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RESUMEN

Latinoamérica, India y Africa estan entre las zonas de mayor incidencia tanto del
Virus del Dengue (DENV) como del Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1
(VIH-1), ambos considerados como un problema de salud publica. A pesar de ello,
existen pocos reportes de pacientes coinfectados; en los casos reportados no se
ha descrito una aceleracién en la progresion de la enfermedad hacia el estado de
SIDA, pero se ha observado que va acompafiado de una disminucion en la
sintomatologia propia de la fiebre por dengue. Algunos estudios experimentales
muestran que la infeccion del VIH-1 en presencia de la proteina no estructural NS5
de DENV, conlleva a una disminucion en la expresion de proteinas virales y del
correceptor CXCR4; este correceptor juega un papel fundamental en la entrada
del virus a la célula. Esos resultados sugieren que NS5 afecta la replicacion del
VIH-1. No obstante, los mecanismos implicados en dichos procesos aun no han
sido dilucidados. Teniendo en cuenta que la Proteina NS5 y la proteina Rev del
VIH-1 presentan tanto sefiales de localizacion nuclear y sefiales de exportacion
nuclear, que interactian con los mismos factores de importacion y exportacion
propios de la célula, nuestro propdsito con el presente trabajo fue determinar si la
proteina NS5 o sus respectivos dominios, eran capaces de afectar negativa o
positivamente la replicacion del VIH-1 o, si la proteina Rev afectaba la replicacion
del DENV. Simultdneamente se realiz6 estudios in silico que nos permitieran
establecer una posible interaccién entre Rev y NS5. Nuestros resultados muestran
que tanto la proteina NS5 como sus dominios afectan la replicacion del VIH-1, con

base en el nivel de expresion de la proteina viral p24. Igualmente observamos que



la proteina Rev afecta la replicacion del DENV-2, segun el nivel de expresion de la
proteina NS1. Esto se observé tanto en los lisados celulares, como en los
sobrenadantes de los cultivos. Igualmente el docking de la proteina Rev con los
dominios de NS5 fue exitoso e indica que la interaccion de Rev con el dominio
ARN-polimerasa dependiente de ARN de NS5, se produce a través del sitio activo
de la polimerasa. Por lo tanto sugerimos que una posible interaccion entre las dos
proteinas podria estar asociada con la disminucion de la replicacion de ambos

virus.
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INTRODUCCION

Es de amplio conocimiento que regiones endémicas para el DENV se sobreponen
con areas de alta incidencia del VIH-1 (Gonzalez et al., 2009); por ejemplo
regiones tropicales de Latinoamérica, Asia y Africa. Esto puede conllevar a que se
presenten casos de coinfeccidn con esos dos virus. Sin embargo, existen pocos
estudios que reporten casos de coinfecciones. A la fecha, solo 4 estudios han
descrito dicho suceso (Gonzalez et al., 2009; Mendes, Branco, & Medeiros, 2006;
Siong et al., 2008; Watt, Kantipong, & Jongsakul, 2003). Teniendo en cuenta que
los eventos de coinfeccion del VIH-1 con otros agentes virales de infeccién aguda
generalmente aceleran la progresion a SIDA (Gonzalez et al., 2009; Thomas,
2008), es interesante resaltar que en los casos clinicos reportados, los individuos
infectados con VIH-1 no presentaron progresion de la enfermedad después de la
infeccion por DENV. El primer caso reportado en Tailandia demostré que la carga
viral de VIH-1 fue considerablemente disminuida durante la infeccion por DENV-1
(Watt et al., 2003). Ademas los investigadores demostraron que al usar suero de
un paciente con dengue en fase aguda, pero no en convalecencia, reducia la
infectividad del VIH-1 en células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
infectadas in vitro. El segundo caso reportado (Mendes et al., 2006) demostrd que



un paciente en Brasil coinfectado con los dos virus (VIH-1 subtipo B y DENV con
serotipo no determinado) no presentd una inmunosupresion tan marcada (el
conteo de CD4 fue mayor a 400 células/ml). El tercer reporte (Siong et al., 2008)
presenta 5 pacientes con VIH-1 tratados con HAART (terapia antiretroviral
altamente activa) en los cuales no se presenté complicacion alguna durante el
curso de la infeccion por DENV (sintomas leves, no hubo desarrollo de fiebre
hemorrdgica ni sindrome de shock por dengue). Por dltimo, el cuarto reporte
(Gonzalez et al., 2009) muestra dos casos de coinfeccién durante un brote de
DENV-3 en Cuba. Los dos sujetos tuvieron sintomas de dengue clasico y no se
observo progresion de la enfermedad. Si bien los 4 reportes expuestos sugieren
que la coinfeccién reduce la patogénesis de uno u otro virus, no existe evidencia
gue muestre los sucesos celulares, moleculares o sistémicos que ocurren
realmente. Por tal razén en el presente estudio nos interesamos en determinar si
la proteina NS5 de DENV-2, tiene un efecto en la replicacion del VIH-1, o si la
proteina Rev de VIH-1, afecta la replicacién del DENV-2. El estudio se realiz6 in

vitro, usando como modelo células HeLa y células Vero.

Aspectos generales del DENV y del VIH-1

El Virus del Dengue (DENV) pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus.
Este es un virus icosaédrico, envuelto y el genoma esta constituido por una
molécula de ARN de cadena sencilla de polaridad positiva de aproximadamente
10,7 kb. ElI genoma del DENV es reconocido directamente por la maquinaria
traduccional celular y origina una poliproteina, la cual es procesada por proteasas
celulares y virales, dando origen a 3 proteinas estructurales y 7 no estructurales.
Las proteinas estructurales (C, prM/M y E) estan localizadas en la region N-
terminal de la poliproteina, seguidas de las proteinas no-estructurales (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,NS5) (Bartenschlager & Miller, 2008; Friebe &
Harris, 2010). Asi NS5 constituye la proteina mas larga de las proteinas virales del
DENV, posee un dominio con actividad ARN-polimerasa dependiente de ARN

(RJRP) y otro domino con actividad S-adenosilmetil-transferasa (MeT).



