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Resumen

La emergencia y reemergencia de infecciones por flavivirus en las ultimas décadas
representa una amenaza creciente para la salud publica global. La co-circulacion de
flavivirus antigénicamente relacionados en la regién de las Américas presenta un desafio
significativo para el diagnostico seroldgico, ya que la reactividad cruzada de los anticuerpos,
especialmente contra la proteina de envoltura (E), limita la especificidad de los
inmunoensayos convencionales. Para superar esta limitacion, la proteina no estructural 5
(NS5) ha emergido como un antigeno prometedor. En este trabajo de tesis, se evalu6 el
potencial de la NS5 para el desarrollo de herramientas de diagnéstico especificas. Se
produjo y purificd un panel de proteinas NS5 recombinantes de diversos flavivirus de
importancia regional, las cuales demostraron ser funcionalmente activas y antigénicas. Estas
proteinas se utilizaron para desarrollar un ensayo de ELISA indirecto para la deteccion de
anticuerpos IgG y para generar sueros policlonales especificos, concebidos como
herramientas inmunoldgicas para el estudio de la proteina NS5. Los sueros generados
mostraron altos titulos. La validacion del ensayo ELISA-NS5-SLEV con un panel de
muestras clinicas exhibié una especificidad del 100% y una sensibilidad del 84.2%.
Adicionalmente, los ensayos preliminares demostraron el potencial del sistema para
discriminar entre infecciones por DENV y SLEV. En conjunto, estos resultados validan a la
proteina NS5 como un antigeno valioso para el desarrollo de métodos de diagnéstico
serolégico mas especificos, proporcionando una base sdlida para la creacion de

inmunoensayos mejorados que contribuyan a una vigilancia epidemiolégica mas precisa.
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1. INTRODUCCION

1.1. Arbovirus

Los arbovirus representan un grupo diverso de virus definidos por su forma de transmision,
ya que dependen de artrépodos hematdfagos para propagarse entre sus hospedadores.
Este término, derivado de la expresion en inglés arthropod-borne virus, surge como un
agrupamiento de naturaleza ecoldgica y no implica una relacion taxonémica, ya que se trata
de un concepto que redne virus de familias distintas. Sin embargo, algunos virus se incluyen
en este grupo principalmente debido a su estrecha relacibn genética con arbovirus
conocidos, incluso si no se ha establecido alin una asociacion clara con un vector artrépodo
(Young et al., 2014).

En las dltimas décadas, se han convertido en un creciente problema de salud mundial, con
el resurgimiento de enfermedades conocidas y la emergencia inesperada de otras,
provocando grandes brotes y nuevos patrones clinicos que afectan a millones de personas

en todo el planeta (Musso et al., 2022).

1.1.1. Mecanismos de transmisidon y persistencia viral

Los arbovirus se distinguen por su capacidad de replicarse tanto en hospedadores
invertebrados como vertebrados. Los vectores invertebrados incluyen principalmente
mosquitos, flebotomos, garrapatas y culicoides, mientras que los hospedadores vertebrados
son, en su mayoria, mamiferos y aves.

La transmision bioldgica, caracteristica de este grupo, implica la multiplicacién del virus
dentro del artr6podo. Este proceso, conocido como periodo de incubacion extrinseco, puede
durar varios dias, desde que el vector ingiere sangre infectada hasta que el virus alcanza
sus glandulas salivales y se vuelve transmisible. Posteriormente, al alimentarse, el
artropodo infecta a un hospedador vertebrado, el cual desarrolla viremia tras un periodo de
incubacion intrinseco de dos dias a mas de una semana. Este mecanismo difiere de la
transmision mecanica, en la cual el virus simplemente contamina las partes bucales del
vector y se transfiere de forma inmediata (Shope & Meegan, 1997).

Si bien algunas interacciones son especificas y la transmision bioldgica incluye un vector y
una especie hospedadora, la mayoria de los arbovirus son generalistas y utilizan multiples
especies de vectores y hospedadores, manteniéndose a través de una compleja red de
transmision (Diaz et al., 2013).

El mantenimiento eficaz de los arbovirus en la naturaleza requiere tres elementos: un vector
competente, un hospedador vertebrado susceptible y condiciones ambientales apropiadas.

La principal forma de mantenimiento es la transmision horizontal entre vectores y
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hospedadores. Sin embargo, en ciertos casos, también pueden transmitirse verticalmente
dentro de la poblacion de vectores (Lequime & Lambrechts, 2014). A través de este
mecanismo, también conocido como transmisidn transovarica, una hembra infectada
transmite el virus a su descendencia. Aunque la transmision vertical por si sola es
generalmente insuficiente para mantener el virus a largo plazo, este proceso es fundamental
para la persistencia viral durante condiciones adversas para la transmisién horizontal, como
las estaciones secas en zonas tropicales, estaciones frias en regiones templadas o

campafias de fumigacion (Lequime et al., 2016).

1.1.2. Complejidad de las interacciones biol6gicas

La mayoria de las enfermedades causadas por arbovirus son zoonosis, lo que implica que
afectan primariamente a otros vertebrados, causando infecciones incidentales en humanos.
Este salto de especie, mediante el cual un patégeno se transmite de su reservorio natural
en especies silvestres a un hospedador secundario, se denomina spillover (Weaver, 2005).
De forma simplificada, podria decirse que los arbovirus operan a través de tres ciclos de

transmision interconectados (Figura 1.1):

s El ciclo enzodtico (o silvestre) implica a animales silvestres como hospedadores
reservorios, que, aunque se infectan y desarrollan viremias altas, rara vez son
susceptibles a la enfermedad. Estas viremias permiten que se produzca la
amplificacion del virus mediante vectores primarios.

s El ciclo epizodtico (o rural) ocurre cuando el virus se transmite a animales
domeésticos, que actian como amplificadores, pudiendo generar brotes epidémicos
en estas poblaciones y, en algunos casos, extenderse a los humanos.

o El ciclo epidémico (o urbano) se establece cuando el virus circula directamente entre

humanos y vectores antropofilicos que facilitan la transmision (Go et al., 2014).
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Figura 1.1. Ciclos de transmision de los arbovirus. Se representan los ciclos enzoético, epizodtico y

epidémico, y los eventos de spillover que resultan en la infeccion humana (Adaptado de Weaver, 2005).



En los tres ciclos de transmisién puede haber eventos de saltos de especies. Para algunos
arbovirus, los saltos del ciclo enzod6tico al epidémico o epizo6tico no son importantes para
Su supervivencia, ya que los humanos y algunos animales son hospedadores terminales
gue no actlian como reservorio para futuras rondas de transmision. En otros casos, el ciclo
epidémico en humanos puede mantenerse por si mismo debido a altos niveles de viremia
gue permiten una transmision eficiente entre el vector y los humanos sin necesidad de un
hospedador de amplificacion enzoético (Young, 2018).

Esta perspectiva de que los arbovirus se mantienen en ciclos estables contrasta con la
dindmica de la transmision y el mantenimiento de los arbovirus en los ecosistemas. Los
ciclos individuales son, en realidad, parte de una compleja red de transmision. La fuerza de
estos ciclos de flujo viral estd afectada por factores ambientales y climéticos que varian,

forzando al virus a una adaptabilidad constante para su mantenimiento (Diaz et al., 2013).

1.1.3. Impacto en la salud publica

Entre los mas de 500 arbovirus registrados en el Catalogo Internacional de virus
transmitidos por artrépodos, mas de 100 estan implicados en enfermedades humanas,
impactando considerablemente en la salud publica a nivel global (Musso et al., 2022). Estos
virus infectan a las poblaciones en patrones que van desde casos esporadicos hasta
grandes epidemias, y sus manifestaciones clinicas son muy variadas, abarcando desde
cuadros asintomaticos hasta enfermedades graves que pueden incluir fiebre sistémica,
encefalitis y fiebre hemorragica. Aunque muchos arbovirus son poco conocidos y causan
brotes de manera infrecuente, otros han provocado histéricamente enfermedades de alto
impacto con tasas de mortalidad significativas (Artsob et al., 2017).

Los arbovirus agrupan a varias familias diversas. Sin embargo, la mayoria de los arbovirus
gue causan enfermedades humanas pertenecen a tres familias principales: Togaviridae
(género Alphavirus), Bunyaviridae (géneros Bunyavirus, Orthobunyavirus, Nairovirus y
Phlebovirus) y Flaviviridae (género Flavivirus). En particular, las infecciones causadas por
flavivirus, son lo suficientemente prevalentes como para ser motivo de preocupacion
mundial, posicionando a este género como el mas importante desde el punto de vista

médico (Young et al., 2014).

1.2. Flavivirus

1.2.1. Familia Flaviviridae
Los miembros de la familia Flaviviridae han sido considerados entre los patégenos humanos
mas importantes desde el descubrimiento del agente causal de la fiebre amarilla. En 1881

ya existian sospechas de la relacion entre los mosquitos y esta enfermedad. Sin embargo,
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el agente causal no fue descubierto hasta 1900. A través de una serie de experimentos, se
demostré que la fiebre amarilla podia ser transmitida a través del suero filtrado de un
individuo infectado y que este agente infeccioso era transmitido a humanos por mosquitos
(Schweitzer et al., 2009). Desde entonces, el virus de la fiebre amarilla se ha mantenido
como miembro representativo de la familia. De hecho, el nombre Flaviviridae deriva del latin
flavus, que significa amarillo, en alusién a la ictericia caracteristica de la enfermedad. No
obstante, es el inico miembro de la familia que causa esta condicién (Best, 2016).

Esta familia de pequefios virus envueltos incluye cuatro géneros: Pestivirus, Hepacivirus,
Pegivirus y Flavivirus —mas recientemente denominado Orthoflavivirus para evitar
ambigtiedades con virus de la familia Flaviviridae (Postler et al., 2023), aunque en esta tesis
flavivirus referira siempre al género—. Su genoma de ARN no segmentado de polaridad
positiva contiene un Gnico y largo marco abierto de lectura (ORF). En el género Flavivirus, el
inicio de la traduccion del ARN gendmico depende de una estructura de caperuza en el
extremo 5' (cap-57), mientras que los géneros restantes utilizan un sitio interno de entrada
al ribosoma (IRES). Estructuralmente, los viriones suelen tener forma esférica, con una
envoltura lipidica, una proteina de capside y dos (Flavivirus, Hepacivirus y Pegivirus) o tres
proteinas de envoltura (Pestivirus) (Simmonds et al., 2017).

A pesar de las similitudes en la morfologia de los viriones, la organizacion del genomay las
estrategias de replicacion, los miembros de esta familia exhiben diversas propiedades
biol6gicas, especialmente en su modo de transmision. Una caracteristica distintiva y
fundamental es que la gran mayoria de las especies del género Flavivirus son patdégenos

humanos transmitidos por artrépodos (Lindenbach et al., 2013).

1.2.2. Clasificacion y diversidad

Los miembros del género Flavivirus pueden clasificarse segun el artrépodo que los
transmite en cuatro grupos: los transmitidos por garrapatas (TBFVs por tick-borne
flaviviruses), los transmitidos por mosquitos (MBFVs por mosquito-borne flaviviruses),
aquellos con vector desconocido (NKV por no known vector) y los que infectan
exclusivamente a insectos (ISFVs por insect-specific flaviviruses). Esta notable diversidad
esta asociada con una amplia variabilidad genética, mecanismos complejos de patogénesis
y asociaciones entre virus, vectores y hospedadores (Moureau et al., 2015).

Los andlisis filogenéticos, basados tanto en genomas completos como en secuencias de
proteinas individuales, reflejan esta clasificacion. Estos arboles evolutivos muestran
patrones de ramificaciébn que ilustran cémo la adaptacion a hospedadores vertebrados e
invertebrados especificos ha moldeado la dispersion, epidemiologia y posiblemente incluso
la patogénesis de los flavivirus (Gould et al., 2003). Los MBFVs, por ejemplo, se agrupan en

clados definidos por su asociacidn con mosquitos del género Aedes o Culex. Esta
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asociacion con el vector se correlaciona a su vez con el tropismo y el tipo de hospedador:
los virus neurotrépicos suelen ser transmitidos por Culex e infectan aves, mientras que los
virus asociados a enfermedades hemorragicas en humanos son transmitidos por Aedes e

infectan primates (Pierson & Diamond, 2013).

1.2.3. Principales flavivirus transmitidos por mosquitos

Segun la filogenia de los MBFVs, se distinguen dos ramas principales (Figura 1.2). Una de
ellas incluye al virus de la fiebre amarilla (YFV) y virus relacionados. La segunda rama es
mas extensa y contiene a los cuatro serotipos del virus del dengue (DENV-1-4), transmitidos
por Aedes, y a un gran grupo de virus transmitidos por Culex, que incluye al virus de la
encefalitis japonesa (JEV), el virus de la encefalitis de Saint Louis (SLEV) y el virus del Nilo
Occidental (WNV). Curiosamente, dentro de esta segunda rama también se encuentra un
grupo de virus transmitidos por Aedes, como el virus de Zika (ZIKV), que estan

estrechamente relacionados con los flavivirus asociados a Culex (Nelson & Ploss, 2024).
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Figura 1.2. Arbol filogenético de MBFVs. El andlisis revela dos ramas principales dentro de los MBFVs: una
asociada al grupo de YFV y otra que incluye a DENV-1-4, JEV, SLEV, WNV, ZIKV y otros virus transmitidos por
mosquitos estrechamente relacionados con este grupo. El arbol filogenético se construy6 a partir de secuencias
gendmicas completas, alineadas con MAFFT y analizadas mediante maxima verosimilitud (RAXML) con 100
réplicas de bootstrap (Nelson & Ploss, 2024).

La presentacion clinica de las infecciones por dichos flavivirus es variable, con infecciones
asintomaticas o sindrome febril agudo e inespecifico. Los sintomas comunes son fiebre,
sarpullido, dolor de cabeza y malestar general, y generalmente se resuelven de forma

autolimitada en aproximadamente una semana. Sin embargo, en una minoria de los casos



sintomaticos, la infeccion puede progresar a una enfermedad grave con patologias
potencialmente letales o con secuelas permanentes (Boldescu et al., 2017).

YFV, transmitido por mosquitos Aedes, se mantiene principalmente en un ciclo de
transmision selvético, donde los primates no humanos actdan como reservorios del virus.
Los brotes urbanos ocurren cuando personas infectadas introducen el virus en areas
densamente pobladas donde hay mosquitos capaces de transmitirlo y baja cobertura de
vacunacion. La enfermedad puede presentarse de diferentes formas en los humanos, desde
infecciones sin sintomas o fiebre leve hasta casos graves de hemorragia aguda que puede
llevar a la muerte (Shearer et al., 2017).

DENV, con sus cuatro serotipos, es el arbovirus de mayor incidencia global. Transmitido
principalmente por Aedes aegypti, causa un espectro de enfermedades que van desde
fiebres autolimitadas hasta el dengue grave, un sindrome potencialmente mortal.
Anualmente se reportan casos distribuidos en mas de 100 paises, asociados a la presencia
global del principal vector (Pierson & Diamond, 2020). La incidencia exacta de este virus es
dificil de determinar. Sin embargo, se estima que el numero de infecciones anuales varia
entre 284 y 528 millones en todo el mundo, con aproximadamente 100 millones de
infecciones sintométicas y 10 000 muertes al afio (Bohm et al., 2024).

Los virus neurotrépicos como JEV, WNV y SLEV circulan principalmente entre aves y
mosquitos Culex. Las infecciones en humanos a menudo son asintomaticas pero pueden
provocar enfermedades neurolégicas graves como meningitis y encefalitis. Aunque se
encuentran en partes geograficamente diferentes (JEV en la region Asia-Pacifico, SLEV en
América y WNV en Africa y Medio Oriente), tienden a extenderse y pueden causar brotes
inesperados. Por ejemplo, WNV en las Ultimas décadas ha causado brotes en el sur de
Europa y llegé a América, donde rapidamente se extendié por todo el continente (Turtle et
al., 2012).

ZIKV se destaca como excepciéon entre los virus asociados a Aedes por ser neurotrépico.
Ademas, es el Unico flavivirus capaz de transmitirse por via sexual entre humanos. Por
décadas su circulacién estuvo restringida a paises de Africa ecuatorial y Asia, infectando a
primates no humanos y, en raras ocasiones, a humanos, causando enfermedades febriles
leves y erupciones cutaneas. Fue durante la mayor epidemia de ZIKV, ocurrida en Brasil
entre 2015 y 2016, que se establecio relacion entre las infecciones causadas por este virus
y un aumento del sindrome de Guillain-Barré en adultos y bebés nacidos con microcefalia u
otros defectos neurolégicos. Recientemente, ZIKV fue detectado en Europa e India (Nelson
& Ploss, 2024).



1.3. Ciclo de replicacion de los flavivirus

El ciclo de replicacién de los flavivirus es un proceso coordinado que se puede dividir a
grandes rasgos en etapas de union, entrada, traduccién y replicacion, ensamblaje y
liberacion (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Etapas del ciclo de replicacion de los flavivirus. (1) El viriobn se une a receptores de la superficie
celular. (2) La particula viral es internalizada por endocitosis mediada por receptor, fusiona su membrana en el
endosoma vy libera el genoma al citoplasma. (3) EI ARN viral se traduce como una poliproteina en el reticulo
endoplasmatico (RE), que es procesada en proteinas estructurales y no estructurales. Estas Ultimas forman el
complejo de replicacion y generan organelas de replicacién. (4) En el RE ocurre el ensamblaje y gemacion de
particulas inmaduras, que luego maduran a través de la red trans-Golgi. (5) Los viriones maduros e infecciosos

son liberados al exterior celular.

1.3.1. Estructuradel virion, unién y entrada a la célula

El virion de los flavivirus es pequeiio, de entre 40 y 60 nm, con una envoltura icosaédrica y
una nucleocapside (NC) esférica de 30 nm. Estd conformado por tres proteinas
estructurales: la proteina de la capside (C, ~11 kDa), la proteina de la membrana (M, ~8
kDa) y la proteina de la envoltura (E, ~50 kDa). La NC, formada por multiples copias de la
proteina C que encapsulan el genoma, esta rodeada por una bicapa lipidica derivada de la
célula hospedadora en la que se anclan las proteinas M y E. La proteina M corresponde a
un pequefio fragmento proteolitico derivado de su forma precursora prM. La proteina E,
componente predominante de la envoltura viral, es clave en el reconocimiento de los

receptores de la célula hospedadora (Contigiani et al., 2017).



La infeccion se inicia cuando la proteina E se une a receptores en la superficie celular,
desencadenando la internalizacion del virion por endocitosis. Aunque los receptores
especificos varian entre los flavivirus, a menudo involucran factores de adhesién de baja
afinidad como los glicosaminoglicanos (ej. heparan sulfato) y lectinas tipo C (ej. DC-SIGN).
La heterogeneidad estructural de las particulas virales, debido a una maduracién incompleta
y al comportamiento dinamico de las glicoproteinas de la envoltura, contribuye al amplio
tropismo tisular y rango de hospedadores de los flavivirus (Rey et al., 2018).

Tras la internalizacion, la acidificacion de la vesicula endosomal provoca cambios en la
estructura del virion, dejando expuesto el bucle de fusion altamente hidrofobico de la
proteina E. Como resultado, las membranas viral y endosomal se fusionan y se
desensamblan las particulas virales. Luego de la fusion, la NC se libera en el citoplasma y la
proteina de la capside se disocia del genoma, dando lugar a que este pueda ser traducido

por la maquinaria de la célula hospedadora (van Leur et al., 2021; Fishburn et al., 2022).

1.3.2. Traduccién y procesamiento de la poliproteina

El genoma de los flavivirus consiste en una molécula de ARN monocatenario de polaridad
positiva de aproximadamente 11 kb. En el extremo 5" posee un cap de tipo | (m’GpppN™)
mientras que el extremo 3", a diferencia de los ARNm celulares, no esta poliadenilado.
Posee un unico ORF flanqueado por regiones no traducidas (UTRs), de aproximadamente
100 nten el extremo 5" y entre 400y 700 nt en el 3" (Figura 1.4A).

Tras la entrada a la célula, el genoma es directamente traducido como una poliproteina de
aproximadamente 3 400 AA. Esta poliproteina da origen, por clivajes co- y post-
traduccionales, a las proteinas estructurales (C, prM y E) y a siete proteinas no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (Lindenbach & Rice, 2003).
Durante la traduccién, las proteinas son translocadas y ancladas en el reticulo
endoplasmico (RE) por diversas secuencias de sefial y dominios de anclaje a la membrana
(Figura 1.4B): prM, E y NS1 se encuentran principalmente en el lumen del RE, mientras
que C, NS3, y NS5 se ubican en el citoplasma. NS2A, NS2B, NS4A y NS4B poseen varios
dominios transmembrana, por lo tanto, diversas partes de estas proteinas se encuentran a
cada lado y en la membrana del RE. La proteasa viral NS3 y su cofactor NS2B realizan los
clivajes en el lado citoplasmatico y las escisiones en el lado de la luz del RE las realiza el
complejo de la peptidasa sefial. La poliproteina también tiene un sitio de clivaje en prM, que
dara lugar a la proteina M madura por accion de la proteasa furina, y un sitio adicional entre
NS1 y NS2A que es escindido por una enzima desconocida. Una vez finalizada la
traduccion, las proteinas no estructurales recién sintetizadas cooptan el genoma viral y

cambian su funcion principal de la traduccion a la replicacion (Barrows et al., 2018).
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Figura 1.4. Organizacién del genoma de los flavivirus y procesamiento de la poliproteina. (A) El genoma
de ARN de cadena positiva de los flavivirus (~11 kb), flanqueado por las regiones 5"y 3'UTR, codifica un Unico
ORF. (B) La poliproteina se traduce en el RE. El clivaje proteolitico, mediado por proteasas virales y del
hospedador, genera 10 proteinas funcionales: 3 estructurales (C, prM y E) y 7 no estructurales (NS1-NS5).
Entre NS4A y NS4B, se encuentra un pequefio péptido de 2 kDa (2k). Se indican los diferentes sitios de corte
(Adaptado de Barrows et al., 2018).

1.3.3. Formacion de organelas de replicacion y circularizacion del genoma

La sintesis del ARN viral se inicia cuando las proteinas no estructurales se ensamblan en un
complejo de replicacion (CR), conduciendo a la invaginacion de la membrana del RE para
formar organelas de replicacién (OR). Las OR permiten generar copias del genoma viral,
mediante un ARN complementario de cadena negativa que actla como intermediario, y
facilitan su posterior empaquetamiento. Esta compartimentalizacién asegura la coordinaciéon
sincronica de cada paso del proceso, aumentando la eficiencia y la velocidad. Ademas,
brinda proteccion frente a nucleasas, proteasas y otros factores celulares, como sensores
citoplasmaticos que desencadenarian una respuesta inmune contra el ARN viral y sus
intermediarios (van den Elsen et al., 2021).

Ademas de codificar la poliproteina, el genoma de ARN de los flavivirus contiene
informaciéon estructural esencial para la replicaciéon, localizada principalmente en las
regiones no traducidas (Figura 1.5). Aunque sus secuencias primarias varian, las
estructuras secundarias que forman estan altamente conservadas.

El 5"UTR comprende dos dominios conservados: el stem-loop A (SLA), que funciona como
promotor de la replicacién viral, y el stem-loop B (SLB), que se extiende hasta la regién
codificante y contiene secuencias esenciales para las interacciones ARN-ARN de largo
alcance. Ambos dominios estan separados por una secuencia oligo(U), que funciona como

espaciador (Ramos-Lorente et al., 2021). EI 3'UTR es mas complejo y se divide en tres
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dominios: los dominios | y Il contienen elementos considerados prescindibles para la
replicacion pero que sirven como potenciadoras de los procesos virales, mientras que el
dominio lll esta altamente conservado entre los flavivirus y es funcionalmente importante.
Este dominio, formado por el elemento CS1 y una estructura terminal de stem-loop (3°SL),
interactia con proteinas virales y del hospedador para modular la sintesis y traduccién del
ARN viral (Gebhard et al., 2011; Ng et al., 2017).
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Figura 1.5. Representacion esquemética del ARN de los flavivirus. Se muestra la estructura general del
genoma viral, utilizando a DENV como modelo representativo. El ORF se encuentra flanqueado por una region
no traducida en el extremo 5' (5'UTR) y otra en el extremo 3' (3'UTR). Se sefalan los principales elementos
estructurales de ARN conservados, que son cruciales para la replicacion y la circularizacion del genoma. En el
5'UTR se localizan el stem-loop A (SLA) y el stem-loop B (SLB), asi como las secuencias conservadas 5'UAR y
5'CS. El 3'UTR se organiza en tres dominios, siendo el Dominio Il el mas conservado y conteniendo elementos
como el stem-loop 3' (3'SL), la secuencia conservada CS1 y las secuencias de circularizaciéon 3'UAR y 3'CS
(Adaptado de Ng et al., 2017).

Las secuencias presentes en los extremos del genoma viral propician interacciones
ARN-ARN de largo alcance que conducen a la circularizaciéon del genoma, esencial para
que ocurra la replicacion. En los MVFVs existen al menos tres pares de secuencias
complementarias que participan en este proceso (5'-3' CS, 5'-3' UAR y 5'-3' DAR). Segun el
modelo de circularizacién propuesto, el proceso se inicia mediante la interaccion entre los
motivos 5' y 3'CS. El diplex se extiende aun mas a través de los contactos DAR y las
interacciones adicionales mediadas por UAR promueven reacomodamientos
conformacionales adicionales en el extremo 3' del genoma viral. Ademas de estas
interacciones ARN—-ARN, se cree que la circularizacion del genoma podria estabilizarse por
factores proteicos virales y del hospedador, reclutados por diferentes dominios estructurales
del ARN gendmico (Fernandez-Sanlés et al., 2017). Un equilibrio preciso entre las formas
lineal y circular es esencial para la propagacion de los flavivirus. Ademas, segun estudios
recientes, el proceso de circularizacion podria por si mismo promover la inhibicion de la

traduccion y el cambio entre la traduccion y la replicacién (Abram et al., 2024).
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1.3.4. Sintesis del ARN viral

La reaccion de polimerizacion es catalizada por la actividad ARN polimerasa dependiente
de ARN (RdRp) de la proteina NS5, en asociacion con la proteasa/helicasa NS3, otras
proteinas virales no estructurales y factores celulares. Conforme al modelo ampliamente
aceptado (Figura 1.6), la NS5 se une al promotor SLA en el extremo 5' del genoma, es decir
a aproximadamente 11 000 nt de distancia del sitio de inicio de la replicacion. La
circularizacion del genoma resulta entonces clave para acercar el extremo 3" al complejo
NS5-SLA. Esta conformaciéon permite que la polimerasa acceda al extremo 3" para iniciar la
sintesis de la cadena negativa de ARN (Villordo & Gamarnik, 2009).

