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Resumen

El reticulo endoplasmatico (RE), ademas de ser una organela de
importancia en diversas funciones celulares, constituye un centro activo
de replicacion y de proteccidn viral induciendo estrés reticular. Existen 3
proteinas transmembrana PERK, IRE1 y ATF6, que censan y activan la
respuesta a proteinas desplegadas (UPR), intentando disminuir dicho
estrés. De no ser posible reestablecer la homeostasis celular, la célula es
conducida a la muerte celular por apoptosis mediada por la caspasa 12.
Dado que esta apoptosis esta relacionada con el proceso de replicacién y
patogenia en una amplia mayoria de virus con genomas ARN, las vias de
sefializacién involucradas en el estrés de RE se han convertido en blancos

atractivos para el desarrollo de antivirales selectivos.

El siguiente trabajo tiene como objetivo general estudiar la regulacion del
mecanismo de estrés de reticulo y la induccién de la muerte celular por
apoptosis como estrategia antiviral para diferentes modelos de virus ARN
de importancia veterinaria: virus de arteritis viral equina (VAE), virus de
la diarrea viral bovina (VDVB) y virus del distemper canino (VDC). Como
objetivos especificos se plantea: (1) Analizar la interaccién de los
modelos virales seleccionados con las diferentes proteinas
transmembrana que median la activacién del estrés de reticulo: PERK,

IRE1 y ATF6. (2) Estudiar la activacion de la caspasa 12 inductora de la
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apoptosis celular inducida por estrés de reticulo. (3) Clonar y expresar
proteinas virales seleccionadas y analizar su participacion en el proceso
de estrés reticular y apoptosis celular. (4) Investigar el efecto de la
inhibicién de los mecanismos en la replicacion viral. (5) Evaluar la
seleccion de las diferentes proteinas virales expresadas y/o de las vias de

sefializacion estudiadas como blancos terapéuticos antivirales.

Las actividades y metodologias a desarrollar, se seleccionaron las
siguientes cepas virales: Bucyrus-VAE, Singer-VDVB y Onderstepoort-
VDC. A partir de ellas, se disefiaran primers para levantar genes
candidatos y obtener construcciones recombinantes. Tanto con dichas
construcciones como cada wuna de las cepas virales, se
transfectaran/infectaran monocapas celulares a partir de las cuales se
recolectardn células a diferentes tiempos postinfeccién. Se prevé la
deteccion por Western Blot de las proteinas activadas PERK, IRE1, ATF6 y
caspasa 12 involucradas en la UPR y en la apoptosis inducida por estrés
reticular respectivamente. Del mismo modo, se estudiara la expresion de
genes BIP, ATF4, ATF6 y caspasa 12, por qPCR y XBP1 spliced y unspliced
por la técnica RT-PCR. Finalmente, se procedera a la inhibicién de las vias
activadas de la UPR y evaluacién, por titulacién viral, del efecto en la

replicacion viral en los cultivos infectados.
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