Hasta el momento basados en la respuesta antigénica y a cambios nucleotidicos
de algunos genes, se ha identificado 4 serotipos: DENV -1, -2, -3, -4 (Holmes &
Twiddy, 2003; Rico-Hesse Rebeca., 2008). EI DENV es transmitido principalmente
por mosquitos del genero Aedes, convirtiéndola en la enfermedad transmitida por
artropodos mas importante en humanos, con aproximadamente entre 50 y 100
millones de casos reportados alrededor del mundo (Friebe & Harris, 2010; Mendez
et al., 2010; Ospina et al-, 2010). Segun la Organizacion Mundial de la Salud, mas
de 2.5 billones de personas estan expuestos a ser infectados por DENV (WHO,
2010).

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1), es un virus envuelto con
capside irregular. El virion contiene dos copias de ARN de cadena positiva de
aproximadamente 9 kb. El genoma presenta tres genes mayores (gag, pol y env)
que codifican para proteinas estructurales; ademas genes que codifican para
proteinas accesorias (nef, vif, vpr, y vpu) y proteinas reguladoras (tat y rev),
implicadas en el control de la expresion génica y en la patogénesis (Carter &
Ehrlich, 2008).

El VIH-1 pertenece a la familia Retroviridae y hace parte del género Lentivirus.
Hasta el momento se ha identificado dos tipos principales; VIH-1 y VIH-2. El
primero es mucho mas virulento que el segundo, y es el responsable del SIDA
(Reeves & Doms, 2002). Para el afio 2011 se ha reportado que existen
aproximadamente 34.2 millones de infectados alrededor del mundo y ha
provocado la muerte de 1.7 millones de personas. Tal como ocurre con el DENV,
el VIH-1 es un problema de salud publica de extrema importancia y el impacto que
este tiene tanto a nivel social como a nivel econdmico es de orden prioritario. El
panorama es aun mas desconcertante si se tiene cuenta que la mayoria de casos

se presentan en regiones de extrema pobreza (UNAIDS, 2011).
Proteinas NS5 y Rev

El comportamiento de los virus en los pacientes coinfectados conlleva a sugerir
gque muy posiblemente existe una interaccion entre los productos génicos de
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ambos virus, lo que podria explicar el fendmeno observado (McLinden, Stapleton,
Chang, & Xiang, 2008) o también se podria manifestar como consecuencia de una
competencia entre factores celulares implicados en la replicacion tanto de DENV
como del VIH-1. Para entender mas ese comportamiento, es indispensable
conocer un poco mejor ciertas caracteristicas de dos proteinas virales, NS5 y Rev,
pertenecientes al DENV y VIH-1, respectivamente, las cuales son de vital
importancia en el ciclo de replicacion de cada virus (Bartenschlager & Miller, 2008;
Strebel, 2003).

Como anteriormente se menciond, la proteina no-estructural NS5 es la proteina
mas grande del DENV (900 aminoacidos, 105 kDa) y la mas conservada de todas
las proteinas estructurales del virus (Bartenschlager & Miller, 2008). NS5 contiene
un dominio MeT y un dominio C-terminal con actividad ARN-polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) separado por una regién de unién, conocido como
“interdominio” (Xiang et al., 2009). En la region interdominio se presenta una sefal
de localizacién nuclear o NLS (residuos 369—-405) que explica la presencia de NS5
en el nucleo en el curso de una infeccion por DENV. Sin embargo el rol de la
proteina durante la replicacion ocurre en el citoplasma, por tanto NS5 posee una
sefial de exportacion nuclear o NES (residuos 327-343) que le permite ser
traslocada hacia el citoplasma, donde lleva a cabo su funcion (Johansson, Brooks,
Jans, & Vasudevan, 2001; Rawlinson, Pryor, Wright, & Jans, 2009). NS5 es de
vital importancia en el ciclo de replicacién del virus y su presencia en el nucleo
esta asociada con la regulacion negativa de la expresion de la interleucina 8 y la
produccion de viriones (Rawlinson et al., 2009). Al igual que NS3, NS5 funciona
como una enzima, por tal razo6n ambas proteinas son consideradas como posibles

blancos antivirales (Noble et al., 2010).

Igualmente, la proteina Rev juega un papel fundamental en el ciclo replicativo del
VIH-1, ya que es la responsable de la exportacion de transcriptos (ARNmM)
semiprocesados y sin procesar hacia el citoplasma. Rev es una fosfoproteina
localizada predominantemente en nucleo/nucléolo. Analisis mutacionales revelan

gue Rev contiene distintos y variados dominios (Suhasini & Reddy, 2009). En la



region N-Terminal tiene un motivo rico en arginina localizado entre los
aminoécidos 35 y 50, que funciona como una NLS y ademas actia como un
dominio de unién a ARN altamente estructurado; dicha union se lleva a cabo a
través del elemento de respuesta a Rev (REE), presente en los transcriptos
semiprocesados Yy sin procesar (Reeves & Doms, 2002; Suhasini & Reddy, 2009).
También presenta un pequefio dominio entre los aminoacidos 10 y 24 en la regién
N-Terminal, que actia como sefial nuclear inhibitoria (NIS), importante para
mantener la actividad de Rev predominantemente en el nucleo (Kubota &
Pomerantz, 1998). Un tercer dominio esencial rico en leucina esta presente en la
region C-Terminal (aminoacidos 73 y 84) y funciona como NES; gracias a la
secuencia NES, Rev interactia con proteinas celulares (exportinas) implicadas en

la exportacion de ARNm celulares o transcriptos virales (Suhasini & Reddy, 2009).

