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REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

TRADUCCION INDEPENDIENTE DE LA ESTRUCTURA 5 “cap

DEL ARN GENOMICO DEL VIRUS DENGUE

Mariela Pérez Dominguez'?2, Roselbis Rojas??, Eduardo Bandeira?¢, Dayana Requena?¢, Ana C.
Ferreras?¢, Juana L. Triana?f, Francisco Triana-Alonso?9

RESUMEN

Objetivos. Analizar la participacion de la caperuza metil-guanosin-trifosfato (5"cap) y de la regién inicial del ARN gené-
mico del virus dengue serotipo 2 (DENV-2) genotipo Americano en la traduccion, utilizando un sistema libre de células
obtenido de placenta humana. Materiales y métodos. Se preparé el plasmido recombinante pTZ18R-D2 conteniendo
el ADN que codifica la 5'UTR y los primeros 201 nucleétidos de la capside viral. Este plasmido se utilizé para transcri-
bir el ARN correspondiente (ARN-D2), sin la 5°cap. El ARN-D2 fue traducido en un sistema constituido por la fraccion
posmitocondrial (S-30) de placenta humana y se evalué la incorporacion de ['“C] aminoacidos en presencia del ARN-D2
y en su ausencia (control). Se disefiaron siete oligonucleétidos antisentido (OAs1-7) dirigidos contra secuencias de las
estructuras SLA, SLB y cHP del ARN-D2 y se analiz6 el efecto de los mismos sobre la traduccion ARN-D2. Resultados.
El ARN-D2 produjo un incremento significativo (p<0,001) en la incorporacién de ['“C] aminoacidos, con estimulacion
del 75% de la actividad traduccional respecto al control. El analisis de los productos de traduccién mostré un pico de
incorporacion correspondiente a péptidos con peso molecular aparente cercano al esperado (7,746 kDa). El OAs5, com-
plementario a una secuencia de la estructura SLB del ARN-D2, inhibié completamente la traduccién. Conclusiones. El
ARN-D2 fue traducido de manera especifica y eficiente, bajo condiciones semejantes a las intracelulares en humanos,
por un mecanismo alternativo independiente de la 5 cap, que involucraria a la estructura SLB. Este mecanismo podria
considerarse como blanco en el desarrollo de terapias antisentido para inhibir la reproduccion del virus.

Palabras clave: Virus del dengue; Biosintesis de Proteinas; oligonucleétidos antisentido (fuente: DeCS BIREME)

S cap-INDEPENDENT TRANSLATION OF DENGUE
VIRUS GENOMIC RNA

ABSTRACT

Objetives. To analyze the involvement of methyl guanosine triphosphate cap (5'cap) and the start site of the genomic RNA of
Dengue virus serotype 2 (DENV-2) American genotype in translation, using a cell-free system prepared from human placenta.
Materials and methods. The recombinant plasmid pTZ18R-D2 was prepared containing DNA encoding the 5UTR and the
first 201 nucleotides of the viral capsid. This plasmid was used to transcribe the corresponding RNA (RNA-D2) without the 5’
cap. The RNA-D2 was translated in a system consisting of the postmitochondrial fraction (S-30) from human placenta and the
incorporation of [14C] aminoacids in the presence of RNA-D2 and in its absence (control) was evaluated. Seven antisense
oligonucleotides (OAs1-7) directed against sequences of the SLA, SLB and CHP structures of RNA-D2 were designed and
the effect thereof on RNA-D2 translation was analyzed. Results.The RNA-D2 produced a significant increase (p<0.001)
in the incorporation of [14C] amino acids, with 75% stimulation of translational activity compared to the control. Analysis of
the translation products showed peak incorporation corresponding to peptides with apparent molecular weight close to the
expected (7.746 kDa).The OAs5, complementary to a sequence of SLB structure of RNA-D2, completely inhibited translation.
Conclusions. The RNA-D2 was translated specifically and efficiently under conditions similar to human intracellular conditions,
by an alternative 5’ cap-independent mechanism, which would involve the SLB structure. This mechanism might be seen as an
aim in the development of antisense therapies to inhibit virus replication.