La NS5 utiliza la hebra genémica de polaridad positiva como molde para sintetizar una
hebra complementaria de polaridad negativa, formando un intermediario de ARN de doble
cadena (ARNdc). Este ARNdc sirve a su vez como molde para la sintesis de nuevas hebras
gendmicas positivas. La replicacion es asimétrica, produciendo muchas mas hebras
positivas que negativas. La actividad helicasa de la NS3 es necesaria para desenrollar el
ARNdc y permitir rondas sucesivas de sintesis. Ademas, los nuevos genomas de ARN de
polaridad positiva son modificados con una estructura de cap-5" mediante las actividades
trifosfatasa de NS3 y metiltransferasa de NS5, preparandolos para ser traducidos o

empaquetados (Klema et al., 2015).
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Figura 1.6. Modelo de circularizacion del genoma para la iniciacion de la sintesis de ARN en flavivirus. La
proteina NS5 (con actividad RdRp) se une al SLA en el 5'UTR. La circularizaciéon del genoma, mediada por
secuencias complementarias, acerca el extremo 3' al complejo NS5-SLA. Esta conformacién permite que la
RdRp inicie la sintesis de la hebra de ARN de polaridad negativa a partir del extremo 3' de la hebra gendémica
(Villordo & Gamarnik, 2009).
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1.3.5. Ensamblaje, maduracién y liberacion de la progenie viral

Cada molécula de ARN que es sintetizada puede ser usada para nuevas rondas de
traduccion o replicacién, o ser empaquetada en nuevos viriones, aunque los factores que lo
determinan aun no estan claros.

El ensamblaje se inicia con la encapsidacion del genoma por la proteina C para formar la
NC. Aln no se ha identificado una secuencia de empaquetamiento en el genoma de los
flavivirus, pero se sabe que la proteina C se une a diversos acidos nucleicos de forma no
especifica a través de efectos electrostaticos. A pesar de esta caracteristica, C es capaz de
excluir el ARN monocatenario, el ARN bicatenario y los ARN del hospedador para
empaquetar selectivamente solo el ARN gendmico de cadena positiva recién sintetizado.
Una teoria actual es que la especificidad del empaquetado del ARN la proporciona NS2A,
cuya funcion seria transferir de manera efectiva el ARN que emerge del CR (Jablunovsky &
Jose, 2024). Al complejo NS2B-NS3 también se le ha atribuido un posible rol en este
proceso coordinado a través del procesamiento de la poliproteina, entre otras posibles
funciones.

El acoplamiento entre replicacion y ensamblaje asegura que solo el ARN viral recién
sintetizado sea empaquetado. De la misma forma, la formacion de la NC esta
estrechamente acoplada con la adquisicion de la envoltura, de modo que rara vez se
observan NCs desnudas en la célula. La NC es simultdnea o consecutivamente envuelta
por las proteinas estructurales transmembrana prM y E, junto con una bicapa lipidica
derivada del RE, para formar la particula de virus inmaduro que brota en la luz del RE. La
adquisicion de membrana comienza con la heterodimerizacién de las proteinas prM y E que,
ademds, forman particulas subvirales que carecen de NC y también son liberadas durante
la infeccion (Barnard et al., 2021).

Los viriones inmaduros transitan por el aparato de Golgi con el segmento pr de la proteina
prM cubriendo el bucle de fusién de la proteina E para evitar la fusion viral prematura
durante la salida del virus. EI ambiente acido de la red trans-Golgi induce un cambio
conformacional que permite a la proteasa celular furina cortar la proteina precursora pri,
generando la proteina M madura. El segmento pr permanece unido de forma no covalente
para seguir protegiendo contra la fusiébn prematura y solo se disocia de la envoltura viral tras
el cambio de pH de acido a neutro en el espacio extracelular, lo que da lugar a la liberacion

final de viriones maduros e infecciosos (Verhaegen & Vermeire, 2024).

1.4. Proteinas no estructurales de los flavivirus

En contraste con las proteinas estructurales, se denomina proteinas no estructurales (NS) a
aquellas que no se incorporan a la particula viral. NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
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NS5, muchas veces en conjunto a proteinas celulares, cumplen mdultiples funciones. Entre
ellas se destacan la remodelacion de la organizacion interna de la célula, la maduracion de
la poliproteina, la replicacién del ARN viral y la evasion del sistema inmunolégico (El Sahili &
Lescar, 2017).

1.4.1. Complejo de replicacion

Las proteinas NS se ensamblan, junto con factores de la célula hospedadora, para formar el
CR dentro de las OR (Figura 1.7). En este sistema, NS1 ancla el complejo en el lumen del
RE, mientras que NS2A y NS4A actian como proteinas de andamiaje. Aunque la funcion
especifica de NS4B no esta completamente dilucidada, se ha demostrado su interaccién
con NS3 y su importancia en la replicacion viral. Ademas, tanto NS2A como NS4A han sido
asociadas con funciones replicativas. El nicleo funcional del complejo esta conformado por
NS3, su cofactor NS2B y NS5 (Caldwell et al., 2022).

Citoplasma ¢

. ”Lumen del RE

Figura 1.7. Esquema del Complejo de Replicacién de los Flavivirus. La replicacion del ARN viral tiene lugar
en organelas especializadas formadas por invaginaciones de la membrana del RE. Las proteinas NS virales se
ensamblan dentro de estas vesiculas, creando un microambiente protegido para la sintesis del genoma
(Adaptado de Caldwell et al., 2022).

La interaccion entre NS3 y NS5 es esencial para la eficiencia del proceso de replicacion.
Aunque la funcién exacta de esta cooperacion no se conoce por completo, se postula que la
interaccion posiciona a la helicasa NS3 cerca del tunel de entrada del molde de ARN en la
polimerasa NS5, asegurando un acoplamiento espacial entre el desenrollamiento del molde
y la sintesis de la nueva hebra. La importancia de esta interaccion se subraya por el hecho
de que mutaciones en residuos clave pueden interrumpir la interacciébn y abolir
completamente la replicacion viral (Duan et al., 2019).

1.4.2. Proteinas moduladoras de membranay andamiaje
Este grupo de proteinas NS es fundamental para la biogénesis de las estructuras

membranosas donde ocurre la replicacién, y para el andamiaje y organizacién del CR.
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NS1 en una glicoproteina altamente conservada de 46 a 55 kDa, dependiendo de su estado
de glicosilacién. Puede encontrarse tanto como un dimero asociado a membrana (en
compartimentos vesiculares dentro de la célula o en la superficie celular), como en forma de
un hexamero soluble, secretado y asociado a lipidos. Se sintetiza como un monoémero
hidrofilico que, luego de ser glicosilado, dimeriza rapidamente adquiriendo una naturaleza
hidrofébica. La NS1 intracelular cumple un papel esencial como cofactor en la replicacién
viral. Sin embargo, su funcién precisa en este proceso aun no ha sido completamente
esclarecida. Otra fraccion de la NS1 expresada es transportada a través del aparato de
Golgi mediante la via secretora, donde sus residuos de carbohidratos expuestos son
modificados y procesados en azlucares mas complejos para luego ser secretada desde la
célula en forma de hexamero soluble. La NS1 secretada y la asociada a la superficie celular
son altamente inmunogénicas, y tanto la proteina como los anticuerpos que induce han sido
implicados en la patogénesis de la enfermedad (Muller & Young, 2013; Fisher et al., 2023).
NS2A presenta mdltiples hélices transmembrana y una topologia compleja. Participa
activamente en la sintesis del ARN viral y en el ensamblaje de particulas virales, actuando
como una plataforma asociada a membranas que facilita la interaccion entre componentes
estructurales y no estructurales del virus (van den Elsen et al., 2023).

NS4A y NS4B son pequefias proteinas hidrofébicas con multiples dominios transmembrana
de 16 y 27 kDa respectivamente. Poco se conoce acerca de los mecanismos de NS4A pero
la evidencia experimental sugiere que actda como impulsor principal de las invaginaciones
del reticulo endoplasmatico donde se ensambla el CR, organizando de forma coordinada
sus componentes luminales, transmembrana y citoplasmaticos. Por su parte, NS4B tiene
capacidad intrinseca para inducir reordenamientos de membrana y, en colaboracién con
NS4A, contribuye a mantener la arquitectura del CR. En conjunto, ambas proteinas facilitan
la replicacion viral al sostener la estructura del CR, organizar la maquinaria replicativa y

modular la actividad de sus componentes enzimaticos (Barrows et al., 2018).

1.4.3. Actividad proteasa-helicasa

La proteina NS3 se encuentra conservada entre los flavivirus, con un 67 % de identidad de
secuencia. Consiste en 618 residuos (70 kDa aproximadamente) de los cuales el primer
tercio corresponde a un dominio serina proteasa y la porcion C-terminal restante a un
dominio helicasa. El dominio helicasa de NS3 posee actividades enzimaticas de helicasa de
ARN, trifosfatasa de nucleétidos (NTPasa) y trifosfatasa de ARN (RTPasa). Las actividades
helicasa y NTPasa de NS3 desenrollan la forma de ARN de doble cadena intermedia,
mientras que la actividad RTPasa prepara el ARN gendmico recién sintetizado para el
afiadido del cap-5’' (Du Pont et al., 2022).
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NS2B es una proteina de membrana de 14 kDa que contiene tres dominios hidrofébicos y
un dominio central hidrofilico. Este Ultimo actla como cofactor para la actividad proteasa de
NS3, permitiendo asi el procesamiento de la poliproteina. La interaccion NS2B-NS3 también
puede provocar la fijacion de NS3 en la membrana, favoreciendo el anclaje del complejo

replicativo a las membranas del compartimento intracelular (Wahaab et al., 2021).

1.5. Proteina no estructural 5

Entre las proteinas flavivirales, NS5 es la mas grande, con alrededor de 900 AA, y ademas
la mas conservada. Desempeiia un rol clave en la replicacion a través de sus actividades
enzimaticas necesarias para la sintesis y capping del genoma viral, llevando adelante sus
funciones a través de dos dominios (Figura 1.8A): un dominio N-terminal de
metiltransferasa (MTasa) que tiene la capacidad de unirse a GTP y de realizar dos
reacciones de metilacion bioquimicamente distintas que son necesarias para la formacion
del cap del ARN, y un dominio C-terminal de ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp)
(Davidson, 2009).

A

w

naGTP

Dominio
metiltransferasa

(MTasa) Sitio activo

(tétrada K-D-K-E)

Dominio
polimerasa
(RdRp)

Figura 1.8. Estructura y dominios funcionales de la proteina NS5 de los flavivirus. Se muestra la estructura
de la proteina NS5 de ZIKV como modelo representativo de la arquitectura conservada en todos los flavivirus.
(A) Representacion en cintas (ribbon) de la proteina completa, mostrando el dominio N-terminal metiltransferasa
(MTasa) y el dominio C-terminal ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp). (B) Detalle del sitio activo del
dominio MTasa, indicando los residuos clave requeridos para la union de GTP y SAM, y para la actividad de
metilacion. (C) Detalle del dominio RdRp, mostrando la arquitectura de "mano derecha" con los subdominios
dedos, palma y pulgar. Se resalta la extensién que conecta los dominios MTasa y RdRp a través del linker (en

rojo) y el priming loop conservado, requerido para la polimerizacion del ARN (Goh et al., 2024).
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Ademés de su rol central en la replicacion, NS5 desempefia funciones adicionales. La
evolucién y diversificacion del papel de la proteina NS5 podria haber sido facilitada por la
estrategia de los flavivirus de expresar todas sus proteinas a partir de un tnico ORF. Dado
gue deben producirse grandes cantidades de poliproteina para generar suficientes proteinas
estructurales para cada nuevo virion, NS5 también se acumula en niveles que
probablemente excedan los requeridos para la replicacion. Puede que por este motivo NS5
haya adquirido funciones secundarias, como su participacion en la evasién de la respuesta

inmune del hospedador (Selisko et al., 2014).

1.5.1. Dominio metiltransferasa

El dominio MTasa (Figura 1.8B) utiliza GTP como sustrato para transferir GMP al ARN
difosforilado que ha sido procesado por NS3, generando la estructura base del cap. Luego,
cataliza tanto la metilacién en el N-7 de la guanina como en el grupo 2-OH de la ribosa del
ARN viral, utilizando S-Adenosilmetionina (SAM) como donador de metilos, para formar la
estructura de cap tipo | (m’'GpppN™) (Issur et al., 2009).

Este dominio, de alrededor de 30 kDa, se divide a su vez en tres subdominios:

s El subdominio N-terminal comprende un motivo hélice-giro-hélice seguido por una
hebra  y una hélice a, y aloja el sitio de unién al GTP.

o El subdominio central esta compuesto por una lamina  de siete hebras flanqueada
por hélices a, lo que se asemeja estrechamente a la topologia observada en el
dominio catalitico de otras metiltransferasas. Este segmento alberga los sitios de
union para el cofactor SAM y el sustrato GTP y en su centro se sitla la tétrada
catalitica conservada K-D-K-E, imprescindible para las metilaciones en N-7 y 2'-OH.

¢ El subdominio C-terminal, constituido por elementos de hélice a y hebra B, establece

interacciones estabilizadoras con los subdominios N-terminal y central.

El dominio MTasa esta conectado, mediante un enlace flexible, al dominio RdRp (~70 kDa).
La flexibilidad de esta region es esencial, ya que mutaciones que rigidizan este enlace
provocan una disminucién de la actividad de la RdRp y la atenuacion de la replicacion viral.
(Goh et al., 2024).

1.5.2. Dominio polimerasa

Al igual que otras polimerasas virales, el dominio RdRp de los flavivirus adopta una
estructura tridimensional que se asemeja a una mano derecha semicerrada, pudiendo a su
vez dividirse en tres subdominios (Figura 1.8C): palma, dedos y pulgar. Ademas, dentro de

esta estructura se pueden reconocer siete motivos estructurales (de la A a la G) a partir de
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secuencias altamente homdlogas y/o estructuras conservadas. Estos motivos, compartidos
por todas las RdRp virales, son responsables de la unién de NTPs y la catalisis (Duan et al.,
2019).

Entre los motivos cataliticos de las RdRp, los motivos A, B, C, D y E se localizan en el
subdominio palma, que es la regibn mas conservada de la enzima. Por su parte, los motivos
F y G se encuentran en las regiones que corresponden a los dedos, especificamente en los
dedos anular y mefique, respectivamente (Wu et al., 2020). Los motivos A y C contienen
dos residuos de &cido aspartico conservados que participan en la coordinacién de iones
metalicos divalentes para la polimerizacibn de nucleétidos (formacién del enlace
fosfodiéster). El motivo B ayuda al movimiento de la hebra molde en las etapas tardias de la
transcripcion. EI motivo D esta relacionado con la discriminacion de nucle6tidos, y un
residuo conservado de lisina desempeiia un papel importante en los reordenamientos
estructurales de la RdRp necesarios para formar el complejo ARN-NTP-UTP. Los motivos E
y C interacttan con la cadena principal del ARN producto (Duan et al., 2019).

Cada uno de los tres subdominios de la RdRp presenta las siguientes caracteristicas:

o El subdominio palma se parece considerablemente al de otras RdRp aunque con
algunas diferencias estructurales. Tipicamente, el dominio palma esta compuesto
por una lamina B central, formada por tres cadenas B antiparalelas, rodeadas por
hélices a. En cambio, la [dAmina B central en el caso de los flavivirus consta de solo
dos cadenas 3 mas cortas, rodeadas por ocho hélices a (Davidson, 2009).

o El subdominio pulgar, compuesto por ocho hélices a, es crucial para posicionar el
ARN. Su interfaz con la palma la constituye el motivo E, implicado en la unién del
NTP iniciador. Una caracteristica destacada del pulgar de los flavivirus es la
presencia de un priming loop flexible que se proyecta hacia el sitio activo. Se ha
propuesto que este bucle es fundamental para la iniciacién de novo de la sintesis de
ARN y para regular la transicion a la fase de elongacién (Malet et al., 2008; Wang et
al., 2018).

¢ El subdominio dedos comprende un nucleo central, compuesto por una lamina f de
tres cadenas, y dos proyecciones conocidas como "puntas de los dedos". La punta
del dedo indice interactia con la parte superior del subdominio pulgar, generalmente
mediante interacciones hidrofébicas, lo que permite cerrar la estructura de la RdRp y
contribuye a su estabilidad térmica (Lu & Gong, 2017). El subdominio dedos regula
la actividad de novo de la RARP mediante su participacion en la formacion del sitio
activo y del canal de entrada de los NTP, con el motivo F implicado en la
estabilizacién del par de bases naciente y el motivo G en la unién a ARN molde
(Wang et al., 2018).
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En la arquitectura de la RdRp de los flavivirus, todos los motivos presentes actlan de
manera conjunta para formar tres tineles que aseguran la replicacion eficiente. El tunel de
entrada del ARN molde se ubica en la interfaz de los subdominios de los dedos y el pulgar.
En el tinel de entrada de NTPs, el motivo F de los dedos facilita la difusién de nucleétidos
trifosfato. Por ultimo, el tinel de salida del ARN de doble cadena, cuya apertura es regulada
por el priming loop, permite la elongacion y liberacion del ARN sintetizado (Davidson, 2009;
Wang et al., 2018).

1.5.3. Flexibilidad de laregién interdominio y diversidad conformacional

A pesar de la alta conservacion estructural de sus dominios individuales, la proteina NS5
completa de los flavivirus exhibe una notable plasticidad. Esta flexibilidad, mediada por la
region que conecta los dominios MTasa y RdRp, permite la modulacién de las interacciones
entre sus dominios y la coordinacién de sus actividades enzimaticas (Li et al., 2014).

Los andlisis cristalograficos de la proteina NS5 completa han revelado la existencia de al
menos dos conformaciones globales principales. La primera estructura de alta resolucion,
obtenida para la NS5 de JEV, mostr6 una conformacion "extendida" con una interfaz
interdominio definida y conservada (Lu & Gong, 2013). Sin embargo, la posterior
cristalizacion de la NS5 de DENV-3 revel6 una conformacion "compacta”, donde la
orientacion relativa entre los dominios MTasa y RdRp diferia en una rotacién de 105° (Zhao
et al., 2015a). Estudios posteriores con NS5 de ZIKV y DENV-2 confirmaron que la proteina
puede adoptar ambos estados, sugiriendo que estas dos formas representan
conformaciones alternativas y estables que coexisten en solucidn y son necesarias para la
funcién viral (Wang et al., 2018; Wu et al., 2020).

La transicién entre las conformaciones extendida y compacta (incluyendo secuencialmente
conformaciones intermedias) ocurriria principalmente mediante movimientos rotacionales.
Tres elementos estructurales podrian desempefiar roles criticos en la transicién entre estos
estados (Figura 1.9): la secuencia conservada GTR (Gly-Thr-Arg) en el extremo C-terminal
del dominio MTasa, la regién conectora que une los dos dominios (linker) y una hélice del
dedo indice de la RARP. Aunque la region interdominio muestra baja conservacién de
secuencia, su flexibilidad estructural es esencial. El movimiento de torsion requeriria una
flexion significativa del linker, utilizando los residuos GTR como pivote o eje de giro y la
hélice conservada podria ser la guia para el movimiento rotacional del dominio MTasa
(Klema et al.,, 2016; Wu et al, 2020). Ademés, un residuo de valina o isoleucina
estrictamente conservado en la region interdominio, apodado "dedo resbaladizo" (greasy
finger), parece ser crucial para regular el acoplamiento y la comunicacion funcional entre los
dominios, permitiéndoles adoptar las orientaciones necesarias para la replicacién (Zhao et
al., 2015b).
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Figura 1.9. Elementos estructurales clave que regulan las transiciones conformacionales de NS5. Se
muestra un alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de la proteina NS5 de un panel representativo
de flavivirus. Se destacan tres regiones criticas implicadas en la transicién entre los diferentes estados
conformacionales de la proteina: el motivo pivote GTR, la region conectora (linker) y la hélice conservada del
dedo indice. Ademas se sefiala la valina (o isoleucina) del "dedo resbaladizo" (greasy finger).

La funcién de la RdRp estd modulada por su interaccion con el dominio MTasa, aunque este
acoplamiento tiene efectos diferentes segun el virus: en ZIKV el dominio RdRp por si solo
es menos activo que la proteina NS5 completa, mientras que en DENV la eliminacion del
dominio MTasa aumenta la sintesis de ARN in vitro. Esta diferencia funcional se atribuye a
las distintas redes de interacciones y a las orientaciones relativas que adoptan los dominios
MTasa y RdRp en cada virus. Estas variaciones estructurales afectan directamente la
eficiencia de la sintesis de ARN, demostrando como la arquitectura global de la proteina
NS5 y la comunicacién entre sus dominios son criticas para su funcion replicativa (Zhao,
2017).

El contexto funcional de estas conformaciones alternativas alin no esta completamente
claro. Sin embargo, estudios recientes indican que ambas conformaciones son necesarias
para que la NS5 lleve a cabo su funcion en la replicacién viral, mientras que la dindmica
conformacional hacia una estructura extendida favoreceria la interaccion con factores
celulares permitiendo que NS5 desarrolle sus funciones como antagonista de la respuesta

antiviral (Biswal et al., 2024).

1.5.4. Transiciones del dominio RdRp
Independientemente de la orientacién global de la proteina, el propio dominio RdRp debe
experimentar sus propios cambios conformacionales. Todas las estructuras cristalogréaficas

disponibles muestran la RdRp en una conformacion "cerrada”, representativa de un estado
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de preiniciacion. Para llevar a cabo la sintesis de ARN, la enzima debe transicionar a través

de tres estados diferentes en cada fase de la sintesis de ARN viral:

o En la preiniciacion, el dominio RdRp adopta una conformacion cerrada que puede
recibir los primeros NTPs pero donde el tinel por el cual debe salir el ARNdc recién
sintetizado se encuentra bloqueado.

s En el estado de iniciacién, la NS5 se une al extremo 3' del ARN viral gracias a la
circularizacion del genoma y el priming loop cumple una funcion crucial al actuar
como una plataforma estabilizadora que posiciona correctamente el primer
nucledtido (adenosina). Esto permite la formacion del primer enlace ribosa-fosfato,
generando un cebador de dinucledétidos y liberando pirofosfato como subproducto.

o Por ultimo, una vez que se ha sintetizado el cebador inicial, la proteina NS5
experimenta un cambio conformacional a gran escala hacia el estado de elongacion.
Este cambio implica la retraccion del priming loop, lo que a su vez provoca la

apertura del tunel de salida del ARNdc.

La transicion de una conformacion cerrada a una abierta se considera el paso limitante de la
velocidad de la actividad polimerasa. La conformacion abierta propuesta garantiza una
polimerizacion de ARN procesiva y continua a medida que el ARNdc es translocado a través
del tinel ahora despejado (El Sahili & Lescar, 2017; Wang et al., 2018).

1.5.5. Localizacion

Dada la naturaleza del genoma de los flavivirus, la replicacién ocurre exclusivamente en el
citoplasma sin la necesidad de intermediarios nucleares. Sin embargo, una proporcién
significativa de la proteina NS5 se localiza en el nacleo durante la infeccién de algunos
flavivirus como ZIKV, JEV, YFV y WNV. Las funciones de la NS5 nuclear son variadas y se
centran principalmente en la modulacién de la respuesta antiviral del hospedador.

La localizacién nuclear de NS5 se observa desde las primeras etapas de la infeccién, como
se demuestra en ensayos de inmunofluorescencia donde un 95 % de la sefial asociada a
NS5 se acumula en el nucleo alrededor de las 24 horas postinfeccion. Este ingreso debe
incluir el transporte activo a través del complejo del poro nuclear, considerando el gran
tamafio de NS5. Tal como ha sido demostrado, el mecanismo de importacion nuclear esta
mediado por sefiales de localizacion nuclear (NLS) que utilizan tanto la via de transporte de
importina a-g como la via de importina B (Lopez-Denman & Mackenzie, 2017; Tan et al.,
2019).

La localizacion de NS5 dentro de la célula puede variar significativamente entre diferentes

flavivirus e incluso entre serotipos. En DENV se identific6 una NLS central (residuos
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380-398) y una NLS en la regién c-terminal (residuos 881-900). No obstante, cada serotipo
parece emplear una estrategia distinta, donde las NLS interactian de manera diferente con
la maquinaria de importacion. La NS5 de DENV-1 se encuentra principalmente en el
citoplasma, mientras que en los demas serotipos se observa acumulacion de NS5 en los
ndcleos de células infectadas. Esta variabilidad especifica de serotipo sugiere que, a pesar
de tener las mismas herramientas, cada virus ha evolucionado para regular la funcion
nuclear de su NS5 (Cheng et al.,, 2024). En WNV se observd que el blogqueo de la
localizacién nuclear de NS5 mediante inhibidores de la exportacion o importacion nuclear, o
la mutacioén de una NLS conservada, condujo a una disminucién intrinseca de la capacidad
replicativa viral, evidenciando la importancia del proceso (Lopez-Denman et al., 2018).

El trafico nucleocitoplasméatico de NS5 es un proceso dinAmico que depende de otros
factores, ademas de las NLS, como las modificaciones post-traduccionales. La fosforilacion
y la SUMOilacion de NS5 han demostrado ser cruciales en la distribucion subcelular de
NS5. La hiperfosforilacion de NS5 se ha relacionado con una mayor acumulacion nuclear en
ciertos flavivirus, lo que subraya un nivel adicional de control sobre su localizacion y funcién.
Ademas, se ha identificado un motivo de interaccion con SUMO tanto en DENV como en
ZIKV, y su mutacion afecta la localizacion nuclear. La SUMOilacion parece regular la
distribucién de NS5 dentro del nucleo, promoviendo una localizacién difusa en el
nucleoplasma (DENV) o la formacion de cuerpos nucleares discretos (ZIKV) (Tan et al.,
2019; Conde et al., 2020).