Es de anotar que ademas de los dos tipos de transcriptos del VIH-1 anteriormente
mencionados y cuya exportacion al citoplasma es dependiente de Rev, el genoma
del VIH-1 también da origen a un tercer transcripto que es completamente
procesado; el mecanismo de exportacion de dicho ARNm es diferente al realizado
por Rev, ya que usa el elemento de transporte constitutivos (CTE), que es
igualmente utilizado para la exportacion de ARNm celulares (Reeves & Doms,
2002; Strebel, 2003).

Lo interesante de Rev y NS5, es que ambas proteinas interactian con el factor de
importacion nuclear, Importina-B (Johansson et al., 2001), presente en las dos
proteinas. Igualmente ambas proteinas interactan con la exportina celular CRM1,
a través de la NES, lo que permite su traslocadas al citoplasma (Rawlinson et al.,
2009; Urcuqui-Inchima et al., 2011).

Teniendo en cuenta que la funcidon de estas dos proteinas es dependiente de
Importina-B y CRM1 (Figura 1), y ademas que ambas proteinas juegan un papel
fundamental en la replicacion viral, tanto de DENV como del VIH-1, nos
preguntamos si una posible competencia por la exportina CRM1, podria explicar el

comportamiento de los dos virus observados en los pacientes coinfectados.
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Figura 1. Representacién esquematica de la dindmica intracelular de las proteinas NS5 y Rev. Una vez
sintetizadas, tanto NS5 como Rev dependen de la importina-B para ser traslocadas al nucleo. Ya en el
nucleo, NS5 interviene en la regulacion negativa de la expresidn de la interleucina 8 y en la respuesta

antiviral. Por su parte, Rev una vez en el nucleo interactta con la estructura RRE presente en los transcriptos
semiprocesados y sin procesar. Finalmente, NS5 o el complejo Rev/transcriptos son exportados hacia el

citoplasma por medio de la exportina CRM1.

Asimismo, ambas proteinas constituyen un atractivo blanco para acercamientos
antivirales. Es de anotar que aln no existe una vacuna o estrategia terapéutica
para controlar la progresion del dengue, a pesar del impacto econémico y social
de la enfermedad. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos métodos de prevencion y
control de infecciones por VIH, o del DENV, permanece como un objetivo critico
en la investigacion viral a medida que la poblacion mundial infectada continua en
aumento (Pollard & Malim, 1998).

Marco experimental



Existen pocos estudios experimentales que expliquen la dinamica de la
coinfeccién del DENV y VIH-1 in vitro. El primer acercamiento fue con el Virus del
Sarampion (Paramixoviridae) que aunque no es un Flavivirus, mostré6 como la
coinfecciéon de un virus distantemente relacionado con VIH-1 podria inhibir la
trascripcion reversa, bloquear la replicacion y ademas detener la progresion del
ciclo celular en células CD4" (Garcia, Yu, Griffin, & Moss, 2008, 2005). El primer
trabajo en utilizar NS5 para inhibir la replicacion del VIH-1 fue reportado por Xiang
y colaboradores (Xiang, McLinden, Chang, Kaufman, & Stapleton, 2006). En el
estudio los investigadores utilizaron un segmento de 85 aminoacidos de la
fosfoproteina NS5A proveniente del Virus de la Hepatitis G tipo C (Flaviviridae) en
células Jurkat CD4". El trabajo constituy6 el primer reporte en el que se demostro
como una proteina viral regulaba negativamente la replicacion del VIH-1, gracias a
una disminucién de la expresidn del correceptor CXCR4, necesario para la entrada
del virus a la célula (McLinden et al., 2008). En trabajos posteriores se logré
localizar una regién méas exacta dentro de NS5, primero de 30 amino&cidos y
luego una regidén mas fina de 14 aminoacidos, siendo estos suficientes para inhibir
la replicacion del VIH-1(Chang, McLinden, Stapleton, Sathar, & Xiang, 2007,
Xiang, McLinden, Chang, Jordan, & Stapleton, 2008).

Con respecto al DENV, en un estudio realizado en células T CD4" se demostré
qgue la expresidon de la proteina NS5 inhibia la replicacion del VIH-1 alrededor del
90%, al compararla con el control (McLinden et al., 2008). Dicha disminucién
estaba igualmente asociada con la regulacion negativa en la expresion del
correceptor CXCR4. EI ultimo estudio publicado y quiza el de mayor relevancia
para nuestro propésito, indica que NS5 (de 5 miembros de la familia Flaviviridae)
afectaba la expresion del receptor CD4, sino también la expresion de proteinas del
VIH-1 (Xiang et al., 2009).

Teniendo en cuenta que tanto los casos clinicos reportados, como los pocos
trabajos experimentales realizados, han sido enfocados a la entrada, replicacion y
progresion del VIH-1 (pero no se ha reportado un efecto en la replicacion del

DENV), con este trabajo se apuntd a evaluar el papel y el impacto de las proteinas
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virales, NS5 (sus dos dominios) y Rev, en la replicacion del VIH-1 y DENV,
respectivamente. Ademéas usando servidores de modelacion bioinformatica
(Protein-Protein Docking), se determinara si la proteina NS5 interactia con la
proteina Rev. Los resultados logrados muestran que tanto en lisados celulares
como en sobrenadantes, la proteina NS5 y sus dominios por separado, afectan la
replicacion del VIH-1. Equivalentemente observamos que la proteina Rev
disminuye la replicacion del DENV-2. A la par de estos experimentos, el docking
de la proteina Rev con el dominio RdRp deNS5 revela que la interaccion entre
estas dos proteinas es posible y que se da a través del sitio activo de la

polimerasa.
MATERIALES Y METODOS
Cultivos celulares y transfeccion

Para evaluar el efecto de la proteina NS5 o sus dominios en la replicacién del VIH-
1, células HelLa fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con Suero Fetal
bovino al 10%, en platos de 6 pozos, e incubadas a 37°C y CO, al 5%. Una vez la
monocapa celular adquirié una confluencia entre el 70 y 80%, las células fueron
cotransfectadas usando el estuche de transfeccion SuperFect (Qiagen) con 1.5ug
del constructo pNL4-3.GFP, que tiene todo el genoma del VIH-1 y produce
particulas virales infecciosas (en todos los experimentos se us6 la misma cantidad
de ADN) y otro que contiene el gen que codifica para la proteina NS5 de DENV
(Figura 2A). En este caso se us6 1.5, 3, 4 y 5ug de DNA del constructo que
codifica por toda la proteina (NS51.900); Otro que contiene el dominio MeT ubicado
en la region amino terminal (NS51.319); €l constructo NS5;3.405, €s decir, el que
contiene ademas de MeT, la region interdominio que posee la NLS y la NES y
finalmente el constructo NS5406.900 que contiene el dominio ARN-polimerasa
dependiente de ARN o RdRp.

