilina y se

incubaron a 37 °C.

Las células competentes se prepararon de cultivos de una noche de E.coli DH5a o BL21 en
placas con medio LB de los que se picd una colonia y se inocularon tubos con 5 ml de medio
LB liquido, los cuales se dejaron incubando toda la noche a 37 °C con agitacidn constante.

Al dia siguiente se hicieron diluciones 1:100 con medio SOC y se crecieron las bacterias hasta
0.D = 0.5, los cultivos se dejaron reposando 5 minutos en hielo. Se centrifugaron los cultivos
a 4000 rpm durante 5 minutos a 4 °C, los pellets se resuspendieron en 10 ml de TSS frio. Se
hicieron alicuotas de 100 pl y se reposaron en hielo seco durante 1 hora. Posteriormente las

alicuotas se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

2.2 Extraccion de RNA viral, RT-gPCR y purificacion de cDNA

Para extraer el RNA viral, se afiadieron 250 pl de una solucién viral concentrada en un tubo

Eppendorfy se siguid el protocolo del reactivo TRIzol ® (GibcoRBL).
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En resumen, se centrifugo a 10 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue
desechado y al pellet se le afiadieron 750 pl de TRIzol ® y se pipeteo hasta la homogenizacion
completa de la muestra, la cual se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Después se le agregaron 150 pl de cloroformo y se agit6 el tubo por inversién. En seguida se
incubd la muestra a temperatura ambiente por tres minutos y luego se centrifugd a 12000 x
g por 15 minutos y se obtuvo la fase acuosa, a la que se le afiadieron 375 pl de isopropanol
100%. Se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12 000 x g por 10
minutos a 4 °C.

Se obtuvo el pellet de RNA que fue lavado con 750 uL de etanol 75%, se agité la muestra y se
centrifugo a 7500 x g por 5 minutos, 4 °C. El pellet fue secado durante 20 minutos al aire y se
resuspendid en agua libre de RNasas y se calenté a 60 °C durante 15 minutos. EI RNA se
cuantificé usando el equipo NanoDrop 2000 (ThermoSCIENTIFIC).

Para amplificar el cDNA correspondiente a la proteina E se llevd a cabo una RT-PCR, utilizando

el kit One Step RT-PCR de Qiagen, con las siguientes condiciones:

Tabla 2. Volumen de reactivo necesario por reaccién de RT-PCR para amplificar cDNA de

proteina E de DENV-2.

Reactivo Volumen

(ul)
Buffer 5X 4.0

dNTPs (10 mM) 0.8
Primer Fwd (10 mM) 1.0

Primer Rev (10 mM) 1.0
Enzima 0.8

RNA (0.4 pg/pl) 5.0
Agua 7.4
Volumen Total 20.0

Las condiciones establecidas en el termociclador GeneAmp PCR system 2700 de Applied

Biosystems, fueron las siguientes:
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94°c 94 °C
° o
2 min 30 seg 68 C 68 ¢
55°C 55 °C 1.4 min | 5min
o
i 4°C
30 min 1 min
0
35 ciclos

Figura 5. RT-PCR para amplificar cDNA correspondiente a la proteina E.

Los primers especificos, proveidos por Sigma-Aldrich, que se utilizaron fueron:

Tabla 3. Primers especificos para amplificar cDNA correspondiente a la proteina E de DENV-

2. El primer FWD tiene el sitio de corte para la enzima Notl y el tag de histidinas. El primer

REV tiene el sitio de corte para la enzima EcoRV.

Primer Secuencia Tm (°C) Tamaiio

(pb)

FWD 5'GCGGCCGCCATCATCATCATCATCATATGCGTTG3’ 69.0
1500
REV 5'CTAGAGATATCCGGCCTGCACCATAACTCCC3' 66.0

Los amplificados obtenidos se corrieron en geles de agarosa 1.5% vy se utilizé el marcador de
peso molecular 1kb “plus DNA Ladder ready to use” de Fermentas (Fig 9A). Las bandas de
1500 pb se purificaron siguiendo el protocolo del kit utilizado QlAquick Gel extraction. Los

productos purificados se cuantificaron con el NanoDrop 2000.

2.3 Plasmidos y ligacién

El vector de clonacidn pJET1.2 Blunt se obtuvo del kit CloneJET PCR de ThermoScientific. Con

este vector se hizo la reaccién de ligacidn con la banda purificada de 1500 pb (E). Se siguieron
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las especificaciones del protocolo del kit para la formacién de extremos romos, utilizando 0.5
ul del producto purficado y ajustando la cantidad de agua para un volumen final de reaccién
de 9.0 pl. La reaccion se llevd a cabo durante 10 minutos a 70 °C, luego se incubd en hielo por
un minuto para después seguir con la reaccion de ligacion.

A'los 9.0 pl de reaccidn que se tenian se les agregé 0.5 pl del vector pJET 1.2 Blunt y 0.5 pl de
T4 DNA Ligasa. Se mezclaron bien todos los componentes de la reaccién y se incubaron a
temperatura ambiente por 15 minutos. El contenido de los tubos se utilizd para transformar

las bacterias competentes.

Los plasmidos pET15B(+)-E, pET15B(+)-Dlll, AC5-STABLE2-Neo-E y AC5-STABLE2-Neo-E se
mandaron a sintetizar con la empresa Synbio Tecnologies, NJ, USA.
El plasmido AC5-STABLE2-Neo se obtuvo como donacién del Dr. Juan Ernesto Ludert, del

Departamento de Infectémica y Patogénesis molecular del CINVESTAV, Zacatenco.

2.4 Transformacién y PCR de colonia

A 100 pl de bacterias competentes se les dejo reposar a 4 °C hasta que se descongelaran por
completo, luego se les afiadié 100 pg de plasmido y 100 ul de solucion KCM a 4 °C. Se
mezclaron los reactivos y se incubd la mezcla en hielo por 10 minutos. Inmediatamente
después, los tubos se incubaron a 42 °C por 1 minuto, en seguida se incubaron de nuevo en
hielo durante dos minutos. Se les afiadié 1 ml de medio LB a 37 °Cy se incubaron durante 1
hora a 37 °C con agitacion constante. Finalmente se tomd todo el contenido de los tubos para
sembrarlo por plaqueo en placas LB con ampicilina, las cuales se incubaron toda la noche a

37 °C.

Al dia siguiente se seleccionaron 17 candidatas al azar y se resembraron en placas de LB con
ampicilina y se dejaron incubando toda la noche. Al siguiente dia se picaron con una punta
estéril, cada una de las 17 colonias y se llevd a cabo la PCR de colonia. Para esta reaccion se
utilizaron 0.5 pl de polimerasa High Fidelity Tag Polymerase (JennaBioscience), 2.0 ul de
buffer 10X, 1.0 ul de primer FWD, 1.0 ul de primer REV, 0.5 ul de dNTPs y 15.0 plLlde agua.

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes:
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94 °C
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2 min 30 seg 72 C 72 C
o 3 min 10 min
66 C
1.10 min 4°c
0
35 ciclos

Figura 6. PCR de colonia, condiciones de reaccion para amplificar fragmentos

correspondientes a la proteina E.

2.5 Extraccion de plasmidos y secuenciacion

Las candidatas que en la PCR de colonia amplificaron el fragmento de 1500 pb se sembraron
en 5 ml de LB con ampicilina y se dejaron incubando toda la noche a 37 °C con agitacion
constante. Al siguiente dia, se separaron los cultivos en tubos de 1.5 ml y se centrifugaron a
13400 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente. Los pellets obtenidos se suspendieron en
100 pl de solucidon GTE y se reposaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se
agregd a cada tubo 200 pl de NaOH/SDS y se mezclaron por inversién. Después se incubaron
en hielo por 5 minutos para posteriormente afiadir 150 pl de solucion de acetato de potasio

y se mezclaron de nuevo por inversion.

Se centrifugaron los tubos a 13000 rpm a 4 °C por 3 minutos, el sobrenadante se transfirid a
tubos limpios a los que se les afiadié 800 pl de etanol 95%, se reposaron los tubos por dos
minutos a temperatura ambiente. Después, se centrifugaron a 13 400 rpm por 3 minutos, se
removieron los sobrenadantes y el pellet se lavé con 1 ml de etanol 70% y se centrifugaron
de nuevo. El etanol se decanté y se dejaron secar los pellets en el termoblock Multi-Blok

heater Lab-line. Los pellets secos se resuspendieron en 30 pl de agua miliQ y se cuantificaron
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los plasmidos usando el NanoDrop 2000. La integridad de los plasmidos se observo

corriéndolos en un gel de agarosa 1.0%.

Se llevaron a cabo las reacciones de secuenciacion de acuerdo con lo que se especifica en la
tabla 4 y la Fig 7. Después de terminada la reaccidn, se purificd el producto con etanol y las
muestras se llevaron a la unidad de secuenciacién del departamento de Genética y Biologia

Molecular del CINVESTAV Zacatenco.

Tabla 4. Componentes de la reaccion de secuenciacion para un volumen final de 20.0 pl.