1.6. Inmunidad innata

La infeccion por flavivirus se inicia cuando los viriones son inoculados en la epidermis y la
dermis durante la picadura del vector. En este sitio inicial, el virus encuentra varias células
permisivas para su replicacion, principalmente queratinocitos y células dendriticas de la piel,
un blanco inicial comudn y crucial para muchos flavivirus. Una vez infectadas, estas células
dendriticas migran desde la piel hacia los ganglios linfaticos locales. En los 6rganos
linfoides, la replicacion viral se amplifica y se transmite a otras células inmunes, como
macrofagos y monocitos. Este proceso facilita la diseminacion del virus al torrente
sanguineo, resultando en una viremia que permite al virus alcanzar y establecer la infeccion
en organos internos (Laureti et al., 2018). Mientras los flavivirus llevan adelante su ciclo de
infeccion, la célula hospedadora debe poner en marcha mecanismos de defensa contra los

patégenos.

1.6.1. Primeros mecanismos de defensa frente a lainfeccion por flavivirus

La primera linea de defensa del hospedador es la inmunidad innata que, aunque no es
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especifica, es importante por ser rapida y por desempefar un papel clave en el
establecimiento de la inmunidad adaptativa, que serd especifica contra el patégeno y de
larga duracién. La respuesta inmune se inicia con la deteccion del virus mediante sensores
especializados denominados receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Estos
receptores se encuentran distribuidos dentro de los compartimentos endosomales y el
citoplasma, y son capaces de detectar y responder al ARN viral y a las células infectadas
por virus. Existen tres clases principales de PRRs que participan en la deteccién eficiente de
flavivirus: los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores tipo RIG-I (RLR), ambos sensores
de ARN, y la sintasa de GMP-AMP ciclico (cGAS). Este ultimo es un sensor de ADN que
detecta ADN mitocondrial libre en el citoplasma producto de las alteraciones de la
membrana mitocondrial que inducen los flavivirus (Pan et al., 2022).

La transduccién de sefales mediada por PRRs da como resultado la secrecion de interferén
tipo | (IFN-I), componente principal de la respuesta innata contra la infeccion viral, que
posteriormente se une a los receptores de IFN-I (IFNAR1/IFNAR2) y activa la cascada de
sefalizacion JAK-STAT para estimular la expresiéon de genes estimulados por interferon
(ISGs). La cascada de sefalizacion de TLR y RLR también induce la produccién de
citoquinas proinflamatorias, como la interleuquina 18 (IL-1B) y la interleuquina 18 (IL-18). La
respuesta coordinada de multiples PRRs asegura el establecimiento del estado antiviral, a
partir de la produccién rapida de interferon, mientras que la inflamacion, debida a la
secrecion de interleuquinas, conduce al reclutamiento celular para contener y eliminar la
infeccion. Es importante destacar que una respuesta excesiva puede contribuir a la
patogénesis de enfermedades, como ocurre en los casos de dengue grave (Cedillo-Barron
et al., 2018; Fernandes-Santos & Leal de Azeredo, 2022).

Ademas de la respuesta mediada por interferdn, existen otras barreras inmunoldgicas como
la activacién del complemento, la inmunidad mediada por células NK, la apoptosis y la

autofagia (van Leur et al., 2021).

1.6.2. Evasion viral de la respuesta inmune innata

Para establecer una infeccion exitosa, los flavivirus han desarrollado una serie de
estrategias para antagonizar la respuesta inmune innata, donde las proteinas NS cumplen
un rol fundamental. Algunas de ellas incluyen la glicosilacién de NS1 (factor clave para su
estabilidad y secrecion), lo cual le permite interactuar de manera eficiente con los
componentes del complemento y evitar su activacion; la inhibicion de la sefializacién de
IFN-I, atribuida a la proteina NS4B; la acciébn de NS2B contra la enzima cGAS, con el
objetivo de impedir la deteccion del ADN mitocondrial asociado con el dafio celular, entre
otras (van Leur et al., 2021).

En este sentido, NS5 también cumple un rol clave, ya que participa en diversos mecanismos
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de antagonismo viral frente al sistema inmune del hospedador. En primer lugar, la metilacion
del ARN viral por parte del dominio MTasa de NS5 lo protege de ser reconocido. Ademas,
NS5 es también el antagonista mas potente y directo de la sefializacion JAK-STAT
dependiente de IFN-I descrito hasta ahora en todos los flavivirus estudiados. A pesar de las
restricciones evolutivas impuestas por la necesidad de conservar sus funciones
enzimaticas, distintos flavivirus han evolucionado incorporando en NS5 funciones
inmunomoduladoras adicionales (Best, 2017). Como consecuencia, esta proteina emplea
con frecuencia multiples estrategias para suprimir la via de sefalizacion JAK-STAT no solo
entre diferentes especies de Flavivirus, sino también dentro de la misma especie. Por

ejemplo:

o La NS5 de ZIKV emplea una doble estrategia contra mediadores de la via de
sefalizacion. Por un lado, inhibe la fosforilacion de STAT1, mientras que a su vez se
une a STAT2 e induce su degradacion. Notablemente, la NS5 de ZIKV puede mediar
esta degradacion sin necesidad de ser procesada a partir de la poliproteina.

o La NS5 de DENV se une a STAT2 e inhibe su fosforilacién, lo que resulta en una
reduccion de la transcripcion de ISGs, y media la fosforilacion de STAT1, aunque no
interactla directamente con ella. Ademas, al igual que la NS5 de ZIKV, promueve la
degradacién de STAT2 pero por un mecanismo diferente, ya que la degradacion en
este caso solo es detectada cuando el N-terminal es procesado proteoliticamente
(cuando NS5 es separada de NS4B durante el procesamiento de la poliproteina).

s Las proteinas NS5 de YFV, JEV y WNV también interfieren con esta via en distintos
pasos. La NS5 de YFV dirige su accién contra STAT2 como parte de su mecanismo
de supresion del IFN-I, la NS5 de JEV inhibe la fosforilacion de STAT1 pero aln no
se han identificado interacciones especificas, mientras que la NS5 de WNV
interactla con una proteina del hospedador requerida para la maduracion de
IFNAR1 y esta interaccion podria ser la via por la cual se inhibe la fosforilacion de
STAT1y STAT2 (Thurmond et al., 2018).

La localizacion nuclear de NS5 también tiene implicancias en la evasién de la respuesta
inmune, a través de la modulaciéon de la respuesta antiviral del hospedador por varios
mecanismos observados en diferentes flavivirus. Se ha demostrado que la NS5 nuclear
interfiere con la maquinaria de splicing del ARNm celular, alterando el procesamiento de
transcritos de factores antivirales. Ademas, puede suprimir la produccion de interferon tipo |
y la induccién de citoquinas como la IL-8, e interactuar con la cromatina para bloquear la
transcripcién de ciertos genes especificos. En el caso de ZIKV, la acumulacién nuclear de
NS5 es crucial para inducir la patologia neuronal observada en modelos de la enfermedad
(Goh et al., 2024).
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Finalmente, ademas de las proteinas NS, los flavivirus emplean una estrategia de evasion
basada en ARN. En las células infectadas se acumulan grandes cantidades de ARN
subgendmicos (ARNsgQ), generados debido a la degradacién incompleta del ARN genémico
viral por la exorribonucleasa XRN1 del hospedador, que se detiene en elementos
estructurales conservados dentro de la region 3'UTR del virus. Estos ARN no codificantes
actian como supresores de la respuesta a IFN-I y alteran la estabilidad del ARNm del
hospedador. Ademas, los ARNsg promueven la citopatogenicidad y la apoptosis en las
células infectadas y son cruciales para la transmisién por vectores artrépodos (permiten que
el virus supere la barrera intestinal del mosquito y se acumule en su saliva, facilitando asi la
transmision) (Slonchak & Khromykh, 2018; Doets & Pijlman, 2024).

1.7. Inmunidad adaptativa

Cuando un patégeno logra evadir las defensas de la inmunidad innata y alcanza un umbral
significativo de antigeno, se activa la inmunidad adaptativa, una respuesta crucial en los
vertebrados. Este sistema se divide en dos ramas fundamentales: la respuesta inmune
humoral, basada en la produccién de anticuerpos por linfocitos B, y la respuesta inmune
celular, en la que intervienen las células T CD4+ y CD8+. En el caso de las infecciones por
flavivirus, estudios han demostrado que tanto la rama humoral como la celular comparten
caracteristicas comunes, a la vez que presentan diferencias notables, siendo ambos
componentes determinantes en la patogénesis y en el desenlace clinico de la enfermedad.
(Ye etal., 2013).

1.7.1. Respuesta humoral frente a la infeccién por flavivirus

La respuesta humoral, mediada por la produccién de anticuerpos, es un componente critico
para el control de la replicacion y diseminacién de los flavivirus. El blanco principal son las
proteinas estructurales E y prM, aunque también hay evidencia de anticuerpos dirigidos
contra la proteina C y proteinas NS.

Los anticuerpos ejercen sus funciones protectoras a través de dos mecanismos principales.
Por un lado, interfieren directamente en el ciclo viral, principalmente a través de la
neutralizacion. Por otro lado, desencadenan funciones efectoras (Hurtado-Monzon et al.,
2020). La proteccion que brindan los anticuerpos, mediante su porcién Fc, incluye la fijacién
del complemento, la opsonizacion (marcado para fagocitosis) y la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC). Esta respuesta se dirige a epitopes tanto
conformacionales (dependientes de la estructura tridimensional) como lineales (secuencias
continuas de aminoacidos), siendo los primeros los mas abundantes, aunque los segundos

pueden exhibir una mayor afinidad de union (Fumagalli et al., 2021).
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La dinamica de la respuesta humoral varia entre una infeccién primaria y una secundaria, lo
cual tiene importantes implicancias para el diagnéstico. Tras una infeccién primaria, los
anticuerpos de clase IgM son los primeros en aparecer, detectables entre tres y cinco dias
tras el inicio de los sintomas, y persisten durante varios meses. Los anticuerpos I1gG
aparecen una semana después, aumentando lentamente hasta alcanzar niveles que
pueden durar décadas. En contraste, durante una infeccion secundaria, la estimulacion de
células B de memoria provoca un rapido aumento de los titulos de IgG, siendo detectables
incluso en la fase aguda, mientras que la respuesta de IgM es a menudo baja o ausente.
(Wahala & De Silva, 2011; Falconi-Agapito et al., 2021).

1.7.2. Anticuerpos neutralizantes

La proteccion contra la infeccién por flavivirus es mediada principalmente por anticuerpos
neutralizantes (nAbs), los cuales se dirigen predominantemente contra epitopes en la
glicoproteina de envoltura E. Estos anticuerpos bloguean la infectividad viral a través de
multiples mecanismos, como la agregacion de viriones, la interferencia con la union a
receptores celulares o el bloqueo de la fusibn de membranas en el endosoma (Rey et al.,
2018). Sin embargo, para gue la neutralizacion sea eficaz, se requiere la union de mualtiples
anticuerpos, siguiendo un modelo de umbral. Esto significa que el viribn se neutraliza solo
cuando un numero critico de anticuerpos se ha unido. Esta potencia neutralizante depende
tanto de la afinidad del anticuerpo como del nimero de epitopes accesibles (Pierson &
Diamond, 2008).

La accesibilidad de estos epitopes, y por lo tanto la eficacia de la neutralizacion, se ve
afectada por la heterogeneidad estructural de las particulas virales. Esto implica una
dificultad adicional que no es captada por los modelos estéaticos de la estructura del virion,
los cuales identifican el estado fisico mas abundante de la particula viral y pueden no
detectar conformaciones de baja abundancia que existen en un equilibrio dinamico. La
poblacion de viriones es diversa, conteniendo particulas inmaduras y parcialmente maduras
debido al procesamiento ineficiente de la proteina prM. Ademas, incluso los viriones
maduros son altamente dindmicos, con la proteina E experimentando constantes cambios
conformacionales, un fendmeno conocido como "respiracion viral' (Slon Campos et al.,
2018).

Como consecuencia, los cambios en la accesibilidad de los epitopes provocados por
conformaciones alternativas de E y la presencia de poblaciones heterogéneas de viriones,
influyen en el repertorio de epitopes disponibles para la uniébn de anticuerpos y la
neutralizacion. Las razones por las cuales los flavivirus conservan estas propiedades
probablemente se relacionan con mecanismos de entrada viral, dado que la diversidad de

formas circulantes podria facilitar la expansion de su tropismo hacia distintos hospedadores
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y tejidos. Asimismo, la complejidad antigénica derivada de la heterogeneidad y la dinamica
de las particulas podria conferirles una ventaja en hospedadores vertebrados, al permitirles
explotar respuestas de anticuerpos no protectores y favorecer asi infecciones heterélogas

subsecuentes (Rey et al., 2018).

1.7.3. Reactividad cruzaday potenciacion dependiente de anticuerpos

Una caracteristica central de la respuesta humoral a los flavivirus es la reactividad cruzada.
Debido a las similitudes genéticas (y, en consecuencia, antigénicas), la infeccion por un
flavivirus induce la produccion tanto de anticuerpos especificos como de anticuerpos que
reconocen a otros flavivirus. Esta reactividad cruzada es la base para la clasificacion de los
flavivirus en complejos seroldgicos (Tabla 1.1), definidos segun la capacidad de sueros
policlonales postinmunizacién contra un flavivirus para neutralizar a otros. Este
agrupamiento implica que los miembros de un mismo complejo pueden ser neutralizados en
cierta medida por los mismos sueros (Rathore & St. John, 2020).

En un individuo con inmunidad preexistente, la presencia de anticuerpos circulantes con
reactividad cruzada pero sin capacidad neutralizante puede potenciar la infeccion y provocar
consecuencias patoldgicas. El fendmeno de potenciacion dependiente de anticuerpos (ADE)
ocurre cuando anticuerpos preexistentes se unen a un flavivirus heterdlogo de forma no
neutralizante o sub-neutralizante. En lugar de bloquear la infeccién, estos anticuerpos
forman complejos inmunes con la particula viral, faciltando su entrada en células que
expresan receptores Fcy (como monocitos y macréfagos) y resultando en una replicacion
viral exacerbada. Aunque la ADE se ha demostrado in vitro para mdltiples flavivirus, su
relevancia clinica in vivo ha sido confirmada de manera concluyente para DENV (Pierson &
Diamond, 2020).

Tablal.1

Serocomplejos del género Flavivirus que incluyen los principales patégenos humanos

Complejo Principales especies virales
Encefalitis japonesa JEV, WNV, SLEV, Usutu (USUV)
Dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4
Fiebre amarilla YFV
Spondweni Spondweni (SPOV), ZIKV

Nota. Clasificacién basada en la reactividad cruzada de los nAbs (Adaptado de Rathore & St. John, 2020).
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La base bioquimica de la ADE radica en la estequiometria de la neutralizacién. Durante una
infeccion secundaria por DENV, los anticuerpos con reactividad cruzada generados en la
primera infeccién pueden unirse al nuevo serotipo con menor afinidad o avidez. Esta union
suboOptima resulta en una ocupacion del virion por debajo del umbral de neutralizacion, una
condicion ideal para que se produzca la ADE. Anticuerpos con alta reactividad cruzada
(como los anticuerpos contra prM) implican una gran tendencia a ADE, incluso si fueron
producidos en infecciones primarias de otros flavivirus como ZIKV. Ademas, en el caso de
particulas virales inmaduras, anticuerpos anti-E y anti-prM pueden inducir ADE incluso a
altas concentraciones (Pierson & Diamond, 2008; Hurtado-Monzén et al., 2020)

Este mecanismo es clave para explicar el incremento en la patogenicidad observada en
infecciones secundarias de DENV e infecciones primarias en lactantes que han adquirido
pasivamente anticuerpos maternos. En ambos casos, la presencia de anticuerpos
preexistentes y no perfectamente neutralizantes se correlaciona con una mayor carga viral y

una patogénesis mas grave (Slon Campos et al., 2018).

1.7.4. Anticuerpos contra proteinas NS

Ademas de la complejidad de la respuesta humoral contra las proteinas estructurales y el
riesgo de reactividad cruzada patogénica, otro factor interesante en la respuesta inmune es
la presencia de anticuerpos contra proteinas NS, con principal foco en NS1, NS3 y NS5.
Dado que las proteinas NS no se incorporan al virién, los anticuerpos especificos contra
proteinas NS no neutralizan directamente la infectividad viral (Chong et al., 2019).

La glicoproteina NS1 es el blanco NS mas estudiado, en gran parte porque es secretada por
las células infectadas y circula en el suero. Induce una fuerte respuesta humoral durante la
infeccion y los anticuerpos anti-NS1 pueden conferir proteccion a través de mecanismos
efectores como la activaciéon del complemento y la citotoxicidad celular (Chong et al., 2019;
Carpio & Barrett, 2021). Como consecuencia, la presencia de estos anticuerpos es
importante para limitar la replicacion viral. Sin embargo, se ha demostrado que los
anticuerpos anti-NS1 pueden reaccionar de forma cruzada con plaquetas y células
endoteliales, a través de un mecanismo de mimetismo molecular. Esta autoinmunidad ha
sido implicada en la patogénesis de las formas graves del dengue, como las hemorragias y
la trombocitopenia. Ademas, también podria estar vinculada a el dafio hepético observado
en estas infecciones (Reyes-Sandoval & Ludert, 2019; Goh et al., 2024).

A diferencia de NS1, el resto de las proteinas NS son exclusivamente intracelulares. Por lo
tanto, estas proteinas pueden ser capturadas por células presentadoras de antigenos
(APC), como las células dendriticas y los linfocitos B, cuando ocurre la lisis de una célula
infectada y se libera su contenido en el medio extracelular. Dentro de estas APCs, las

proteinas virales son degradadas en péptidos de 12 a 20 AA, los cuales son cargados en
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los MHC de Clase Il. Los complejos péptido-MHC-1l son entonces expuestos en la superficie
celular. Una célula T CD4+ que reconozca este complejo proporcionara la activacion
necesaria para que las células B que han reconocido a las proteinas NS se diferencien en
células plasméticas y produzcan anticuerpos anti-NS de alta afinidad (Wullimann &
Ljunggren, 2025). Si bien se describié la presencia de estos anticuerpos, principalmente
anti-NS3 y anti-NS5, se desconoce el rol que cumplen, ya que no podrian tener influencia al
no poder acceder a sus blancos dentro de la célula. Sin embargo, su presencia en el suero
es un indicador de la exposicion al antigeno durante la infeccion (Wahala & De Silva, 2011).
Se ha detectado la presencia de anticuerpos anti-NS5 en pacientes infectados por diversos
flavivirus, como WNV (Prince et al., 2008) y DENV, donde también se detectaron
anticuerpos anti-NS3 (Valdés et al., 2000). La presencia de estos anticuerpos en muestras
de fase aguda de infecciones primarias y secundarias sugiere la posibilidad de implementar

nuevos métodos de diagnéstico basados en estos antigenos.

1.7.5. Respuesta celular frente a la infeccién por flavivirus

Ademas de la respuesta humoral, la inmunidad mediada por células T es un componente
crucial de la defensa adaptativa contra los flavivirus, ya que estas células cumplen
importantes roles en el control y la eliminacion de patdgenos. Esta respuesta se divide en
dos ramas principales: por un lado, las células T CD4+ que, ademas de ayudar a las células
B a generar anticuerpos de alta afinidad, producen citoquinas y activan células inmunes
innatas. Por otro lado, las células T CD8+, responsables de reconocer y eliminar
directamente las células infectadas. Ambas poblaciones son capaces de generar células de
memoria de larga vida para una respuesta rapida ante futuras infecciones (Pardy & Richer,
2019).

Sin embargo, la respuesta de las células T en las infecciones por flavivirus ha sido implicada
tanto en la proteccion como en la patogénesis. Las células T CD8+ son esenciales para
controlar la replicacion viral al migrar a los tejidos infectados, pero esta misma actividad
citotoxica puede causar un dafio tisular colateral significativo, especialmente en tejidos
vulnerables como el sistema nervioso central. De hecho, las altas tasas de mortalidad en las
encefalitis por flavivirus a menudo resultan de este desequilibrio entre el control viral y la
inmunopatogénesis. Por lo tanto, la supervivencia a la infeccion depende del equilibrio entre
una eliminacién eficaz del virus y una supresion oportuna de la respuesta inmune para
minimizar el dafio (Chong et al., 2019).

La complejidad de esta respuesta se magnifica en el contexto de infecciones secuenciales
debido a la reactividad cruzada. El alto grado de identidad de secuencia entre los flavivirus
provoca que la respuesta secundaria esté dominada por la reactivacion de células de

memoria de la primera infeccion, un fendmeno conocido como "pecado original antigénico".
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Como los virus no son idénticos, esto puede llevar a la movilizacién de clones de células T
con baja avidez por el nuevo virus, comprometiendo la eficacia de la respuesta.

En particular, estas células T con reactividad cruzada tienen un rol controvertido en la
patogénesis de DENV. Se ha observado que, durante una infeccibn secundaria, se
movilizan muchas células T de memoria que reconocen mejor al primer virus que al
segundo. Estas células a menudo exhiben una respuesta alterada: producen una "tormenta"
de citoquinas pro-inflamatorias pero tienen una menor capacidad citotéxica. Esta magnitud
de la respuesta es frecuentemente asociada con la severidad de la enfermedad en
infecciones secundarias por DENV (Slon Campos et al., 2018). Sin embargo, otros estudios
mostraron que la reactividad cruzada también puede ser protectora, asociandose con
respuestas de células T robustas (Aberle et al., 2018). En definitiva, el papel de la respuesta
de células T en la infeccion por DENV sigue siendo un area de debate, con evidencia que
apoya tanto un efecto perjudicial como uno protector. Es probable que ambas hipétesis sean

validas dependiendo de una compleja interaccion de factores (Grifoni et al., 2020).

1.7.6. Evasion viral de larespuesta inmune adaptativa

Ademéas de antagonizar la inmunidad innata, los flavivirus han desarrollado varias
estrategias para evadir la respuesta inmune adaptativa. Entre ellas, una de las principales
es la variacion antigénica, impulsada por la actividad propensa a errores de la proteina NS5.
Durante la replicacion del genoma, la baja fidelidad de la NS5 introduce mutaciones de
forma constante. Esta alta tasa de mutacidon, combinada con la presion selectiva ejercida
por el sistema inmune del hospedador, genera una poblacién viral diversa conocida como
cuasiespecies. Algunas de estas variantes virales pueden presentar cambios en los
epitopes clave, permitiéndoles escapar del reconocimiento tanto de los anticuerpos
neutralizantes como de las células T especificas.

La capacidad de generar diversidad antigénica es, por lo tanto, una estrategia de evasion
clave que complica el control de la infeccién por parte del sistema inmune y, ademas,
representa un desafio significativo para el disefio de vacunas y terapias duraderas. Este
fendbmeno de escape viral subraya la compleja co-evolucion entre los flavivirus y sus
hospedadores y representa un desafio constante para la salud publica (Ye et al., 2013; Kaur
& Tripathi, 2021).

1.8. Epidemiologiay diagnostico de flavivirus

1.8.1. Flavivirus emergentes y reemergentes de interés regional
La emergencia y reemergencia de infecciones por flavivirus en las Ultimas décadas

representa una amenaza creciente para la salud publica global. Factores como el cambio
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climatico, la urbanizacion y los viajes internacionales han facilitado la expansion de estos
virus y sus vectores, exponiendo a miles de millones de personas en zonas endémicas
(Pierson & Diamond, 2020; Hale, 2023).

Un ejemplo que refleja esta expansion es WNV, que hasta los afios 90 causaba brotes
esporadicos. En 1999 se introdujo en América y se convirtio rapidamente en una causa
endémica de encefalitis, con millones de infecciones estimadas solo en Estados Unidos
(Hale, 2023; Goh et al.,, 2024). De manera similar, ZIKV reemergié tras décadas de
circulacion limitada con brotes masivos entre 2015 y 2016. Aunque su incidencia
actualmente ha disminuido, el riesgo de reemergencia persiste (Elliot & Mattapallil, 2024).
En este contexto de reemergencia, SLEV es de particular relevancia para la region de las
Américas. Fue responsable de brotes de enfermedad febril y casos de encefalitis humana
en Argentina en 2002, 2005 y 2010, y en Brasil en 2004 y 2006. La primera gran epidemia
fuera de Norteamérica se reporté en Cérdoba, en 2005, con 47 infecciones confirmadas y 9
casos fatales (Diaz et al., 2015). Durante la temporada 2024-2025 se reportaron 16 casos
de SLEV , todos en region centro (4 en Buenos Aires, 7 en Cordoba, 4 en Entre Rios y 1 en
Santa Fe) (Ministerio de Salud de la Republica Argentina, 2025a). Al igual que WNV, se
mantiene en la naturaleza a través de una red de transmisién entre varias especies de
Culex y diferentes especies de aves. La continua deteccion de su circulacion en
ecosistemas semiaridos de Argentina subraya la persistencia y evolucion de estos virus,
planteando un riesgo latente para la salud publica (Rucci et al., 2024).

DENV presenta gran incidencia en regiones tropicales y subtropicales. Sin embargo, es
reportado en todo el mundo. En las Américas, reemergié entre las décadas de 1960 y 1970
y, a pesar de los esfuerzos por contenerlo, los ciclos epidémicos continGan ocurriendo
(Santos et al., 2023). Hasta mediados del 2025, se reportaron en la Regién de las Américas
mas de 3 millones de casos (incidencia acumulada de 358 casos por 100 000 habitantes).
Esta cifra representa una disminucion de 69% en comparacion con el mismo periodo del
2024 y 10% con respecto al promedio de los ultimos 5 afios.