Para evaluar el efecto de Rev en la replicaciéon del DENV, células Vero fueron
transfectadas usando el estuche de transfeccion Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
con diferentes concentraciones de un constructo que contiene el gen que codifica
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para la proteina Rev fusionado a la proteina roja fluorescente monomérica (de
este constructo se utilizé 3, 4, 5 y 6ug de plasmido) (Figura 2B). Todos los
plasmidos utilizados fueron obtenidos de investigaciones anteriores (Rawlinson et
al., 2009; Urcuqui-Inchima et al., 2011). Veinticuatro horas después se infectdé con
el DENV serotipo 2 (600 ul de un stock viral. En ambos casos, 48 horas después
se recogid los sobrenadantes de los cultivos y las células fueron desprendidas,
inmediatamente la eficiencia de la transfecciébn se evalué por microscopia de
fluorescencia (Figura 3). Consecutivamente se realizd la lisis celular y una vez

cuantificadas las proteinas totales, se usaron para realizar un western blot.
Western blot

Como ya se menciono, las células recolectadas fueron lisadas usando un buffer de
lisis celular [50 mM Tris (pH 7.5), 250 mM NacCl, 5 mM EDTA, 0.1% (v/v) Tritdn X-
100, 0.1mM Na3V0O4, 0.1mM fluoruro de fenilmetilsulfonil]. Luego se centrifugd
para remover los desechos celulares; una vez cuantificadas las proteinas totales
de lisados y sobrenadantes, se cargdé en un gel de poliacrilamida/SDS al 10%,
entre 30 y 50 ug de proteina para los cultivos de HelLa y 75ug de proteina para los
cultivos de Vero (Rawlinson et al., 2009). Luego de la migracion electroforética, las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las proteinas virales
fueron detectadas usando un anticuerpo que reconoce en forma especifica la
proteina p24 (se observan 4 bandas, la proteina pr55Gag y los diferentes
derivados de dicha poliproteina, incluyendo p24) o un anticuerpo que reconoce

especificamente a la proteina NS1 de DENV (banda Unica).
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Figura 2. Representacion esquematica de los diferentes constructos usados en el presente estudio. (A) se

uso el gen completo (NS54.990) que contiene los dominios MeT, las sefiales NLS y NES, y el dominio RdRp. El
constructo NS5,.5,9 que contiene el dominio MeT. El constructo NS5;_.406 que contiene el dominio MeT con
las sefales de localizacion NLS y NES, y el constructo NS5,¢5.900 que contiene el dominio RdRp sin ninguna
sefial de localizacién. (B) constructo que expresa la proteina Rev unido a la proteina roja fluorescente

monomérica.

Los anticuerpos y las membranas tanto para los lisados como para los
sobrenadantes se dejaron “overnight” a 4°C en solucion de bloqueo (TBS 10%
leche descremada). Finalmente a cada membrana se le adicion6 el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa. El revelado se realizé usando el estuche
ECL Plus Western Blotting Detection System (Amersham™). Como control de
carga (CG) para todas las membranas, se usé Rojo de Ponceau (acido
carminico/acido tricloroacético 1%). A modo de Mock se utiliz6 lisados y
sobrenadantes de cultivos sin transfectar o infectar. Todas las transfecciones y
westerns blot se hicieron por triplicado.
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Figura 3. Evaluacion de la eficiencia de transfeccion, por microscopia de fluorescencia, de los constructos
pNS5, pNL4-3GFP y Rev. Los plasmidos pNS5 y pNL4-GFP se evaluaron detectando la proteina verde
fluorescente (GFP), tanto separados como en sus respectivas cotransfecciones; los constructos NS5;.319,
NS51.405 Y NS5406.900 también fueron chequeados, revelando asi eficiencias de transfeccién similares (datos
no mostrados). El plasmido Rev se evalué detectando la proteina roja fluorescente monomérica (mRFP).

Docking

A las proteinas NS5 y Rev se les realiz6 un Docking de interaccion proteina-
proteina, utilizando la base de datos de estructuras macromoleculares bioldgicas
Protein Data Bank (PDB), las herramientas del Cluster en linea ClusPro Protein-
protein docking de la Universidad de Boston (S. R. Comeau, Gatchell, Vajda, &
Camacho, 2003; Stephen R Comeau, Gatchell, Vajda, & Camacho, 2004; Kozakov
et al., 2010; Kozakov, Brenke, Comeau, & Vajda, 2006) y el software libre PyMOL
para la visualizacion de estructuras moleculares (Delano, 2002). Como la
estructura tridimensional de la proteina NS5 no se encuentra completa se uso la
estructura de sus dominios principales (EI dominio N-terminal MeT [PDB ID:1L9K
(Egloff, Benarroch, Selisko, Romette, & Canard, 2002)] y el dominio C-terminal
RdRp [PDB ID: 2J7W (Yap et al., 2007)]) (McLinden et al., 2008). Estos dos

dominios se hicieron interactuar con la proteina Rev, de la cual también se conoce
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la estructura tridimensional [PDB ID: 3LPH (DiMattia et al., 2010)] en 4 estados
diferentes (Mono-, Di-, tri- y Tetramérica) simulando asi diferentes conformaciones
fisiolégicas (Pollard & Malim, 1998; Strebel, 2003). Todas las interacciones fueron

