CENTRO DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS AVANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE INFECTOMICA Y PATOGENESIS
MOLECULAR

“Estudio de la ruta de entrada del virus dengue
en lineas celulares monociticas”

TESIS

Que presenta

Q.F.B. Jael Miranda Guzman

Para obtener el grado de

Maestra en Ciencias

en la especialidad en
Infectomicay Patogénesis Molecular

Director de Tesis:

Dr. Juan Ernesto Ludert Ledn

México, D.F. Agosto de 2013



El presente trabajo se desarroll6 en el laboratorio 8 de Virologia del
departamento de Infectomica y Patogénesis Molecular del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del I.P.N. (CINVESTAV-IPN), Unidad
Zacatenco, bajo la tutoria del Dr. Juan Ernesto Ludert Le6n y la asesoria de
la Dra. Rosa Maria del Angel Nufiez de Céaceres y de la Dra. Ana Lorena
Gutiérrez Escolano, con el apoyo del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACyT) a través de la beca con el niamero de registro
262817 y del proyecto CONACYT con numero 103783 otorgado al Dr. Juan

Ernesto Ludert Ledn.



DEDICATORIA

A mi hija Merari por hacer que mis metas cumplidas sean méas valiosas.
Porque al tenerla presente se ha convertido en mi puerto seguro y una
columna fundamental en la toma de decisiones. Por su incondicional amor y

aliento. Por su eterna confianza y tolerancia. Por su sonrisa y fortaleza.

A mi madre Trini por su siempre generoso apoyo. Por sus palabras, por su

grandeza y humildad.
A mi hermana Arely por su dadivosidad, apoyo y carifio.

A mi sobrina Amaya por alegrarnos con su candidez y espontaneidad.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Juan Ernesto Ludert por su guia, tolerancia, motivacion y confianza.
Asi como por permitirme trabajar bajo su direccion y experiencia.

A la Dra. Rosa Maria del Angel por permitirme trabajar en su laboratorio.

A la Dra. Ana Lorena por sus siempre alentadoras palabras. Por su grata
presencia y su confianza.

Al Dr. Sergio Isaac de la Cruz por sus invaluables consejos y apoyo, tanto
afectivo como técnico. Gracias por tu amistad.

Al Dr. Pedro Luna y a Ravi, por su generoso apoyo con material, equipo y
asesoria; ademas de sus amables sonrisas que hicieron grato mi paso por su
laboratorio.

A Fernando Medina por su apoyo y consejos en el cultivo de las lineas
celulares.

A Henry Puerta por compartir sus conocimientos y alegria.

A Ana, Humberto, Liliana, Cinthia, Rebeca, Salomé, Clemente y demas
comparieros de laboratorio que hicieron especial mi estancia en él.

A los doctores que con sus palabras amenizaron mi estancia en el
departamento. Por darme su confianza que me apoyd en los momentos de
flaqueza.

A las secretarias Irma, Clarita y Marcela, por su amable disposicion.

A mis comparfieros del departamento y del CINVESTAV, que con su
generosa contribucion me ayudaron a lograr mis objetivos.

A mis amigos Israel y Gerardo por escucharme, apoyarme y alentarme
incansablemente.

A mis amigos de artes marciales por ensefiarme que nuestra fortaleza esta
en ser un grupo, ser amigos, acompafarnos y apoyarnos en el camino del
aprendizaje. Gracias Sergio (Flintstone), Dany, Mario, Mauro, Mario, Juan,
Gaby, Eder, Ernesto, Sergio, César, Naye Yy el resto de los chicos y chicas.

A Jorge por su grata compaiiia.



INDICE GENERAL

Pagina
Abreviaturas Vi
Lista de Figuras y Tablas Xl
Resumen Xl
Abstract XIvV
Introduccion 1
1.1. Epidemiologia 1
1.2. Situacion actual del dengue 3
1.3. Transmision y propagacion del virus 6
1.4. Clasificacién y manifestaciones clinicas del dengue 7
1.5. Inmunidad al virus dengue 9
1.6. Virus dengue 10
Antecedentes directos 13
2.1. Ciclo replicativo del virus dengue 13
2.2. Receptores para el virus dengue 14
2.3. Linea celular U937 17
2.4. Receptores para el virus dengue descritos en monocitos y 17