Key words: Dengue virus; Protein Biosynthesis; Oligonucleotides, Antisense (source: MeSH, NLM)
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INTRODUCCION

El virus del dengue (DENV) es un Flavivirus de la
familia Flaviviridae y es agente causal de la enfermedad
del dengue. El serotipo 2 (DENV-2) esta relacionado
con la infeccion mas severa conocida como dengue
hemorragico M. El genoma del DENV consta de una
cadena de ARN sentido positivo (ARN gendmico) que
actta como ARN mensajero y, subsecuentemente,
como molde para la replicacion del virus. La secuencia
traducible (ORF) del ARN gendémico del DENV
codifica una poliproteina Unica que es procesada en
tres proteinas estructurales (C, prM y E) y siete no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
y NS5). La ORF esta flanqueada por las regiones no
traducibles (UTR) 5°'UTR y 3'UTR, que contienen
estructuras secundarias conservadas (como las SLA'y
SLB, en la 5'UTR, y las SL, PK1 y PK2, en la 3'UTR)
implicadas en la regulacién de la traduccion, replicacion,
transcripcion y patogénesis viral @9, El extremo de la
5°UTR presenta una estructura denominada caperuza
7-metil-guanosin-trifosfato (5 cap), propia de los ARNm
eucariotas.

El mecanismo de traducciéon del ARN gendmico
del DENV, al igual que en eucariotas, depende del
reconocimiento inicial y union a la 5" cap del factor elF4E
y consecutivamente de los factores elF4A y elF4G.
Este Ultimo interactda con el complejo de preiniciacion
43S, atrayéndolo hacia la 5 cap. Seguidamente, este
complejo se desplaza por la 5°'UTR (proceso conocido
como scanning) hasta encontrar el codén de iniciacion
AUG donde, luego de la uniéon de la subunidad 60S vy
formacion del complejo traduccional 80S, comenzara la
traduccién del ARNm ™. En este mecanismo también
participa la cola de poli(A) del extremo 3'UTR a través
de su proteina de unién PABP, la cual interactia con
el factor elF4G ubicado en la region 5’'UTR, causando
la formacion de una estructura circular del ARNm que
incrementa la eficiencia de la traduccién ®. Aunque el
ARN gendmico del DENV no posee cola de poli(A), se
ha demostrado que la PABP también puede unirse a su
3'UTR, por lo que posiblemente esta regién tendria una
participacion semejante a la que tiene en la traduccién
del ARNm de eucariotas ©.

El genoma de otros virus de la familia Flaviviridae
(como Hepacivirus y Pestivirus) no posee la 5cap,
pero contiene elementos estructurados en la 5°'UTR
gue constituyen un sitio de entrada interna ribosomal
(IRES). Estos IRES también se han identificado en
miembros de las familias Picornaviridae, Retroviridae y
Herpesviridae y se caracterizan por inducir la formacion
del complejo traduccional cerca o directamente en el
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coddn de iniciacion AUG (%', Aunque la presencia de
la 5"cap en el genoma del DENV supone un mecanismo
de traduccion dependiente de dicha estructura, se ha
demostrado que en células BHK-21 C15 infectadas
con DENV-2 y tratadas con LY294002 y Wortmannina
(inhibidores de la traducciéon dependiente de 5°cap)
disminuye la sintesis de proteinas celulares, pero no
de las virales (2. Igualmente, se demostré que ARNm
reporteros con las 5" y 3" UTRs del DENV-2, podian
ser traducidos en extractos de células BHK-21 C15,
aun en presencia de una 5°cap no funcional o en
condiciones que disminuian la disponibilidad de elF4E.
Sin embargo, no se encontré una actividad de IRES que
pudiese explicar la traduccién independiente de 5 cap
del ARN gendmico del DENV-2. En su lugar, se propuso
un modelo en el cual la traduccién en el DENV podia
alternar entre el mecanismo candnico dependiente
de la 5°cap y otro independiente de dicha estructura.
Este ultimo dependeria de la interaccion de ambas
UTRs a través algun factor ain no determinado (2,
Dicha interaccion induciria el ensamblaje del complejo
traduccional en la 5’'UTR, evitando el requerimiento del
elF4E y de la 5'cap. Sin embargo, la exactitud de este
modelo no esta comprobada.