realizadas por duplicado.
RESULTADOS
La proteina NS51.900 disminuye la sintesis de p24

p24 es una de las proteinas que se obtiene del procesamiento de la poliproteina
pr55Gag y es utilizada como un indicador de la replicacion del VIH-1. Por ende,
para determinar el efecto de la proteina NS5 del DENV-2 en la replicacion del VIH-
1, se evaluo por western blot la expresion de esa proteina. El anticuerpo utilizado
tiene la ventaja que ademéas de p24, reconoce la poliproteina pr55Gag y sus
proteinas derivadas. Como se puede apreciar en la figura 4A, cuando las células
fueron transfectadas con el constructo pNL4-3GFP y en presencia de una alta
concentracion del gen que codifica para la proteina NS5 (aminoacidos 1-900), se
observo una fuerte disminucién de p24 y de pr55Gag, en los lisados celulares.
Cuando la evaluacion se hizo en los sobrenadantes de esos cultivos, igualmente
se observé una disminucion en el contenido de pr55Gag y p24 (Figura 4B);
Cuando las células fueron transfectadas con 5ug de pNS5;.900, N0 fue posible
detectar ni pr55Gag y por ende p24.
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Figura 4. La proteina NS5 disminuye la sintesis de pr55Gag y sus proteinas derivadas. (A) Western blot para
p24 de los lisados celulares de la cotransfeccion con pNL4-3GFP y NS5;.90. La deteccidon de pr55Gagy p24
disminuy6 cuando se usé 4 y 5ug del plasmido NS5.00. (B) Western blot para p24 de los sobrenadantes de

los cultivos celulares de la cotransfeccién con pNL4-3GFP y NS5,.00. No se detectd pr55Gag ni p24 cuando se

uso6 5ug del plasmido NS51.990. El marcador de masa molecular se indica con rojo (-) y azul (-). Como Mock se

utilizo lisados y sobrenadantes de cultivos sin transfectar.

El dominio MeT de NS5 (NS5;.319) disminuye la sintesis de pr55Gag y sus

proteinas derivadas

Teniendo en cuenta que NS5 afecta la expresion de pr55Gag, el siguiente paso
fue determinar si para llevar a cabo dicha funcion era necesario toda la proteina o
solo una region especifica. Para ello lo primero que se hizo fue evaluar el
constructo que codifica por el dominio MeT (NS5i.319). Nuestros resultados
muestran que igualmente el dominio MeT afecta la produccién de pr55Gag y p24
en los lisados celulares, dependiendo de la cantidad de DNA plasmidico utilizado
(Figura 5A). En los sobrenadantes de las células cotransfectadas no fue posible
detectar ni pr55Gag ni p24 (Figura 5B), aunque cuando se us6 1.5ug de pNS5;.319,
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se observa una ligera banda de p24. A cantidades mayores de ADN plasmidico,

ya no fue posible observar esa banda.
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Figura 5.El dominio MeT de NS5 reduce la sintesis de pr55Gag y p24. (A) Western blot para p24 de la
cotransfeccion pNL4-3GFP y NS5,.310. La deteccion de pr55Gag y p24 en el lisado celular se redujo cuando se
uso6 3, 4y 5ug del plasmido NS5;.316. (B) Western blot para p24 de los sobrenadantes de los cultivos celulares
de la cotransfeccién con pNL4-3GFP y NS5,.314. En los sobrenadantes no sé detectd bandas de pr55Gag y p24
a excepcién de cuando se uso6 1.5ug del plasmido NS54.314. El marcador de masa molecular se indica en rojo

(-) y azul (-). Como Mock se utilizo lisados y sobrenadantes de cultivos sin transfectar.

El dominio MeT de NS5 (NS5;.40s) junto con las NLS y NES disminuye la

sintesis de pr55Gag y sus proteinas derivadas

Posteriormente se determiné si el dominio MeT junto con la regién interdominio de
la proteina NS5, el cual contiene las NLS y NES (NS5;.405), afecta igualmente la
expresion de pr55Gag. Como se observa en la figura 6A, la regién de la proteina
que contiene el dominio MeT en presencia del interdominio, igualmente afecta el
contenido de p24 y pr55Gag. A diferencia del solo dominio MeT, en este caso el

efecto se empieza a observar con tan solo 3ug de ADN plasmidico. En los
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sobrenadantes de los cultivos cotransfectados no se detectd pr55Gag ni p24,
excepto cuando se usé 1.5ug de NS5;.405 (Figura 6B).

kDz
50
30
25 25
GIEIL kA we =+ - ) CHNGEGEEE—
pNL4-3GFP 1.5pg pNL4-3GFP 1.5pg
Lisado Sobrenadante

Figura 6. La expresion del dominio MeT de NS5, en presencia de la region interdominio tiene un fuerte
efecto en la sintesis de pr55Gag y p24. (A) Western blot para p24 de la cotransfeccion pNL4-3GFP y NS5 405.
La deteccidn de pr55Gag y p24 en el lisado celular se redujo cuando se usé 1.5, 3, 4 y 5ug del plasmido NS5,

405- (B) Western blot para p24 de los sobrenadantes de los cultivos celulares de la cotransfeccién con pNL4-
3GFP y NS51.4¢s. En los sobrenadantes no sé detectd bandas de pr55Gag y p24 a excepcion de cuando se usé
1.5ug del plasmido NS54._405. El marcador de masa molecular se indica en rojo (-) y azul (-). Como Mock se

utilizo lisados y sobrenadantes de cultivos sin transfectar.