Reactivo Volumen (pl)

Big Dye 2.0
Buffer 5X 4.0
Primer (10 uM) 1.0
Betaina 5M 1.0
DMSO 1.0
DNA (1 pg) 1.3
Agua 9.7
96 C 96°C
2 min 10 seg 60°C
58°C 4 min
10 seg 4°c 4°c
7 min 0
30 ciclos

Figura 7. Condiciones para las reacciones de secuenciacidén establecidas en el termociclador

SuperCycler Gradient de Kyratec.
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2.6 Restricciones de Restriccion

Se llevaron a cabo 5 diferentes reacciones de restriccion. Para los plasmidos pJET1.2-E y AC5-
STABLE2-Neo-E (Notl/EcoRV) se utilizaron las enzimas Notl y EcoRV. Para el plasmido
PET15B(+)-E se utilizaron las enzimas Ndel y Xhol. Para el plasmido pET15B(+)-DlIl se utilizaron
las enzimas Ndel y BamHI. Para el plasmido AC5-STABLE2-Neo-Dlll se usaron las enzimas Xbal
y Hindlll. La tabla 5 muestra las cantidades de reactivo necesarias para las dobles restricciones
de los plasmidos, las enzimas 1 y 2 se sustituyen en cada caso por las enzimas
correspondientes. Para el pldasmido AC5-STABLE2-Neo-ProteinE se usaron las enzimas Ndel y

Notl y se hizo una doble restriccion en dos pasos, tabla 6.

Tabla 5. Cantidad de reactivo para las dobles restricciones de pJET1.2-E, pET15B(+)-E,
pPET15B(+)-DIll, AC5-STABLE2-Neo-E y AC5-STABLE2-Neo-DlIIl. Enzima 1: Ndel o Xbal. Enzima

Reactivo Volumen (pl)

2: BamHI o HindlIlI.

Buffer 10X 2.0
Enzima 1 (4 U) 1.0
Enzima 2 (4 U) 1.0

DNA (1-2 pg) 5.0
Agua 11.0
Total 20.0

Todas estas reacciones de restriccion se llevaron a cabo a 372C durante 1 hora y se

desactivaron las enzimas calentando a 652C durante 15 minutos.
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Tabla 6. Cantidad de reactivo para la doble restriccion de AC5-STABLE2-Neo-ProteinE, esta

reaccion se llevé a cabo en dos pasos.

Reactivo Primer Segundo
paso paso
(1) (1)
Buffer 10X 1.5 1.5
Ndel (6 U) 1.0
Notl (6 U) 1.0

DNA (0.351 pg/ul) 5.0
Agua 7.5 12.5
Total 15.0 30.0

La reaccion de restriccion en dos pasos se incubé con los componentes del primer paso a 37°C
por 30 minutos, luego se afiadieron los componentes del paso 2, se mezclaron bien en el tubo
y se volvié a incubar a 37°C por media hora. La inactivacion de las enzimas se hizo calentando

a 65°C por 15 minutos.

Los productos de las reacciones de restriccidn se corrieron en geles de agarosa 1.5% usando

el marcador de peso molecular 1 kb “Plus ready to use” de Fermentas.

2.7 Transfeccion

Para la transfeccién, se obtuvieron monocapas de células C6/36 al 80% de confluencia en
placas de 24 pozos. En un tubo, por cada pozo, se hizo la mezcla A, mezclando 123.0 pl de
medio MEM (GIBCO) sin suero y sin antibioticos, 1.0 pl de reactivo Plus y 1-2 pl de DNA. En
seguida se preparo en otros tubos diferentes la mezcla B (1 tubo por cada tubo de mezcla A),
con 123 pl de medio MEM sin suero y sin antibiético y 2 pl de lipofectamina. Ambas mezclas
se dejaron reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Durante este tiempo se
hicieron los lavados (2) de cada uno de los pozos con 0.5 ml de PBS a 28°C, después de los

lavados se dejaron las células en 0.5 ml de medio MEM sin suero y sin antibioticos.
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Se mezclaron A y B en un tubo y se dejaron reposar 30 minutos a temperatura ambiente y
protegidos de la luz. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se extrajo el medio de
cada uno de los pozos y se agrego por goteo la mezcla A+B. Las placas se dejaron incubando
a 28°C durante 5 horas, después se afiadieron 1.250 ml de medio MEM con suero al 20% a
cada uno de los pozos, por goteo, y se dejaron incubar por 24,48 y 72 h.

Para el control positivo se transfecto con el plasmido de expresién vacio.

2.8 Mutagénesis sitio dirigida

Para eliminar las sefiales de paro en la secuencia de la proteina E, se llevaron a cabo 2

reacciones de mutagénesis. Las condiciones para estas reacciones fueron las siguientes:

98°C 98°C
72°C 72°C
30s 10s
63°C 10 m 5m
4°C
10s
oo
10 + 20ciclos

Figura 8. Condiciones para las reacciones de mutagénesis.

Tabla 7. Componentes de las reacciones de mutagénesis sitio dirigida. Se preparan al mismo
tiempo las reacciones R1y R2, en tubos diferentes. EI DNA utilizado fue el de la construccién
AC5-STABLE2-Neo-E y para la segunda mutacion el DNA proveniente de la transformacion con

la primera mutacién.
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Buffer SuperFi 5X

dNTP mix (10 mM)

primer Forward (10 uM)

primer Reverse (10 uM)

Platinum SuperFi DNA polimerasa

enhancer SuperFi GC5X

DNA (0.351 pg/pl)
Agua

Volumen final.

2.0

0.3

0.5

0.1

2.0

0.5

4.6

10.0

2.0

0.3

0.5

0.1

2.0

0.5

4.6

10.0

Una vez que se llevaron a cabo los 10 ciclos iniciales de la reaccion, se mezclaron R1y R2 en

un mismo tubo y se siguié con los otros 20 ciclos para completar 30 ciclos al final. Una vez que

la reaccidn se termino, se agregaron a cada tubo 1 ul de enzima Dpnl y se incubaron a 37°C

durante 1 hora. Se utilizaron 5 pl de esta reaccion para transformar células competentes.

Los primers utilizados para estas reacciones de mutagénesis fueron los siguientes:

Tabla 8. Primers disefiados para la primera mutagénesis en donde se buscé cambiar una T por

una G, se muestra en color rojo el nucleétido que se cambid en la secuencia.

Primer Secuencia Tm (°C) ‘
FWD 5’GCGTTGCATAGGAATATCAAATAGAGAC3’ 55.0
REV 5’'CTATTTGATATTCCTATGCAACGCATATGATG3’ 53.0
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Tabla 9. Primers disefiados para la segunda mutagénesis en donde se buscdé cambiar los
nucleétidos TA por G, se muestra en color rojo los nucledtidos que se cambiaron en la

secuencia.

FWD 5" CGGATATCTCGGAGCCACCATGGTGAGCAAGG3’ 61.0
REV 5" CCATGGTGGCTCCGAGATATCCGGCCTGCAC3’ 63.0

2.9 Fluorescencias y obtencion de proteinas de C6/36 y E.coli BL21

Las placas utilizadas para la transfeccidn se observaron al microscopio de fluorescencia 24, 48
y 72 h después de la transfeccion. Inmediatamente después se obtuvieron las proteinas de

C6/36 como se ha descrito previamente (Mufioz et al., 2013).

Para obtener las proteinas de E.coli, primero se llevé a cabo la induccién con IPTG de una de
las candidatas con pET15B(+)-E, la cual se inoculé en 5 ml de medio LB (NaCl, 10 g/L
Triptona, 10 g/L y extracto de levadura, 5 g/L) con ampicilina y se incubé toda la noche a 37°C
con agitacién constante. Al dia siguiente se tomaron 500 pl de este cultivo para inocular 49.5
ml de medio LB con ampicilina, de este cultivo se separaron 3 matraces con 16 ml de muestra
cada uno. Uno de ellos fue la muestra sin inducir, a otro de los matraces se le agregd IPTG
hasta una concentracién de 0.5mM vy al tercer matraz se le agregé IPTG hasta una
concentracion de 1.0 mM. Estos cultivos se incubaron a 16°C con agitacién constante toda la

noche.

Al dia siguiente se centrifugaron las muestras por 15 minutos a 12000 x g a 4°C. Se desechd
el sobrenadante y el pellet obtenido se lavé 2 veces con 1 ml de PBS. Finalmente, el pellet fue
suspendido en 5 ml de buffer de lisis. Se centrifugaron de nuevo las muestras a 12000 x g

durante 25 minutos a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y se almacené hasta su uso.
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2.10 Western Blot

Se corrieron las muestras de proteinas en geles de poliacrilamida al 15% y 12%. En cada pozo
se cargaron 15 ul de muestra. Los geles se corrieron primero a voltaje constante de 80 por 15
minutos y después a voltaje constante de 120 por 75 minutos. Una parte de los geles se tifid
con azul de coomasie para ver el patrén de las bandas; la otra parte se transfirid a membranas
de nitrocelulosa a un amperaje constante de 250 mAmp durante 1 hora. Las membranas se
tineron con rojo de Ponceau para comprobar la eficiencia de la transferencia. Luego se
lavaron las membranas con TBST hasta que quedaron completamente blancas. Después se
bloguearon con una solucién de leche 5% durante hora y media. Se lavaron las membranas

con TBST tres veces, cada una por 5 minutos.

Las membranas se incubaron con el anticuerpo primario, monoclonal de ratén, 6X His tag
antibody [GT359] de GeneTex (1:500, 1:1000, 1:5000) durante toda la noche a 4°C. Al
siguiente dia se lavaron las membranas 3 veces con TBST, cada una por 5 minutos y se
incubaron con el anticuerpo secundario policlonal de conejo anti-Mouse IgG (AP) GTX26729
de GeneTex (1:2500) y 5% de leche durante 1 hora a temperatura ambiente. Después se
lavaron las membranas con TBST y se revelaron usando el Kit de quimioluminiscencia de

Promega, la reaccién se desarrollé por 20 minutos.
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3. Resultados

3.1 Amplificacion de cDNA y ligacién en pJET1.2Blunt

Después de extraer el RNA viral, se llevaron a cabo dos reacciones de RT-PCR utilizando
primers especificos (Tabla 3) para amplificar la secuencia correspondiente a la proteina E de
DENV-2 variando la concentracién de RNA utilizada en cada caso. Para la muestra 1 se
tomaron 1.2 pug de RNA, mientras que para la muestra 2 se tomaron 0.7 ug de RNA, se
siguieron las especificaciones descritas en la seccidn 2.2 de este trabajo. Los productos de la
reaccion se corrieron en un gel de agarosa al 1.0% Fig. 9A, con una flecha se marcan los
amplificados obtenidos con el peso molecular esperado correspondiente a la proteina E de

DENV-2, de 1500 pb.