Desde la reemergencia de DENV en Argentina en 1997, las temporadas epidémicas de
2023 y 2024 fueron las de mayor magnitud registradas, acumulando mas del 80% de todos
los casos histéricos. Aunque en la temporada actual (2024-2025) se observa un descenso
en el numero de casos, la transmision viral persiste, con una circulacién predominante de
los serotipos DENV-1 (64.5%) y DENV-2 (35.2%) (Ministerio de Salud de la Republica
Argentina, 2025a; 2025b).

La amenaza que representan estos flavivirus se ve magnificada por un escenario de
expansion continua y opciones de control limitadas. Proyecciones conservadoras estiman
gue, debido a factores como el cambio climético y la urbanizacion, el nimero de personas

en riesgo podria quintuplicarse para mediados de siglo. A esto se suma la alta tasa de
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mutacién de estos virus, que puede generar nuevas cepas con mayor virulencia o tropismo
alterado (Goh et al., 2024; Nelson & Ploss, 2024). Si bien la vacunacion es una estrategia
eficaz, y existen vacunas licenciadas para virus como YFV, JEV y DENV, no hay vacunas
disponibles para otros flavivirus de gran importancia médica, como WNV o ZIKV (Wullimann
& Ljunggren, 2025). En cuanto a antivirales, a pesar de los avances en ensayos preclinicos
y clinicos, no existen tratamientos aprobados para las infecciones por flavivirus, lo cual
constituye un desafio relevante para la salud publica (Diani et al., 2023).

En este contexto, ante la falta de medidas de control eficaces y la posibilidad del
surgimiento de nuevos brotes, se subraya la importancia del diagndstico preciso y la

vigilancia epidemioldgica.

1.8.2. Métodos de diagndstico y limitaciones

Las infecciones por flavivirus se caracterizan por un periodo de viremia corto, que comienza
tres o cuatro dias antes del inicio de la fiebre, y puede durar hasta cuatro o cinco dias a
partir de entonces. A menudo los primeros sintomas son indiferenciables de otras
enfermedades febriles. Un diagndstico preciso es importante tanto para la atencion clinica
como para el apoyo a la vigilancia. Ademas, considerando las implicancias para la salud
publica en todo el mundo, son necesarias instalaciones de diagndstico integrales para una
deteccion especifica y méas sencilla en entornos urbanos o remotos (Chong et al., 2019).

El diagndstico se basa en dos estrategias principales (o la combinacién de ambas): la
deteccion directa del virus 0 sus componentes, y la deteccion indirecta de la respuesta
inmune del hospedador. La seleccion del ensayo depende tanto del momento de la toma de
muestra como del propoésito de la prueba (Figura 1.10) (Goncalves et al., 2018).

Entre los métodos directos, se encuentran el aislamiento viral y la deteccion del ARN viral
mediante técnicas de amplificacion de acidos nucleicos. La técnica de RT-gqPCR,
considerada el método de referencia (gold standard) para el diagnéstico en la fase aguda de
la infeccién, se destaca por su sensibilidad y especificidad, permitiendo la identificacién del
virus incluso con cargas virales bajas y la diferenciacion entre distintos flavivirus. La
principal limitacion de estos métodos es la corta ventana de tiempo en la que son efectivos,
ya que la viremia en la mayoria de las infecciones por flavivirus a menudo ha disminuido
cuando comienzan los sintomas. Ademas, algunos protocolos requieren mucho tiempo y
son costosos, requieren laboratorios clinicos con instrumentos sofisticados y mano de obra
calificada, lo que restringe su uso en establecimientos de atencidén primaria de salud. Para
superar este obstaculo, se estan desarrollando activamente nuevas tecnologias, como la
amplificacion isotérmica, que pretenden facilitar el diagnostico mediante técnicas portatiles,
sencillas y de bajo costo, mejorando y manteniendo la sensibilidad y especificidad de los

métodos disponibles actualmente (Endale et al., 2021; Dias et al., 2023).
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Figura 1.10. Estrategias de diagnostico segun la cinética de los marcadores virales e inmunolégicos
durante una infeccion por flavivirus. El gréafico ilustra la evolucion temporal de los principales marcadores
utilizados para el diagnéstico. La viremia (linea roja) aparece antes del inicio de los sintomas (dia 0) y es
detectable durante la fase aguda temprana. La respuesta de anticuerpos comienza con la aparicion de
anticuerpos IgM (linea azul), seguida por IgG (linea verde), que puede persistir de por vida. La ventana de
tiempo 6ptima para los métodos directos es la fase virémica aguda. En el diagndstico seroldgico, la deteccion de
anticuerpos IgM es indicativa de una infeccion reciente y la seroconversion o un aumento de cuatro veces en el
titulo de 1gG entre muestras pareadas (aguda y convaleciente) confirma la infeccion. Ademas, los ensayos que
detectan tanto antigenos como anticuerpos pueden ampliar la ventana de diagnéstico para cubrir todo el
espectro de la enfermedad (Adaptado de Goncalves et al., 2018).

Una estrategia alternativa para la deteccion directa se basa en el antigeno NS1, secretado
por las células infectadas pocas horas después de la infeccién viral, alcanzando un maximo
de tres a cinco dias después de la aparicién de los sintomas y detectable en algunos casos
hasta el dia doce. Por este motivo, la inmunodeteccién de NS1 se puede utilizar para el
diagnostico temprano (incluso cuando ya no es posible utilizar métodos como la RT-gPCR)
de forma rapida, simple y asequible, y su disponibilidad podria proporcionar una solucién de
prueba sencilla en el lugar de atencién para los paises en desarrollo. En particular, la
deteccidn del antigeno NS1 mediante ELISA o pruebas rapidas ha demostrado ser muy util
para el diagnostico temprano del dengue, con alta sensibilidad y especificidad. En este
caso, la cantidad de antigeno es importante ya que se correlaciona con el nivel de viremia,
lo que lo convierte en un marcador potencial de las formas graves de esta enfermedad
(Fisher et al., 2023).
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De cualquier modo, a pesar de los beneficios de los métodos directos para un diagndstico
rapido y confiable, su eficacia se limita principalmente a los primeros dias de infeccién y
puede verse afectada por una baja carga viral en infecciones particulares, tal como se ha
visto para casos de WNV o ZIKV (Musso & Despres, 2020). Luego de este periodo, el
diagnostico de los flavivirus depende en gran medida de los ensayos serolégicos, que
detectan la presencia de anticuerpos especificos. Existe una amplia gama de ensayos
serolégicos para determinar los niveles de anticuerpos contra flavivirus. Estos incluyen
técnicas clasicas como el Western blot (WB), el dot blot, los ensayos de inhibicion de la
hemaglutinacién y los ensayos de inmunofluorescencia (IFl), ademas de los formatos de
ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) que son ampliamente utilizados en
laboratorios de diagnostico. Para los ensayos de neutralizacion se han desarrollado
versiones rapidas y de alto rendimiento. Mas recientemente, han surgido nuevas
plataformas como los inmunoensayos basados en microesferas (MIA) y los ensayos de flujo
lateral (pruebas rapidas) (Chan et al., 2022).

El método gold standard para la serologia de flavivirus es el Ensayo de neutralizacion por
reduccién de placas (PRNT). Este ensayo funcional mide la capacidad de los anticuerpos de
un suero para neutralizar la infectividad del virus vivo, siendo la prueba mas especifica
disponible. No obstante, el PRNT es laborioso, costoso, requiere de varios dias para
obtener un resultado y necesita instalaciones con un nivel de bioseguridad adecuado para
manipular virus infecciosos, lo que limita su uso a laboratorios de referencia (Kabir et al.,
2021).

A diferencia del PRNT, el ELISA es una de las técnicas seroldgicas mas utilizadas en el
diagnéstico de flavivirus, debido a su versatilidad, sensibilidad y su capacidad para analizar
un gran numero de muestras simultaneamente. Los formatos de ELISA mas comunes estan
disefiados para detectar isotipos especificos como IgM e IgG. El ELISA de captura de IgM
es particularmente til para el diagnéstico en la fase aguda, ya que la IgM es el primer
anticuerpo en aparecer. Por su parte, la deteccion de IgG es indicativa de una infeccion
pasada o en fase de convalecencia en una infeccidon primaria. Sin embargo, en una
infeccién secundaria, los titulos de IgG aumentan de forma muy rapida y temprana. Esta
cinética diferencial permite utilizar la relaciéon de titulos IgM/IgG como una herramienta para
distinguir entre infecciones primarias y secundarias. No obstante, el diagndéstico no debe
basarse Unicamente en la deteccién de IgM, ya que este anticuerpo puede persistir en la
circulacion durante varios meses, lo que puede dificultar la diferenciacion entre una
infeccion reciente y una pasada (Chan et al., 2022).

La principal limitacién en serologia es la reactividad cruzada de anticuerpos, que depende
del ensayo utilizado para el diagnéstico y del nivel de exposicibn a otros flavivirus

co-circulantes. Ademas, puede depender de la ruta de infeccién, como se ha informado para
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YFV con diferentes patrones de reaccidén cruzada entre individuos previamente expuestos
mediante vacunacién o infeccién natural (Musso & Després, 2020).

En definitiva, la eleccién de un método diagnéstico para infecciones por flavivirus implica un
compromiso fundamental. Generalmente, existe una relacion inversa entre la disponibilidad
técnica de un ensayo y la especificidad de su resultado (Figura 1.11). Los métodos directos
ofrecen la maxima especificidad pero estan limitados a la fase aguda de la infeccion. En el
otro extremo, los métodos seroldgicos son mas faciles de implementar, pero a menudo
sacrifican especificidad debido a la reactividad cruzada de los anticuerpos. A partir de esto
se puede concluir que no existe un tnico método de diagndstico "ideal" para las infecciones
por flavivirus. La eleccion de la prueba éptima depende fundamentalmente del contexto
clinico y epidemiolégico, del tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas y el
propésito del analisis, ya sea para el manejo clinico de un paciente agudo, la vigilancia

epidemioldgica o la evaluacion de vacunas (Peeling et al., 2010).

Métodos directos Métodos indirectos

\.":v”-l%c/ @@
o WX e
" @ o IR AL

Aislamiento viral Deteccion de Deteccion de Serologia IgM Serologia IgG
ARN viral antigenos virales

ESPECIFICIDAD

DISPONIBILIDAD

Figura 1.11. Relacion entre la disponibilidad y la especificidad de los ensayos diagnésticos. El esquema
ilustra el compromiso entre la ventana de deteccion, la especificidad y la complejidad técnica de los diferentes
ensayos. Los métodos directos ofrecen la maxima especificidad pero su utilidad esta restringida a la corta
ventana de la fase virémica aguda. Los métodos serolégicos proporcionan una ventana de deteccibn mas
amplia. Sin embargo, su especificidad es a menudo menor debido a la reactividad cruzada de los anticuerpos,

aunque son técnicamente mas accesibles (Adaptado de Peeling et al., 2010).

1.8.3. El desafio de lareactividad cruzada en el serodiagndéstico de flavivirus

La principal limitacién del serodiagnostico de flavivirus es la reactividad cruzada, un
fendmeno que surge de la alta similitud antigénica entre las proteinas virales. La proteina E,
principal blanco de la respuesta de anticuerpos, es el antigeno mas utilizado en los
inmunoensayos comerciales. Sin embargo, su uso es problemético debido a su similitud
aminoacidica, la cual puede alcanzar un 70-80% entre virus del mismo serocomplejo y se
mantiene en un 40-50% entre serocomplejos diferentes. Como resultado, los anticuerpos

generados durante una infecciébn o vacunaciéon a menudo reaccionan de forma cruzada,
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llevando a resultados falsos positivos y a una clasificacion erronea del agente causal
(Cleton et al., 2015; Chan et al., 2022). La co-circulacion de mdltiples arbovirus complica
alin mas este escenario. En las mismas regiones endémicas no solo coexisten diferentes
flavivirus, sino también alfavirus como chikungunya, todos causando sindromes febriles
agudos dificiles de diferenciar (Kerkhof et al., 2020).

Un diagnostico seroldgico que no pueda diferenciar de manera fiable entre estas infecciones
no solo complica la vigilancia epidemiolégica, sino que también puede afectar
negativamente el manejo clinico del paciente. Por lo tanto, la blusqueda de nuevos
antigenos que ofrezcan una mayor especificidad sigue siendo una necesidad critica en la
salud publica. Si bien es probable que ningun antigeno Unico pueda resolver por completo la
complejidad del serodiagnéstico en regiones hiperendémicas, el desarrollo de nuevas
herramientas es fundamental. El futuro del diagnéstico de flavivirus probablemente radique
en estrategias combinadas, donde antigenos altamente especificos puedan complementar

las pruebas existentes para lograr una clasificacion inequivoca (Fischer et al., 2021).

1.8.4. Nuevos métodos de diagndstico seroldégico con proteinas NS como antigeno
Para superar las limitaciones de los antigenos estructurales, diversos estudios han sugerido
gue las proteinas NS podrian ser blancos mas especificos de especie, ofreciendo una via
prometedora para el desarrollo de ensayos seroldgicos més precisos (Wong et al., 2017). La
investigacion se ha centrado principalmente en el uso de antigenos alternativos como la
proteina NS1. Aunque los ensayos basados en NS1 a menudo ofrecen una mejor
discriminaciéon que los basados en la proteina E, estudios recientes han demostrado que
una reactividad cruzada significativa persiste, por ejemplo, entre DENV y ZIKV (Endale et
al., 2021; Frazer & Norton, 2024).

En este contexto, la proteina NS5 podria ser un candidato muy prometedor para mejorar la
especificidad del serodiagndstico, con varios estudios validando experimentalmente este
potencial para diferentes flavivirus de importancia médica.

Para WNV, un inmunoensayo basado en NS5 demostré ser capaz de discriminar de manera
fiable entre infecciones por WNV, DENV y SLEV. Un hallazgo crucial de este estudio fue que
el ensayo podia diferenciar entre una infeccion natural por WNV vy la inmunidad generada
por la vacunacién contra otros flavivirus (como YFV o JEV), una distincién dificil de lograr
con otros antigenos (Wong et al., 2003).

En el caso de DENV, un ELISA desarrollado con la proteina NS5 de DENV-2 no solo
demostré ser 100% especifico, sino que también permitié diferenciar entre infecciones
primarias y secundarias basandose en la relacion de titulos IgM/IgG (Narayan et al., 2016).

También se ha demostrado que la NS5 de DENV-2 reacciona fuertemente con sueros de
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pacientes infectados con los cuatro serotipos, mostrando una mayor concordancia que
algunos ensayos comerciales basados en NS1 vy la proteina E (Zhang et al., 2019).

Para ZIKV, se ha confirmado que la respuesta de anticuerpos a NS5 es mas especifica que
la dirigida contra la proteina E. La inclusion de NS5 en ensayos multiplex, junto con E y
NS1, mejora significativamente la precision del diagnéstico diferencial entre ZIKV y DENV,
combinando la sensibilidad de la proteina E con la especificidad de las proteinas NS (Wong
etal., 2017).

Estos estudios demuestran el valor de la proteina NS5 como un antigeno para mejorar la
especificidad del serodiagnostico de flavivirus. Su capacidad para discriminar entre
infecciones por virus estrechamente relacionados, diferenciar la inmunidad natural de la
vacunal en ciertos contextos, y su compatibilidad con diferentes formatos, lo posicionan

como una herramienta complementaria de gran potencial.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El diagnostico serologico de las infecciones por flavivirus se ve dificultado por la alta
reactividad cruzada de los anticuerpos generados contra la proteina de envoltura (E), el
antigeno mas utilizado en los inmunoensayos comerciales. Esta limitacibn compromete la
vigilancia epidemiolégica y el manejo clinico en regiones donde co-circulan mdltiples
flavivirus. La proteina no estructural 5 (NS5), a pesar de ser la mas conservada del género,
presenta epitopes que podrian ser estructuralmente menos conservados entre
serocomplejos en comparacion con los de la proteina E, postulandose como un candidato
prometedor para el desarrollo de métodos de diagndstico mas especificos. No obstante, su

utilidad como antigeno diagndstico requiere una validacion rigurosa.

2.1. Hipotesis

La proteina no estructural 5 (NS5) de flavivirus de importancia regional, producida de forma
recombinante en un sistema heterélogo, es un antigeno inmunogénico y de alta
especificidad. Su correcta caracterizacion permite el desarrollo de herramientas
inmunoldgicas y plataformas de diagnostico serologico capaces de discriminar eficazmente

entre infecciones causadas por flavivirus antigénicamente relacionados en co-circulacién.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general
Desarrollar y validar un conjunto de herramientas inmunoldgicas y diagndsticas basadas en
la proteina NS5 recombinante para mejorar la especificidad en la deteccion y diferenciacién

de flavivirus de relevancia epidemioldgica en la region.

2.2.2. Objetivos especificos

o Producir y caracterizar NS5 recombinantes de flavivirus de importancia regional.

o Generar un panel de anticuerpos policlonales de conejo anti-NS5 y validar
especificidad y aplicabilidad en técnicas inmunolégicas.

o Desarrollar y estandarizar un ensayo de ELISA indirecto para la deteccién de
anticuerpos IgG, utilizando las proteinas NS5 de SLEV y DENV-1 como antigenos.

¢ Realizar una validacién analitica y diagnéstica del ELISA-NS5-SLEV utilizando un
panel de muestras clinicas caracterizadas.

o Evaluar de forma preliminar el desempefio del ELISA-NS5-DENV-1 y explorar el

perfil de reactividad cruzada entre flavivirus de un mismo serocomplejo.
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3. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se detallan los materiales y procedimientos utilizados para llevar a cabo los
objetivos de esta tesis. Los cultivos bacterianos fueron procesados en un flujo laminar
Telstar Clase Il (Modelo AV-100) e incubados segun fuera necesario en estufa de cultivo
(30X40, Fac) o en agitador orbital refrigerado (LOM-80-LIGHT, MRC). En todos los casos se
usaron reactivos quimicos de grado analitico. La composicién de los buffers y soluciones de
uso general se detalla en el Anexo Ill, mientras que la composicion de los buffers

especificos para ciertos procedimientos se describe en la seccidén correspondiente.

3.1. Materiales bioldgicos

3.1.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Para este trabajo se utilizaron dos cepas de Escherichia coli. Todos los cultivos bacterianos
se realizaron en medio Luria-Bertani (LB), incubados a 37°C. Los cultivos liquidos se
mantuvieron con agitacién constante (200 rpm), y los medios sélidos fueron preparados
suplementando el LB con 1.5% (p/v) de agar. Para la seleccion de las cepas recombinantes,
los medios fueron suplementados, segln fuera necesario, con uno o mas de los siguientes
antibiéticos: ampicilina (100 pg/mL), kanamicina (50 pg/mL) y cloranfenicol (34 pg/mL).

Cepa de clonado. Para la propagacion y el mantenimiento de los plasmidos, se utilizd
la cepa E. coli XL1-Blue. Esta cepa es deficiente en la endonucleasa RecA, lo que mejora la
estabilidad de los plasmidos recombinantes.

Cepa de expresion. La expresion de las proteinas recombinantes se llevé a cabo en
la cepa E. coli Rosetta (DE3) pLacl. Esta cepa esta disefiada para mejorar la expresion de
proteinas eucariotas, ya que contiene un plasmido que codifica para ARNt de codones raros
en E. coli. Adicionalmente, el plasmido pLacl (resistente a cloranfenicol) produce de forma
constitutiva el represor Lac (Lacl), el cual reprime la transcripcién desde el promotor T7lac

en ausencia del inductor, permitiendo controlar la expresion del gen de interés.

3.1.2. Cepas virales y moldes para la amplificacion de NS5

La secuencia codificante de la proteina NS5 de DENV-1, cepa Hawaii, fue amplificada a
partir de ARN viral. Para ello, se extrajo el ARN total del sobrenadante de cultivo de células
C6/36 infectadas, cosechado a los 4 dias postinfeccion, proporcionado por el Laboratorio de
Estrategias Antivirales del Departamento de Quimica Biolégica, FCEN-UBA. La extraccion

se realiz6 con el reactivo TRIzol™ (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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La concentracion y pureza del ARN obtenido fueron determinadas por espectrofotometria
utilizando el equipo NanoDrop 1000® (Thermo Fisher Scientific). Este ARN fue utilizado
como molde para la reaccién de retrotranscripcion seguida de amplificacion (RT-PCR).

Para la amplificacion de las secuencias codificantes de NS5 de los virus restantes, se
utilizaron diferentes construcciones plasmidicas como moldes. Las secuencias
correspondientes a DENV-3 (cepa H87), DENV-4 (cepa H241) y ZIKV (cepa MR 766) fueron
amplificadas a partir de plasmidos que contenian porciones de los respectivos genomas, los
cuales fueron cedidos por el Laboratorio de Virologia Molecular de la Fundacion Instituto
Leloir. La secuencia de NS5 de WNV se obtuvo por amplificacién a partir de la construccion
pWNrep-DsRed, un replicon derivado de la cepa Eg1l01 (Maeda et al., 2008), el cual fue

amablemente cedido por el Dr. Shintaro Kobayashi (Universidad de Hokkaido, Japén).

3.1.3. Vectores de expresion

Para la expresién de las proteinas recombinantes en E. coli, se utilizaron los vectores
comerciales pET-28a(+) (Novagen), que confiere resistencia a kanamicina, y pQE-30
(Qiagen), que confiere resistencia a ampicilina. Ambos vectores permiten el clonado
direccional de un inserto y dirigen la expresion de la proteina de interés fusionada a una
etiqueta de seis histidinas (Hiss) en su extremo N-terminal. Adicionalmente, se emple6 el
plasmido pET-NS5-SLEV (derivado de la cepa ChbaAr-4005), previamente construido y
disponible en el laboratorio.

Para los ensayos de expresion en células de mamifero, se utilizd6 el plasmido

pcDNA-NS5-SLEV, también disponible previamente en el laboratorio.

3.2. Métodos de biologia molecular

3.2.1. Purificacién de ADN plasmidico

El ADN plasmidico, empleado tanto como molde para PCR como para el aislamiento de
vectores de expresion y construcciones finales, fue purificado a partir de cultivos
bacterianos de 5 mL crecidos durante toda la noche. La purificacion se realiz6 mediante
columnas de centrifugacion utilizando el kit comercial QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad del ADN resultante se
analizé mediante espectrofotometria, utilizando el equipo NanoDrop 1000® (Thermo Fisher
Scientific), considerando la absorbancia a 260 nm y las relaciones A260/280 y A260/230.

3.2.2. Amplificacion de las secuencias codificantes de NS5
Las secuencias codificantes de NS5 fueron amplificadas mediante dos estrategias. Para

DENV-1, cuyo material de partida era ARN viral, se utilizé el kit TransScript® One-Step

39



RT-PCR SuperMix (TransGen Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
reaccién se llevo a cabo con los primers DENV-1-NS5-Fwd y DENV-1-NS5-Rev (Tabla 3.1)
bajo el siguiente programa de ciclado: un paso de retrotranscripciéon a 45°C por 30 min; una
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min; 35 ciclos de [94°C por 30 s, 52°C por 30 s, ¥y
72°C por 3 min]; y una extension final a 72°C por 6 min.

Para la amplificacion de las secuencias de NS5 de los deméas flavivirus a partir de moldes
plasmidicos, se emple6 la ADN polimerasa de alta fidelidad TransTaq® High Fidelity (HiFi)
PCR SuperMix (TransGen Biotech). Todas las reacciones se realizaron con un programa de
ciclado estandar: 94°C por 5 min; 35 ciclos de [94°C por 30 s, Ta especifica por 30 s,y 72°C
por 3 min]; y una extension final a 72°C por 6 min. La temperatura de annealing (T.) para
cada par de primers fue determinada empiricamente, basandose en la temperatura de
melting (Tm) tedrica de la porcion de hibridacién de los oligonucle6tidos. Los valores de Ta

especificos utilizados para cada reaccion se detallan en la Tabla 3.1.

Tabla3.1

Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de las secuencias de NS5

Primer Secuencia (5°—3") Ta(°C)

DENV-1-NS5-Fwd ACTGCTGAGGCTAGCAGAGGTACGGGGGCTCAAGG 52

DENV-1-NS5-Rev TTAGTCACGCGGCCGCTTACCAGAGTGCCCCTTCGGGA 52

DENV-3-NS5-Fwd GCGCATGAGCTCGGAACAGGGTCACAAGGTG 52
DENV-3-NS5-Rev CAGATTAAGCTTTTACCAAATGGCTCCCTCTG 52
DENV-4-NS5-Fwd GCGCATGCTAGCGGAACTGGGACCGCAGGA 95
DENV-4-NS5-Rev CAGATTCTICGAGTTACAGAACTCCTTCACTCTC 55
ZIKV-NS5-Fwd GCGCATGCTAGCGGAGGTGGAACGGGAGAGAC 58
ZIKV-NS5-Rev CAGATTTGTICGACTTACAGCACTCCAGGTGTGGA 58
WNV-NS5-Fwd GCGCATCATATGGGTGGGGCAAAAGGA 52
WNV-NS5-Rev CAGATTTAAGCTTCTACAGTACTGTGTC 52

Nota. Las secuencias subrayadas corresponden a sitios de restriccion: GCTAGC (Nhel), GCGGCCGC
(Notl), GAGCTC (Sacl), AAGCTT (Hindlll), CTCGAG (Xhol), GTCGAC (Sall) y CATATG (Ndel).
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Todos los oligonucle6tidos fueron disefiados para incorporar sitios de restriccién en sus
extremos 5' para facilitar el clonado direccional y fueron sintetizados comercialmente
(Genbiotech).

3.2.3. Electroforesis en gel de agarosa

La integridad de los plasmidos y el resultado de las reacciones de PCR fueron analizados
por electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) (Agarosa LE, PB-L) preparados en buffer
TAE. El ADN fue visualizado mediante tincién con bromuro de etidio (Sigma), afiadido a la
agarosa a una concentracion final de 0.5 yg/mL antes de la polimerizacion del gel. Las
muestras, mezcladas con buffer de carga Naranja G, fueron corridas a 100 V durante 40
minutos. El tamafio de los fragmentos de ADN se estimé por comparacion con el marcador
de peso molecular 1 kpb plus (PB-L). Las imagenes de los geles fueron capturadas bajo luz

ultravioleta utilizando un sistema de documentacién de geles (Gel Doc EZ, Bio-Rad).