El dominio RdARp de NS5 (NS5406.900) disminuye la sintesis de pr55Gag y sus
proteinas derivadas

Una vez establecido que el dominio MeT, en presencia de las sefales de
localizacion y exportacién nuclear, afecta la expresién de pr55Gag, procedimos a
determinar si el constructo que codifica para el dominio RARp (NS5406-000) pOseia
la misma funcién. Nuestros resultados muestran que ese dominio también afecta
la produccién de pr55Gag y p24 en los lisados celulares dependiendo de la
cantidad de DNA plasmidico utilizado (Figura 7A). Igualmente en los
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sobrenadantes de los cultivos no fue detectada en absoluto la proteina pr55Gag ni
p24 cuando se uso, 4 y 5 ug del plasmido NS5406-900 (Figura 7B).
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Figura 7. El dominio RdRp de NS5 reduce la sintesis de pr55Gag y p24. (A) Western blot para p24 de los
lisados celulares de la cotransfeccidon con pNL4-3GFP y NS5,406.900. La deteccidn de pr55Gag y p24 disminuyo
cuando se uso 4 y 5ug del plasmido NS5405.900. (B) Western blot para p24 de los sobrenadantes de los cultivos
celulares de la cotransfeccién con pNL4-3GFP y NS5,406.900. NO se detectd pr55Gag ni p24 cuando se usé 5y
6ug del plasmido NS5405.900. El marcador de masa molecular se indica con rojo (-) y azul (-).Como Mock se

utilizo lisados y sobrenadantes de cultivos sin transfectar.

La proteina Rev del VIH-1 afecta negativamente la sintesis de NS1 del DENV-
2

NS1 es una glicoproteina no-estructural que generalmente es secretada al medio
extracelular. Esta se une a la superficie de células infectadas y sin infectar. Tiene
ademas funciones en la evasion del sistema inmune por parte del virus. Ya que
esta proteina se encuentra en el torrente sanguineo durante una infeccién por
dengue, es usada normalmente como un indicador de la replicacion del DENV. En
consecuencia, para determinar el efecto de la proteina Rev del VIH-1 en la
replicacion del DENV, se evalud por western blot la expresion de esa proteina.
Claramente en la figura 8 se puede observar que cuando las células fueron
transfectadas con el gen que codifica para la proteina Rev y luego infectadas con
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DENV-2, se observo una fuerte disminucion en la detecciéon de NS1 en el lisado
celular. Con 5 y 6ug del ADN plasmidico que codifica para Rev no fue posible
detectar ninguna banda.

>
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Figura 8. La proteina Rev del VIH-1 disminuye drasticamente la sintesis de NS1 del DENV. Western blot
para NS1 de los lisados celulares de la transfeccién con Rev y posterior infeccién con DENV-2. La deteccién

de NS1 disminuy6 cuando se usé 3, 4, 5y 6ug del plasmido NS1 respecto al control. El marcador de masa
molecular se indica con negro (-).Como Mock se utilizé lisados y sobrenadantes de cultivos sin transfectar e

infectar.

Los estudios in silico sugieren que existe una interaccion periférica entre el
dominio MeT de la proteina NS5 del DENV y la proteina Rev del VIH-1

En concordancia con los resultados anteriores y teniendo en cuenta que no es
necesaria las sefiales de localizacién nuclear para la inhibicion de la sintesis de
pro55Gag y p24, planteamos un estudio in silico que nos permitiera establecer una
posible interaccion entre Rev y NS5, la cual pudiese explicar el efecto en la

replicacion del VIH-1 y DENV observado por western blot.

La mejor manera de evaluar los modelos de interaccién entre proteinas es por

tamafo de cluster y por el puntaje de cada interaccion; por lo tanto, clisteres con
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mayor numero y valores mas negativos sugieren una posible interaccion entre
esas estructuras. Es asi como los analisis in silico para evaluar la interaccion entre
el dominio MeT de la proteina NS5 y la proteina Rev fueron exitosos. Es decir, se
obtuvo una buena cantidad de miembros de modelos con coeficientes negativos
(Figura 9A). Los puntajes de energia de los modelos obtenidos variaron desde -
653.6 hasta -803.3 KJ/mol. Equivalentemente los analisis hechos con la proteina
Rev dimérica, trimérica y tetramérica dieron rangos de energias similares (datos
no mostrados). Los resultados del acoplamiento permitieron identificar que las
interacciones entre las dos proteinas son posibles pero promiscuas y por lo tanto

no sitio-especificas (figura 9B).

A
Cluster | Members | Rep! ive | Weighted Score
0 e Centor 6536
Lowest Energy 7298
1 70 Center 8033
Lowest Energy 8§68 .8
2 70 Center 6679
Lowest Energy 1337
3 53 Center 6248
Lowest Energy -749.0
4 51 Center 7147
Lowest Energy 8348

Figura 9. Docking proteina-proteina del dominio MeT y la proteina Rev. (A) Tabla de valores de
interacciones en entre el dominio MeT y la proteina Rev. Se obtuvo una buena cantidad de miembros por
cluster y con puntuaciones negativas (B) Las interacciones dela proteina Rev (colores variados) se dan en

diferentes regiones alrededor de la estructura del dominio MeT (verde).

Los estudios in silico indican que existe una posible interaccion especifica
entre el dominio RdRp de la proteina NS5 del DENV y la proteina Rev del VIH-
1

19



De igual manera procedimos a determinar una posible interaccion entre el dominio
RARp de NS5 y la proteina Rev de VIH-1. Los andlisis de la interaccion fueron
igualmente exitosos. Es decir, se obtuvo una buena cuantia de miembros en los
clusteres, todos ellos con coeficientes negativos. Los puntajes de energia de los
modelos van desde -744.9 hasta -1020.2 KJ/mol (Figura 10A). De la misma
manera las interacciones hechas entre el dominio RdRp y la proteina Rev en sus
conformaciones dimérica, trimérica y tetramérica arrojaron rangos de energias
similares (datos no mostrados). Comparativamente, los valores obtenidos con
RdRp y Rev, fueron sustancialmente mayores a los obtenidos en las interacciones
entre el dominio MeT y la proteina Rev en todas sus conformaciones. Los
resultados muestran una mayor cantidad de miembros en los cllsteres y valores
mas negativos. Asimismo los resultados del acoplamiento permitieron identificar
gue las interacciones entre las dos proteinas no eran promiscuas (Figura 10B), y
se dan cerca a sitios de wunion a nucleotidos trifosfato, e intervienen
especificamente los residuos S710, R729, R737, T794, W795 (Figura 11).