La existencia de un mecanismo alternativo de traduccion
en el DENV, independiente de la 5°cap, podria estar
relacionada con el hecho de que el DENV no inhibe la
traduccion celular, pudiéndose reproducir en condiciones
celulares adversas ©®, por tanto, podria servir como
blanco terapéutico. Para profundizar mas el conocimiento
de dicho mecanismo, en el presente trabajo se obtuvo un
fragmento del ARN gendmico del DENV-2, conteniendo
las secuencias de la 5'UTR (sin la 5'cap) y de los
primeros 201 nucledtidos correspondientes a la capside
viral. Este ARN fue traducido en un sistema libre de
células de placenta humana y se analizé el efecto sobre
la traduccion de oligonucledtidos antisentido (OAs),
dirigidos contra diferentes secuencias de dicho ARN.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DEL PLASMIDO PARA TRANSCRIPCION
IN VITRO

El ADN que codifica los primeros 297 nucleotidos (nt)
del genoma viral se amplificé a partir del plasmido
p2(tonga/74) que contenia la secuencia completa
del genotipo Americano del DENV-2("® utilizando los
cebadores 5'AGTAGTTAGTCTACGTGGACCG3’
(directo) y 5’"CTTCAATATCCCTGCTG TTG3’ (reverso)
y el producto de PCR (ADN-D2) fue purificado con el
sistema Wizard ® SV Gel and PCR Clean-Up System



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2015; 32(1):11-8.

Transcripcion in vitro del virus dengue

(Promega). EIADN-D2 seinsert6 en el sitio de restriccion
para EcoRl del plasmido pTZ18R (Pharmacia) mediante
ligacion por extremos romos generados con la enzima
DNA polymerase | large (Klenow) fragment (Promega).
El plasmido recombinante producto de la ligacion
(pTZ18R-D2) contenia la secuencia del ADN-D2
ubicada entre siete pares de bases (pb) corriente abajo
del promotor de la T7 polimerasa y cuatro pb al final de
dicha secuencia, que regeneraban la diana para EcoRlI
en el pTZ18R. La regeneracion de esta diana indicaba
la ligacion del ADN-D2 en la orientacion correcta con
respecto al promotor de la T7 ARN polimerasa. Luego
de la ligacion, la cepa XL1-blue de Escherichia coli fue
transformada con el pTZ18R-D2 para su expansién
y posterior purificacién con el sistema Plasmid Midi
Kit (QIAGEN). El pTZ18R-D2 purificado se verificd
mediante restriccion con Rsal (dianas en posiciones
456 del inserto y 2382 del pTZ18R), Bgll (dianas en
posiciones 385 del inserto y 14 y 2022 del pTZ18R)
y EcoRI (diana en la posicion 328 del pTZ18). Los
productos de restriccion se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa (2%).

TRANSCRIPCION IN VITRO DEL pTZ18R-D2

El pTZ18R-D2 se linealizé6 con EcoRI y se utilizé6 en
ensayos de transcripcion in vitro bajo las condiciones
descritas por Triana-Alonso et al. ¥ utilizando 30 pg/
mL del pTZ18R-D2 y 600 U/mL de T7 ARN polimerasa
(Promega). La mezcla de transcripcion se incubé durante
seis horas a 37 °C y el transcrito obtenido (ARN-D2, sin
la 5'cap) se analiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa (2%). La cantidad de ARN-D2 en la mezcla de
transcripcion se cuantifico indirectamente mediante un
método colorimétrico (¥ adaptado para determinar el
fosfato liberado (Pi) en la hidrélisis de nucleétidos en
sistemas biolégicos (9, considerando la relacién de
moles Pi liberado por mol de nucleétido incorporado
de 2/1, el numero de nucleétidos del ARN-D2 y el peso
molecular estimado para cada nucledtido. Se utilizd
el programa Mfold www.bioinfo.rpi.edu/applications/
mfold/old/rna/) ") para analizar la estructura secundaria
probable del ARN-D2.