3.2.4. Purificacién de los productos de amplificacion

Tras la amplificacién, se analiz6 una alicuota de cada reaccibn de PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa para verificar el éxito de la reaccién y la especificidad del
producto. En base a este resultado, el resto de la mezcla de reaccion de PCR fue purificado
directamente mediante columnas de centrifugacion utilizando el kit comercial QIAquick®
PCR Purification (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante. En caso de obtenerse
productos inespecificos, el amplicén del tamafio deseado se purificé a partir del gel con el
kit AccuPrep® Gel Purification (Bioneer). Finalmente, la concentracion y pureza del ADN

purificado fueron determinadas por espectrofotometria (NanoDrop 1000®).

3.2.5. Digestidon con enzimas de restriccion y ligacion de ADN

Para la construccién de los plasmidos, tanto los productos de PCR purificados (insertos)
como los vectores de expresion (pET-28a y pQE-30) fueron digeridos con las enzimas de
restriccion correspondientes (New England Biolabs, Promega o Thermo Fisher Scientific)
para generar extremos cohesivos. Las reacciones de digestion se realizaron incubando
aproximadamente 1 ug de ADN con 5 unidades de enzima en el buffer recomendado por el
fabricante, durante toda la noche a 37°C. En los casos que requerian una digestién doble
con enzimas incompatibles, estas se realizaron de manera secuencial, con una purificacion
intermedia del ADN en columna (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen). Tras la digestiéon
final, las enzimas fueron inactivadas por calor (65°C, 20 min) y los productos de ADN
digeridos fueron purificados utilizando el mismo kit de columnas.

A continuacién, el inserto y el vector digeridos y purificados fueron ligados utilizando la

enzima T4 ADN Ligasa (Promega). Las reacciones de ligacion se prepararon con una
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relacién molar inserto:vector de 5:1 y se incubaron a 25°C durante 2 horas, seguido de una
incubacién a 4°C durante toda la noche. La mezcla de ligacion resultante fue utilizada

directamente para la transformacién de células competentes.

3.2.6. Transformacion de E. coli y seleccion de clones recombinantes

Para la transformacién, primero se prepararon células de E. coli XL1-Blue quimicamente
competentes. Brevemente, a partir de una colonia aislada en una placa de LB sin
antibiético, se realizé un cultivo liquido en Caldo superdptimo (SOB). En la fase logaritmica
del cultivo (DOsw 0.4-0.6), el mismo fue cosechado por centrifugaciéon (10 minutos a 4°C y
2500 rcf en Centrifuga Avanti J-26XP de Beckman Coulter, rotor JA-14), lavado con una
soluciéon fria de CaCl. (buffer Inoue) y finalmente resuspendido en buffer Inoue con el
agregado de DMSO para su almacenamiento a -80°C.

El proceso de transformacion se realizd por choque térmico. Para ello, la mezcla de ligacién
fue afadida a una alicuota de 100 pL de células competentes. Se realizé una incubacién en
hielo durante 30 minutos, seguida de un choque térmico a 42°C por 90 segundos e
inmediatamente después, una incubacion en hielo por 2 minutos. Posteriormente, se
afadieron 900 pL de medio LB y las células se recuperaron por incubacion a 37°C con
agitacion durante 40 minutos. Finalmente, para maximizar la recuperacion de
transformantes, la suspension celular completa fue concentrada por centrifugacion,
resuspendida en 200 ul de medio LB, y sembrada en su totalidad en una placa de LB
conteniendo el antibiético de seleccién apropiado. Las placas se incubaron a 37°C durante
toda la noche. Las colonias resultantes fueron seleccionadas para su posterior analisis y

verificacion.

3.2.7. Verificacion de las construcciones plasmidicas

Para identificar los clones recombinantes, se realiz6 un screening de multiples colonias para
cada construccién. En el caso de los plasmidos basados en el vector pET-28a(+), se utilizd
la técnica de PCR de colonia. Brevemente, se seleccionaron varias colonias de cada
transformacion. Cada colonia fue repicada en una nueva placa de LB realizando estrias
para su posterior recuperacion. Simultaneamente, una pequefa porcion de la misma colonia
fue resuspendida en agua ultrapura, lisada por ebullicion (100°C, 10 min) y centrifugada
para ser utilizada como molde en la reaccion de PCR. La amplificacién se realiz6 con los
primers universales T7 Promotor y T7 Terminador, y los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en gel de agarosa. Las colonias que generaron un amplicon
del tamafio esperado fueron identificadas y, a partir de las estrias en placa, se inocularon

cultivos liquidos para luego proceder a la purificacién del ADN plasmidico.
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Para la construccion pQE-NS5-DENV-3, el screening se realizé mediante andlisis del perfil
de restriccion. EI ADN plasmidico de las colonias seleccionadas fue purificado mediante el
kit ya mencionado, y posteriormente digerido con la enzima BamHI. Se eligi6 esta enzima
para verificar la presencia del inserto a través del patrén de bandas generado, observado
por electroforesis en gel de agarosa.

Finalmente, para asegurar la integridad de la secuencia y la correcta insercion en el marco
de lectura, las construcciones finales (purificadas a partir de los clones positivos
seleccionados) fueron verificadas mediante secuenciacion de ADN (método Sanger),
servicio proporcionado por la empresa Macrogen Inc. Los pldsmidos fueron almacenados a

-20°C para su posterior transformacion en las células de expresion E. coli Rosetta.

3.3. Métodos de proteinas recombinantes

3.3.1. Expresién de proteinas recombinantes en E. coli

Transformacion de E.coli rosetta. Los plasmidos de expresion verificados fueron
transformados en células E. coli Rosetta (DE3) pLacl, las cuales fueron previamente
preparadas para ser quimicamente competentes como se describié en la Seccién 3.2.6.
Tras la transformacién por choque térmico, las células fueron sembradas en placas de agar
LB suplementadas con los antibiéticos de seleccion correspondientes segun el pladsmido de
expresion (kanamicina o ampicilina), y cloranfenicol (antibiético de seleccion de la cepa).

Preparacion de inéculos y stocks celulares. A partir de una colonia Unica de cada
transformaciéon, se inoculé un precultivo de 5 mL de medio LB con los antibidticos
apropiados, el cual se incub6 durante toda la noche a 37°C con agitacion (200 rpm). Este
cultivo iniciador fue utilizado para los ensayos de expresion y para la preparacién de stocks
celulares a largo plazo, mediante la adicibn de glicerol estéril (20% v/v final) y
almacenamiento a -80°C.

Optimizacidon de las condiciones de expresiéon. Para determinar las condiciones
optimas de expresion, se inocularon 20 mL de medio LB a partir del cultivo iniciador (en una
relacion 1:100) y se incubaron a 37°C con agitacion hasta alcanzar una densidad éptica a
600 nm (DOsoo) de 0.6. En este punto, se tomd una muestra pre-induccion (to) y se evaluaron
dos condiciones de induccion en cultivos paralelos:

1. Adicién de IPTG a una concentracion final de 1 mM e incubacién a 30°C con
agitacion durante 4 horas.

2. Adicion de IPTG a una concentracion final de 100 uM e incubaciéon a 20°C con
agitacion durante 16 horas (overnight). Se mantuvo un cultivo de control sin IPTG en

las mismas condiciones.
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Para el andlisis, se tomaron alicuotas de cada cultivo en los puntos de tiempo
correspondientes. Las alicuotas fueron normalizadas por DOsw para asegurar una cantidad
de células equivalente, y los pellets celulares resultantes fueron resuspendidos
directamente en buffer de carga Laemmli 4X (conteniendo (3-mercaptoetanol) y calentados a
100°C durante 10 minutos. Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE para evaluar el
nivel de expresion en cada condicion.

Produccion a gran escalay cosecha celular. La produccién a gran escala se realizé
en la condicién de 16 horas a 20°C. Se inocularon cultivos de 1 L y se indujo la expresion
siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Al finalizar la incubacion, las células fueron
cosechadas por centrifugacion en botellas de 250 mL a 3800 rcf durante 10 minutos a 4°C
(Centrifuga Avanti J-26XP de Beckman Coulter, rotor JA-14). Los pellets celulares fueron

almacenados a -20°C hasta su posterior procesamiento.

3.3.2. Lisis celular

Los pellets celulares obtenidos de los cultivos a gran escala fueron resuspendidos en 10 mL
de buffer de lisis (50 mM Fosfato de Sodio pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 mM -mercaptoetanol,
10% glicerol, 0.2% Tween 20) en presencia de DNasa | y cocktail inhibidor de proteasas
(Sigma). La lisis celular se llevé a cabo mediante disrupcién mecanica utilizando una Prensa
de French (FA-032, Thermo Electron Corporation). Las células fueron sometidas a 3 ciclos
de lisis a una presion de 1000 psi. El extracto crudo fue clarificado por centrifugacion a
velocidad maxima durante 15 minutos a 4°C (Centrifuga Sigma 3-18KS, rotor 12150). El
sobrenadante, conteniendo la fraccién proteica soluble, fue recuperado y filtrado a través de

una membrana de 0.45 um en preparaciéon para la cromatografia.

3.3.3. Purificacién de proteinas
Las purificaciones cromatogréaficas se realizaron utilizando el sistema AKTA Prime Plus (GE
Healthcare), el cual permite monitorear el proceso a través de la absorbancia a 280 nm.
Cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC). La fraccién soluble
clarificada y filtrada fue cargada a un flujo de 0.5 mL/min en una columna HisTrap FF de 1
mL (GE Healthcare), equilibrada con buffer A (50 mM Fosfato de Sodio pH 7.5, 300 mM
NaCl, 1 mM B-mercaptoetanol, 10% glicerol). Tras la carga de la muestra, la columna fue
lavada con 10 voliumenes de columna (VC) de buffer A a un flujo de 1 mL/min para eliminar
las proteinas no retenidas. A continuacion, las proteinas unidas inespecificamente fueron
eluidas con un lavado de 10 VC utilizando buffer A suplementado con 50 mM de Imidazol
(10% de buffer B). Finalmente, las proteinas Hise-NS5 fueron eluidas con un pulso del
100% de buffer B (50 mM Fosfato de Sodio pH 7.5, 300 mM NaCl, 10% glicerol, 1 mM [3-

mercaptoetanol, 500 mM Imidazol). Se colectaron fracciones durante todo el proceso.
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Cromatografia de exclusién molecular (SEC). Para la purificacién de NS5-ZIKV, las
fracciones de IMAC que contenian la proteina fueron agrupadas y cargadas en una columna
de exclusién molecular XK 16/40 (GE Healthcare) rellena con Superdex 75 prep grade (GE
Healthcare) previamente equilibrada (buffer 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 300 mM NaCl, 10%
glicerol, 1 mM DTT). La separacién se realizd6 a un flujo isocratico de 1 mL/min y se
colectaron fracciones de 1 mL.

Didlisis y almacenamiento. Las fracciones mas puras de cada proteina, obtenidas
por IMAC o SEC segun corresponda, fueron identificadas por SDS-PAGE. Para ello, 5 pl de
cada fraccion se sembraron con buffer de carga Laemmli 4X (conteniendo (-
mercaptoetanol). Posteriormente, las fracciones fueron agrupadas Yy dializadas
exhaustivamente a 4°C contra un buffer de almacenamiento (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 300

mM NacCl, 10% glicerol, 1 mM DTT). Las alicuotas fueron almacenadas a -20°C.

3.3.4. Andlisis de proteinas

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). El andlisis de las

diferentes muestras proteicas (lisados celulares totales y fracciones de purificacion) se
realizé mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida
al 10%, utilizando el sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad). La corrida
electroforética se llevo a cabo en buffer Tris-Glicina-SDS a una corriente constante de 30
mA por gel durante aproximadamente 60 minutos.
Para la visualizacion de las bandas, los geles fueron tefiidos con una solucién de azul de
Coomassie R-250 durante 20 minutos con calentamiento suave, seguido de multiples
lavados con una solucion de decoloracion (etanol-acido acético) hasta la aparicion de
bandas nitidas. El peso molecular de las proteinas fue estimado por comparacion con
marcadores de referencia, ya sea el Marker de Proteinas (14-94 kDa, PB-L) o el Blue Plus®
Protein Ladder (14-100 kDa, TransGen Biotech).

Cuantificacion. La concentracion de las proteinas purificadas fue determinada
mediante el ensayo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay), utilizando BSA como estandar
para generar una curva de calibracion. Las muestras fueron diluidas apropiadamente para
asegurar que su absorbancia cayera dentro del rango lineal de la curva. La absorbancia a
595 nm fue medida en un lector de microplacas (Epoch, Bio-Tek) y los datos fueron
analizados con el software Genb.

3.3.5. Ensayo de actividad enzimética (RdRp)

La actividad de la polimerasa NS5-SLEV se cuantific6 mediante un ensayo colorimétrico

basado en la deteccién de pirofosfato (PPi), adaptado de Nguyen et al. (2013). La proteina
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NS5 mutante (NS5mu), que contiene una sustitucion de aminoacidos en el motivo E del sitio
activo, fue proporcionada por el Dr. Leopoldo Gebhard (LVE-UNQ) para utilizarla como
control.

La reaccion de polimerizacion se llevd a cabo en un volumen final de 25 puL conteniendo
buffer de reaccién (50 mM Hepes pH 8.0, 10 mM KCI, 5 mM MgCl;, 2 mM MnClz, 10 mM
DTT), inhibidor de RNasa, 0.15 ug de la proteina NS5 (WT o mutante), 0.5 ug del molde
poli(C), y 500 uM de GTP.

Las reacciones se incubaron a 30°C durante 60 minutos. La polimerizacion se detuvo y el
PPi acumulado fue convertido en fosfato inorganico (Pi) mediante la adicion de una
pirofosfatasa termoestable (New England Biolabs) e incubacién a 70°C durante 15 minutos.
Finalmente, la cantidad de Pi generado fue cuantificada midiendo la absorbancia a 640 nm
(lector de microplacas Epoch, Bio-Tek) tras la adicién de un reactivo de deteccion a base de
verde de malaquita y molibdato, incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. Los
datos fueron analizados con el software Gen5. La concentracion de Pi se determind por
interpolacion a partir de una curva de calibracion estandar realizada con soluciones de

fosfato de concentracién conocida.

3.4. Métodos inmunoldgicos

3.4.1. Produccion de sueros policlonales

Antes de comenzar con el esquema, se obtuvo una muestra de suero preinmune para ser
utilizada como control. Conejos de la raza New Zealand White (2 hembras por grupo) fueron
inmunizados con 250 pl de adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich) conteniendo 50
Mg de proteina recombinante NS5 de DENV-3, DENV-4, ZIKV Y SLEV. Se dieron tres
refuerzos con adyuvante incompleto en intervalos de entre 25 y 30 dias. Todas las
aplicaciones se hicieron por via subcutanea en la regién posterior del lomo del animal.

Al finalizar el esquema de inmunizacién, la sangre colectada se dejé coagular a temperatura
ambiente. Finalmente, el suero fue clarificado por centrifugaciéon (2000 rcf durante 15
minutos a 4°C) y el sobrenadante fue recuperado, alicuotado y almacenado a -20°C.

Todos los procedimientos con animales se realizaron con la colaboracion del Lic. Marcelo
Arglelles (Laboratorio de Inmunologia y Virologia-UNQ), en estricto cumplimiento de las
normativas nacionales e internacionales para el bienestar animal, y fueron revisados y
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de
la Universidad Nacional de Quilmes (CICUAL-UNQ 001/16).

3.4.2. Western blot (WB)
Protocolo general. Tras la separacion de las proteinas mediante SDS-PAGE
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(descrito en la Seccidon 3.3.4), se procedié a su transferencia a una membrana de PVDF
(Amersham Hybond, GE Healthcare), activada en metanol absoluto. La transferencia
electroforética se realiz6 con un buffer Tris-Glicina en un sistema de transferencia semi-seca
(Trans-Blot SD, Bio-Rad) a 25 V durante 30 minutos.

Después de la transferencia, la membrana fue bloqueada para minimizar la unién
inespecifica, incubandola durante toda la noche a 4°C en una soluciéon de bloqueo (PBS
conteniendo 1% de caseina).

Tras el bloqueo, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con PBS. Luego, la
membrana fue incubada con el anticuerpo primario correspondiente, diluido en solucion de
dilucién (PBS-T 0.1% con 1% de caseina), durante 1 hora a 37°C con agitacién suave.
Posteriormente, se realizaron tres lavados de 15 minutos cada uno con PBS-T 0.1%. La
incubacién con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabano picante (HRP)
se realizd en las mismas condiciones que el primario. Finalmente, tras una serie de tres
lavados finales, la deteccion de las bandas se llevé a cabo mediante quimioluminiscencia
mejorada (ECL) utilizando el reactivo Bio-Lumina (PB-L). La sefial quimioluminiscente fue
capturada en placas radiogréficas (Medical X-ray film, AGFA) utilizando un casete de
autorradiografia (Hypercassette™, GE-Amersham). Las membranas se tifieron con una
solucion de Amido Black a fin de visualizar la carga total de proteinas. El peso molecular de
las proteinas detectadas se estimé por comparacién con el marcador pre-tefiido Precision
Plus™ Protein Dual Color Standards (10-250 kDa, Bio-Rad).

Confirmacion de la identidad de la proteina NS5-SLEV recombinante. Para
verificar la presencia de la etiqueta de histidina, se siguié el protocolo general con algunas
modificaciones. La membrana fue transferida con 1 pg de proteina Hise-NS5-SLEV
purificada, 1 pg de BSA como control negativo y 1 pg de NS1-SLEV-Hiss (expresada y
purificada por el Dr. Matias Lorch durante su tesis realizada en LVE-UNQ) como control
positivo. Luego del blogueo, la membrana fue incubada durante toda la noche a 4°C con un
anticuerpo de raton anti-Hiss (BioLegend) a una dilucion de 1:500. El anticuerpo secundario
fue anti-raton-HRP (dilucion 1:2000) (Santa Cruz Biotechnology).

Caracterizacion de sueros policlonales de conejo. Para determinar la especificidad
del suero anti-NS5-SLEV, este fue utilizado como anticuerpo primario a una dilucion de
1:1000. La membrana contenia 1 pg de NS5-SLEV, ademas de lisado de E. coli
transformada con el vector vacio (cultivo inducido) y 1 ug de NS1-Hiss como controles
negativos. El anticuerpo secundario (1:2000) fue anti-lgG de conejo conjugado a HRP
(Sigma). También se evalué la sensibilidad de la deteccién con cantidades decrecientes de
la proteina NS5-SLEV, desde 1.5 ug hasta aproximadamente 5 ng (diluciones seriadas 1:2).

Deteccion de NS5 nativa en células infectadas. Para detectar la proteina viral en un

contexto bioldgico, se analizaron 50 yL de lisados de células C6/36 infectadas con SLEV
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(amablemente cedidos por la Dra. Maria Alejandra Morales, INEVH). Las muestras fueron
inactivadas por calor y preparadas con buffer de carga 4X. La membrana fue incubada con
el suero anti-NS5-SLEV (dilucién 1:1000) como anticuerpo primario, seguido del anticuerpo
secundario anti-conejo-HRP (Sigma) a una dilucién 1:2000.

Adicionalmente, se realiz6 en colaboracion con el Laboratorio de Virologia Molecular
de la Fundacién Instituto Leloir, un andlisis comparativo de deteccién de NS5 y reactividad
cruzada mediante Western blot. Para ello se utilizé el suero policlonal anti-NS5-DENV-4 y
células A549 infectadas con DENV-2, DENV-4 y ZIKV. Los resultados se contrastaron con

los obtenidos mediante inmunofluorescencia.

3.4.3. Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA)

Protocolo general. Se realizaron ensayos de ELISA indirecto en placas de 96
pocillos de alta afinidad (Greiner Bio-One). Las placas fueron sensibilizadas incubando cada
pocillo con 50 pl de la solucién de antigeno en buffer carbonato-bicarbonato (pH 9.6)
durante toda la noche a 4°C. Tras la sensibilizacion, las placas fueron lavadas cuatro veces
con solucién de lavado (PBS, 0.1% Tween 20, 0.3 M NaCl) y bloqueadas con una solucién
de caseina al 1% en PBS durante 1 hora a 37°C.

Después de tres lavados, se afiadieron los sueros primarios (humanos o de conejo) a
las diluciones correspondientes en solucion de dilucion (PBS, 0.1% Tween 20, 0.3 M NaCl,
caseina 1%) y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Las placas fueron lavadas nuevamente
tres veces y se afiadié el anticuerpo secundario apropiado (anti-lgG humana (Abcam) o
anti-lgG de conejo (Sigma), ambos conjugados a HRP) a su dilucion de trabajo. Tras una
incubacién de 1 hora a 37°C y una serie final de tres lavados, la reaccion fue revelada
utilizando el sustrato TMB (Abcam) o ABTS (Kirkegaard & Perry Laboratories). La reaccion
fue detenida con la solucién de parada correspondiente y la absorbancia fue medida a 450
nm o 405 nm, respectivamente, en un lector de microplacas (Epoch, Bio-Tek). Los datos
fueron adquiridos y procesados con el software Genb5.

Caracterizacion antigénica de proteinas recombinantes. Para evaluar la integridad
antigénica, se sensibilizaron placas con 500 ng/pocillo de proteina NS5 nativa o
desnaturalizada por calor (100°C, 20 min). Se ensayaron diluciones seriadas (desde 1:50
hasta 1:1600) de sueros de pacientes con infeccion confirmada.

Titulacién y caracterizacion de sueros policlonales de conejo. Para determinar el
titulo de los sueros hiperinmunes, se sensibilizaron placas con 100 ng/pocillo del antigeno
homologo correspondiente. Se analizaron diluciones seriadas por triplicado de cada suero y
de su suero preinmune. El titulo se defini6 como la inversa de la maxima dilucién que arrojo
una absorbancia superior a la media mas dos desviaciones estandar de las réplicas del

suero preinmune (dilucion 1:1000). Ademas, para evaluar la especificidad, el suero anti-
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NS5-SLEV fue ensayado a diluciones seriadas contra placas sensibilizadas con los
antigenos NS5-DENV-1 y NS5-WNV. Los sueros restantes del panel se evaluaron en una
dilucién 1:1000 frente al antigeno NS5-SLEV.

3.4.4. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Para estudiar la localizacion subcelular de la proteina, se utilizaron cubreobjetos con células
BHK-21 previamente transfectadas con el plasmido pcDNA-NS5-SLEV. Estos extendidos
fueron preparados y cedidos por el Dr. Juan Manuel Carballeda (Laboratorio de Virologia,
UNAHUR). Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS durante 20
minutos, seguido de una permeabilizacion con Triton X-100 al 0.2% durante 15 minutos.
Tras bloquear con PBS conteniendo 3% de BSA durante 1 hora, las células fueron
incubadas con el suero policlonal anti-NS5-SLEV (dilucion 1:500 en PBS con BSA 0.2%)
durante toda la noche a 4°C. La deteccion se realiz6 con un anticuerpo secundario
anti-conejo conjugado a Cy3 (Invitrogen, dilucién 1:1000 PBS con BSA 0.2%) durante 1
hora a temperatura ambiente. Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI. Los cubreobjetos
fueron montados con ProLong™ Gold Antifade Mountant (Invitrogen) y las imagenes fueron

capturadas con el equipo Cytation 5 (BioTek).

3.5. Desarrollo de un ELISA indirecto para la deteccion de IgG

3.5.1. Paneles de sueros humanos y consideraciones éticas

Para la validacion de los ensayos de ELISA se utilizaron dos paneles de sueros humanos
anonimizados, obtenidos del Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas "Dr. Julio
I. Maiztegui" (INEVH) perteneciente a la Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos
de Salud (ANLIS). El uso de estas muestras fue revisado y aprobado por el Comité de Etica
en Investigacion correspondiente a dicha institucién.

El panel principal, empleado para la validacion del ELISA-NS5-SLEV, consistié en un total
de 59 muestras: 19 sueros de pacientes con infeccion por SLEV confirmada por PRNT, 14
positivos para DENV, 9 para YFV, 3 para ZIKV, 1 para WNV y 13 muestras negativas. Los
detalles de cada muestra se presentan en la Tabla A.1 (Anexo IlI). Como grupo control
adicional se incluyeron muestras de pacientes con infeccién confirmada por virus no
relacionados (chikungunya, hantavirus, fiebre hemorragica argentina), también
proporcionadas por el INEVH.

Para la validacion preliminar del ELISA-NS5-DENV-1, se utiliz6 un segundo panel reducido,
detallado en la Tabla A.2 (Anexo Il), compuesto por 12 muestras: 10 sueros de pacientes
con infeccidn por DENV confirmada y 2 sueros de donantes sanos. Se incorporaron,

ademas, 2 sueros positivos para DENV, 4 para SLEV, 1 para YFV y 4 controles negativos
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adicionales. El detalle de estos sueros, correspondientes al panel utlizado para el
ELISA-NS5-SLEV, se encuentra en la Tabla A.1 (Anexo ).

3.5.2. Optimizacion del protocolo de ELISA

El protocolo de ELISA indirecto, basado en el descrito en la Seccion 3.4.3, fue
estandarizado para la deteccién de IgG humana. Se realizé una optimizaciéon secuencial
utilizando la proteina NS5 de SLEV y DENV-1. Primero, se determind la concentracion
Optima de antigeno para la sensibilizacion de la placa, evaluando la relacion sefal/ruido
(absorbancia positiva/absorbancia negativa) para 5, 10 y 20 pg/mL de proteina (250, 500 y
1000 ng por pocillo respectivamente). A continuacion, se optimizé la dilucion del anticuerpo
secundario anti-lgG humana-HRP (Abcam). Finalmente, se titularon sueros de pacientes
para establecer las diluciones de trabajo 6ptimas.

Con los parametros establecidos, se evaluaron las muestras de sueros disponibles.
Ademas, para realizar una evaluacion preliminar de la reactividad cruzada entre SLEV y
WNYV, se utilizé la proteina NS5-WNV como antigeno para analizar un suero de paciente con
infeccidon confirmada por SLEV, un suero de paciente con infeccién confirmada por WNV y

un control negativo.