A
Cluster | Members | Representative | Weighted Score
0 225 Center 8703
Lowest Energy -1067.2
1 119 Center 7927
Lowest Energy -1065.0
2 64 Center -1020.2
Lowest Energy -1020.2
3 59 Center 8540
Lowest Energy 8812
4 59 Center -T44 9
Lowest Energy 8726

Figura 10. Docking proteina-proteina del dominio MeT y la proteina Rev. (A) Tabla de valores de
interacciones entre el domino RdRp y la proteina Rev. Se obtuvo una buena cantidad de miembros por
cluster y con puntuaciones negativas (B) Las interacciones dela proteina Rev (colores variados) se dan en
lugares relativamente cercanos del centro catalitico del dominio RdRp (verde) y con valores mucho mas

negativos comparativamente con las interacciones entre MeT y Rev.
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Figura 11. Interaccion entre la proteina Rev y el dominio RdRp. La interaccidn entre la proteina Rev (cian) y
el dominio RdRp de NS5 (verde) se da en el sitio activo, donde se indica (rojo) los residuos $710, R729, R737,
T794, W795 lo cuales estan implicados en la unién a nucledtidos trifosfato, posiblemente la proteina Rev

pueda truncar la funcidn enzimatica.

CONCLUSIONES

Es bastante claro que el DENV y el VIH-1 son problemas de salud publica de
primer orden. El Dengue representa cerca de 50 millones de casos alrededor del
mundo y 2.5 billones de personas estan en alto riesgo de ser infectados; por otro
lado, existe alrededor de 33 millones de personas infectadas con el VIH-1 en todo
el planeta. Las regiones de mayor prevalencia para ambos virus son los paises en
via de desarrollo localizados en regiones tropicales y subtropicales. Por tanto,
investigaciones centradas en estos dos importantes patégenos podrian de alguna
manera, vislumbrar interacciones inmunopatologicas entre DENV y VIH-1 y sus

posibles implicaciones en los resultados de una coinfeccion.
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Puntualmente, esta investigacion aporta nuevos conocimientos relacionados con
el papel de la proteina NS5 y sus dominios en la replicacion del VIH-1, ademas del
rol de la proteina Rev en la replicacion del DENV-2. Esto contribuye a entender

mejor los reportes clinicos reportados en pacientes coinfectados con ambos virus.

En investigaciones previas se ha demostrado que la proteina NS5, no solo de
DENYV sino de otros virus como el Virus Oeste del Nilo, Virus de la Fiebre Amarilla,
Virus de la Hepatitis C y Virus GB-C (todos dentro de la familia Flaviviridae)
disminuyen la expresion de la molécula de superficie CD4, tanto en lineas como
células primarias T CD4", lo que afecta la replicacion del VIH-1 (Xiang et al.,
2009). Estos autores plantean que el mecanismo de inhibicién por la proteina NS5
actia a un nivel transcripcional, ya que la expresion de la proteina NS5 de esos
Flavivirus en células T reduce los niveles basales de ARNm de CD4, comparado
con las células control. No obstante, nuestras investigaciones fueron desarrolladas
en modelos in vitro con las lineas celulares HelLa y Vero; las cuales poseen un
fenotipo CD4" (Mondor, Ugolini, & Sattentau, 1998), por lo cual no pueden ser
infectadas, no obstante si disponen de todos los factores necesarios para la
replicacion del genoma del VIH-1 y producir particulas virales infecciosas. Por lo
tanto nuestros resultados sugieren que la inhibicion de la replicacién viral
observada, no solo esta asociada a la regulaciéon negativa o ausencia de los
receptores celulares que permiten la entrada del virus, sino que existen otros
mecanismos o factores intracelulares que tienen un efecto en la replicacion del
VIH-1. Teniendo en cuenta que la proteina Rev y NS5, dependen tanto de las
importinas como de las exportinas, para traslocarse al ndcleo o al citoplasma
(Rawlinson et al., 2009; Suhasini & Reddy, 2009), respectivamente, una
competicion por esos factores celulares o la interaccion directa entre NS5 con Rev
u otras proteinas del VIH-1, podria explicar el efecto en la replicacion del DENV o

del VIH-1, que hemos descrito en el presente estudio.

Acorde con lo previamente reportado (McLinden et al., 2008; Xiang et al., 2009), el
western blot para p24 claramente muestra que la proteina NS5 total (NS;.900), que

contiene sus dos dominios (MeT y RdRp) y la regién interdominio, tiene un efecto
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en la replicacion del virus. Nuestros resultados muestran que el efecto es
dependiente de la cantidad de ADN plasmidico utilizado en la transfeccion de las
células. EI mayor efecto en el contenido de pr55Gag y p24 se observé cuando las
células fueron transfectadas con 5ug. Cuando se evalué el contenido de pr55Gag
y p24 en los sobrenadantes de las células transfectadas con esa cantidad de ADN,
no fue posible detectar pr55Gag y solo se observa una banda muy tenue de p24.
Resultados similares fueron reportados cuando se evalu6 el efecto del factor
Nuclear 90, en la replicacion del VIH-1 (Urcuqui-Inchima et al., 2011). Nuestros
resultados posiblemente sugieren que la proteina NS5 tiene un efecto en el

ensamblaje o salida de los viriones al medio extracelular.