HIBRIDACION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS
ANTISENTIDO CON EL ARN-D2

Se disefiaron siete oligonucleétidos antisentido (OAs)
(Tabla 1). Cada OAs se incubd con la mezcla de
transcripcion a 70 °C por 5 min (relacién molar del
ARN-D2 contenido en la mezcla con respecto a cada
OAs, de 1/5). La formacién de hibridos (ARN-D2/OAs)
se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa
(2%) de la mezcla luego de incubar con cada OAs.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos antisentido
utilizados

Oligonucledtido Secuencia nt
AOs1 5GTCTTTGTCCACGTAG 3 11-30
AOs2 5'CTTAGCTCCCT CAAAGAATCT 3 31-51
AOs3 5'CAAAAAACAGTTAGAACTACGTTGAG 3 52-77
AOs4 5’GCTCTCTAATCAAAAAACAG 3 68-87
AOs5 5’CATCAGAGATCTGCTC 3 84-99
AOs6 5GTTTCTCGCCT TTTTCCGTTGG 3’ 105-126
AOs7 5TTCAGCATATTGAAAGGCGT 3 127-146

TRADUCCION IN VITRO DEL ARN-D2

La traduccion del ARN-D2 se realizé en un sistema
libre de células formado por la fraccién posmitocondrial
(S-30) de placenta humana. La obtencion de esta
fraccion y las condiciones del ensayo de traduccion
para ARN mensajeros exodgenos fueron descritas
previamente (®. Las mezclas de ensayo (100 uL)
contenian 0,28 unidades A, de la fraccion S-30, 42
UM de ['“Cl-aminoacidos (Amershan) (608 dpm/pmol)
y volumenes variables de la mezcla de transcripcion
conteniendo 1 a 5 ug del ARN-D2. En algunos ensayos,
la mezcla de transcripcion fue incubada previamente con
cada uno los OAs como se describi¢ anteriormente. Los
ensayos de traduccién se incubaron a 37 °C por 60 min
y luego se procesaron para determinar la radiactividad
(dpm) por contaje de centelleo liquido ®. Los datos se
analizaron con la prueba de miltiples comparaciones
con el control de Dunnett, utilizando el software Statistix
8.0 para Windows.

Para analizar el producto de la traduccion, se tomaron
muestras de 25 pL de las reacciones y se sometieron
a electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (15%). Al
finalizar la electroforesis, los diferentes carriles del gel
conteniendo las muestras se cortaron y dividieron en
16 segmentos de 0,5 cm, se colocaron individualmente
en viales con liquido de centelleo y se determind la
radiactividad asociada a cada segmento por contaje de
centelleo liquido. Algunos carriles no fueron seccionados
y se tifieron con azul de Comassie.