Las bandas de los amplificados se purificaron y se ligaron en el vector pJET1.2 Blunt para
obtener la construccidn pJET-E (Fig 9B). De esta reaccion se utilizaron 5 pl para transformar
las células competentes. Después de incubarlas por 16 horas, se seleccionaron al azar 17
candidatas y se resembraron para hacer la PCR de colonia utilizando los primers del kit
ClonelJET.

A) B)

pJET Fwd (310 .. 332

NotI (329)
Xhol (352)

= EcoRI (374)
—— Ndel (381)

_~E2FWD (38

5000

1500 € 1500

HindIII (999)

— BamHI (1148)
DIII1IFWD

500

BamHI (1655)
ECoRI (1792)

Xhol (1880)
Xbal (1894)

PJET Rev (1922 .. 1945)
HindIIl (2141)

Figura 9. Amplificado de cDNA correspondiente a la proteina E. A) Bandas de los amplificados

correspondientes a la proteina E (1500 pb). B) Mapa de la construccion pJET-E.
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3.2 Transformaciones, secuenciaciones y restricciones con Notl y ECoORV

Los productos de estas reacciones se corrieron en geles de agarosa al 1.0% y se observd
claramente la presencia de fragmentos liberados (Fig 10A y 10B) con un tamafo de 1500 pb
correspondientes a la proteina E en las candidatas S2, S6 y S11. Para la candidata S8 se
observa una banda tenue muy cercana a los 1500 pb, por lo que también se selecciond para
comprobar la presencia de la secuencia de nucledtidos de la proteina E mediante la doble

restriccion y secuenciacion.

A)

w NC s1 S2 S3 sS4 S5 S6 s7 S8

s9 §10 Ss11  s12 §13 §14 S15 S16 §17

DooECEERE:

5000 F

3000

1500

1000 el ' 1500pb

\ |
600

Fig 10. PCR de colonia para amplificar la banda correspondiente a la proteina E a partir de las

candidatas transformadas con las construcciones pJET-E.

Se llevaron a cabo reacciones de secuenciacién del inicio y fin de los insertos en pJET-E para

comprobar que contenian los sitios de restriccion para las enzimas Notl y EcoRV (Fig. 11).
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Notl
Forwa I'd NotlI site
—N— 5...6CGGCCGC...3
[ | 3...CGCCGGCG...5
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
PJETE CAACTGCTTTARCACTTGTGCCTGARCACCATATCCATCCGGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGGCCGCCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATAGGARTATCARATAGAGACTTTGTAG

FHDE AGCAGATGCGGCCGCCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATATGAATATCARATAGAGACTTTGTAG
CONSENSUS  seceseesscssecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssCAlcaaaatCGGCCGLCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATAEGARTATCARRTAGAGACTTTGTAG
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1

PJETE AAGGGGTTTCAGGAGGARGCTGGGTTGACATAGTCTTAGARCATGGARGCTGTGTGACGACGATGGCARRARRCARRCCARCATTGGATTTTGARCTGATARARRCAGARGCCARACAACCTGCCACTCT

FHDE

ARGGGGT TTCAGGAGGAGGCTGGGTTGACATAGTCTTAGA

AAGGGETTTLC

TEGETTGACATAGTCTTAGA. ¢4 severcacsecrcorsrorcorcrssscsoscorssssscsossarcrosscrssssssrssssssssssossorcsssscrssses

Reverse
%431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 155?
PJETE TAGCCCAGTCARCI AGARCCTCCATTCGGAGACAGCTACATCATCATAGGAGTAGAGCCGGGACARTTGARGCTCAACTGGTT TCTATCGGCCAARTGHTTG
Eonsenzﬁg 440 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000trtsssessssersssetsssssssssssssersssessssssssssssssesasses
1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1630
PJETE AGACARCARTGAGGGGAGCGARGAGARTGGCCATTTTAGGTGACACAGCTTGGGATTTTGGATCCCTGGGAGGAGTGTTTACATCTATAGGARRGGCTCTCCACCARGTTTTCGGAGCARTCTATGGGGE

REV
Consensus

PJETE
REYV
Consensus
PJETE

REV

Consensus

ACARCAATGAGGGGAGCGARGAGARTGGCCATTTTAGGTGGCACAGCTTGGGATTTTGGATCCCTGGGAGGAGTGT TTACATCTATAGGARRGGCTCTCCACCARGTTTTCGGAGCARTCTATGGGGC
+.ACARCARTGAGGGGAGCGARGAGARTGGCCATTTTAGGTGaCACAGCTTGGGATTTTGGATCCCTGGGAGGAGTGTTTACATCTATAGGARRGGCTCTCCACCARGTTTTCGGAGCARTCTATGGGGL
1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1 1
TGCCTTCAGTGGGGTCTCATGGACTATGARRATCCTCATAGGAGTCATTATCACATGGATAGGARTGARTTCACGCAGCACCTCACTGTCTGTGTCACTAGTATTGGTGGGAGTCGTGACGCTGTATTTG
TGCCTTCAGTGGGGTCTCATGGACTATGAARRTCCTCATAGGAGTCATTATCACATGGATAGGARTGAATTCACGCAGCACCTCACTGTCTGTGTCACTAGTTTTGGTGGGAGTCGTGACGCTGTATTTG
TGCCTTCAGTGGGGTCTCATGGACTATGAARRTCCTCATAGGAGTCATTATCACATGGATAGGAATGAAT TCACGCAGCACCTCACTGTCTGTGTCACTAGTaTTGGTGGGAGTCGTGACGCTGTATTTG

1840 1850 1860 1870 1880

1821 1830 1830 1300 1910 1920 1930 1940 1950
1 1

GGHGTTRTEGYECﬂGGCEﬁGHTRTCTTTCTHERREHTETCCYHCﬁﬁTHTTETCﬂﬁCIGCCHTGﬁﬁﬂRHTCGRTGTTCTTCTTTTRITEYCTCHHGRTTTYEHGEETGTRTﬂTTHﬂHHCTTRTﬂTTHﬁGRﬁ
GGAGTTATGGTGCAGGCCGGATATC
GEABTTATEETECABBLCEBATATE . .o ciervisicctovetossrsssssssessossrsssssosesssssssssstsosssssssscocssssssessssssssssssosesscssssssosos

\ |
= EcoRV
EcoRV site

GATATC
CTATAG

5
3

3

5

Fig 11. Ejemplo de las secuencias obtenidas en las que se comprueba que los insertos tienen
los sitios de restriccion EcoRV y Notl. Esta secuenciacion es la correspondiente a la candidata

S2.

Las secuencias de las candidatas S6 y S11 también demostraron la presencia de estos sitios
de restriccion. En el caso de la candidata S8, estos sitios de restriccion no estuvieron
presentes. Estos resultados fueron comprobados al hacer la doble restriccion, como se

observa, Unicamente la candidata S8 no liberé el fragmento de 1500 pb (Fig 12).
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C2 RBR c2 C2RBO Mw C6 C6 RBO Cc8 C8RBO (11 C11 RBO

] 4= 1500pb.

Figura 12. Dobles restricciones con las enzimas Notl y EcoRV.

Una vez comprobado que se tenian los insertos esperados en la construccién pJET-E se
procediod a hacer la doble restriccidn del vector de expresion en insectos (AC5-STABLE2-Neo)
el cual se observa en la Fig 13. donde se pueden ver las principales caracteristicas de este

vector.

(1) Acc651 KpnI (5)
(7466) BIpI Batkx(21)

EcoRI (25)
(7284) PpuMI 4 Primer 1 (247 .. 300)
(7:7) c;«mk “w / __SseBI (292)
(6961) Msp! ! & \ ___———— SbfI (422)
(6735) BseCI ZSArAL (749)
~— NotI (777)

EcoRV (846)
Xbal (850)

(6433) NsiX __ PfoI* (1142)

(6123) Bsiw - /ff

\ HindIII (1576)
~_BmgBI (1614)
~ Nhel (1636)
BmtI (1640)
— PfIFI - Tth111I (1897)
(s529) Bbver ||
(5454) Smal |\
(5452) TspMI - Xmal
(5418) AsiSI
RsrII (2295)
 PspXI - Slal (2446)
(5159) BgIIx 7 BamHI (2452)
4/ Hpal (2587)
. Sall (2695)
PshAI (2760)

(4521) Scal

(4041) AhdI

Fig 13. Vector de Expresidn en insectos. Contiene el promotor Ac5 que es especifico para
insecto. Tiene ademas fluorescencia roja conferida por la proteina m-Cherry y fluorescencia

verde conferida por la proteina EGFP. Tiene un cassette de resistencia a neomicina el cual
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permite seleccionar las células transfectadas utilizando geneticina (G418). Como se observa

también contiene los sitios de restriccion Notl y EcoRV.

El inserto de la secuencia correspondiente a la proteina E deberia quedar entre la proteina m-
Cherry y la EGFP para que se pudiera comprobar que se estaba expresando la proteina E al
observar ambas fluorescencias, ademas de que esto iba a permitir que se pudieran

seleccionar las células con geneticina para después hacer la sobreexpresion de la proteina E.