Con el proposito de caracterizar o determinar qué dominio estaba implicado en
dicha funcion, se evalu6 el efecto de cada uno de los dominios de NS5, en la
replicacion del VIH-1. Observamos que ambos dominios de la proteina NS5 (MeT
en presencia o ausencia del interdominio y RdRp) son eficaces en cuanto a la
inhibicion de la replicacion del VIH-1. Sin embargo, el dominio MeT es el que
menos efecto tiene (Figura 5A); los que inhiben mas drasticamente la sintesis de
pro5Gag y p24, es el dominio RdRp (Figura 7A) y MeT pero en conjunto con el
interdominio (Figura 6A), sugiriendo que las sefiales de exportacion y localizacion
nuclear son primordiales. Posiblemente el aumento en la inhibicion de la
replicacion por parte de la proteina NS5i.405 respecto a la NSb5;.99, Sea
consecuencia de la exposicion de esas dos sefales (NLS y NES) presentes en la
region interdominio (residuos 369 a 405). Estas sefiales son importantes ya que
permiten la entrada y salida del ndcleo, de la proteina NS5 (Johansson et al.,
2001; Rawlinson et al., 2009). Una posible competicién por la importina-p o por
CRML1, entre la proteina NS5 y Rev (que también posee dichas sefales) podria
explicar el efecto en la replicacion del VIH-1, que hemos reportado en el presente

estudio.

El efecto del dominio RdRp en la replicacion del VIH-1 puede ser consecuencia de
la interaccion directa de ese dominio con la proteina Rev. Este tipo de interaccion

podria afectar la funcién de Rev, que es exportar los transcriptos semiprocesados
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y sin procesar del VIH-1 (Pollard & Malim, 1998; Strebel, 2003; Suhasini & Reddy,
2009). Si bien nosotros no mostramos experimentalmente la interaccién entre NS5
y Rev, pero con el objetivo de dar un soporte cientifico a nuestra hipotesis, se
realizé6 un docking proteina-proteina entre la proteina Rev y los dos principales
dominios de la proteina NS5. Los valores obtenidos permiten sugerir una posible
interaccion entre la proteina Rev y el dominio de MeT de la proteina NS5; no
obstante, las interfases de interaccion fueron variables respecto a la estructura del
domino MeT. Pero, vale la pena recalcar que el efecto de MeT en la replicacion del
VIH-1 solo se observa cuando se usa altas concentraciones del constructo que
codifica para ese dominio. Cuando el docking se realizé con el dominio RARp y
Rev, los datos muestran resultados mas interesantes, ya que los valores de la
interaccion (clusteres) son mucho mas negativos y se observd mas miembros en
cada uno de ellos. Lo interesante de nuestros resultados es que el docking sugiere
que la interaccion de produce entre el sitio activo del dominio RdRp (sitio de unién
a nucledtidos trifosfato) y Rev. Ademas los estudios in silico, sugieren que los
residuos S710, R729, R737, T794, W795 del dominio RdRp y el bucle de
aminoacidos que comprende los residuos 26 al 32 de la proteina Rev, son claves
en la interaccién. Recientemente se demostr6 que el asa formada por los
aminoacidos T794 y A799, es esencial para la iniciacién y proporciona al menos
parte del sitio de fijacion especifico del ATP (Selisko et al.,, 2012). Esos
aminoéacidos del dominio RdRp son trascendentales en la funcién catalitica de la
proteina NS5 y por lo tanto del ciclo de replicacion del virus (Yap et al., 2007).
Mientras que la region 26 al 32 de la proteina Rev no esta asociada a ninguna de
sus funciones celulares, pero se encuentran préoximos a la regién hidrofébica de la
proteina, implicada en la interaccién con el elemento de respuesta a Rev y en la

homo-dimerizacion de Rev.

Finalmente en el contexto de la infecciébn por DENV, el efecto de la proteina Rev
es muy interesante. Hasta la fecha no se ha reportado, seglin nuestros
conocimientos, un trabajo en el que se reporte que una proteina de VIH-1, afecte
la replicacion del DENV-2. Este resultado es supremamente interesante si se tiene

en cuenta que aun no existe un medicamento para el control de la progresion del
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dengue, o una vacuna contra dicha enfermedad. Los blancos terapéuticos que
hasta la fecha se han evaluado, estan dirigidos basicamente contra la
glicoproteina E, formacién de poro y truncamiento de proteinas virales con
actividad enzimatica (Shadan, 2004), pero hasta hoy no se conoce un prospecto
terapéutico utilizando un producto proteico del VIH-1. El resultado obtenido con el
western blot para detectar NS1 en lisados de células Vero transfectadas con un
constructo que contiene el gen que codifica por Rev y luego infectadas con DENV-
2, muestra una fuerte disminucién de la expresion de esa proteina viral (Figura 8).
La expresion de NS1 es fuertemente disminuida aun con cantidades bajas del
ADN plasmidico (3pg); cuando se utilizé 6ug, la inhibicion de la expresidn fue total,
comparada con el control, indicando que hay un efecto dosis dependiente. Al igual
qgue en los resultados obtenidos con VIH-1, la inhibicion de la replicacion del
DENV-2 por la proteina Rev puede ser debida a la competicién por la importina-p y
la exportina CRM1, entre Rev y NS5, o por la interaccién directa entre ambas
proteinas.

En conclusion, en el presente estudio demostramos que la replicacion del VIH-1 y
de DENV-2, es afectada por la expresion de la proteina NS5 y Rev,
respectivamente. El efecto en la replicacion del VIH-1 esta mas relacionado con el
dominio polimerasa (RdRp) de NS5. Los estudios in silico, sugieren que
posiblemente ocurre una interaccion entre NS5, a través del dominio RdRp y Rev.
A diferencia del efecto de NS5 en la replicacion del VIH-1, que es dependiente de
altas cantidades de ADN plasmidico, Rev tiene un efecto muy drastico en la
replicacion del DENV-2, aun a concentraciones bajas de ADN. No obstante otros
estudios son necesarios para caracterizar adecuadamente regiones especificas
dentro de los mismos dominios que permitan regular negativamente la sintesis de
proteinas de ambos virus e identificar las interacciones intracelulares que permitan
explicar de mejor manera el fenbmeno. Una vez se tenga esto se podrian generar
estructuras polipeptidicas similares que pudiesen ser utilizadas en nuevas terapias
celulares disefiadas para modular la expresion viral y tener un rol importante en

algunas enfermedades infecciosas.
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