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RESUMEN

Antecedentes : El virus dengue (VD) depende para multiplicarse de la red de
interacciones que establece con las moléculas del hospedero. Siendo la sangre el tejido
donde se llevan a cabo los primeros ciclos de multiplicacion viral, las interacciones
de las proteinas estructurales del VD con proteinas del plasma sanguineo resultan
decisivas para el curso de la infeccibn y contribuyen a las marcadas diferencias
observadas en el desarrollo de sintomas clinicos en las personas infectadas con el virus.
Los viriones del VD contienen 3 proteinas estructurales: envoltura (E), membrana y
capsida. De estas, la proteina E es la mas expuesta en la superficie de las particulas
virales y juega un papel determinante en los eventos tempranos de la infeccion del virus a
las células. ElI dominio Il de la proteina E se ha identificado como una region de gran
importancia funcional para el virus. El plegamiento tipo inmunoglobulina que presenta este
dominio lo hace una region de potenciales interacciones con proteinas del plasma
sanguineo.

Problema que se ha resuelto de acuerdo con los obje  tivos del trabajo: En el trabajo se
|obtiene informacion sobre la red de factores de interaccion virus-huésped en el plasma
humano. Se identifican interacciones del VD con proteinas de origen humano que juegan
papeles esenciales en procesos que se encuentran alterados en las personas que
sufren las formas mas severas de la enfermedad denominado en la actualidad
Dengue Severo (DS). Se identifican proteinas como potenciales dianas novedosas en el
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desarrollo de medicamentos y/o estrategias clinicas para modular el desarrollo de los
sintomas en el DS, asi como en la identificacion de biomarcadores para el pronostico del
curso de la infeccion. Se definen regiones de importancia funcional en la superficie del
dominio Il de la proteina E del VD que pueden servir de base para trabajos de disefio
basado en estructura de moléculas con potencial antiviral.

Resultados: El trabajo incluye el estudio de elementos estructurales del dominio Il de
la proteina E relevantes para la interaccion con proteinas de la superficie de las células de
mamiferos. Se presenta ademas un analisis de conservacion de los aminoacidos de la
superficie expuesta del dominio Il y la relacién con dos tipos de interacciones de gran
importancia para el establecimiento de la infeccion en humanos: interaccién con receptores
celulares y reconocimiento de la respuesta de anticuerpos. Utilizando una
proteina recombinante que comprende el dominio Il de la proteina E del VD2 (DIIIE2) se
realizaron experimentos de cromatografia de afinidad con diferentes preparaciones de
plasma humano que permitieron la identificacion por espectrometria de masas de varias
moléculas candidatas a establecer interacciones del virus durante la infeccion a las
personas. El trabajo incluye la validacion de varias de estas interacciones mediante
ELISA y la caracterizacion mas detallada de una de estas, especificamente la
interaccion con la alfa 2-macroglobulina., un conocimiento que puede ayudar a mejorar el
tratamiento médico de los pacientes y el desarrollo de una terapia antiviral especifica.

COMUNICACION CORTA

Los cuatro virus que forman el complejo Dengue (VD1-4) se trasmiten a los humanos por
mosquitos del género Aedes y causan la enfermedad del mismo nombre. La incidencia
anual de infecciones con los VD1-4 se ha estimado en alrededor de 390 millones de
personas transcurriendo aproximadamente el 75 % de las mismas de forma asintomatica.
En las personas que enferman pueden presentarse un rango muy amplio de sintomas
clinicos que abarcan desde una fiebre indiferenciada hasta sintomas mas severos que
pueden desembocar en un choque hipovolémico con manifestaciones hemorragicas que
implican peligro para la vida. A nivel molecular no existe una clara comprension de las
interacciones del virus con el hospedero que determinan el curso de la infeccion y de la
evolucion de la enfermedad.