Se hizo la doble restriccion del plasmido Ac5-STABLE2-Neo y de pJET1.2-E para obtener

bandas bien definidas para la hacer la ligacién y obtener la construccién Ac5-STABLE2-Neo-E

(Fig 14).
PJET1.2-E MW  Ac5-STABLE2-NEO
- :

5000 — 1R FE 360b

3000 —— PIETL2=2974pb M
E=1519pb M

1500 —— Ac5 = 7536 pb

1000

600

Fig 14. Doble restriccidon de pJET1.2-E y Ac5-STABLE2-Neo. Las dobles restricciones se hicieron
con las enzimas Notl y EcoRV. Los fragmentos de interés, de 1500 pb (en color rojo) y 7536 pb
(en color amarillo) se utilizaron para hacer la ligacién y obtener la construccién Ac5-STABLE2-

Neo-E.

Se utilizaron 5 pl del producto de la reaccidn de ligacidn para transformar células
competentes. De esta transformacion se seleccionaron 14 candidatas al azar para hacer una
PCR de colonia y comprobar que estaba presente el inserto correspondiente a la proteina E
(Fig 15A). Unicamente las candidatas AE3, AE7 y AE10 tuvieron un amplificado con un tamafio

de 1500 pb.
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A) B)

MW AE1 AE2 AE3 AE4 AE5 AE6 AE7 AE8 AE9 AE3 AE7 AE10 MwW AE3D AE7D AE10D

RN | s =0 = = Sy Sy

5000
3000

- -

1000
600

MW AE10 AE1l1 AE12 AE13 AE14

==
5000

3000

i R

1000 —

600

Figura 15. PCR de colonia y doble restriccion de Ac5-STABLE2-Neo-E. A) PCR de colonia. Se
utilizaron los primers especificos descritos en la tabla 3 para amplificar los insertos. Tamafio
esperado = 1500 pb. B) La doble restriccion con Notl y EcoRV se hizo con los plasmidos de las
tres candidatas que si mostraron un amplificado en la PCR de colonia. En los carriles del 1-3
(AE3, AE7 y AE10) se encuentran los plasmidos sin restringir. En los carriles del 5-7 (AE3D,
AE7D y AE10D) se observan los insertos liberados después de hacer la doble restriccidn y en

el carril 4 estd el marcador de peso molecular.
Al hacer la doble restriccidn, solo en las candidatas AE3D y AE7D (carriles 5y 6) se liberaron

el fragmento esperado, por lo que se utilizaron estos dos plasmidos para hacer las

transfecciones de C6/36 (fig. 15B).
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3.3 Transfeccion de C6/36 con Ac5-STABLE2-Neo-E y mutagénesis.

Para las transfecciones se utilizé al plasmido vacio como control positivo. A las 24 h post
transfeccion, las células transfectadas con las muestras A3 y A7 se observaron con un
microscopio de fluorescencia y auiin no presentaban fluorescencia de ningun color a diferencia
del control positivo que si presentaba la fluorescencia roja y la fluorescencia verde (imagen
no mostrada). A las 48 h post transfeccidn, el control positivo seguia teniendo las dos
fluorescencias claramente identificables y para ambas muestras se observaba Unicamente la
fluorescencia roja (Fig 16B). Este mismo resultado se mantuvo hasta las 72 h post transfeccion

(imagen no mostrada)

A)

Fig 16. Fluorescencias detectadas 48 h post transfeccién. A) Transfeccion de C6/36 con el
plasmido vacio (control positivo). B) Transfeccién de C6/36 con las muestras A3 y A7 en

donde solo se observa fluorescencia roja.
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Al ser un resultado no esperado, lo que se hizo después fue secuenciar todo el fragmento

correspondiente a la proteina E para ver si el problema estaba en la secuencia. Se obtuvo la

secuencia de nucleétidos correspondiente (ambas secuencias fueron iguales) (Fig 17A).

A)

ACHE3  CGECCECCATCHICATCATCHTCATATGUST TGCHTATGAATATCARATAGAGHC T | 1GTAGHAGEGG T 1 TCAGEHGGARGE 166G TGACATAGTCT | HGARCHCGGARGL 1616 1 6ACEACEH | 6GCH

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

ACSE  CRECCECCATCATCATCATCATCATATGCETTECATAGEARTATCARATAGAGACTTTGRTAGARGEGGT T TCAGRAGGARGL TREGRTTGACATAGTC T TAGRACATGGARGE TRTRTGACGACEATEGCA

Conzensus  CGGLCGLCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATARGANTATCARATAGAGACTTTGTAGAAGGGGTTTCAGGAGGARGC TGEGTTGACATAGTCTTAGAACACGGARGC TGTGTGACGACGATGGEA

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

HACSE3 llﬂl'l.l!l!l;l.ml.ul TGGAT T T TGRACTGAT HWHDIMIHJCLHMLMCL’ I GICACTCTHAGGARGTACTGTH IAGAGECARAGE T GHCCHACHCAACAACAGART CTCGC T GLCCRACACAGEGRG
ARACCARCATTEGAT TTTGAAI

RCSE CTGATARRARCAGAAGCCARACAACCTGCCACTCTARGEARGTACTGTATAGAGECARAGE TRACCARCACAACAACAGATTCTCGCTRLLCRACACARGGAG

Consensus rmmmmccnnmncmnnumc TGATARNARCAGANGCCARCANCC TGCCAC TCTARGGARGTNCTGTATAGNGGCANNGE TGACCARCACAACAACAGAATC TCGCTGLCCMCACAAGGNG

781 790 800 810 820 230 840 850 860 a70 880 890 900 910
4 |
ACSE3  AACCCHGLL TARA | GARGAGCAGGACARRAGE TC6TCTGCARACHCTCCAT A1 1 TGGARACGTACGCCT TGTGRCCTGTGCTATGT TCRCHTGCAR
ACSE  ARCCCAGCE TAARTGARGAGCAGEACARAAGGT TCRTCTHCARACALTLS ATTATTTGEARARGERGECATTGTGACCTETGCTATGTTCACATRCAR
Consensus  MACCCAGCC TAARTGARGAGCAGGACARMAGGT TCGTCTGCARACACTCCATGGTGEACAGAGENTEEEEN, ey vy eeeqss TATT aGgNcGCaT TGTGACCTGTGCTATGTTCACATGCAN
911 920 930 940 950 960 970 380 990 1000 1010 1020 1030 1040
. 7

ACSE3  ARAGARCHT GARAGEARARG T C61GCARCCAGRARACT HCCAT T RCCTCHCTC ATGLHGI C AL I GGC
AC5F  ARARARCATGARRGARRAAGTCHTLCARLLAGARRAL TTRGARTACACCATTRTGATARCAC TCACTCAGGAGAARAGLATGLARTCAGARATGACACARGARAACATLGE ARGGARATCARARTAACA

Conzensuz  AAAGAACATGAARGGRAARGTCGTGCARCCAGARRAC TTGGARTACACCATTGTGATARCACCTCACTCAGGEGANGAGCATGLAGTCGGANATGRCACAGGARNACAT GLCARGGANATCARARTAACA

1041 1050 1060 10740 1080 1090 1100 1110 120 1130 1140 1150 1160 1170
1

ACSE3  CCHCHGAGT TCCH | CACAGHAGUAGAG | | 6ACAGGC TATGGCACTGTCACEA T6GAG6TGCTC1COGHGHACGGGLL TCGACT ILHNIMMIM:II:I lhl,l(lmﬂlli:l!lﬂllmllwl.l 1GGCTGETGC
RCSE

CCACAGAGT TCCATCACAGRAGCAGAG T TEACAGGEC TATGRCACTRTCACKATEGAGTRCTCTCORAGRACKEGLCTCRACTTY GETRTTGRCTEL! TGECTRETGE

Consensus  CCACAGAGT rccmcm:nmnmrmlrr.nr.nr.ccrmc.lzncmrmccmr.nmrutcIccmmtmuntcmncnnmmrmtm TGCTGCARATGGARANTARNGC HGG(I’M'I'G(

171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1260 1260 1270 1280 1290 1300
1

ACHE3  ACAGGCARTGGT FCCTAGACC TGCCET TGECAT GGC T GCCUEGAGCGEACACACARGEA T CARAT 16GHTACAGRARGAGACA T 1G6TCHCT | TCAARRA TCCCCH T GCGRAGRAACHGGATGT TGT 16T

RACSE  ACAGECARTGETTCCTAGACCTRCCRT TRCCATRGE THCCCRGAGCHEACACACARGGATCARAT TEGATACAGRARGAGACATTGGETCACTTTCAARRATCLCCATGCGRAAGRARCAGGATRTTGTTRT

Conzensus  ACAGGCANRTGGTTCCTAGACCTGCCGTTGCCATGGE TGCCCGGAGCGEACACACARGGATCANATTGGATACAGRARGAGACATTGGTCACTTTCAARRATCCCCATGCGRAGRARCAGGATGTTGTTGT

Lﬂll 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 14040 1410 1420 1430

ACHE3 11 TG6GHTCCCHAGARGEGLCCH T GLHCACAGCAC 1 CRCAGEGGCCACAGARR T CCAGATG TCA T CRGGARRC 1 IHLIH TCACHGGACATC T CARG T GCAGEC | 6AGER | GGRCARAC THCAGE | CHRA

RCSE  TTTGEGEATCCCARGARGEGRCCATGCACACAGCACTCACAGEGHCCACAGARATCCAGATGTCATCAGGARACTTACTETTCACAGHACATCTCARG TRCAGEC TEAGEATEGACARAC TACAGC TCARA

Consensus rnm:mcccm\mmcw:cmr.cm:n\:tum:rcltnmnu(cncnmmnccnnmurmrcnmmnncmncmnt‘mcmc TCANGTGCAGGC TEAGGATGGACARAC TACRGCTCARA