RESULTADOS

TRASCRIPCION IN VITRO DE LOS PRIMEROS 297
NUCLEOTIDOS DEL GENOMA DEL DENV-2

EIARN-D2 con los primeros 297 nt del genoma del DENV-
2 se obtuvo mediante transcripcién in vitro utilizando
como molde el plasmido pTZ18R-D2, donde se inserto la
secuencia del ADN-D2. La insercion correcta se verifico
mediante andlisis de restriccion con Rsal, Bgll y EcoRlI
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Figura 1. Analisis del pTZ18R-D2 y del ARN-D2. A). Separacion
en gel de agarosa al 2% del pTZ18R-D2 sin digerir (1) y digerido
con Rsal (2) y Bgll (3) B). Separaciéon en gel de agarosa al
0,8% del pTZ18R-D2 sin digerir (1) y digerido con EcoRI (2). M:
marcador de ADN (pb). (C)transcripcion in vitro del pTZ18R-D2.
Al finalizar la incubacion de la mezcla de transcripcion, se
tomaron 5 pL (1) y se separaron en gel de agarosa al 2%.
M: marcador de ARN (nt). (D) estructura secundaria predicha
para el ARN-D2 segun el programa MFold. Se indican: 1) los
nucleétidos en los extremos 5 y 3" del ARN-D2 (recuadros
punteados) provenientes del pTZ18R, 2) el codon AUG de
inicio de la traduccion (flecha) y 3) las estructuras secundarias
SLA, SLB y cHP del genoma viral.

(Figura 1). El tratamiento con Rsal rindi6 los dos fragmentos
esperados de 1926 y 1361 pb, mientras que Bgll produjo
los tres fragmentos esperados de 371, 1637 y 1279 pb
(Figura 1A). Por otra parte, EcoRI (cuya diana se regenera
en el pTZ18R unicamente si el ADN-2 se insert6 en la
orientacion correcta) originé el plasmido lineal esperado de
3287 pb (Figura 1B). Esto demuestra que el pTZ18R-D2
contiene la secuencia del ADN-D2 adyacente al promotor
parala T7 polimerasa y en la orientacion indicada para que
la transcripcion rinda el ARN-D2 con los primeros 297 nt del
DENV-2, los cuales estaran flanqueados en los extremos
5" y 3’ terminales por siete y cuatro nt, respectivamente,
pertenecientes al pTZ18R.

La sintesis del ARN-D2 se corroboré6 mediante

electroforesis en gel de agarosa de la mezcla de
transcripcion al observar que el producto fue una banda
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unica, con el tamafio esperado de 308 nt (Figura 1C).
La prediccién de la estructura secundaria mas probable
para la secuencia de nucleétidos del ARN-D2 obtenido,
mostré6 que se preservan las estructuras SLA, SLB
y cHP, implicadas en la replicacion y traduccion del
genoma del DENV @4 (Figura 1D).

TRADUCCION DEL ARN-D2 EN EL SISTEMA LIBRE
DE CELULAS DE PLACENTA HUMANA Y EFECTO DE
LOS OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO SOBRE LA
TRADUCCION

La traduccion del ARN-D2 se realizé en un sistema
libre de células constituido por la fraccién S-30 de
placenta humana (la cual contiene toda la maquinaria
traduccional: factores, ARNt y polisomas) (®® utilizando
la mezcla de transcripcién in vitro con diferentes
cantidades estimadas del transcripto ARN-D2 (Figura
2). La presencia del ARN-D2 en el ensayo de traduccion
produjo un incremento significativo (p<0,001) en la
incorporacion de ["“C]-aminoacidos (entre 1300 y 1630

A .
1700 A

900 : : : : :
0 1 2 3 4 5
ARN-D2(ug)