3.5.3. Andlisis de precision (repetibilidad y reproducibilidad)

La repetibilidad (intraensayo) se evalu6 analizando 4 réplicas de tres sueros control (positivo
fuerte, positivo débil, negativo) en la misma placa. La reproducibilidad (interensayo) se
evalué analizando los mismos controles por duplicado en 5 ensayos independientes

realizados en dias diferentes por el mismo operador.

3.6. Analisis estadistico y de datos

3.6.1. Software y pruebas de significancia

Todos los datos fueron procesados y graficados utilizando el software Microsoft Excel
(version 2019). Las comparaciones estadisticas entre las medias de dos grupos se
realizaron mediante la prueba t de Student no pareada. Para la comparacion de méas de dos
grupos, se utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via. Un valor de p inferior a 0.05

fue considerado estadisticamente significativo.
3.6.2. Determinacién de los pardmetros de rendimiento del ELISA

El punto de corte (cut-off) del ensayo se defini6 como la media de las absorbancias de la

poblacién de sueros negativos mas dos desviaciones estandar (DE).

50



La precision (repetibilidad y reproducibilidad) se expresé como el coeficiente de variacion
(%CV), calculado como (DE / Media) * 100.

La sensibilidad, especificidad, valores predictivos (VPP y VPN) y la exactitud se calcularon a
partir de una tabla de contingencia 2x2. Los intervalos de confianza del 95% (IC 95%) para

estos parametros se determinaron mediante el método exacto de Clopper-Pearson.
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4. RESULTADOS

4.1. Produccion y caracterizacion de proteinas NS5 recombinantes

4.1.1. Construccion de los plasmidos de expresion para las proteinas NS5 de
flavivirus

Para construir un panel de plasmidos de expresién de la proteina NS5 de diferentes
flavivirus, se obtuvieron las regiones codificantes correspondientes a DENV-1, DENV-3,
DENV-4, ZIKV y WNV. La secuencia de NS5-DENV-1 se amplificé directamente a partir de
ARN viral mediante RT-PCR, mientras que las secuencias de las NS5 de DENV-3, DENV-4,
ZIKV y WNV se amplificaron por PCR convencional utilizando como molde plasmidos
previamente caracterizados. La amplificacion se confirmé por electroforesis en gel de
agarosa, observandose en todos los amplicones purificados una banda de ADN del tamafio
molecular esperado (~2.7 kpb) para cada gen de NS5 (Figura 4.1A).
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Figura 4.1. Amplificacion de las secuencias codificantes de NS5 de flavivirus y estrategia de clonado. (A)
Analisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR correspondientes a las secuencias
de NS5. M: Marcador de peso molecular (Ladder 1 kpb plus). Carril 1: NS5-DENV-1. Carril 2: NS5-DENV-3.
Carril 3: NS5-DENV-4. Carril 4: NS5-ZIKV. Carril 5: NS5-WNYV. (B) Representacion esquematica de la estrategia
de clonado utilizada para generar el panel de plasmidos de expresion. Los amplicones de PCR, que contienen
las secuencias codificantes de NS5 flanqueadas por sitios de restriccion (SR) incorporados en los primers,
fueron clonados direccionalmente en el sitio de clonado multiple (MCS) de los vectores pET28a(+) o pQE30,
segun se indica. El disefio genera proteinas de fusién con una etiqueta de hexahistidina (His:) N-terminal para

facilitar su purificacion posterior.
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Posteriormente, todos los amplicones purificados fueron clonados direccionalmente en los
vectores de expresion correspondientes, tal como se observa en la estrategia de clonado
esquematizada en la Figura 4.1B. Las regiones codificantes de NS5 de DENV-1, DENV-4,
ZIKV y WNV fueron insertadas en el vector pET-28a(+), mientras que la de DENV-3 fue
clonada en el vector pQE-30, generando asi las construcciones finales. Junto con el
plasmido pET-NS5-SLEV, disponible previamente en el laboratorio, estas nuevas
construcciones conformaron el panel de vectores de expresidn necesarios para llevar a

cabo los estudios propuestos.

4.1.2. Expresion de las proteinas NS5 recombinantes en E. coli

Para analizar la expresion de las proteinas recombinantes a partir de las construcciones
generadas, se transformaron células de E. coli Rosetta (DE3) pLacl y se indujo la expresion
mediante la adicién de IPTG en dos condiciones: 4 hs a 30°C y 16 hs a 20°C. Las muestras
de cultivo totales, antes y después de la induccion, fueron analizadas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). A modo de ejemplo
representativo, en la Figura 4.2A se muestra el andlisis para la proteina NS5 de SLEV. En
ambas condiciones, la induccién con IPTG resulté en la sobreexpresion de la proteina de
interés, con un peso molecular aparente de ~105 kDa, lo cual es consistente con el tamafio
tedrico de la proteina de fusién Hiss-NS5. Si bien se detectdé un nivel bajo de expresion
basal en el control no inducido de 16 horas (carril NI), el rendimiento total de la proteina en
el cultivo inducido bajo esta condicion fue mayor que en la induccién a 30°C.

A continuacion, se evaluo la solubilidad de la proteina producida bajo la condicién de mayor
rendimiento. Los cultivos inducidos durante 16 hs a 20°C fueron lisados y clarificados por
centrifugacion. El analisis por SDS-PAGE de la fraccion soluble resultante revelé una banda
clara del tamafio esperado (Figura 4.2B), confirmando que la proteina se expresaba de
forma soluble.

En base a estos resultados, que demuestran un alto rendimiento de expresion y la
presencia de proteina soluble, se selecciond la condicién de 16 horas a 20°C como la
estrategia Optima. En consecuencia, este protocolo fue escalado a cultivos de mayor

volumen para la posterior purificacion de las proteinas en condiciones nativas.

4.1.3. Purificacién de las proteinas NS5 recombinantes

Luego de la expresion de las proteinas NS5 en la fraccion soluble, se procedié a su
purificacion en condiciones nativas. Para ello, se emple6 una cromatografia de afinidad con
metales inmovilizados (IMAC), la cual permite la captura selectiva de las proteinas a través

de su etiqueta de hexahistidina N-terminal.
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Figura 4.2. Andlisis de expresion de NS5-SLEV y confirmaciéon de la presencia de la proteina soluble.
Las proteinas totales fueron separadas por SDS-PAGE al 10% vy tefiidas con azul de Coomassie. (A) Cinética y
optimizacion de la expresion. Se analizaron muestras de cultivo total. Se cargaron alicuotas equivalentes en
cada carril. La flecha indica la banda de ~105 kDa correspondiente a la proteina NS5-SLEV. M: Marcador de
peso molecular (Marker de Proteinas PB-L). to: Muestra antes de la induccién. 1h-4h: Muestras tomadas tras 1,
2, 3 y 4 horas de induccién (1 mM de IPTG, 30°C). NI: Control no inducido crecido durante 16hs a 20°C. 16h:
Muestra inducida durante 16 horas (100 uM IPTG, 20°C). (B) Confirmacién de la expresion soluble de NS5-
SLEV. Se muestra la fraccion soluble obtenida tras la lisis celular y clarificacion por centrifugacion del cultivo
inducido durante 16h a 20°C. M: Marcador de peso molecular (Blue Plus Protein Marker). S: Fraccion soluble.

El proceso de purificacion fue monitoreado por la absorbancia a 280 nm, como se muestra
en el cromatograma representativo para NS5-SLEV (Figura 4.3A). Tras la carga del lisado
soluble clarificado, la mayor parte de las proteinas de E. coli no se unieron a la resina y
fueron eliminadas en la fraccion no retenida (flow-through). En este punto, asegurada la
interaccion entre la proteina de interés y matriz de la columna, se procedi6 a incrementar el
flujo y se realiz6 un lavado con buffer A suplementado con 50 mM de Imidazol (10% de
buffer B) para remover proteinas unidas inespecificamente. La proteina NS5 fue eluida de la
columna con un pulso de 500 mM de Imidazol, resultando en un pico de absorbancia bien
definido.

Las fracciones de cada etapa de la purificacién fueron analizadas por SDS-PAGE (Figura
4.3B). El total inyectado en la columna (carril T) y la fraccion no retenida (carril FT)
mostraron un complejo perfil de proteinas bacterianas. Luego de un lavado (carril L), se
observo la eliminacion de las proteinas contaminantes. La fraccion eluida (carril E) mostré
una banda predominante correspondiente a la proteina NS5 de tamafio completo (~105
kDa) con un grado de pureza superior al 95% (estimado por densitometria) y con productos
de degradacion apenas detectables, por lo cual no se considerd necesaria una purificacion

adicional.
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Figura 4.3. Purificacién de la proteina NS5-SLEV. La proteina NS5-SLEV fue purificada mediante
cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC). (A) Cromatograma representativo de la purificacion
de NS5-SLEV. La curva azul representa la absorbancia a 280 nm (mAu), indicando la concentraciéon de
proteinas. En verde se indican los cambios en la concentracion de buffer B al momento del lavado (10% de
buffer B) y elucion (100% de buffer B). El eje X indica el volumen de elucion (mL). (B) Andlisis por SDS-PAGE al
10% de las fracciones obtenidas durante la purificacion. Las proteinas fueron tefiidas con azul de Coomassie. M:
Marcador de peso molecular (Blue Plus Protein Ladder). S: Fraccion soluble cargada en la columna. FT:

Fraccion no retenida (flow-through). L: Fraccién de lavado con 10% de buffer B. E: Fraccién de elucién.

En contraste, la purificacion de NS5-ZIKV por IMAC reveldé una degradacion proteolitica
severa. Aungue la proteina de tamafio completo (~105 kDa) fue capturada, una proporcion
mayoritaria del material eluido correspondia a un producto de degradacion co-purificado de
~35 kDa (Figura 4.4A). Con el objetivo de enriquecer la muestra en la proteina NS5-ZIKV
de tamafio completo, las fracciones eluidas fueron agrupadas y sometidas a un segundo
paso de cromatografia de exclusién molecular (SEC). El cromatograma resultante mostré
dos picos principales de elucion (Figura 4.4B). El andlisis por SDS-PAGE de las fracciones
correspondientes a cada pico se muestra en la Figura 4.4C. El primer pico, que eluy6 a un
volumen menor (indicativo de un mayor tamafio molecular), contenia la proteina NS5 de
tamafio completo (~105 kDa). En estas fracciones iniciales, la proporcién de la proteina
integra fue mayoritaria. Sin embargo, aun presentaban bandas de degradacién adicionales.
El segundo pico, que eluy6 a un volumen mayor, correspondia principalmente al producto
de degradacion de ~35 kDa. A pesar de que se logro resolver la NS5 de tamafio completo
del fragmento de degradacion, el rendimiento final de NS5-ZIKV integra fue
considerablemente bajo, como consecuencia de la extensa degradacion proteolitica

ocurrida en las etapas previas y durante la SEC.
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Figura 4.4. Purificacion en dos pasos de la proteina NS5-ZIKV. La proteina fue purificada mediante una
estrategia secuencial de IMAC seguida de SEC. (A) Andlisis por SDS-PAGE y tincién con azul de Coomassie de
las fracciones eluidas (E: y E.) tras el primer paso de purificacion por IMAC. Se observa la proteina de tamafio
completo (~105 kDa) junto con un producto de degradacion de ~35 kDa. M: Marcador de peso molecular (Blue
Plus Protein Ladder). (B) Cromatograma de la purificacion por cromatografia de exclusion molecular (SEC) de la
muestra obtenida en (A). La elucion muestra dos picos principales a volimenes de retenciéon de ~28 mL y ~36
mL. (C) Andlisis por SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie de las fracciones seleccionadas del
cromatograma de SEC. Los numeros de los carriles corresponden a los volimenes de elucién en mL. Se
confirma que el primer pico (fracciones 28-31) contiene mayor proporcion de la proteina NS5 de tamafio
completo, mientras que el segundo pico (fracciones 36-37) corresponde al producto de degradacion. M:

Marcador de peso molecular (Blue Plus Protein Ladder).

Las purificaciones de NS5-DENV-1 y NS5-WNV presentaron un escenario de degradacién
moderada. A diferencia de NS5-ZIKV, durante la elucién de la columna de IMAC se observé
un fraccionamiento parcial entre la proteina de tamafio completo y sus productos de
degradacion. Como se muestra en la Figura 4.5, las fracciones iniciales de la elucion (Ea),
de menor concentracién, contenian una banda predominante de NS5 integra (~105 kDa) y
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productos de degradaciéon no detectables por tincibn de Coomassie. En contraste, las
fracciones posteriores (E>), revelaron la presencia de bandas de degradacién minoritarias.
Basado en la experiencia con NS5-ZIKV, donde la SEC resulté en un bajo rendimiento final,
se optd por agrupar las fracciones donde la proporcion de proteina integra era maxima y los
contaminantes estaban por debajo del limite de deteccion. Las proteinas NS5 restantes del

panel mostraron un comportamiento de purificaciéon similar (datos no mostrados).
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Figura 4.5. Purificacion de las proteinas NS5-DENV-1 y NS5-WNJV. Las proteinas fueron purificadas mediante
IMAC. Las fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE al 10% Yy tincion con azul de Coomassie. (A)
Purificacion de NS5-DENV-1. (B) Purificacién de NS5-WNV. Para ambos paneles: S: Fraccion soluble cargada
en la columna. FT: Fraccion no retenida (flow-through). L: Fraccién de lavado con 10% de buffer B. M: Marcador

de peso molecular (Blue Plus Protein Ladder). E1 y E2: Fracciones de elucion secuenciales.

Las proteinas purificadas fueron dializadas contra un buffer final de almacenamiento y
conservadas a -20°C para su uso en ensayos posteriores. La concentracion proteica fue
determinada por el método de Bradford. Se obtuvieron entre 2 mg y 4 mg de proteina por
litro de cultivo bacteriano luego de las purificaciones por IMAC. En contraste, la proteina
NS5-ZIKV que requirid un paso de purificacion adicional resulté en un menor rendimiento,

obteniéndose en promedio 1 mg de proteina por litro de cultivo.

4.1.4. Caracterizacion inmunoldgica, funcional y estructural de las proteinas NS5
purificadas

La identidad de la proteina NS5-SLEV fue confirmada por Western blot (WB) mediante un
anticuerpo comercial especifico para la etiqueta de hexahistidina (anti-His). Como se
demuestra en la Figura 4.6, se detectd una banda del tamafio esperado. Esto valida que el
producto purificado corresponde a la proteina recombinante Hiss-NS5. De manera
importante, este anticuerpo también reconocié la banda de ~35 kDa, lo cual corrobora que
se trata del fragmento N-terminal de la proteina NS5 resultante de un evento de protedlisis.
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Figura 4.6. Caracterizacion de la identidad de la proteina NS5-SLEV purificada. Andlisis de la identidad de
la proteina por WB utilizando un anticuerpo anti-Hise. Se cargé 1 pug de cada proteina. M: Marcador de peso
molecular (Precision Plus Protein Dual Color Standards). Carril 1: NS5-SLEV purificada. Carril 2: Control

negativo, BSA. Carril 3: Control positivo, proteina NS1-SLEV-Hiss (~41 kDa).

Como prueba de concepto para validar la funcionalidad de las proteinas purificadas, se
caracterizé la actividad enzimatica de NS5-SLEV. Se evalué su actividad ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) in vitro mediante un ensayo colorimétrico que mide la
liberacion de pirofosfato. Como se muestra en la Figura 4.7, la proteina NS5 de tipo salvaje
(WT) exhibié una actividad polimerasa robusta en presencia de un molde de poli(C) y GTP
como sustrato. Esta actividad fue estrictamente dependiente del molde, ya que no se
detectd sefial en las reacciones que carecian de poli(C). Ademas, se compard con una
mutante de NS5 (NSb5mu), la cual presenta una sustitucion en el motivo E del sitio activo.
Esta proteina mutante, expresada y purificada de manera analoga a la WT, resulté ser
cataliticamente inactiva en este ensayo. En conjunto, estos resultados confirman que la

NS5-SLEV recombinante es una enzima funcionalmente activa.
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Figura 4.7. Actividad ARN polimerasa dependiente de ARN de la proteina NS5-SLEV recombinante. La
actividad RdRp se midié mediante un ensayo colorimétrico basado en la deteccion de fosfato inorganico (Pi) con
verde de malaquita. El grafico muestra la produccion de Pi a lo largo del tiempo para diferentes condiciones de

reaccion. Cada punto representa la media + la desviacién estandar (DE) de tres réplicas.
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Con el fin de validar las herramientas clave para estudios posteriores, se procedié a una
caracterizacién antigénica mas detallada de las proteinas NS5-SLEV y NS5-DENV-1. Para
determinar si las proteinas recombinantes conservaban los determinantes inmunolégicos de
la proteina nativa, se evalud su reactividad en un ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas (ELISA) frente a un suero de paciente con infeccién confirmada por SLEV o
DENV y un suero control. Las proteinas NS5 fueron reconocidas por el suero positivo
correspondiente, pero no por el suero negativo (Figura 4.8A). Adicionalmente, se evalud la
importancia de la estructura tridimensional para este reconocimiento. Para ambas proteinas,
la reactividad del suero positivo fue dependiente de la conformacion, ya que la
desnaturalizacion térmica de los antigenos resultdé en una reduccion de la sefal de
absorbancia (Figura 4.8B). En conjunto, estos resultados sugieren que ambas proteinas

recombinantes estan correctamente plegadas y presentan epitopes antigénicos relevantes.
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Figura 4.8. Reconocimiento antigénico de las proteinas NS5 recombinantes por sueros humanos. Se
evalué la reactividad de las proteinas NS5-SLEV y NS5-DENV-1 mediante ELISA indirecto. (A) Comparacién de
la reactividad de un suero positivo y un control negativo frente a la proteina NS5. Las barras representan la
media de la absorbancia + la DE (n=3). La significancia estadistica fue determinada mediante una prueba t de
Student no pareada (****, p < 0.0001). (B) Analisis de la dependencia conformacional del reconocimiento
antigénico. Se comparo la reactividad del suero positivo a diferentes diluciones frente a la proteina nativa (curva
negra) y desnaturalizada por calor (curva roja). Cada punto representa la absorbancia media + la DE (n=3).
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En resumen, los métodos descritos en esta seccion permitieron la produccion y purificacion
exitosa de un panel de proteinas NS5 recombinantes de flavivirus.

Dos de estas proteinas, NS5-SLEV y NS5-DENV-1, fueron caracterizadas con mayor
detalle. Los ensayos confirmaron que ambas poseen la identidad y las propiedades
antigénicas esperadas. Adicionalmente, se demostré que la proteina NS5-SLEV es una
enzima cataliticamente activa. La validacion de estas dos proteinas sustenta su empleo en
el desarrollo de los ensayos de diagndstico descritos en la Seccién 4.3. Por su parte, las
proteinas purificadas NS5-DENV-3, NS5-DENV-4, NS5-ZIKV y NS5-SLEV se utilizaron para

la generacién de anticuerpos policlonales, como se detalla en la Secciéon 4.2.

4.2. Desarrollo y validacion de sueros policlonales para la

deteccidn de la proteina NS5 de flavivirus

4.2.1. Inmunizacion de conejos con la proteina NS5 recombinante purificada

Con el fin de generar herramientas inmunoldgicas para la deteccion especifica de la
proteina NS5, se utilizo la proteina NS5 recombinante de DENV-3, DENV-4, ZIKV y SLEV
como antigeno para la produccién de sueros policlonales. Para este propésito, se llevaron a
cabo inmunizaciones en conejos de la raza New Zealand White, de los cuales se extrajeron
muestras de sangre antes del inicio del protocolo para obtener suero preinmune, que
serviria como control negativo. Tras la finalizacion del esquema de inmunizacion, se obtuvo
el suero hiperinmune, cuya reactividad y titulo de anticuerpos se caracterizaron en los

siguientes apartados.

4.2.2. Titulacidon y evaluaciéon de larespuestainmune mediante ELISA

Para cuantificar la respuesta de anticuerpos IgG especificos contra NS5 generada en los
conejos inmunizados, se realizd un ensayo de ELISA indirecto. Se sensibilizaron placas de
96 pocillos con la proteina NS5 recombinante correspondiente y luego se incub6 con
diluciones seriadas del suero preinmune y del suero hiperinmune final.

A modo de ejemplo, en la Figura 4.9 se muestra la curva de titulacion para el suero
anti-NS5-SLEV, donde se observa una fuerte reactividad del suero hiperinmune. A partir de
la media de los valores obtenidos para el suero preimune en dilucion 1:1000 mas dos veces
la desviacion estandar, se establecio el valor de corte (cut-off).

El titulo de anticuerpos se defini6 como la inversa de la maxima dilucién del suero que
produjo una absorbancia mayor al umbral. Todos los sueros producidos alcanzaron titulos
finales elevados (mayores a 1:200 000), indicando una respuesta inmune robusta en todos

los casos.
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Figura 4.9. Analisis de la respuesta inmune en conejos inmunizados con la proteina NS5-SLEV. La
reactividad de diluciones seriadas del suero hiperinmune y del suero preinmune fue comparada mediante ELISA
indirecto. Cada punto representa la absorbancia media * la DE de tres réplicas. La linea de puntos horizontal
representa el valor de corte (cut-off), calculado como la media de las réplicas del suero preinmune (dilucion

1:1000) mas dos veces su DE.

Estos resultados demuestran que las proteinas NS5 recombinantes purificadas son
altamente inmunogénicas en conejos, capaces de inducir la produccion de anticuerpos IgG

especificos.

4.2.3. Caracterizacion de la especificidad y sensibilidad de los sueros policlonales

Se evalué la especificidad de los sueros policlonales generados mediante dos
aproximaciones complementarias. Se utilizé el WB para una caracterizacion detallada de un
suero representativo, y un ensayo de ELISA de reactividad cruzada para analizar el perfil de
reconocimiento de los sueros producidos.

Para evaluar la especificidad de los anticuerpos generados, se utilizdé el suero
anti-NS5-SLEV en un ensayo de WB. Como se observa en la Figura 4.10A, el suero
reconocio la banda de ~105 kDa correspondiente a la proteina NS5-SLEV purificada.
Adicionalmente, el suero también mostré reactividad con la especie de ~35 kDa, lo cual
evidencia que este fragmento, derivado de la proteina NS5, es inmunogénico. No se detecto
ninguna reactividad cruzada contra un lisado total de E. coli (el sistema de expresion), ni

contra una proteina recombinante con etiqueta de histidina.
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A continuacion, se evalud la sensibilidad de la deteccién. Se realiz6 un WB cargando
cantidades decrecientes de la proteina NS5-SLEV purificada. Como se observa en la
Figura 4.10B, el suero fue capaz de detectar la proteina en un amplio rango de

concentraciones, con un limite de deteccion visual estimado en aproximadamente 23 ng.

A B

NS5-SLEV
[ e

1500 750 375 ~187 ~93 ~46 ~23 ng

Figura 4.10. Caracterizacion del suero policlonal anti-NS5-SLEV por WB. (A) Andlisis de especificidad. La
membrana fue incubada con el suero hiperinmune (1:1000). Carril 1: NS5-SLEV purificada (1 pg). Carril 2:
Control negativo, E. coli Rosetta transformadas con el vector vacio e inducidas (aproximadamente 20 pg de
lisado celular total). Carril 3: Control negativo, NS1-SLEV-Hise (1 pg). (B) Analisis de la sensibilidad. Se cargaron
cantidades decrecientes de la proteina NS5-SLEV purificada, desde 1.5 pg hasta aproximadamente 5 ng

(diluciones seriadas 1:2). El limite de deteccién visual se estimé en ~23 ng.

A fin de evaluar la reactividad cruzada, se tituld el suero anti-NS5-SLEV contra dos
antigenos diferentes: la NS5 de un virus del mismo serocomplejo (NS5-WNV), y la NS5 de
un serocomplejo distante (NS5-DENV-1). Estos resultados se compararon con los obtenidos
frente a NS5-SLEV, donde se observd una potente respuesta con un titulo maximo que alcanzé
un valor de 1:1 024 000. Como se observa en la Figura 4.11A, se detecté una reactividad
cruzada significativa pero de menor titulo contra NS5-WNV (1:128 000), y una reactividad
mas baja contra NS5-DENV-1 (titulo de 1:16 000). Estos resultados indican que el suero
anti-NS5-SLEV es especifico, aunque reconoce epitopes conservados.

Adicionalmente, se confirmé que los sueros anti-DENV reaccionaron contra el antigeno
NS5-DENV-1, con un titulo de 1:64 000 (Figura 4.11B).

A continuacién, se evalué la reactividad de los sueros anti-NS5-DENV y anti-NS5-ZIKV a
una dilucién fija (1:1000) contra el antigeno NS5-SLEV. Los resultados mostraron que

ninguno de estos sueros presentd una reactividad cruzada significativa (Figura 4.11C).

62



A B

2 - —a— Antigeno NS5-SLEV —o— Suero anti-NS5-DENV-3

1,5 1
......... Cut-off —e— Suero anti-NS5-DENV-4
E 15 —ae— Antigeno NS5-WNV T Cut-off
v 5] f=4
Q —e— Antigeno NS5-DENV-1 o
Y]
=z =
.g 11 o
o
@05 4 a
2 0
<
0 171 e ez e e
S O & & & & &® 9 0 S O O & & & & S O
R g gty 00@&,,@ & LS E PSS
e IRES g \".‘ \f}‘ \'(? \_'.\ \.’} N & & B NN \"\ \.'], ’\'(? \\6" \q‘&
Diluciones de suero Diluciones de suero

‘ 2,00 -

Absorbancia (450 nm)
— b

© i

o

o
n
L

N Eme— —

anti- preinmune anti- anti- anti-
NSS-SLEV NSS-DENV-3 NSS-DEN-4 NSS-ZIKV

Sueros 1:1000
Figura 4.11. Anélisis de reactividad cruzada del panel de sueros policlonales anti-NS5. (A) Curvas de
titulacién por ELISA del suero anti-NS5-SLEV frente a tres antigenos diferentes: NS5-SLEV, NS5-WNV
NS5-DENV-1. Cada punto representa la absorbancia media + la DE (n=3). (B) Curvas de titulacion por ELISA de
los sueros anti-NS5-DENV-3 y -DENV-4 frente a NS5-DENV-1. Cada punto representa la absorbancia media * la
DE (n=3). (C) Ensayo de reactividad cruzada contra el antigeno NS5-SLEV. Se muestra la reactividad de los
diferentes sueros heterélogos (anti-NS5-DENV-3, -DENV-4 y -ZIKV) a una dilucién fijja de 1:1000, en
comparacion con el suero homoélogo (anti-NS5-SLEV) y un suero preinmune (control negativo). Las barras

representan la absorbancia media * la DE (n=3).