}43! 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

ACHE3  GGARTGTCATRCTCTATGTGCACAGGHARGT | TARAGT TG 1 GARGGRAR | AGCHGRRACACHACH T GGRACAR THG I THTCHGAHG T AC GG ICTCCHTG CCCT 1T TGHAA

RACSE  GEARTGTCATACTCTATETGCACAGRARRGT TTARAGTTHTGARGGARATAGCAGRRACACAACATEGARCAATAGTTATCAGAG TACARTATEARGGREACEGTTCTCCATGTARGATCCCTTTTGAGA

Consensuz  GGANTGTCATACTCTATGTGCACAGGARNGT TTARAGTTGTGARGGANATAGCAGRANCACANCATGGAACAATAGTTATCAGAGTACANTATGARGGGGACGGTTCTCCATGTARGATCCCTTTTGASA

lSGl 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

n%s THATGGAT T TGERRARAAGRCATE T 1T THGGTCGCC TGAT THCAG T CHACCCAA TC6 TRRCHGARAARGH T HGCCCAG T CHACH T AGRAGCAGHACL TCCAT TCGEAGACAGC THCHTCATCATAGERG T

TRATGEATTTHEARARRAGACATRTTT TAGGTCGCC TGATTACAGTCARCCCAATCRTAACAGARARAGATAGCLCAGTCAACATAGARGC AGRRCL TCCATTCREAGACAGC TACATCATCATAGEAGT

Consensuz  TAATGGATTTGGARARRAGRCATETTTTAGGTCGLCTGATTACAGTCARCCCANTCGTARCAGARAARGATAGCCCAGTCAACATAGARGCAGARCC TCCATTCGGAGACAGCTACATCATCATAGGAGT

l&!ll 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1

HE.{S AGAGCCGGEACHA | TGAAGC T CAAC GG 1 TAAGRARGGARG T TCTATCGECCARATGT 1 T GAGRCHRL TGGCCAT T T THGGTGGCACAGCT IGEGAT I 1 TGGRTCCCTG

RAGAGCCGGREACARTTGAAGC TCAACTEGTT TRARGRARGEARG T TCTATCGECCARRTGHTTGAGRCARCARTGAGGGEAGCEARGAGRATEGLCATTTTAGRTGRACACAGCTTREGATTTTGRATCCCTE

tonsensus NGAGCCGGENCARTTGAAGCTCAACTGGTT TAAGAARGGANG T TCTATCGGCCAANTGETTGAGRCARC GGCCATTT ACAGCTTGGGATTTTGGATCCCTG

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1

ACHE3  GGAGGAGIGT T TRCATCTATAGGAARGGETCTCCACCARGT T T TCGGAGCARTCTHTGGGGL 1 GLCHTCAG T GGGE TCTCHT GGAC TCCTCHTAGGTCTCCT THTCTCHT

RCSE rar-nmnr.mmwmrmmmmm‘trrrmrmanIrrsmrmmrmmmarm:rnmrmmmnmlmﬁrmrmmIrrvmrmmrmrmlmrmmrmmrm

Consensus  GGAGGAGTGTTTACATCTATAGGARAGGCTCTCCACCAAGTTTTCGGAGCARTCTATGGGGLTGLCATC TCTCATGGAC TCaTTATCACAT

ISI 1960 1970 1380 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080

ACSHES lﬂ IDI.I!.HRMIJ(.IDIJIGIIZIHIBIUIJHI:IHI 166 1G6GHE TCETGHCGCTGTAT | TGEGHG T TATGGTGCR!

GGCCEE
RCSE GCACCTCACTRTCTRTRTCACTAGTATTRETHEGAGTCRTGACGLTRTATTTRGGAGT TATGETGCAGRCCARGATATCTCTAGRGCCACCATGETHAGCARGEGCRAGEAGCTRTTCACCS

Consensus nnm:u;numccuncrmcmlm[mrmmnu!mmlcmmcummrnwumnmmw:nw:cm seesvesresvesy eevesresresressrsresrersrrrene cere

B)
ACSE3
E

Consensus

AC5E3
E

Consensus

ACSE3
E

Consensus

ACSE3
E

Consensus

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

|
HHHHHHHRCI-ISHRDFYEGYSGGSHYDIVLEHGSCYT THAKNKPTLDFELIKTEAKQPYTLRKYCTEAKL THTTTESRCPTQAGEPSLHEEQDKRFYCKHSHYDRGHGRGCGLFGNVRLYTCAHFTCK
GRHHHHHHHRCIGISNRDF YEGYSGGSWYDIYLEHGSCYT THAKNKPTLOFELIKTERKOPATLRKYCIEAKL THTTTDSRCPTAGEPSLNEEQDKRFYCKHSHYDRGHGNGCGLFGKGGLYTCAHF TCK
« « HHHHHHHRCI , ISHRDFVEGYSGGSHYDIVLEHGSCYTTHAKNKPTLDFELIKTEAKQPaTLRKYCIEAKLTHTTT4#SRCPTAGEPSLHEEQDKRFYCKHSHYDRGHGNGCGLFGngriYTCAHFTCK

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
I |
KNHKGKYYQPENLEYTIYITPHSGEEHAVGNDTGKHGKEIKITPASSITEREL TGYGTYTHECSPRTGLDFNEHYLLQHENKAHLYHROKFLDLPLPHLPGADTAGSNHIQKETLYTFKNPHAKKADYYY
KNHKGKYYQPENLEYTIYITPHSGEEHAYGNDTGKHGKEIKITPASSITERELTGYGTYTHECSPRTGLDFNEHYLLOHENKAHLYHROHFLDLPLPHLPGADTQGSHHIQKETLYTFKNPHAKKODYYY
KHHKGKYYQPEHLEYTIYITPHSGEEHAYGHDTGKHGKEIKITPASSITERELTGYGTYTHECSPRTGLDFHEHYLLOQHENKAHLYHRQHFLDLPLPHLPGADTQGSHHIQKETLYTFKHPHAKKQDYYY

261 270 280 290 300 I 310 320 330 340 350 360 370 380 330
I + + + + + + + + + + + + |
LGSQEGANHTALTGATEIQHSSGNLLF TGHLKCRLRHDKLQLKGHSYSHCTGKFKYYKEIAETQHGTIVIRYAYEGDGSPCKIPFEINDLEKRHYLGRLITYNPIVTEKDSPYNIEAEPPFGDSYIIIGY
LGSOEGANHTALTGATEIQHSSGHLLF TGHLKCRLRHDKL OLKGHSYSHCTGKFKYYKEIAETOHGTIVIRYAYEGDGSPCKIPFEINDLEKRHYLGRLITYNPIYTEKDSPYNIEREPPFGDSYIIIGY
LGSOEGANHTALTGATEIQHSSGHLLF TGHLKCRLRHDKL OLKGHSYSHCTGKFKYYKEIAETOHGTIVIRVAYEGDGSPCKIPFEINDLEKRHYLGRLITYNPIVTEKDSPYNIEREPPFGDSYIIIGY

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 506
EPGQLKLNHFKKGSS QHFETTHRGHKRHRILGGTRHDFGSLGGVFTSIGRHLHQVFERIYERRISGVSNTHKILIGLLISNIGHNSRSTSLSVSLVLVBVVTLYLGVHVﬂﬂﬁYi
EPGOLKLNHFKKGSS IEQHXET THRGAKRHAILGDTAWDF GSLGGYF TSIGKALHOYFGALYGARFSGYSHTHKILIGYIITHIGHNSRSTSLSYSLYLYGYVTLYLGYHVORGYL
EPGOLKLNHFKKGSSILQHFETTHRGAKRMAILGATAHDF GSLGGYF TSIGKALHOYFGAIYGARLSGYSHTHKILIGLiTIsHIGHHSRSTSLSYSLYLYGYVTLYLGYHYQRGYL

Fig 16. Secuenciacidon de la muestra A3. A) Secuencia de nucleétidos donde se pueden

apreciar algunos cambios de bases a lo largo de la secuencia. B) Secuencia de aminodcidos en
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donde se observan los cambios de aminoacidos en la secuencia de la proteina. Para la muestra
A7 se obtuvo una secuencia de nucleétidos exactamente igual a la de A3 y por lo consiguiente
la secuencia de aminoacidos fue también la misma. La parte de la secuencia delimitada por

las lineas azules es la correspondiente al DIII.

Como se observa en la fig 16B, al inicio de la secuencia aminoacidica hay una sefial de paro,
lo que coincide con el hecho de que solo se observara la fluorescencia roja ya que Unicamente
se estaba expresando la proteina m-Cherry y no la proteina E, ni la EGFP. Con el fin de eliminar
esta sefial de paro, se disefiaron los primers para hacer una mutagénesis (Fig 17A). Con estos
primers se buscé cambiar una T por una G, este cambio lograria que la secuencia final en vez

de tener una sefal de paro tuviera una glicina.