B . V

sobre el control

Estimulacién
~75%

Control ARN-D2

Figura 2. Traduccion del ARN-D2 en el sistema libre de células
de placenta humana. A) Cantidades crecientes del ARN-D2,
contenido en la mezcla de transcripcion, fueron incubadas con
la fraccion S-30 de placenta humana en un volumen final de
100 pL, bajo condiciones de ensayo para traduccion in vitro
previamente optimizadas ('®. B) Comparacion de la actividad
traduccional en ausencia (control) y en presencia 2,5 ug del
ARN-D2. Se indica el porcentaje estimado de estimulacion
de la incorporacion. Se representan los promedios de
cuatro ensayos con sus respectivas desviaciones estandar.
(*) Significativamente diferente del control (p<0,001).
La radiactividad (dpm) corresponde a ['“C] aminoacidos
incorporados en polipéptidos sintetizados.
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Figura 3. Efecto de los OAs sobre la traduccion del ARN-D2.
A) Mapa de hibridacién de cada uno de los OAs con sus
secuencias complementarias en el ARN-D2. Se indican las
posiciones del rango de nucleétidos (nt) que abarca cada OAs
y las estructuras SLA, SLB y cHP. B) Analisis electroforético
en gel de agarosa (2%) del ARN-D2 antes y después de
incubar con los OAs (ARN-D2/OAs). Se muestra el patron
tipico obtenido para todos los OAs. C) Incorporacién de ['“C]
aminoéacidos (dpm) en el sistema de traducciéon de placenta
humana en ausencia del ARN-D2 (Control) y en presencia de:
1) cada uno de los OAs (OAs1-7), 2) la mezcla de transcripcion
(ARN-D2) y 3) la mezcla de transcripcion incubada con cada
uno de los OAs (ARN-D2/0OAs1-7). Promedio de cuatro ensayos
con la desviacion estandar. (*) Significativamente diferente
(p<0,001) respecto a la incorporacion en presencia de cada
OAs1-7. @ Significativamente diferente (p<0,001) respecto a la
incorporacion en presencia del ARN-D2.

dpm) en comparacién con el ensayo control sin adicion
del ARN-D2 (900 dpm) (Figura 2A). La incorporacion
observada en el control corresponde a la traduccién
del ARNm endogeno presente en la fraccion S-30. La
maxima incorporacién se obtuvo en presencia de 2,5-
3,7 ug de ARN-D2, estimandose un 75% de estimulacion
respecto al control en presencia de 2,5 yg de ARN-D2
(Figura 2B). Estos resultados demuestran la traduccion
independiente de 5°cap del ARN-D2, en el sistema
utilizado.

Para determinar secuencias en el ARN-D2 involucradas
en la traduccion, los ensayos se realizaron en
presencia de OAs (afadidos como hibridos ARN-D2/
OAs) (Figura 3). Los OAs disefiados (Tabla 1) eran
complementarios a secuencias entre las posiciones 11
y 146 del ARN-D2 donde se ubicarian las estructuras
SLA, SLB y cHP (Figura 3A). La formacion de hibridos
ARN-D2/0OAs se comprobé por el retardo en el patron de

migracion electroforética del ARN-D2 luego de incubarlo
con cada OAs (Figura 3B, muestra el patron tipico).
Cuando se afiadio el hibrido ARN-D2/OAs5 al ensayo de
traduccion, hubo una disminucién significativa (p<0,001)
de la incorporacién de ¥[C]-aminoacidos en relacion a
cuando se afiadio el ARN-D2 solo (Figura 3C). El resto
de los hibridos no tuvieron efecto significativo (p>0,05)
sobre la incorporacion y ninguno de los OAs por si solos
afectaron la traduccion del ARNm enddégeno del sistema
(control). Por tanto, el efecto inhibitorio del OAs5 fue
especifico para la traduccion del ARN-D2.

Para determinar si el ARN-D2 codifica el polipéptido
esperado (region inicial de la capside de 7,746 kDa),
se analizaron los productos de traduccién. Para ello,
muestras de la reaccion se sometieron a electroforesis
en gel de poliacrilamida-SDS y los carriles del gel se
seccionaron y procesaron como se indicé en materiales
y métodos (Figura 4). Al determinar la radiactividad
asociada a los segmentos del gel, se detectdé un pico
en el patron de separacion de la mezcla del ensayo
conteniendo el ARN-D2, que no es detectable en los
ensayos sin ARN-D2 (control) o en presencia del hibrido
ARN-D2/OAs5. Este pico pertenece al segmento 13,
correspondiente a polipéptidos en el rango de 5,8-
7,5 kDa, donde se ubicaria muy cercanamente el