4.2.4. Aplicacién de los sueros para la deteccion de NS5 en sistemas celulares
Para validar la aplicabilidad de los anticuerpos generados como herramientas de deteccién
en un contexto biolégico, se utilizo el suero anti-NS5-SLEV para analizar lisados de células

C6/36 infectadas con el virus SLEV, mediante WB. Como se observa en la Figura 4.12A, el
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suero anti-NS5-SLEV detectd la banda del peso molecular esperado (~105 kDa). Este
resultado sugiere fuertemente que el anticuerpo es capaz de detectar la proteina NS5
producida durante la infeccién viral.

A continuacion, se evaluo la utilidad del anticuerpo para estudiar la localizacion subcelular
de la proteina mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl). Para este fin, se expresd NS5-
SLEV de forma transitoria en células BHK mediante la transfeccion de un pladsmido de
expresion para mamiferos. El andlisis por microscopia de fluorescencia revelé una sefal
intensa y de localizacion mayoritariamente citoplasmatica en las células que expresan la
proteina NS5-SLEV (Figura 4.12B). La especificidad del suero fue confirmada por la
ausencia total de sefal en las células adyacentes (presumiblemente no transfectadas), las

cuales acttan como un control interno negativo en el mismo campo visual. Este resultado

demuestra la alta especificidad del suero y su utilidad para estudios de localizacién in situ.

A B

NS5 C6/36 M NS5 C6/36

Figura 4.12. Aplicacion del suero anti-NS5-SLEV para la deteccién de la proteina NS5 en sistemas
celulares. (A) Deteccion de NS5 por WB en células infectadas. Se utiliz6 la proteina NS5-SLEV como control y
se analiz6 un lisado de células C6/36 infectadas con el virus SLEV. La membrana fue incubada con el suero anti-
NS5-SLEV (1:1000). A la izquierda de la placa radiogréafica se muestra la membrana tefiida con Amido Black. (B)
Localizacion subcelular de la proteina NS5-SLEV recombinante por IFI. Células BHK fueron transfectadas con un
plasmido de expresion para NS5-SLEV. La proteina fue detectada con el suero policlonal anti-NS5; la sefial

citoplasmatica se muestra en naranja (secundario anti-conejo-Cy3) y los nucleos en azul (DAPI).

Adicionalmente, la aplicacion del suero anti-NS5-DENV-4 fue evaluada en ensayos de WB e
IFIl, realizados por el grupo de investigacion perteneciente al Laboratorio de Virologia
Molecular de la Fundacion Instituto Leloir. Los resultados de este estudio demostraron que
el suero reconoce de forma inespecifica la NS5 de DENV-2 y ZIKV en las condiciones
desnaturalizantes del WB. Sin embargo, no se observd reaccion cruzada frente a las
proteinas nativas en los ensayos de IFI (Anexo ).

En conjunto, los resultados de esta seccion culminan en el desarrollo y la caracterizacién de

un panel de sueros policlonales para las proteinas NS5 de diversos flavivirus. La afinidad,
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especificidad y funcionalidad de estos sueros en aplicaciones biolégicas permite

establecerlos como herramientas de gran utilidad para ensayos futuros.

4.3. Disefio y optimizacion de un ELISA indirecto para la deteccion
de lgG

Habiendo generado y caracterizado un panel de proteinas NS5, el siguiente objetivo fue el
desarrollo de una aplicacion diagnéstica. En esta seccion se describe la estandarizacion de
un ensayo de ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos IgG especificos utilizando
NS5-SLEV y NS5-DENV-1 como antigeno. La eleccibn radica en la relevancia
epidemiolégica de dichos virus y en el desafio que representan para el diagnéstico
diferencial.

4.3.1. Optimizacion de la concentracion de antigeno para la sensibilizacion
Para determinar la concentracion Optima de recubrimiento, se realizaron titulaciones en
paralelo para las proteinas NS5-SLEV y NS5-DENV-1. Se sensibilizaron placas con 5, 10 y
20 pg/mL de proteina (250, 500 y 1000 ng por pocillo respectivamente) y se evalué la
reactividad de sus respectivos sueros positivos (muestras de pacientes con infecciéon

confirmada) y de un suero negativo a una dilucion fija (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Optimizacién de la concentracion de antigeno para la sensibilizacion de la placa. Se
sensibilizaron placas de ELISA con 50 pl/pocillo de diferentes concentraciones de la proteina NS5. La
reactividad fue evaluada con sueros de pacientes con infeccion confirmada por SLEV o DENV y con sueros de
donantes sanos. Las barras representan la media de la absorbancia + la DE de tres réplicas para sueros
positivos (barras grises) y sueros negativos (barras blancas). El eje X indica la concentracion de la solucién de
recubrimiento (ug/mL).

Para ambos sistemas, se observdé un comportamiento similar: la sefial del suero positivo

aument6 al pasar de 5 a 10 pg/mL, pero disminuyé a la concentraciéon de 20 pg/mL, un
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fendmeno consistente con una inhibicibn por exceso de antigeno. Para identificar la
condicibn mas discriminatoria, se calculé la relacion sefal/ruido (absorbancia
positiva/absorbancia negativa). En ambos casos, esta relacién alcanzé su valor maximo a la
concentracion de 10 pg/mL. Por lo tanto, esta concentracion fue seleccionada como la
Optima para todos los ensayos posteriores, ya que proporciona la mayor capacidad de

discriminacion y evita los efectos inhibitorios.

4.3.2. Optimizacién de las diluciones de anticuerpos

Una vez establecida la concentracion de antigeno, se procedio a evaluar las diluciones de
los anticuerpos. Primero, se determind la dilucién éptima del anticuerpo secundario. Para
ello, se realizé un ensayo comparativo utilizando NS5-SLEV, con un panel de sueros
positivos (n=3) y negativos (n=3) a una dilucién fija (1:100) y dos concentraciones del
anticuerpo secundario (1:1000 y 1:2000).

Los resultados de esta optimizacion se muestran en la Figura 4.14. Aunque la absorbancia
media de los sueros positivos fue ligeramente mayor con la dilucion 1:1000, la sefal de
fondo de los sueros negativos también fue mas elevada. Para determinar la condicion mas
especifica, se calculd la relacion sefial/ruido (S/N) promedio. La dilucién 1:2000 arrojé una
relacién S/N superior (3.06) en comparacion con la dilucién 1:1000 (2.68). Esta mejora en la
discriminacion fue consistente a través de un rango de sueros positivos débiles, moderados
y fuertes. Un comportamiento analogo fue observado para el ELISA de NS5-DENV-1 (datos

no mostrados).
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Figura 4.14. Optimizacién de la dilucidn del anticuerpo secundario para el ELISA-NS5-SLEV. Se ensayaron
dos diluciones del anticuerpo secundario (1:1000 y 1:2000) utilizando una concentracion fija de antigeno (10
pg/mL) y de sueros primarios (1:100). El grafico muestra la reactividad de tres sueros positivos y tres sueros

negativos. Las barras representan la absorbancia media * la DE de tres réplicas.
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En base a este andlisis, se selecciond la dilucion 1:2000 como la condicién 6ptima para el
anticuerpo secundario, ya que proporciona la mejor capacidad de discriminacion entre
muestras positivas y negativas.

Posteriormente, utilizando las condiciones de antigeno y anticuerpo secundario previamente
optimizadas, se procedio a titular los sueros de pacientes para cada sistema de ELISA. El
valor de corte para cada ensayo se establecié independientemente, calculado como la
absorbancia media de los negativos mas dos veces la desviacion estandar, resultando en
un valor de 0.33 para el ELISA-NS5-SLEV y 0.35 para el ELISA-NS5-DENV-1. Luego se
realizaron diluciones para un panel de sueros positivos para cada virus. A modo de ejemplo
representativo, en la Figura 4.15 se muestra la curva de titulacion para dos sueros de SLEV
y dos de DENV-1.

Los titulos de los sueros, definidos como la maxima dilucion por encima del umbral, variaron
entre 1:200 y 1:400.
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Figura 4.15. Titulacién de sueros de pacientes para la estandarizacion de los ensayos ELISA. Se
realizaron curvas de dilucién seriada para sueros de pacientes representativos utilizando las condiciones de
ensayo optimizadas. Cada punto representa la absorbancia media + la DE de tres réplicas. Las lineas de puntos
horizontales indican los valores de corte (cut-off) especificos para cada ensayo, calculados como la media de las

réplicas de sueros negativos (dilucion 1:100) més dos veces su DE.

En base a estas curvas de titulacion, se procedié a seleccionar una dilucién de trabajo Unica
para los ensayos de validacién. Aungue las diluciones mas bajas (1:50) proporcionaron la
méxima sefal, se selecciond una dilucion de 1:100 como la condicién de trabajo Optima
para ambos sistemas. Esta dilucion asegura la deteccion robusta de las muestras de baja
avidez, manteniendo al mismo tiempo un rango dinamico adecuado para las muestras de
alta avidez, evitando la posible saturacion de la sefial al analizar sueros de pacientes con
titulos de anticuerpos muy elevados. Ademas, representa el mejor compromiso entre la

obtencion de una sefial robusta y la conservaciéon de la muestra.
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4.3.3. Establecimiento de las condiciones O6ptimas del ensayo

Finalmente, se establecieron las condiciones restantes para el protocolo de ELISA. Basado
en la experiencia previa del laboratorio con inmunoensayos similares y en protocolos
estandarizados, se determiné que el uso de caseina al 1% en PBS-T como buffer de
bloqueo durante 1 hora a 37°C era eficaz para minimizar la union inespecifica.

Del mismo modo, se establecieron las condiciones de incubacion, siendo a 4°C durante
toda la noche para la sensibilizacion del antigeno, y de 2 horas y 1 hora para la incubacién
con los sueros primarios y con el anticuerpo secundario, respectivamente, ambos a 37°C.
Estas condiciones demostraron proporcionar resultados robustos y reproducibles y, por lo
tanto, fueron adoptadas como el protocolo final.

En conjunto, los experimentos de optimizacion descritos en esta seccion permitieron
establecer un protocolo de ELISA indirecto estandarizado. Este protocolo se empleé como
base para llevar a cabo una evaluacion diagnéstica del ensayo NS5-SLEV (Seccién 4.4),
seguida de un andlisis preliminar del sistema NS5-DENV-1 y otros estudios de

especificidad del panel (Seccién 4.5).

4.4. Validacién analitica y diagnostica del ELISA-NS5-SLEV

A partir del protocolo de ELISA estandarizado previamente, se evalué su rendimiento
utiizando muestras clinicamente relevantes. En esta seccion se describe la validacion
analitica y diagndéstica del ensayo de ELISA indirecto para la deteccién de IgG en muestras
de suero utilizando la proteina NS5-SLEV como antigeno. Para este fin, se utiliz6 un panel
de 59 sueros humanos, compuesto por 19 muestras de pacientes con infecciéon por SLEV
confirmada, 27 muestras positivas para otros flavivirus y 13 muestras negativas. La
condicién de cada muestra fue previamente determinada por el método de referencia, el
Ensayo de neutralizacién por reduccion de placas (PRNT), cuyos detalles se presentan en
la Tabla A.1 (Anexo II).

4.4.1. Determinacién del punto de corte

El primer paso en la validacion del ensayo fue establecer un umbral objetivo para
discriminar entre muestras positivas y negativas. Para ello, se analizaron los valores de
absorbancia obtenidos con el panel de 13 sueros negativos. El punto de corte se definié
estadisticamente como la media de las absorbancias de esta poblacién mas dos veces su
desviacion estandar. Aplicando esta férmula, se establecié un valor de cut-off de 0.30, el

cual fue utilizado para la clasificacién de todas las muestras en los andlisis posteriores.
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4.4.2. Validacion de la precision del ensayo

Se evalué la precision del ensayo ELISA-NS5-SLEV mediante el analisis de la repetibilidad
(variacién intraensayo) y la reproducibilidad (variacién interensayo). Para ello, se analizaron
tres muestras de suero (un positivo fuerte, un positivo débil y un negativo) que cubren el
rango de medicion del ensayo. La repetibilidad se determind analizando cada muestra por
cuadruplicado en la misma placa, mientras que la reproducibilidad se evalué a partir de
cinco ensayos independientes realizados en dias diferentes.

La precision se cuantificé calculando el coeficiente de variacion (%CV) para cada condicion,
y los resultados se resumen en la Tabla 4.1. El ensayo demostré una alta precision en todo
su rango de medicién. La repetibilidad resultdé en %CV que no superaron el 12%. De
manera similar, la reproducibilidad a lo largo de cinco dias distintos fue también resultd en
%CV consistentemente por debajo del 12%. Estos resultados confirman la fiabilidad y

consistencia del protocolo de ELISA estandarizado.

Tabla4.1

Precision del ensayo ELISA-NS5-SLEV

Media Desviacion  Coeficiente de
Parametro N° de muestra (Absorbancia estandar variacion
405 nm) (DE) (%CV)
Repetibilidad 6 (Positivo fuerte) 1.338 0.062 4.6%
(Intraensayo)
4 (Positivo debil) 0.526 0.063 12.0%
20 (Negativo) 0.198 0.004 2.0%
Reproducibilidad 6 (Positivo fuerte) 1.353 0.087 6.4%
(Interensayo)
4 (Positivo débil) 0.590 0.049 8.3%
20 (Negativo) 0.188 0.020 10.6%

Nota. La repetibilidad (intraensayo) se evaludé a partir de 4 réplicas analizadas en la misma placa. La

reproducibilidad (interensayo) se evalu6 a partir de 5 ensayos independientes realizados en dias diferentes.

4.4.3. Evaluacion de la especificidad analitica y reactividad cruzada

Para evaluar la especificidad analitica del ensayo y su potencial de reactividad cruzada, se
comparo la reactividad media de los diferentes grupos de sueros que componen el panel.
Como grupo control adicional se incluyeron muestras de pacientes con infeccion confirmada

por virus no relacionados (chikungunya, hantavirus, fiebre hemorragica argentina). Como se
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muestra en la Figura 4.16, la absorbancia media del grupo de sueros de infecciones por
SLEV fue significativamente mayor que la de todos los grupos restantes (p < 0.01, ANOVA).
Es importante destacar que no se observaron diferencias significativas entre la reactividad
del grupo de donantes sanos y los grupos de pacientes con otras infecciones virales (tanto

flavivirales como no flavivirales), lo que indica una alta especificidad analitica.
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Figura 4.16. Analisis de la especificidad del ELISA-NS5-SLEV. Se analizaron muestras de suero de
pacientes. Cada punto representa una muestra individual. Las lineas y las barras de error representan la media
+ el error estandar de la media para cada grupo (Andlisis ANOVA: **, p < 0.01; ns, no significativo).

4.4.4. Clasificacion de muestras individuales y rendimiento diagnéstico

A continuacion, se analizé la clasificacion de cada una de las 59 muestras del panel para
determinar el rendimiento diagndstico del ensayo. Utilizando el valor de corte de 0.30, se
graficé el valor de absorbancia para cada suero individual. Como se observa en la Figura
4.17, 16 de las 19 muestras de pacientes con SLEV y la totalidad de las muestras negativas

fueron clasificadas correctamente de acuerdo a los resultados obtenidos a través de PRNT.
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Figura 4.17. Clasificacion de muestras de suero individuales por el ELISA-NS5-SLEV. El grafico muestra

los valores de absorbancia para cada una de las 59 muestras del panel de validacion. Cada barra representa la

media de las réplicas + su DE. La linea horizontal en 0.30 representa el valor de corte del ensayo.
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A partir de esta clasificacion, se calcularon los parametros de rendimiento diagndstico, los

cuales se resumen en la Tabla 4.2.

Tabla4.2

Parametros de rendimiento diagnostico del ensayo ELISA-NS5-SLEV

Parametro de rendimiento Valor (%) (1C 95%)
Sensibilidad 84.2 (60.4 - 96.6)
Especificidad 100 (91.2 - 100)
Valor Predictivo Positivo (VPP) 100 (79.4 - 100)
Valor Predictivo Negativo (VPN) 93.0(80.9-98.5)
Exactitud 94.9 (85.8 - 98.9)

Nota. IC 95%: Intervalo de Confianza del 95%, calculado por el método de Clopper-Pearson. Los datos
brutos (VP, FN, VN, FP) fueron 16, 3, 40 y 0, respectivamente, sobre un total de 59 muestras.

En resumen, la validacion analitica y diagnéstica demostré que el ensayo ELISA-NS5-SLEV
es altamente especifico y preciso, con una sensibilidad del 84.2% y una especificidad del
100%.

4.5. Aplicaciones preliminares y estudios comparativos

4.5.1. Validacion preliminar del ELISA-NS5-DENV-1

Habiendo validado el ELISA-NS5-SLEV en la seccion anterior, se realiz6 una validacién
preliminar del ensayo ELISA-NS5-DENV-1 utilizando un panel reducido de sueros (Tabla
A.2, Anexo ll). El punto de corte especifico para este ensayo (calculado como se describe
en la Seccion 4.4.1 para el ELISA-NS5-SLEV) se establecio en 0.38. Como se muestra en
la Figura 4.18, el ensayo fue capaz de clasificar correctamente a las 12 muestras positivas
y a la totalidad de las negativas. Aunque el nimero limitado de controles no permite un
célculo robusto de los parametros de rendimiento, estos resultados sugieren que el ensayo
tiene potencial para el diagnéstico de DENV. El ensayo preliminar exhibié una especificidad

del 100%, sin mostrar reactividad cruzada con los otros flavivirus analizados.
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Figura 4.18. Clasificacion de muestras de suero individuales por el ELISA-NS5-DENV-1. El grafico muestra

los valores de absorbancia para cada una de las 23 muestras evaluadas. Cada barra representa la absorbancia

media + la DE (n=3). La linea horizontal en 0.38 representa el valor de corte del ensayo.

4.5.2. Evaluacion de lareactividad cruzada entre SLEV y WNV

Finalmente, se investigd la relacion antigénica entre las proteinas NS5 de SLEV y WNV
utilizando sueros de pacientes con infeccidn confirmada y un control negativo (Figura 4.19).
En el ensayo que utilizaba NS5-SLEV como antigeno, el suero anti-SLEV produjo una sefal
elevada en comparacion tanto con el suero anti-WNV (p < 0.01) como con el suero negativo
(p < 0.01). Es de destacar que no se observaron diferencias significativas entre la sefial
generada por el suero anti-WNV y el control, indicando una alta especificidad del antigeno.
Por otro lado, en el ensayo que utilizaba NS5-WNV como antigeno, el suero homoélogo anti-
WNV generé una sefial significativamente mayor que el suero negativo (p < 0.001). Sin
embargo, se detecté una notable reactividad cruzada, ya que el suero anti-SLEV también
mostré una absorbancia significativamente superior a la del control negativo (p < 0.01). A
pesar de esta reactividad cruzada, la sefial de la reaccion homodloga (anti-WNV) fue
significativamente mayor que la de la reacciéon heteréloga (anti-SLEV) (p < 0.01).
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Figura 4.19. Analisis de la reactividad cruzada entre NS5 de SLEV y WNV. Se evalu6 mediante ELISA la
reactividad de sueros humanos positivos para ambos flavivirus y un control negativo contra el antigeno NS5-
WNV y NS5-SLEV. Las barras representan la absorbancia media + DE (n=3) (Andlisis ANOVA: *** p < 0.001; **,
p < 0.01; ns, no significativo).
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En conjunto, los estudios presentados en esta seccidbn expanden la validaciéon de los
inmunoensayos desarrollados. Se ha demostrado el potencial del ensayo ELISA-NS5-
DENV-1 en una validacion preliminar con un panel reducido de muestras. Los ensayos
exploratorios sugieren la existencia de mayor reactividad cruzada entre los virus del
serocomplejo JEV, como SLEV y WNV, sugiriendo una mayor presencia de epitopes

conservados en la proteina NS5 entre estos dos virus relacionados.
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5. DISCUSION

En el presente trabajo de tesis, se desarroll6 y validé con éxito un conjunto de herramientas
inmunolégicas y diagnésticas basadas en la proteina NS5, culminando en un ensayo de
ELISA robusto y especifico para el serodiagnéstico de la infecciébn por SLEV. Este logro
aborda la necesidad de contar con métodos diagnésticos que puedan diferenciar entre

infecciones por flavivirus co-circulantes en la region.

5.1. La proteina NS5 recombinante como un antigeno robusto para

el desarrollo de inmunoensayos

Un requisito fundamental para el desarrollo de inmunoensayos es la obtencién de antigenos
recombinantes de alta calidad. En este trabajo, se logré expresar y purificar un panel de
proteinas NS5 de diferentes flavivirus. Un desafio recurrente en este proceso fue la
degradacion proteolitica, un fendmeno previamente reportado en la literatura para la NS5 de
diversos flavivirus, como DENV-2 (Alves et al.,, 2016). De manera consistente con estos
reportes, observamos una degradacion significativa en la NS5 de ZIKV (Figura 4.4Ay C)y
moderada en las de DENV y WNV (Figura 4.5A y B), mientras que la NS5 de SLEV se
mostré notablemente mas estable (Figura 4.3B).

La optimizacion de las condiciones de expresién, particularmente la induccién a baja
temperatura (20°C) durante un tiempo prolongado, demostré ser una estrategia eficaz para
obtener la proteina soluble y reducir la degradacién, un hallazgo que concuerda con
estudios previos (Ackermann & Padmanabhan, 2001; Alves et al., 2016). A pesar de estas
mejoras, la presencia del fragmento de ~35 kDa persistid6. En el caso de NS5-ZIKV fue
indispensable un segundo paso de purificacion por SEC, una estrategia similar a la utilizada
por otros autores. Es de notar que, incluso durante la SEC, se observd la aparicion de
nuevas bandas de degradacion de menor intensidad, lo que subraya la inestabilidad de esta
proteina. Considerando de la SEC no fue satisfactoria, para el resto de las proteinas se
decidi6 agrupar las fracciones donde la proporcion de proteina integra era maxima y los
contaminantes estaban por debajo del limite de deteccion. Aunque esta estrategia implica
un menor rendimiento total en comparacion con agrupar todas las fracciones, permitid
obtener preparaciones de NS5 con una pureza suficiente para los ensayos posteriores,
evitando la pérdida sustancial de material asociada a un segundo paso cromatografico.

El rendimiento final obtenido, de 1 a 4 mg/L de cultivo, se encuentra dentro del rango
reportado para esta proteina (Wong et al., 2017).

La localizacion del sitio de corte proteolitico principal en la region conectora (linker) entre los
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dominios MTasa y RdRp es un fenémeno conservado. Datos previos del grupo de trabajo
(datos no publicados) y de la literatura sugieren que este corte ocurre justo después de la
secuencia conservada GTR, en una region que se presume esta expuesta al solvente (Malet
et al.,, 2007). La mayor estabilidad observada para la NS5 de SLEV podria deberse a
diferencias sutiles en la estructura de esta region interdominio o en las interacciones que la
estabilizan. Se ha reportado que estas interacciones varian entre flavivirus, por ejemplo, en
NS5 de JEV la interfase es principalmente hidrofébica, mientras que en NS5 de DENV se
estabiliza por interacciones polares y electrostaticas (Lu & Gong, 2013).

A pesar de los desafios en su produccion, la validacion final de las proteinas purificadas
confirmé su idoneidad como antigenos. Se demostr6 que la NS5-SLEV es cataliticamente
activa (Figura 4.7), un indicador clave de su correcto plegamiento. Mas importante aun,
tanto la NS5-SLEV como la de DENV-1 fueron reconocidas robustamente por sueros de
pacientes (Figura 4.8), confirmando que las proteinas recombinantes producidas en E. coli
preservan los determinantes antigénicos relevantes durante la infeccién natural. Este
hallazgo es fundamental para su uso en el desarrollo de los inmunoensayos descritos en las

siguientes secciones.

5.2. Generacion de un panel de sueros policlonales especificos

como herramientas de investigacion

Uno de los objetivos de este trabajo fue la generacion de herramientas inmunoldgicas para
el estudio de las proteinas NS5. Se logré producir con éxito un panel de sueros policlonales
de conejo contra cuatro proteinas NS5 de flavivirus. La inmunogenicidad de los antigenos
recombinantes se evidenci6 en los altos titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA, que
alcanzaron valores de hasta 1:1 024 000. La potencia de estos sueros fue confirmada por
WB, donde el suero anti-NS5-SLEV fue capaz de detectar hasta alrededor de 20 ng de
proteina (Figura 4.10B).

El andlisis de la reactividad cruzada revel6 un perfil de especificidad a nivel de
serocomplejo, un hallazgo clave para el potencial uso diagndéstico de NS5. El suero
anti-NS5-SLEV, por ejemplo, reconocié a la NS5 de WNV (del mismo serocomplejo) con un
titulo 8 veces menor, y a la de DENV-1 (de un serocomplejo distante) con un titulo 64 veces
menor (Figura 4.11A). Inversamente, los sueros generados contra los virus de DENV y
ZIKV no mostraron una reactividad cruzada significativa contra la NS5 de SLEV (Figura
4.11C). Nuestros hallazgos sobre la especificidad de los anticuerpos anti-NS5 se ven
reforzados por estudios colaborativos que, aunque muestran cierta reactividad cruzada en
WB, confirman la utilidad de estos sueros para la detecciéon en inmunofluorescencia (Anexo

). Estos resultados sugieren que, si bien existen epitopes lineales conservados entre los
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flavivirus (detectados en WB), la respuesta humoral generada es predominantemente
especifica para los epitopes conformacionales.