A) *260Gly Fwd
NotI [
[gcgttgcatafigaataTCAAATAGAGAC

TAAAGGCGGCCGCCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATATGAATATCAAATAGAGACTTTGTAGAAGGG

' Il ' 1 3 Il I } : Il i l 3 l
v T v T v T v T v T v T v T

ATTTCCGCCGGCGGTAGTAGTAGTAGTAGTATACGCAACGTATACTTATAGTTTATCTCTGAAACATCTTCCC

""""""""" | 6xHis > e
Lys Gly Gly Arg His His His His His His Met Arg Cys Ile K Ile Ser Asn Arg Asp Phe Val Glu Gly
' T 260 265 ! ! 270 ! T 275 ' 280
GTAGTAtacgcaacgtatUcttatAGTTTATC
*260Gly Rev =~ =
10000 0048
1500
500
) 1 10 20 30 40 50 60 H 0 80 90 100 110 120 130
| |
ac5-E_Snapgene CGGCATGGACGAGCTGTATARAGGCGGCCGCCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATALGARTATCARATAGAGACT TTGTAGARGGGGTTTCAGGAGGARGCTGGETTGACATAGTCTTAGRACAT
Candnut3 AGACGCCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATAGGARTATCAR-TAGAGACTTTGTAGAAGGGGT TTCAGGAGGAGGCTGGGTTGACATAGTCTTAGARCAC
Candnut6 CTGCGCCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATATGAATATCARATAGAGACT TTGTAGARGGGGT TTCAGGAGGRGGCTGGGT TGACATAGTCTTAGARCAC
Candnut4 RGG--GCCGCCATCATCATCATCATCATATGCGT TGARTAGGA-TATCARATAGAGACTTTGTATARGGGGTTTCAGGAGGAGGC TGGGTTGACATAGTCTTAGARCAC
Candnut1 GAGTCGCCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATAGGA=-TATCAR-TAGAGACTTTGTAGARGGGGTTTCAGGAGGAGGCTGGGTTGACATAGTCTTAGARCAC
Candnut5 ATGCCGCCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATAGGA-TATCAR-TAGAGACTTTGTAGARGGGGT T TCAGGAGGAGGCTGGGTTGACATAGTCTTAGARCAC
Candnut?2 ATGACGCCATCATCATCATCATCATATGCGT TGCATAGGA-TATCAR-TAGAGACTTTGTAGARGGGGT TTCAGGAGGAGGCTGGGT TGACATAGTCTTAGARCAC
CONSENSUS sevveesecsssscccsecssssscs G,CGCCATCATCATCATCATCATATGCGTTGCATAGGA, TATCAA, TRAGAGACTTTGTAgARGGGGTTTCAGGAGGAEGC TGGGTTGACATAGTCTTAGAACAC

Fig 17. Mutagénesis dirigida. A) Secuencia de primers disefiados para eliminar la seiial de paro
en la secuencia aminoacidica. Se muestra también el sitio en la secuencia donde estd presente

esta sefal. B) Pldasmidos mutados purificados, todos tienen el tamafio de 9048 pb esperado.
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C) Alineamiento de las secuencias de las 6 candidatas mutadas obtenidas (solo se muestra el

sitio correspondiente a la mutacion, marcado con una flecha amarilla).

Luego de hacer la reaccién de mutagénesis, con esta reacciéon se transformaron células
competentes y se obtuvieron 6 candidatas a las cudles se les extrajeron los plasmidos. Estos
pldsmidos se secuenciaron y se hicieron los alineamientos. Como se aprecia en la fig 17C,
Unicamente la candidata 6 no presentd el cambio de nucledtido deseado, esta candidata se
utilizé después como control negativo para la siguiente transfecciéon, mientras que se

seleccion¢ a la candidata 3 para probarla.

En lafigura se observan las fluorescencias, 48 h post transfeccién y de nuevo para la muestra
AC5EC3 M1, se observo solo la fluorescencia roja (Fig 18), motivo por el que se revisaron a
fondo las secuencias completas tanto de nucleétidos como de aminodcidos y se observo que
al final de la secuencia de la proteina E habia otra sefial de paro justo antes del inicio de la
secuencia de la EGFP, por lo que se disend un segundo juego de primers para hacer una

segunda mutagénesis (Fig 19).

Ac5

Ac5EC3 M1

Ac5EC6 M1

Figura 18. Fluorescencia detectada en C6/36, 48 horas post transfeccion. Los paneles

superiores corresponden al control positivo. Los paneles de en medio corresponden a la
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muestra en la que si fue exitosa la mutacion. Los paneles de abajo corresponden a la Unica

muestra que no fue mutada con éxito y que se estd usando como control negativo.

EcoRV Xbal

‘ = *754Gly Fwd
[EGGATATCTC,GAGCCACCATGGT

GAATGAATTCACGCAGCACCTCACTGTCTGTGTCACTAGTATTGGTGGGAGTCGTGACGCTGTATTTGGGAGTTATGGTGCAGGCCGGATATCTCTAGAGCCACCATGGT

CTTACTTAAGTGCGTCGTGGAGTGACAGACACAGTGATCATAACCACCCTCAGCACTGCGACATAAACCCTCAATACCACGTCCGGCCTATAGAGATCTCGGTGGTACCA

1
Gly Met Asn Ser Arg Ser Thr Ser Leu Ser Val Ser Leu Val Leu Val Gly Val Val Thr Leu Tyr Leu Gly Val Met Val Gin Ala Gly Tyr leu K Met _val
(in frame with &xHis) - =
EGFP
KOZAK

CACGTCCGGCCTATAGAGLICTCGGTGGTACC]
*754Gly Rev L=

*754Gly Fwd
GAGCAAGG]

GAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCA

t t t 1 t t + t t t t
CTCGTTCCCGCTCCTCGACAAGTGGCCCCACCACGGGTAGGACCAGCTCGACCTGCCGCTGCATTTGCCGGTGTTCAAGTCGCACAGGCCGCTCCCGCTCCCGCTACGGT

5 10 1 20 30 3!
Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro lle Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala

EGFP

Figura 19. Primers disefiados para la segunda mutacién. Se puede observar la zona donde se
encuentra la sefial de paro justo antes de que empiece la secuencia de la EGFP. Para esta
segunda mutacién lo que se buscé fue cambiar los nucleétidos TA por una G, este cambio

produciria una glicina en la secuencia aminoacidica.

Se llevé a cabo la segunda mutagénesis en el plasmido AC5EC3M1 y se realizd la
transformacién de bacterias competentes con el producto de esta mutagénesis. Se
seleccionaron 6 candidatas al azar, las cudles se identificaron afiadiendo al nombre de la
muestra el distintivo M2 (de mutacioén 2) y el nimero de candidata al final del nombre. Los
plasmidos purificados de estas candidatas fueron secuenciados. En la figura 20, se muestran
los electroferogramas obtenidos de estas secuenciaciones, especificamente de las regiones

en donde se hizo la mutacion.
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Ac5EC3M1M2-1

GAGTCGTGACGCTGT ATTTGGGAGTT ATGGTGC AGGCC GGATATICTCG6AGC CJACC ATGGTGAGC AAGGGCGAGGAGCT

Ac5EC3M1M2-13

GTCGTGACGCTGTATTTGGGAGTTATGGTGC AGGCC GGATATICTCTAGAGCCHA CCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT

Ac5EC3M1M2-25

GGAGTTATGGTGCAGGCCGGATAT|ICTCTAGAGCCJACC ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT CACCGGGGCCT!

Ac5EC4AM1M2-9

356TGC AGGC CGGATAT CTCGGAGC CACCATGGGTGC AGGCC GGATAT|CT ETAGAGC CJACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT

Ac5EC4M1M2-33

FTGTATTTGGGAGTT ATGGTGCAGGCC GGATAT TCG6AGCCJACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT CACCGGGGTCT

Ac5EC4M1M2-34

AGTC GTGACGCTGTATTTGGGAGTTATGGTGC AGGCC GGATAT|ICTECGGAGCCIACCATGGTGAGC AAGGGCGAGG AGCT

Figura 20. Electroferogramas de las secuenciaciones de las candidatas obtenidas luego de la

segunda mutagénesis. En los recuadros se marca la zona en donde se esperaba encontrar la
mutacion. Los recuadros rojos se utilizaron para resaltar aquellas candidatas en las que si se
lograron las mutaciones con éxito, mientras que los recuadros grises marcan aquellas

candidatas que no tuvieron la mutacion deseada. Mutacidn esperada: cambio de TA por G.
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Se utilizd el plasmido extraido de la candidata Ac5EC3 M1M2-1 para la transfeccion de las
células C6/36. Estas se observaron con el microscopio de fluorescencia a las 48 y 72 horas

post transfeccidn y se comprobd que habia presencia de fluorescencia roja y verde (fig 21A).
) ) . .

Figura 21. Fluorescencias 48 y 72 h post transfeccion. A) C6/36 transfectadas con Ac5EC3

A B

48 H
48H

72H
72H

M1M2-1. B) Control positivo de la transfeccién, Ac5-STABLE2-Neo vacio.

Al observar la fluorescencia verde y roja de la muestra con las dos mutaciones, se comprobd
qgue las dos mutagénesis fueron exitosas y que la proteina E se estd traduciendo en conjunto
con las proteinas m-Cherry y EGFP. El cassette de resistencia a geneticina esta en marco con
las proteinas fluorescentes, por lo que al expresarse las proteinas también puede procederse

con la seleccidn con el antibidtico.

3.4 Caracterizacién de pET15B-E

Las construcciones pET15B-E (fig 22A), pET15B-DIlI (fig 24A), Ac5-STABLE2-Neo-ProteinE (fig
26A) y Ac5-STABLE2-Neo-DlIll (fig 27A), se mandaron a sintetizar con la empresa Synbio

Technologies.



Con pET15B-E (fig 22A), se transformaron bacterias competentes y se obtuvo un gran nimero
de candidatas (fig 22B), de las cuales se seleccionaron 8 al azar para extraer y purificar sus
plasmidos. Estos plasmidos fueron observados en un gel de agarosa 1.5% para observar su
integridad y tamanfio (fig 22C). Posteriormente se llevd a cabo la doble restricciéon con las
enzimas Ndel y Xhol y se observd la liberacidon del fragmento de 1500 pb en todas las

candidatas (fig 22D).
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Xhol (324)
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Figura 22. Caracterizacién de pET15B-E. A) Mapa del plasmido pET15B-E. Se observan los sitios
de restriccidon para Ndel y Xhol y el tag de Histidinas. Se trata de un plasmido inducible con
IPTG y que confiere resistencia a ampicilina. B) Candidatas obtenidas después de la
transformacién de E. coli BL21 competentes. C) Plasmidos purificados de las 8 candidatas

seleccionadas al azar, todos ellos tienen el tamafio esperado de 7193 pb. D) Doble restriccion
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con Ndel y Xhol. Con la flecha roja se marca el fragmento de 1500 pb liberado por todas las

candidatas.