Figura 4. Analisis del producto de la traduccién de ARN-D2.
Muestras de los ensayos de traduccion in vitro realizados en
ausencia (A) y en presencia del ARN-D2 solo (E) o en forma
de hibrido ARN-D2/OAs5 (o), fueron separadas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (15%). Los carriles
del gel se seccionaron en 16 fragmentos (1—16) y se determino
la radioactividad (dpm) asociada a cada uno. Se muestra
uno de los carriles del gel sin seccionar y tefiido con azul de
Coomassie y patron de pesos moleculares (kDa) utilizado. Las
flechas indican el rango estimado de pesos moleculares para
los péptidos contenidos en la fraccion N.° 13.
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polipéptido esperado de 7,746 kDa. Esto corrobora que
la radiactividad extra detectada en los ensayos donde
esta presente el ARN-D2, se debe principalmente a
la sintesis del polipéptido codificado por este y que la
inhibicion producida por el OAs5 es especifica para
dicha sintesis. En los carriles no seccionados y tefidos
con azul de Comassie, se observaron, principalmente,
los polipéptidos contenidos en la fraccién S-30 de
placenta humana, con el perfil de separacion esperado
para este tipo de extracto celular (9.

DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que el ARN-D2 con
los primeros 297 nt del genoma del DENV-2 y sin la
estructura 5’ cap, puede ser traducido por los ribosomas
de placenta humana y sintetizar un polipéptido del
tamano esperado. Esto constituye el primer reporte de
traduccion in vitro de la secuencia inicial del genoma del
DENV-2, de manera independiente de la 5'cap en un
sistema libre de células de origen humanao. El polipéptido
principal sintetizado present6 un peso molecular cercano
al esperado, por lo que la traducciéon debié comenzar
en el primer codon AUG que se encuentra en la region
SLB de la 5" UTR del genoma viral (Figura 1C). Esto
indica que en la traduccion del ARN-D2 en el sistema
utilizado se deben mantener los mismos mecanismos
dependientes de las secuencias y estructuras del ARN
genomico viral, que permiten in vivo la iniciacion de la
traduccion en el AUG correcto.

La traduccion del ARN-D2 resulté €ficiente,
especialmente si se considera que no contiene la 5 cap
y que compite por los ribosomas con el ARNm endégeno
presente en la fracciéon S-30 de placenta humana,
lo cual tedricamente representaria una desventaja.
Sin embargo, un incremento en la incorporacién del
75% sobre el ARNm enddgeno por efecto del ARN-D2
(Figura 2B) que codifica un péptido muy pequefio, indica
la sintesis de varias copias del mismo. Esto refleja una
relativa estabilidad del ARN-D2 y una alta eficiencia en
interactuar con la maquinaria traduccional, a pesar de
no poseer la 5 cap.

La presencia de la 5°cap en el genoma del DENV
supone el mecanismo de iniciacién de la traduccion
dependiente de esta estructura, al igual que en los
ARNm de eucariotas. Sin embargo, se ha propuesto la
hipétesis de que la iniciacion de la traduccion en DENV-
2 puede alternar entre el mecanismo dependiente de
5’cap y otro independiente. Este ultimo no involucraria
un IRES, sino la interaccion de los extremos de ambas
UTRs, lo cual favoreceria la unién a la 5’'UTR de los
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factores elF4G y elFA, evitando el requerimiento
del elF4E (2. Sin embargo, no se ha determinado
las estructuras o proteinas involucradas en dicha
interaccion. En la replicacion del DENV vy otros Flavivirus
se ha demostrado una interaccion entre las UTRs que
implica secuencias conservadas en las 5’UTR y 3'UTR
que promueven la circularizacién del genoma viral, la
cual parece ser fundamental para la sintesis del ARN,
pero no para su traduccion (9.

La participacion de la 3'UTR en la traduccion del genoma
del DENV dependiente de 5 cap, no esta completamente
aclarada. Sin embargo, los resultados obtenidos en
estudios con células BHK-21 C15 transfectadas con
ARNmM reporteros donde se suprimieron dominios
conservados de la IUTR @y en replicones virales
con supresion completa de la 3'UTR (9, ademas
de la demostracion de que la PABP interactiua con la
3'UTR del DENV-2 ©, sugieren que esta region tiene
una funcion moduladora de la traduccion en el DENV,
aunque no determinante de la misma. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo indican que no se
requiere de la interaccion de las UTRs para la traduccion
independiente de 5°cap del ARN-D2, ya que este no
conteniala 3'UTR. Esto constituye un aspecto novedoso
gue demuestra que la iniciacion independiente de 5 cap
en DENV-2 puede ser dirigida Unicamente por la 5’'UTR,
por algiin mecanismo de entrada interna no descrito alin
en Flavivirus.