Finalmente, los sueros producidos se utilizaron como herramientas para investigar la
localizacién subcelular de la proteina NS5. Mediante inmunofluorescencia, se observé que
tanto la NS5 de SLEV (expresada por transfeccion) como la de DENV-4 (durante la
infeccidn) presentaban una localizacion predominantemente citoplasmatica (Figuras 4.12A
y A.1B). Esta observacion para DENV-4 (cepa H241) es consistente con reportes previos
para esta cepa especifica (Hannemann et al., 2013). Es interesante notar que la localizacion
de NS5 es un rasgo variable incluso entre los serotipos de DENV: mientras que en DENV-1
y DENV-4 tiende a ser citoplasmatica, en DENV-2 y DENV-3 es mayoritariamente nuclear.
Sin embargo, para la cepa EDEN4 de DENV-4 también se observé acumulaciéon de NS5 en
el nucleo. A diferencia de los otros serotipos, la regulacién de la localizacion de NS5 de
DENV-4 contintda siendo un interrogante (Cheng et al., 2024). Nuestro hallazgo preliminar
de una localizacion citoplasmatica para la NS5 de SLEV, para la cual no existian estudios
previos, puede representar una contribucion al conocimiento de la biologia de este virus. El
suero producido constituye una herramienta Gtil para expandir la investigacion al contexto

de una infeccion.

5.3. Desarrollo y validacibn de un ELISA especifico para el
diagndéstico de SLEV

La co-circulacién de multiples flavivirus en Argentina, que a menudo causan cuadros febriles
indiferenciables, subraya la necesidad critica de contar con métodos serologicos
especificos. Dicha especificidad es fundamental tanto para el diagnéstico diferencial de
casos clinicos, como para la vigilancia epidemiolégica fiable. Como se demostré en este
trabajo, el desarrollo de un ELISA indirecto basado en la proteina NS5 recombinante de
SLEV representa un avance significativo hacia este objetivo.

Uno de los hallazgos de este trabajo fue la demostracién de que, tal como ocurre en otras
infecciones flavivirales, los pacientes infectados con SLEV desarrollan una respuesta de
anticuerpos detectable contra la proteina NS5. Esta fue la primera vez que se reporto la
presencia de anticuerpos anti-NS5 en el contexto de una infeccién natural por SLEV (Simari
et al.,, 2019). Se observé que nuestro antigeno recombinante fue reconocido tanto por
sueros de pacientes con un patréon de infeccion homotipico como heterotipico, lo que indica
gue la NS5 es un inmundégeno relevante en ambos escenarios de infeccién.

La validacién de este ensayo demostré una excelente especificidad (100%). Al ser evaluado
contra un panel de sueros de pacientes con otras infecciones por flavivirus (DENV, ZIKV,

YFV, WNV) y virus no relacionados, no se detecté ningun falso positivo (Figura 4.16). Este
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resultado es de gran importancia, ya que el principal problema de los ensayos serolédgicos
basados en la proteina E es precisamente la reactividad cruzada. Nuestros datos se alinean
con estudios previos que, aunque utilizan diferentes plataformas (ej. MIA), también han
demostrado que la NS5 de WNV y ZIKV es un antigeno significativamente mas especifico
gue la proteina E (Wong et al., 2003; Wong et al., 2017).

Curiosamente, la alta especificidad de la NS5 parece contradecir su mayor grado de
conservacion de secuencia en comparacion con la proteina E. Una posible explicacion,
como sugieren Wong et al. (2003), es que los epitopes inmunodominantes de la proteina E
podrian ser estructuralmente mas conservados entre los flavivirus que los de la NS5, a
pesar de una menor similitud global. Esto posiciona a la NS5 como un antigeno superior
para el diagndstico diferencial.

La sensibilidad diagnéstica del ensayo fue del 84.2%. Es importante destacar que los tres
falsos negativos (sueros N° 9, 10 y 44) correspondian a muestras de pacientes que
presentaban titulos bajos por el método de referencia PRNT. En particular, la muestra N° 9
corresponde a una infeccion de 4 dias desde el inicio de los sintomas, por lo cual es légico
gue sea negativa para IgG. Esto sugiere que el ensayo es muy eficaz para detectar
respuestas inmunes moderadas a fuertes, aunque su sensibilidad analitica (o limite de
deteccién) podria ser insuficiente para detectar concentraciones muy bajas de anticuerpos,
caracteristicas de respuestas inmunes débiles o muy tempranas. Futuros trabajos podrian
enfocarse en determinar formalmente el limite de deteccion y en implementar estrategias de
amplificacién de sefal para mejorarlo.

Adicionalmente, se debe notar que cuatro de las muestras consideradas positivas (sueros
N° 2, 12, 15 y 43) arrojaron valores de absorbancia muy cercanos al valor de corte. Estos
resultados podrian ser dificiles de interpretar en un contexto clinico, subrayando la
importancia de incluir controles positivos débiles al validar futuros ensayos v,
potencialmente, de establecer un rango de resultados indeterminados que requieran una
prueba confirmatoria.

Al comparar el rendimiento de nuestro ensayo con otros basados en NS5, nuestros
resultados son consistentes. Por ejemplo, un MIA para NS5-ZIKV reporté una sensibilidad
del 74% (Wong et al., 2017), mientras que nuestro 84.2% se acerca al 92% reportado para
un MIA de NS5-WNV (Wong et al., 2003). Es importante destacar que, a diferencia de otros
trabajos que obtuvieron el antigeno a partir de cultivos virales (Narayan et al., 2016),
nuestra produccion de NS5 recombinante en E. coli ofrece una alternativa mas segura,
escalable y econémica.

En conclusiéon, el ELISA-NS5-SLEV desarrollado en esta tesis se establece como una
herramienta diagndstica con un perfil muy valioso: prioriza la especificidad a costa de una

sensibilidad ligeramente menor para las muestras mas débiles. Este perfil lo hace
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particularmente (til en ambos ambitos de aplicacion definidos previamente. En el
diagnostico clinico, su alta especificidad lo convierte en una excelente prueba confirmatoria
para casos sospechosos en contextos de brotes. En la vigilancia epidemiolégica, es ideal
para estudios de seroprevalencia donde evitar los falsos positivos es crucial para no
sobreestimar la circulacion del virus. Ademas, al ser un formato de ELISA, es una técnica
mas rapida, segura y factible de implementar en laboratorios de menor complejidad en
comparacion con el PRNT.

Si bien ningdn ensayo uUnico es perfecto, la complejidad del diagnostico de los flavivirus
requiere el desarrollo de nuevos métodos que, en combinacion con los ya existentes,
permitan una identificacibn precisa de estos virus. El ELISA-NS5-SLEV ofrece una
especificidad que puede complementar a otros ensayos mas sensibles pero menos

especificos.

5.4. Potencial y desafios para el diagnostico de DENV y WNV

Ademés de la validacién del ensayo para SLEV, este trabajo explord el potencial de la
plataforma NS5 para otros flavivirus. La validacion preliminar del ELISA-NS5-DENV-1
(Figura 4.18), aunque realizada con un namero limitado de muestras (especialmente de
controles), arrojo resultados muy prometedores, con una alta sensibilidad y especificidad.
Esto sugiere que el protocolo de produccion de antigeno y de desarrollo de ELISA
estandarizado en esta tesis podria ser una plataforma adaptable para el diagnéstico de
otros flavivirus.

El andlisis de la reactividad cruzada entre SLEV y WNV reveldé un panorama antigénico
complejo, con resultados que demuestran diferencias criticas en las propiedades
antigénicas de las proteinas NS5 de SLEV y WNV (Figura 4.19). El ensayo basado en NS5-
SLEV demostré ser altamente especifico en las condiciones evaluadas, siendo capaz de
discriminar claramente entre la reactividad del suero homdlogo anti-SLEV y la del suero
heter6logo anti-WNV empleado en este ensayo. Este hallazgo inicial, aunque requeriria
validaciébn con un panel mas amplio de sueros, sugiere que la NS5 de SLEV podria
contener epitopes Unicos con potencial para el desarrollo de herramientas de
serodiagndstico mas especificas.

En marcado contraste, la NS5 de WNV exhibié una significativa reactividad cruzada,
reconociendo anticuerpos en el suero anti-SLEV a un nivel estadisticamente superior al del
control negativo. No obstante, es crucial destacar que la reaccion homoéloga se mantuvo
dominante, ya que la sefial generada por el suero anti-WNV fue significativamente mayor
gue la observada con el suero anti-SLEV. Este resultado sugiere la existencia de epitopes

conservados, responsables de la reactividad cruzada, junto con epitopes especificos de
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WNV que son reconocidos con mayor afinidad por los anticuerpos presentes en el suero
homélogo. Si bien la confirmacién de esta tendencia requerira el andlisis de un panel de
sueros mas diverso, estos datos son consistentes con el desafio recurrente del
serodiagnéstico de flavivirus y refuerzan la necesidad de una caracterizacion antigénica
detallada para cada sistema.

Los resultados de los ensayos serolégicos realizados en este trabajo son consistentes con
la especificidad de la proteina NS5 reportada en la literatura. En este estudio, el ELISA
basado en NS5-DENV-1 mostro reactividad con sueros de otros serotipos de Dengue. Este
hallazgo se alinea con reportes previos que indican que, si bien la NS5 puede ser Gtil para
diferenciar entre serocomplejos de flavivirus, su alta conservacién dentro del complejo
Dengue limita su utilidad para la serotipificacién (Zhang et al., 2019).

De manera similar, se observé reactividad cruzada en el ensayo con NS5 de WNV, el cual
fue reconocido por el suero anti-SLEV. Este tipo de reactividad entre virus del serocomplejo
de la Encefalitis Japonesa ha sido previamente documentado. En este contexto, es
importante destacar que, a pesar de observarse ciertos falsos positivos con sueros de
SLEV, se demostré que el uso de NS5 de WNV como antigeno ofrecia una especificidad
considerablemente mayor en comparacion con la proteina E (Wong et al., 2003).

En conclusion, los resultados de esta tesis apoyan firmemente la viabilidad de utilizar la
proteina NS5 para desarrollar inmunoensayos capaces de distinguir entre infecciones por
diferentes serocomplejos de flavivirus. La reactividad cruzada asimétrica observada entre
SLEV y WNV es un ejemplo de la complejidad en el diagnéstico y justifica la necesidad de
realizar estudios mas amplios, con paneles de muestras mas grandes, para establecer
relaciones antigénicas y disefiar las mejores estrategias para un diagnostico diferencial
robusto.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1. Conclusiones

Alo largo de este trabajo de tesis, se han alcanzado los siguientes objetivos:

Se logré producir y purificar exitosamente un panel de seis proteinas NS5
recombinantes de flavivirus de importancia regional. La caracterizacion posterior
confirmé que estas proteinas son funcionalmente activas y antigénicamente
integras, validandolas como herramientas de alta calidad para el desarrollo de
inmunoensayos.

Se generé un panel de cuatro sueros policlonales de conejo dirigidos contra las
proteinas NS5. La validacion de estos reactivos demostré que son de alto titulo y se
confirmé su aplicabilidad para la deteccién de la proteina NS5 tanto en Western blot
como en ensayos de inmunofluorescencia.

Se desarroll6 y estandariz6 un protocolo de ELISA indirecto para la deteccién de
anticuerpos IgG humanos, utilizando las proteinas NS5 de SLEV y DENV-1 como
antigenos. Se optimizaron todos los parametros criticos del ensayo, resultando en
un método robusto y reproducible.

La validacion analitica y diagnéstica del ELISA-NS5-SLEV demostré que el ensayo
es altamente preciso y especifico. Con un panel de muestras clinicas, se determiné
una especificidad del 100% y una sensibilidad del 84.2%, estableciendo su potencial
como una herramienta fiable para el diagnéstivo y vigilancia de infecciones por
SLEV.

La evaluacion preliminar del ELISA-NS5-DENV-1 arrojo resultados prometedores,
con una alta especificidad y sensibilidad en un panel reducido de muestras.
Adicionalmente, los estudios de reactividad cruzada revelaron un complejo patron
antigénico, destacando la capacidad de los ensayos basados en NS5 para

discriminar entre los principales serocomplejos de flavivirus.

6.2.Perspectivas

Los resultados obtenidos en esta tesis abren nuevas y prometedoras lineas de

investigacion.

Un primer desafio a abordar es la optimizacion de la produccion de las proteinas NS5.

Aunque se obtuvieron proteinas funcionales, la degradacion proteolitica fue un problema

recurrente. Futuros estudios, que ya se encuentran en curso en nuestro laboratorio, se
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enfocaran en el disefio de construcciones mas estables mediante mutagénesis dirigida para
mejorar el rendimiento y la homogeneidad de los antigenos.

Las herramientas generadas en este trabajo y los resultados obtenidos en el ELISA de IgG
sientan las bases para el desarrollo de un ELISA de captura para la deteccion de IgM
anti-NS5, un marcador clave de infeccion aguda. Esto requerird la conjugacion de los
anticuerpos policlonales de conejo generados, una estrategia que podria superar las
dificultades encontradas en ensayos directos preliminares.

Asimismo, los reactivos producidos serdn esenciales para la investigacion de la biologia
fundamental de SLEV, un virus poco estudiado. El suero anti-NS5-SLEV permitira realizar,
por primera vez, estudios detallados sobre la localizaciébn subcelular de esta proteina
durante la infeccién.

Finalmente, la disponibilidad de la proteina NS5-SLEV activa permitira profundizar en los
mecanismos moleculares de la replicacion viral. Se planea realizar estudios biofisicos
cuantitativos, como titulaciones fluorimétricas, para caracterizar la interaccion de la
polimerasa con elementos reguladores clave del ARN viral, como las estructuras SLA y
3'SL. Estos analisis permitiran definir parametros fundamentales como la afinidad, la
estequiometria y la especificidad de estas interacciones, aspectos que hasta ahora se
desconocen para la NS5 de SLEV.

Considerando que la proteina NS5 es foco de numerosos estudios para el desarrollo de
tratamientos antivirales y vacunas, la continuacion de estas lineas de investigacion no solo
ampliara nuestro conocimiento sobre la biologia de los flavivirus, sino que también podria
contribuir al disefio racional de nuevas estrategias antivirales y vacunales que tengan a la

proteina NS5 como blanco terapéutico.
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8. ANEXOS

Anexo I. Prueba de suero policlonal anti-NS5-DENV-4

Los resultados presentados en esta seccion fueron obtenidos en colaboracion con el
Laboratorio de Virologia Molecular de la Fundacion Instituto Leloir, dirigido por la Dra.
Andrea Gamarnik. La contribucién de nuestro laboratorio consistié en proporcionar el suero
policlonal anti-NS5-DENV-4 producido en conejo. Los resultados de este estudio
demostraron que el suero reconoce de forma inespecifica la NS5 de DENV-2 y ZIKV en las
condiciones desnaturalizantes del WB (Figura A.1A). En ensayos de IFl de células A549
infectadas, se detecto la proteina nativa NS5-DENV-4 (Figura A.1B). Sin embargo, no se
observo reaccion cruzada frente a NS5-DENV-2 y NS5-ZIKV.
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Figura A.1. Caracterizacion y aplicacion del suero policlonal anti-NS5-DENV-4 (A) Andlisis de la
especificidad y reactividad cruzada del suero por WB. Se analizaron lisados de células A549 no infectadas
(Mock) o infectadas durante 48 horas (48h pi) con DENV-2, tres stocks diferentes de DENV-4, o ZIKV. La
membrana fue incubada con el suero de conejo anti-NS5-DENV-4. La deteccion de GAPDH se utiliz6 como
control. (B) Andlisis de la localizacién subcelular de NS5-DV4 por IFl. Células A549 fueron infectadas con
DENV-4 y analizadas a las 48h pi. La proteina NS5 fue detectada con el suero anti-NS5-DV4 (verde) y la
proteina celular ERC1 con un anticuerpo especifico (rojo).
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ANEXO Il. Panel de sueros humanos

Panel de sueros humanos para ELISA-NS5-SLEV

El panel de sueros utilizado para la validacion fue caracterizado por el Ensayo de
neutralizacion por reduccion de placas (PRNT), utilizando un umbral de positividad de
PRNTs = 1:20. La interpretacion de los resultados de PRNT para diferenciar entre
respuestas inmunes homotipicas (positivas para un solo flavivirus) y heterotipicas (positivas
para varios flavivirus) fue la siguiente: en los patrones heterotipicos, una muestra se
considero positiva para un virus especifico solo si su titulo de anticuerpos neutralizantes era
al menos cuatro veces superior al titulo contra los otros flavivirus analizados.La Unica
excepcion fue la muestra positiva para WNV, cuya condicién fue confirmada como positiva
para IgG e IgM mediante un ensayo de ELISA 'in-house' previamente validado.

Los ensayos fueron realizados por la Biog. Victoria Celina Luppo y la Dra. Cintia Marcela

Fabbri, bajo direccion de la Dra. Maria Alejandra Morales (INEVH).

TablaA.l1

Caracterizacion del panel de sueros humanos mediante el Ensayo de Neutralizacion por
Reduccion de Placas (PRNT)

Dias desde Titulo por PRNT

N° inicio de

sintomas ~ DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4  SLEV  WNV YFV ZIKV
1 6 <10 <10 <10 <10 >80 <10 80 <10
2 8 <10 <10 <10 <10 >80 <10 80 <10
3 13 <20 <20 <20 <20 160 <20 <20 <20
4 25 <20 <20 <20 <20 80 <20 <20 <20
5 12 <10 20 10 <10 40 10 <10 <10
6 57 <10 20 10 10 >80 10 <10 <10
7 5 <10 <10 <10 <10 40 <10 <10 <10
8 24 <10 <10 <10 <10 160 <10 <10 <10
9 4 <20 <20 <20 <20 20 <20 <20 <20
10 16 <40 <40 <40 <40 40 <40 <40 <40
11 175 <40 <40 <40 <40 80 <40 <40 <40
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Dias desde

Titulo por PRNT

N° inicio de

sintomas ~ DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4  SLEV ~ WNV YFV ZIKV
12 5 <20 <20 <20 <20 40 <20 <20 <20
13 62 <40 <40 <40 <40 80 <40 <40 <40
14 30 <40 <40 <40 <40 80 <40 <40 <40
15 70 <40 <40 <40 <40 80 <40 40 <40
16 8 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
17 8 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
18 9 160 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
19 24 320 80 80 40 <40 <40 <40 <40
20 13 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
21 25 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
22 1 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
23 15 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
24 7 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
25 20 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
26 NA <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
27 5 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 40
28 12 <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40 40
29 11 20 20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
30 22 <40 40 <40 <40 <40 <40 <40 <40
31 9 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
32 NA <20 <20 <20 <20 <20 <20 80 <20
33 NA <20 <20 <20 <20 <20 <20 20 <20
34 12 80 20 20 <20 <20 <20 <20 <20
35 19 160 <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40
36 17 <40 <40 <40 <40 <40 <40 320 <40
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Dias desde Titulo por PRNT

N° inicio de

sintomas ~ DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4  SLEV ~ WNV YFV ZIKV
37 32 <20 <20 <20 <20 <20 <20 160 <20
38 NA <40 <40 <40 <40 <40 <40 >1280 <40
39 8 160 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
40 19 160 40 40 <40 <40 <40 <40 <40
41 8 320 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
42 22 >1280 40 40 <40 <40 <40 <40 <40
43 5 <20 <20 <20 <20 20 <20 <20 <20
44 69 <40 <40 <40 <40 40 <40 <40 <40
45 5 <20 <20 <20 <20 <20 <20 320 <20
46 NA >640 20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
47 NA <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
48 10 <20 <20 <20 <20 20 <20 <20 <20
49 34 <40 <40 <40 <40 40 <40 <40 <40
50 16 160 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
51 31 160 <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40
52 8 <20 <20 <20 <20 <20 <20 >640 <20
53 18 <40 <40 <40 <40 <40 <40 640 <40
54 22 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
55 7 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
56 NA 640 80 80 <40 <40 <40 <40 <40
57 17 <40 <40 <40 <40 <40 <40 160 <40
58 NA <40 <40 <40 <40 <40 80 <40 320
59 NA ND ND ND ND ND ND ND ND

Nota. Los titulos se expresan como la inversa de la diluciéon. Se consideraron positivos los titulos > 20, los
cuales se muestran en negrita en la tabla. NA: no aplicable. ND: no determinado. La muestra N° 59
corresponde a la muestra positiva para WNV, cuya condicion fue confirmada como positiva para IgG e IgM

mediante un ensayo de ELISA 'in-house'
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Panel de sueros humanos para ELISA-NS5-DENV-1

Al igual que el panel de sueros utilizado para la validacion del ELISA-NS5-SLEV, los sueros

utilizados fueron caracterizados por PRNT y proporcionados por el INEVH.

Tabla A.2

Caracterizacion del panel de sueros humanos mediante el Ensayo de Neutralizacion por
Reduccion de Placas (PRNT)

Dias desde Titulo por PRNT

N°  inicio de

sintomas  DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4  SLEV ~ WNV YFV ZIKV
60 11 <40 160 <40 <40 <40 <40 <40 <40
61 8 <40 <40 <40 80 <40 <40 <40 <40
62 4 160 <20 <40 <80 <80 <80 <40 <40
63 32 20 >640 40 <20 <20 <20 <20 <20
64 34 >1280 80 NH NH <40 <40 <40 <40
65 5 80 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <10
66 13 320 40 80 40 <20 <20 <40 <20
67 35 80 <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40
68 37 20 320 40 20 <20 <20 <20 <20
69 43 <40 320 40 <40 <40 <40 <40 <40
70 10 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
71 31 <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40 <40

Nota. Los titulos se expresan como la inversa de la dilucion. Se consideraron positivos los titulos > 20, los
cuales se muestran en negrita en la tabla. NH: Neutralizacion al 100%" (del inglés Neutralization, hundred

percent)
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ANEXO Ill. Composicion de soluciones y buffers

Cultivos bacterianos y preparacion de bacterias competentes

- LB Lennox (Luria—Bertani): 5 g de extracto de levadura, 10 g de triptona, 5 g de NaCl, H,O
destilada c.s.p. 1L. Esterilizado por calor humedo en autoclave (Ficolnox SL 9000).

- LB Lennox sdlido: 5 g de extracto de levadura, 10 g de triptona, 5 g de NaCl, 15 g agar
bacteriolégico, H.O destilada c.s.p. 1L. Esterilizado por calor himedo en autoclave (Ficolnox
SL 9000).

- Antibidticos: se preparan en soluciones 1000X. Las soluciones en agua se esterilizan

mediante filtracién con filtros de 0.22 ym estériles (Millex®-GP Filter Unit).

o Ampicilina: 100 mg/mL en agua destilada estéril.

o Kanamicina: 50 mg/mL en agua destilada estéril.

¢ Cloranfenicol: 34 mg/mL en etanol.
- Caldo superéptimo (SOB): 5 g de extracto de levadura, 20 g de triptona, 0.5 g de NaCl, 10
mL de KCI 250 mM, se ajusta el pH a 7.0 con NaOH 5N, H,O destilada c.s.p. 1L.
Esterilizado por calor hiimedo en autoclave Ficolnox SL 9000. Antes de inocular, se afiaden
1.25 ml de MgCl, 2M estéril.
- Buffer Inoue: 55 mM MnCl,-4H,0, 15 mM CaCl,-2H,0, 250 mM KCI, 10 mM PIPES (a
partir de una solucién 0.5 M ajustada a pH 6.7), H.O destilada c.s.p. 1L. Se esteriliza
mediante filtracion con filtros de 0.22 uym estériles (Millex®-GP Filter Unit) y se almacena a

-20°C hasta su uso.

Electroforesis en gel de agarosa
- Buffer TAE: 40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8.0.
- Buffer naranja G 5X: 50 mM Tris-HCI pH 8.0, EDTA 10 mM, 0.025% Orange G, 50% (v/v)

glicerol.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

- Buffer Tris-Glicina-SDS (buffer de corrida): 25 mM Tris base, 192 mM glicina, 0.1% (p/v)
SDS, con un pH de ~8.3.

- Buffer de carga 4X (Buffer de carga Laemmli): 200 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.4% (p/v) Azul de
Bromofenol, 40% (v/v) glicerol, 8% (p/v) SDS, 5% (v/v) B-mercaptoetanol.

- Solucién de tincién: Coomasie brilliant blue R-250 0.25% (p/v), etanol 45% (v/v), &cido
aceético glacial 10% (v/v).

- Solucidn de decoloracion: etanol 40% (v/v), &cido acético glacial 10% (v/v).
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Western blot

- Buffer de transferencia: 25 mM Tris base, 192 mM glicina, 0.1% (p/v) SDS, con un pH de
~8.3.

- PBS (buffer fosfato salino): 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na:HPO4, 1.8 mM KH:POs,
pH 7.4.

- Solucién de bloqueo: 1% (p/v) caseina en PBS.

- Solucion de dilucion: 1% (p/v) caseina en PBS-T (PBS con 0.1% (v/v) Tween-20).

Solucién de Amido Black: Amido Black 0.1% (p/v), isopropanol 25% (v/v), &cido acético
glacial 10% (v/v).

ELISA

- Buffer de sensibilizacion (coating buffer): 10 mM Carbonato de Sodio, 90 mM Bicarbonato
de Sodio, 137 mM NacCl, pH 9.6.

- Solucién de lavado: PBS 1X, 0.2% (v/v) Tween-20, 18.6 g/L NacCl.

- Buffer de dilucién/bloqueo: 1% (p/v) caseina en buffer de lavado.

Purificacion de proteinas
- Buffer de lisis: 50 mM Fosfato de Sodio pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoetanal,
10% (v/v) glicerol, 0.2% (v/v) Tween 20.

- Buffer A: 50 mM Fosfato de Sodio pH 7.5, 300 mM NacCl, 1 mM B-mercaptoetanol, 10% (v/v)
glicerol.

- Buffer B: 50 mM Fosfato de Sodio pH 7.5, 300 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoetanol
10% glicerol (v/v), 500 mM Imidazol.

- Buffer SEC: 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 300 mM NacCl, 10% (v/v) glicerol, 1 mM DTT.

- Buffer de almacenamiento: 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 300 mM NacCl, 10% (v/v) glicerol, 1 mM
DTT.

Ensayo de actividad polimerasa

Buffer de reaccion: 50 mM Hepes pH 8.0, 10 mM KCI, 5 mM MgCl,, 2 mM MnClz, 10 mM
DTT.
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