Una vez caracterizado el pldasmido, se llevé a cabo la induccidn con IPTG como se especifica
en la seccion 2.9 de este trabajo. Se obtuvo el lisado de proteinas de las bacterias inducidas y
se corrieron las muestras por SDS-PAGE 12%, se hizo la transferencia a la membrana de
nitrocelulosa, la incubaciéon con los anticuerpos primarios y secundarios y el revelado de las
membranas. En la figura 23 se observa aparicion de una banda difusa de 55 kDa,
correspondiente a la proteina E, en la muestra inducida con IPTG 0.5 mM, en la muestra
inducida con IPTG 1.0 mM se observa mas claramente esta banda, la cual no es observada

cuando no hay induccidn con IPTG.

0.0 0.5 1.0

7 250 kDa

= 130kDa
™ 95 kDa

72 kDa

55 kDa

Figura 23. Western Blot de las muestras inducidas con IPTG. Las muestras fueron inducidas
toda la noche a 16°C con concentraciones variables de IPTG. Se utilizé el anticuerpo primario,
monoclonal de ratén, 6X His tag antibody [GT359] de GeneTex (1:500) y el anticuerpo
secundario policlonal de conejo, anti-Mouse IgG (AP) GTX26729 de GeneTex (1:5000).
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3.5 Caracterizacion de Ac5-STABLE2-Neo-ProteinE

Una vez caracterizado el plasmido de expresion en bacteria y comprobado la presencia de la
proteina E inducible, se procedidé a hacer la caracterizacién del plasmido Ac5-STABLE2-Neo-
ProteinE (fig 24A). Se transformaron E. coli DH50. competentes y de las colonias obtenidas (fig
24B) se seleccionaron 5 candidatas al azar. De las cuales se purificaron sus plasmidos y se les
hicieron dobles restricciones con las enzimas Ndel y Notl (fig 24C). Cuatro de las cinco

candidatas liberaron el fragmento de 1500 pb.
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Figura 24. Caracterizacion de Ac5-STABLE2-Neo-ProteinE. A) Mapa del plasmido en donde se
observa que la secuencia correspondiente a la proteina E, junto con el tag de histidinas, se
insertd en lugar de la secuencia de la proteina m-Cherry. Las secuencias Kozak y T2A de Ac5-
STABLE2-Neo se mantuvieron al igual que la EGFP. El tamafio de esta construccién fue de
8349 pb. B) Colonias obtenidas después de la transformacion. C) Doble restriccion de los
pldsmidos con las enzimas Ndel y Notl. Las muestras restringidas se marcan con la letra R

después del nombre de la muestra.

Se selecciond a la candidata M3 para hacer la transfeccién en C6/36. Estas transfecciones
fueron comprobadas por la fluorescencia observada a las 48 y 72 horas post transfeccion (fig
25), se observa uUnicamente la fluorescencia verde de acuerdo a lo esperado, lo que

demuestra la expresion de la proteina E.

A)

48 H

72H

Fig 25. Transfeccién de C6/36 con Ac5-STABLE2-Neo-ProteinE. A) Control positivo con
fluorescencia rojay verde a las 48 y 72 horas post transfeccion. B) Fluorescencia de las células

transfectadas con la muestra M3.
Debido a que se observé mas fluorescencia a las 48 post transfeccion, las proteinas extraidas

a las 48 horas se corrieron en un SDS-PAGE 15%, se realizé el western blot para el que se

utilizé el anticuerpo primario, monoclonal de ratén, 6X His tag antibody [GT359] de GeneTex
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(1:500, 1:1000 y 1:5000) y el anticuerpo secundario policlonal de conejo, anti-Mouse IgG (AP)

GTX26729 de GeneTex (1:5000). Se tiene un resultado preliminar el cual no se presenta.

3.6 Caracterizaciéon de pET15B-DllI

La construccién pET15B-DIII (fig 26A) también fue caracterizada, se hizo la transformacion de
E.coli BL21 competentes y de las colonias obtenidas (fig 26B) se seleccionaron 8 candidatas al
azar. De estas se purificaron sus plasmidos, con un tamafio esperado de 5943 pb (fig 26C) y
se hicieron las dobles restricciones con las enzimas Ndel y BamHI (fig 26D). Para las candidatas
S4, S5 y S6 fue claro que se liberd el fragmento de 300 pb correspondiente al DIll. En el caso

de las otras candidatas el resultado no es claro.
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Figura 26. Caracterizacion de pET15B-DIIl. A) Mapa del plasmido pET15B-DlIII con sitios de
restriccion para las enzimas Ndel y BamHI. B) Colonias obtenidas de la transformacion.

C) Plasmidos purificados de las candidatas. D) Doble restriccién de los plasmidos purificados.

3.7 Caracterizacion de Ac5-DlIlI

En la figura 27A, se observa el mapa de la construcciéon Ac5-Dlll, en este caso la secuencia
correspondiente al DIl se inserté en sustitucion de la EGFP, por lo que este plasmido tendria
Unicamente fluorescencia roja. Se conservaron también las secuencias Kozak y T2A. Los sitios
de restriccién que se utilizaron fueron los de las enzimas Xbal y Hindlll. En la figura 27B, se
observan las candidatas obtenidas luego de la transformacién de bacterias competentes. Se
seleccionaron 5 candidatas al azar, se extrajeron los pldsmidos de estas y se hicieron las
dobles restricciones. Se observa la liberacién del fragmento de 300 pb en tres de las

candidatas (C3, C4 y C5) fig 27C.

Kpnl (5)
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C)

500
300

100

300 pb

Figura 27. Caracterizacién de Ac5-DlIl. A) Mapa de Ac5-DlIl. B) Colonias obtenidas luego de
la transformacién. C) Doble restriccion con las enzimas Xbal y Hindlll. Se liberaron
fragmentos de 300 pb en al menos 3 de las candidatas. Este fragmento se marca con una

flecha roja.
Una vez caracterizada la construccion, se hicieron las transfecciones en C6/36. Las muestras

de 48 y 72 h post transfeccion se observaron con el microscopio de fluorescencia (fig 28A 'Y

B). De acuerdo con lo esperado, Unicamente se observé la fluorescencia roja (28B).

A)

48 H

72H
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Figura 28. Fluorescencias observadas de la transfeccion de C6/36 con Ac5-DIll. A) Control
positivo a 48 y 72 h post transfeccidn. B) C6/36 transfectadas con el plasmido de la muestra

C4.

La banda correspondiente al DIll no se pudo detectar exitosamente mediante western blot,

ni al inducir las bacterias con IPTG, ni en los lisados de proteinas de C6/36 transfectadas.

3.8 Confirmacion de la enolasa como receptor del virus dengue.

Los resultados de esta parte del trabajo se presentan en la publicacién adjunta (Brito-Carreén

et al., 2022). Aqui presento un resumen de la parte del trabajo donde participe.

Mediante el uso de columnas de afinidad hechas con sefarosa 4B con DENV2 acoplado
covalentemente y luego de pasar a través de ellas lisados proteicos de C6/36, se obtuvo la
fraccidn de elucion que se separd por SDS-PAGE 12 %. Se realizd el western blot utilizando
anticuerpos anti-enolasa especificos que permitieron detectar una banda de 47 kDa
correspondiente a la enolas (Fig. 1Ay 1B mostradas en la publicacién, ver al final de esta tesis).
Esta banda se analizd por espectrometria de masas y se detectaron varios péptidos que
correspondian a la secuencia de enolasa. La fraccion de elucién también se analizd por
espectrometria de masasy se detectaron péptidos. Los péptidos detectados en ambos analisis
tuvieron scores entre 35.8 y hasta el 76.1, estos pueden apreciarse en la figura 2, en la que se
hizo un andlisis manual acomodando los peptidos debajo de la secuencia de enolasa, en

donde coinciden con la secuencia tedrica.

Mediante RT-PCR se obtuvo el cDNA de la enolasa de células C6/36, utilizando primers
especificos. Estos amplificados se secuenciaron y se obtuvo la secuencia de nucledtidos
correspondientes la cual fue traducida a su secuencia de aminodcidos. Ambas secuencias se
analizaron haciendo los alineamientos con las secuencias de enolasa a, B y y de humano, la
secuencia de MBP-1, dos secuencias tedricas de enolasa de Ae. albopictus y una secuencia de
enolasa de Ae. aegypti. Se encontré que la enolasa de células C6/36, asi como la enolasa de
Ae. albopictus y Ae. aegypti tienen los sitios alternativos de inicio de la traduccion presentes

en la enolasa a-humana, por lo que es probable que tengan la capacidad de producir una
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proteina similar a la MBP-1 humana, aunque hasta el momento esto no ha sido descrito en
otros trabajos de investigacion. Ademas, también se detectaron los sitios de reconocimiento
de los anticuerpos CAR, el dominio de unién a sustrato, la secuencia de la isoforma MBP-1y
el dominio de interaccion con plasminégeno. Este sitio es importante ya que se sabe que la
enolasa es un receptor de plasminégeno (Redlitz et al., 1995) y por lo tanto podria tener
alguna implicacién durante el desarrollo de la forma grave del dengue y las hemorragias que

se presentan en el dengue grave.