El efecto de los OAs disefiados arrojo datos interesantes
para entender el mecanismo de traduccion del
ARN-D2. El OAs5 dirigido contra parte de la secuencia
de la SLB, incluyendo el coddn de iniciacion AUG,
inhibié casi completamente la traduccién del ARN-D2,
mientras que los otros OAs dirigidos contra secuencias
en la SLA y la cHP no tuvieron efectos significativos
(Figura 3C). Aparentemente, la presencia del OAs5
bloqued la union del ribosoma y/o la interaccién de
factores traduccionales con esa secuencia particular
en el ARN-D2. Los resultados obtenidos sugieren
que la maquinaria traduccional parece interactuar
directamente con la secuencia comprendida entre
las posiciones 84 y 99 del ARN-D2 y que esta podria
constituir o formar parte de un IRES, que incluiria al
codon de iniciacion AUG. Este tipo de IRES existe
en el genoma de otros virus de la familia Flaviviridae,
como el de la hepatitis C (HCV) y el de la fiebre
porcina clasica (CSFV), y se caracteriza por contener
elementos que abarcan desde 5°'UTR hasta la region
codificante, donde se unen muy cercanamente al
codon AUG la subunidad 40S, el elF3 y el complejo
ternario, omitiendo la necesidad de los factores elF4E,
elF4G y elF4A, y el proceso de scanning ?'22),
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El hecho de que los OAs dirigidos contra secuencias
en la SLA y en la cHP no tuviesen efecto inhibitorio,
sugiere que las mismas no participan en el mecanismo
de entrada interna para la traduccion del ARN-D2. El
caso de la cHP resulta interesante pues se encuentra en
la region codificante (14 nucledtidos corriente abajo del
AUG de inicio) y se ha identificado como un elemento
que estimula la seleccion del AUG correcto durante la
iniciacion de la traduccion dependiente de 5'cap en el
DENV-2 2324 Esta estructura ofrece un impedimento
estérico al avance del complejo 43S durante el proceso
de scanning, lo cual induciria una pausa sobre el codén
de iniciacion AUG, facilitando la formacion del complejo
de iniciacion 80S en este codon. Asumiendo la hipétesis
de que en la iniciacién de la traduccion del ARN-D2 la
entrada interna seria en la regién donde se encuentra
el AUG, la funcién de la cHP como facilitadora en la
seleccidon de este codoén, no seria necesaria. Por otra
parte, aparentemente la hibridacion de un OAs en
esta region codificante parece no afectar la traduccion,
probablemente el avance del complejo ribosomal tiene
la capacidad de desestabilizar las interacciones ARN-
ARN que se presentan en dicha region.

Estudios previos han fallado en demostrar la existencia
de un IRES en el genoma del DENV2 (2, Es posible
que los constructos de ARNm reporteros bicistrénicos
disefiados para estos estudios (donde la 5°'UTR del
DENV se insertd entre las secuencias de un IRES no
funcional del virus de la encefalomiocarditis y de la
proteina luciferasa) no eran apropiados para detectar
la presencia de un IRES funcional. Por ejemplo, se
ha sefialado que la deteccion eficiente de IRES en los
genomas del HCV y del CSFC, depende en gran medida
de la secuencia codificante de la proteina reportera
escogida para fusionar con la 5°UTR del genoma viral
y de la inclusion de secuencias de la region codificante
proximas al codon AUG @52, Esto indica la influencia de
las regiones aledafias al codon de iniciacion AUG en la
funcionalidad de los IRES que incluyen este codon en
su estructura.
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