Tanto las células como el plasma sanguineo son elementos muy importantes en los
primeros ciclos de multiplicaciéon del VD en las personas infectadas. Por otra parte, la
proteina de la envoltura (E) de los VD1-4 es la que recubre la superficie de los viriones y
media la interaccion con los receptores celulares y la fusibn de las membranas del
endosoma y el virion que libera el material genético del virus en el citoplasma celular. La
proteina E esta formada por tres dominios estructurales: I, 1l y Ill. De éstos, el dominio Il
tiene un plegamiento tipo inmunoglobulina con numerosas interacciones potenciales con
proteinas plasmaticas. Se conoce que este dominio participa en la interaccion con los
receptores que median la entrada del virus a las células. La importancia funcional del
dominio Ill se ha evidenciado con la potente actividad neutralizante de la infeccion viral de
los anticuerpos dirigidos contra esta region. Los resultados de estudios previos indicaban
gue en el dominio Il predominan los epitopos determinantes de reactividad serotipo-
especifica. Con el objetivo de lograr una mayor comprension de las regiones
funcionales del dominio Il y sus potencialidades para mediar interacciones conservadas
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en el complejo viral, se implementé un método para calcular un indice de Conservacion
gue describe el grado de variabilidad de cada residuo de aminoacido no solo entre
serotipos sino incluyendo la posible variabilidad entre cepas de un mismo serotipo (Huerta
et al. ,2008). Se implementé ademas una representacion en escala de colores que
facilitaba la interpretacion de los resultados. De esta manera se evidencio que la superficie
del dominio Ill expuesta a interacciones estd formada fundamentalmente por
aminoacidos conservados en dos o tres serotipos virales. Los residuos de alta
variabilidad entre serotipos aunque minoritarios, se encuentran distribuidos formando
un anillo en la parte superior del dominio Il que circunda el puente disulfuro formado entre
las dos cisteinas del mismo. Para comparar la influencia de la reduccion del puente
disulfuro y la alquilacion de las cisteinas en el reconocimiento del dominio por anticuerpos
neutralizantes y la interacciéon con proteinas presentes en la fraccion microsomal como
potenciales receptores celulares del virus se utilizaron proteinas recombinantes que
contenian el dominio Il de la proteina E del VD2 fusionado a dos variantes de la
dihidrolipoamida deshidrogenasa (EC 1.8.1.4) de Neisseria meningitidis (P64K): (1) la
proteina PD5 que comprende la proteina P64K completa y con la que existian
evidencias que se propicia una estabilizacién del plegamiento del dominio Il aun en
condiciones de la reduccion del puente disulfuro y (2) la proteina PD2 que comprende solo
el fragmento N-terminal de la P64K. Los resultados de ese trabajo evidenciaron una
marcada diferencia en la susceptibilidad del reconocimiento de anticuerpos vy
la interaccion con potenciales receptores celulares a la reduccion del puente disulfuro
del dominio Ill. Dado que esta observacion se obtuvo aln para los anticuerpos presentes
en la respuesta policlonal generada contra el virus, estos resultados dieron lugar a la
definicion de dos regiones independientes aunque con cierta superposicion en la superficie
del dominio Ill. Una de ellas caracterizada por interacciones serotipo-especificas, con
epitopos dominantes en la respuesta de anticuerpos y otra region que media la
interaccion con los receptores celulares y caracterizada por una mayor reactividad cruzada
entre los diferentes serotipos del virus. Estos resultados brindaban evidencias sobre la
posibilidad de realizar trabajos de disefio de moléculas basado en la estructura del
dominio Il con potencial actividad antiviral contra los cuatro serotipos del virus.

Para estudiar las interacciones del VD2 con proteinas del plasma humano
mediadas por el dominio Il de la proteina E se obtuvo la proteina recombinante DIIIE2. En
esta proteina, la region que comprende el dominio Il se fusioné a una cola de seis
histidinas con el fin de facilitar su purificacion. Esta proteina se utiliz6 como ligando
inmovilizado en experimentos de cromatografia de afinidad en los que las proteinas
aisladas se identificaron por Espectrometria de masas y que se engloban en lo adelante en
el término AC-MS. En los experimentos se utilizaron dos muestras diferentes de plasma
humano, después de clarificacion por centrifugacion para eliminar las crioglobulinas
(plasma total) y después de un fraccionamiento por métodos cromatograficos con el que se
separaron las proteinas mayoritarias y que facilitaba el estudio de interacciones con
proteinas de menor abundancia relativa pero de gran importancia funcional en procesos de
interés para la patogénesis del VD. Tales son los casos de las cascadas del Complemento
y de la Coagulacion.

Los experimentos de AC-MS utilizando plasma total permitieron la identificacion de dos
interacciones novedosas del VD2, la interaccion con la alfa 2-macroglobulina (a2M,
P01023) y con la proteina conocida como Serum amyloyd P component protein (SAP,
P02743) (Huerta et al., 2014). La interaccion directa con la proteina DIIIE2 se valido
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utilizando preparaciones purificadas de ambas proteinas humanas en un ensayo de
formato tipo ELISA. En el caso de la a2M, se demostré6 una mayor reactividad de la
variante activada para la interaccién con el receptor celular denominado Low density
lipoprotein receptor related protein 1 (a2M*) y se demostro la interaccion con
proteinas recombinantes que comprenden el dominio Il de la proteina E de los serotipos
1, 3y 4 del VD (DIIIEL, DHIE3 y DIIIE4) fusionado igualmente a una cola de seis histidinas
(Figura 1). Se determiné que la interaccion monovalente de la a2M* con las proteinas
DIIIE1-4 tiene una afinidad aparente en el orden micromolar y se puede categorizar en
términos de fortaleza DIIIE4>DIIIE1~DIIIE2>DIIIE3. Sin embargo, la interaccién con la

proteina DIIIE2 puede llegar a una afinidad aparente 8x1078 M por efectos de avidez. En
el trabajo se demuestra también que la interaccion directa de la a2M* con la particula

viral tiene una afinidad aparente de 2.9 x1078 M, indicando la existencia de una unién
multipuntual. Los resultados indican que la interaccién con la a2M* puede proteger al virus
de la inactivacién causada por incremento de temperatura.