Aunado a esto también se demostré la inmunolocalizacidn de la enolasa en las células C6/36,
en donde se observa su presencia en el citoplasma de la célula, como se esperaba, y ademas
en el nucleo en donde se hipotetiza que pueda estar implicada en otros puntos de la infeccién
por DENV ademas de funcionar como receptor en el paso inicial de la infeccién (Fig. 4). Todos

los resultados se presentan al final de la tesis en la publicacién que se anexa.
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4. Discusion

La continua amenaza de la emergencia y re-emergencia de los flavivirus resalta la necesidad
de entender la biologia de estos virus y las posibles medidas que se pueden tomar para reducir
su impacto en la salud publica (Pierson & Diamond, 2020). El DENV infecta un estimado de
400 millones de humanos cada ano; mas de la cuarta parte de la poblacidon mundial vive en

areas en donde el dengue es ahora endémico (Bhatt et al., 2013).

La mitigacion de la enfermedad recae principalmente en estrategias de control del vector,
incluyendo el uso de insecticidas, remocién de sitios de oviposicién cercanos a los habitats
humanos y el uso de mosquiteros y cortinas protectoras (Beaty et al., 2010). Sin embargo,
debido al movimiento humano e intercambio transcontinental, la prevalencia del dengue ha
aumentado dramadticamente en los paises endémicos y se ha esparcido a nuevas regiones del
mundo (Gubler et al., 2014; Weaver & Reisen, 2010). La situacion se ha complicado mds aun
debido a que la resistencia a los insecticidas estd incrementdndose en las poblaciones de
mosquitos (Bisset et al., 2013) y dado que la vacuna existente para dengue no es capaz de
prevenir la enfermedad con la misma eficacia en todas las personas y en los diferentes grupos
de edades (Villar et al., 2015), se necesita buscar otras estrategias para controlar la
enfermedad con estrategias nuevas promisorias que se centran en interrumpir el ciclo viral
directamente en el vector. Estas estrategias implican el manejo de herramientas moleculares
genéticas para reducir las poblaciones de mosquitos o modular la competencia del vector

(Alphey & Andreasen, 2002; Franz et al., 2014).

Dado que la infeccidon del intestino medio del mosquito vector es el primer paso para que se
establezca la infeccién (Hardy et al., 1983), es importante dilucidar que proteinas en la
superficie de las células del intestino medio pueden estar actuando como receptores del

DENV.

La unioén a la superficie celular y la penetracién al citoplasma celular son pasos claves en el

ciclo de vida del virus, los cuales determinan el tropismo celular. La identificacion de estos
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factores de union y receptores asi como su distribucién en huéspedes susceptibles provee

pistas importantes para entender la patogénesis viral (Acosta et al., 2014).

Uno de los candidatos a receptores de DENV mejor caracterizado es la prohibitina, una
proteina de 35 kDa. Esta proteina se identificé en células C6/36, CCL-125 y mosquitos Ae.
aegypti adultos, mediante VOPBA y espectrometria de masas (Kuadkitkan et al., 2010a).

También se han detectado otros posibles candidatos como proteinas de 40 y 45 kDa, en
células C6/36 para el virus DEN-4. Ambas proteinas presentes también en tejido de mosquito
permisivo a la infeccidon por DENV (Mendoza et al., 2002; Salas-Benito & del Angel, 1997). La
proteina gp45 se identificd usando una proteina E recombinante, obtenida de bacteria, por

columna de afinidad (Chen et al., 1997; Reyes-Del Valle & Del Angel, 2004).

Sakoonwatanyoo et al, estudiaron una proteina de 50 kDa que ya habia sido propuesta como
receptor para DENV1 en células hepaticas. Sin embargo, fue la primera vez que se propuso a
la laminina como receptor de DENV3 y DENV4 en mosquitos, no asi para DENV1 y DENV2. Se
propuso que el receptor gp45 descrito previamente (Salas-Benito & del Angel, 1997) podia

ser la misma proteina que el receptor de laminina (Sakoonwatanyoo et al., 2006).

Se identificaron también proteinas de 67 y 80 kDa de intestino medio de Ae. aegypti y de
células C6/36 (De Lourdes Mufioz et al., 1998b) que son capaces de unirse a los cuatro
serotipos de DENV (Mercado-Curiel et al., 2006). La proteina de 67 kDa se relacioné después
con la susceptibilidad de las cepas de mosquito a infectarse con DENV, ya que se comprobd
gue su expresion variaba en las diferentes partes del intestino medio de estas cepas de
mosquito (Mercado-Curiel et al., 2008). La proteina de 67 kDa fue identificada como enloasa
mediante espectrometria de masas (Mufioz et al., 2013) y recientemente comprobamos que
efectivamente la enolasa se encuentra presente en la membrana de células C6/36 y que ahi
interactia con DENV2. Ademas se hipotetizd que pudiera estar implicada en otros puntos de
la infeccidn ya que también se encuentra esta proteina en el nucleo de las células (Brito-
Carredn et al., 2022). Otro aspecto importante respecto a la enolasa es que se sabe que es un
receptor de plasmindgeno (Plow & Das, 2009), por lo que podria estar implicada también en
el desarrollo de las hemorragias cuando se presenta el dengue grave. También demostramos

gue la enolasa de Ae. albopictus y de Ae. aegypti tienen el sitio alternativo para la traduccién
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gue se encuentra presente en la a-enolasa de humano, la cual da lugar a la expresion de la
proteina MBP1 (Feo et al.,, 2000), por lo que no se descarta que en los mosquitos Ae.

albopictus y de Ae. aegypti se exprese una proteina similar a MBP1.

Todos estos receptores se han encontrado principalmente mediante el uso de técnicas como
VOPBA, cromatografia de afinidad (con virus completo o proteina E o DIl recombinantes) y
utilizando anticuerpos contra las proteinas propuestas como receptores para demostrar que
al bloguear a estas proteinas también se disminuye la infeccion por DENV (Brito-Carredn et
al., 2022; Kuadkitkan et al., 2010b; Mendoza et al., 2002; Mercado-Curiel et al., 2006; Salas-
Benito & del Angel, 1997).

La proteina E y su DIl recombinantes, ademas de ser utilizados en las columnas de afinidad
para la busqueda de receptores para DENV, también se han utilizado para encontrar formas
de prevenir la infeccién por DENV, principalmente en el desarrollo de propuestas para

vacunas (Corzo-Gémez et al., 2019; Huerta et al., 2008).

Es debido al amplio uso de estas proteinas recombinantes que se necesita encontrar métodos
rapidos para expresarlas y ademds que sean lo mas parecidos a la forma natural en la que se
expresan en eucariontes, ya que el sistema de expresién mas rapido y mas cominmente
usado son las bacterias. Sin embargo, no puede descartarse que las proteinas obtenidas en
bacterias provean resultados diferentes de los que se obtendrian si se utilizaran proteinas
expresadas en células de mosquito debido a las modificaciones estructurales que puedan

haber, mas especificamente la glicosilacién (S. S. L. Yap et al., 2017).

La proteina E de DENV2 esta glicosilada en Asn-67 y Asn-153. Se ha observado que las
mutaciones que afectan a Asn-67 no interfieren con la replicacién del virus en células de
mamifero, pero si producen virus que no son capaces de infectar, mientras que las
mutaciones que afectan la glicosilacion de Asn-153 reducen hasta 100 veces la liberacién del
RNA viral y hasta 10 veces la infectividad (Bryant et al., 2007). Las mutaciones en la
glicosilacion de ambos residuos reducen la liberacién del virus de las células de mosquito (Lee

et al., 2010). Los virus con proteina E no glicosilada muestran una menor capacidad para
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infectar células dendriticas inmaduras, indicando una posible interaccidn entre los glicanos y

DC-SIGN (Alen et al., 2012).

Debido a estas alteraciones observadas cuando se han modificado los patrones de
glicosilacion de la proteina E fue que decidimos expresar esta proteina E y su DIl en células
de mosquito, ya que de esta forma las proteinas expresadas conservarian las modificaciones
post traduccionales que tienen de manera natural. Como se demostrd en este trabajo, la
proteina E fue expresada con éxito en células C6/36. Para comprobar que el DIl se expresa

en las células C6/36 serd necesario identificar a este dominio por western blot.

Ya que ambas proteinas sean sobreexpresadas en cultivos de C6/36, se utilizaran acopladas a
sepharose 4B para hacer columnas de afinidad, cuyo procedimiento de montaje ya tenemos
establecido (Brito-Carredn et al., 2022), para de los extractos de intestino medio de mosquito
identificar las proteinas que se unen y comparar los resultados obtenidos con los que se han
obtenido previamente con proteinas expresadas en bacteria y de esta forma descartar o
corroborar segun sea el caso la importancia de las modificaciones post traduccionales en la

estructura final de la proteina E y del DIII.
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5. Conclusion

Se obtuvieron los insertos de la proteina E en los plasmidos AC5-E y pET15b(+)-E y estamos
en el proceso de obtener suficiente cantidad de proteina para poder identificar las proteinas
de células C6/36 e intestinos medios de mosquitos que se unen a la proteina E.

Se observé la presencia de la banda correspondiente a la proteina E en el western blot (WB).
Sin embargo, es necesario repetir la transfeccion de las celulas C6/36 incrementando la
cantidad de DNA, confirmar la presencia de la proteina E mediante microscopia de
fluorescencia y posteriormente hacer la seleccion con geneticina.

Se confirmo a la enolasa como receptor de los DENV y se determinara si esta también es
identificada con las columnas de afinidad usando a la proteina E y el dominio Il de la proteina

E.

6. Perspectivas

Se obtendran las proteinas que se unen a la proteina E y el dominio lll obtenido de la
transfeccion de células C6/36 con los vectores Ac5 y se compararan con las obtenidas con la

proteina E expresada en bacterias con los vectores pET15-B(+).
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