Para obtener la fraccion de plasma humano se utiliz6 una cromatografia de intercambio
ibnico en condiciones que permitieron la separacion de la albimina y las
inmunoglobulinas en la fraccion no unida. Las fracciones eluidas con incremento de la
fuerza idnica y cambios de pH se caracterizaron en cuanto a sus proteinas componentes
y la union a la proteina DIIIE2 (Huerta et al., 2015). Los resultados mostraron un alto
grado de superposicibn en la composicion proteica de las mismas y un gran
enriquecimiento de la actividad de unién a DIIIE2. Las fracciones de mayor actividad se
unieron para conformar la muestra inicial del experimento de AC-MS. Experimentos de
tiempo-de-adicion con esta fraccion de plasma mostraron la capacidad de las proteinas
presentes de inhibir la infeccion en células de origen humano, con mayor potencia en
condiciones de incubacién con la preparacion de VD2 previo a la infeccion. Estos
resultados confirmaban la existencia de proteinas capaces de interactuar con la particula
viral implicando regiones de importancia funcional en el virus.
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Figura 1. Experimentos de caracterizacion de la interaccion de la a2M* con el dominio Il de la
proteina E del VD2. Resultados tomados de (Huerta et al., 2014). (A). Determinacion de la afinidad de la
interaccion utilizando Resonancia de Plasmones de Superficie. Se utilizé la proteina DIIIE2 inmovilizada en
un chip y se aplicaron diferentes concentraciones de la a2M*. Para el célculo de la constante de afinidad
en el equilibrio se utilizé6 un ajuste global a un modelo de Langmuir 1:1. (B). Ensayo de competencia de los
dominios Il recombinantes utilizados en solucién por la interaccion con la a2M* unida a la placa. Se detecta la
union de la proteina DIIIEL biotinilada. Inset: Andlisis por SDS- PAGE de las preparaciones de las proteinas
recombinantes utilizadas: 1. DIIIEL; 2. DIIIE2; 3. DIIIE3 y 4. DIIIE4.
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Los experimentos de AC-MS utilizando la fraccion de plasma humano condujeron a la
identificacion de 36 proteinas que participan en complejos funcionales que interatian con
el VD2 (Huerta et al., 2016). El analisis del enriquecimiento de términos dentro de las
proteinas identificadas evidencid una representacion significativa de complejos
proteasa:serpina. Estos complejos son claves en la regulacion de la hemostasis y de los
procesos de la Coagulacion y el Complemento. Por otra parte, destaco la presencia de
varios motivos estructurales dentro de las proteinas del plasma unidoras del dominio Il
de la proteina E del VD2: residuos hidroxilados, &cido ycarboxi-glutamico y dominios

estructurales tipo Factor de Crecimiento Epidérmico unidor de ca?*. En el orden préactico
esta informacion resulta de gran interés para los proyectos de disefio de inhibidores de la
infeccion basado en estructura.
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Figura 2. Red de interacciones formada por las proteinas identificadas en experimento de AC-MS utilizando
la proteina DIIIE2 como ligando inmovilizado. Las proteinas (nodos) estan representadas por sus nombres
de genes, segun UniProtKB. Las lineas representan las interacciones entre dos proteinas. Se representan
soblo interacciones confirmadas experimentalmente. Las lineas discontinuas representan interacciones tipo
enzima: sustrato. La forma de los nodos indica la localizacién subcelular donde se encuentra
fundamentalmente cada una de las proteinas: circulos, proteinas secretadas; cuadrados, matriz
extracelular; hexadgonos, membrana celular. El tamafio de los nodos representa el grado de conectividad de
la proteina en la red. Los componentes de una estructura macromolecular estan encerrados en formas
geomeétricas sombreadas. ITl: complejos Inter- alpha inhibitor. El alto grado de conexién que se observa en
la red confirma la estrecha relacion funcional entre las proteinas. El analisis de los posibles complejos
sugirio tres proteinas como potenciales contrapartes de interacciéon directa con DIIIE2: C- reactive protein, la
Trombina y los complejos Inter alfa inhibitor. Utilizando un formato tipo ELISA y preparaciones purificadas de
estas tres proteinas, se confirmé la interaccion directa de cada una de ellas con el dominio Ill de la proteina
E del VD2. En conjunto, los resultados obtenidos contribuyen a un mejor conocimiento de la biologia
del VD, informacién que puede ayudar a mejorar el tratamiento médico de los pacientes y el desarrollo
de una terapia antiviral especifica.
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