macrofagos

2.5. Infeccién por DENV en células THP-1 y U937 expresando DC-SIGN 19
2.6. Vias de entrada del virus dengue 20
2.7. Entrada del virus dengue en monocitos 23
2.8. Transito del virus dengue dentro de la célula 24
2.9. Importancia de los macrofagos en la infeccion por virus dengue 24
Justificacion 27
Hipétesis 27
Objetivos 27
5.1. Objetivo general 27
5.2. Objetivos particulares 27
Materiales y métodos 28
6.1. Cultivos celulares 28
6.2. Propagacion y titulacion viral 28
6.3. Compuestos inhibidores y anticuerpos 29



6.4. Ensayos de viabilidad celular luego del tratamiento con compuestos

inhibidores

6.5. Ensayos de determinacion del efecto de los compuestos inhibidores
en las lineas celulares U937 y U937-DC-SIGN

6.6. Ensayos de inhibicion de la entrada viral por uso de compuestos
inhibidores y anticuerpos contra HSP70 y HSP90

6.7. Extraccion de RNA viral

6.8. Ensayos de RT-PCR en tiempo real

6.9. Curva estandar de correlacion entre Cqy UFP/mL
6.10. Determinacién de la presencia del antigeno NS1 del virus dengue
por ELISA

6.11. Ensayos de determinacion de co-localizacion de la proteina E del
virus dengue con Rab5 y Rab7 en la linea celular U937-DC-SIGN.

6.12. Analisis estadistico
7. Resultados
7.1. El tratamiento con PMA por 48 h y 24 h de reposo induce la
diferenciacion de las células U937 y U937-DC-SIGN

7.2. HSP70 y HSP9O0 participan en la infeccion por DENV4 a células
U937 y U937-DC-SIGN

7.3. El DENVA4 utiliza la via de entrada mediada por clatrina y un pH
acido para su internalizacion en células U937 y U937-DC-SIGN

7.4. El virus dengue es transportado a través de endosomas tempranos
a tardios en células U937-DC-SIGN.
8. Discusion
9. Conclusiones
10. Perspectivas

11. Bibliografia

12. Anexos
12.1 Anexo 1

30

30

31

32
32

33
35

37

37
38
38

39

42

53

57
65
66

67

83
83



A-555
AC

ADE

Ae.
Ag
BHK-21

BHQ

CD

CDC

CHO

Cq
Cu
D
D4C
DAF

D4P

DAPI

DC-SIGN

DEF

ABREVIATURAS

Animoéacido
Alexa 555
Adenina-Citosina

Antibody-dependent enhancement - facilitacion inmunoldgica
mediada por anticuerpos

Aedes

Antigeno

Baby hamster kidney - Fibroblastos de rifion de hamster
Black Hole Quencher®

Proteina de capside del virus dengue

Cluster of differentiation - grupo de diferenciacion

Centers for Disease Control and Prevention - Centros de
Control y Prevencién de Enfermedades

Chinese Hamster Ovary - Células de ovario de hamster chino
tipo epiteliales

Ciclo umbral, threshold o de cuantificacion
Citosina-Uracilo

Dengue

Oligonucledtidos iniciadores reversos
Oligonucledtidos iniciadores directos

Sonda especifica dirigida a un segmento del genoma del
serotipo 4 del virus dengue

4'.6-diamidino-2-fenilindol

Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-
grabbing nonintegrin - Molécula de adhesion intercelular 3 no
asociada a integrina, especifica de células dendriticas

Defunciones

Vi



DENV
DEPC
Dl

DSS

Fc

FcyR

FD
FHD

FR

h.p.i.
HSP70
HSP90
IFN

IFN-y

rpm

LPS

Virus dengue

Dietilpirocarbonato

Dominio Il de la proteina E del virus dengue
Sindrome de choque por dengue

Proteina de envoltura del virus dengue
Fraccion cristalizable

Receptor de la fraccion cristalizable de
inmunoglobulina

Fiebre por dengue

Fiebre hemorragica por dengue
Forma replicativa

Gramo

Hora

Horas posteriores a la infeccion
Proteina de choque térmico 70
Proteina de choque térmico 90
Interferén

Interferon gamma
Inmunoglobulina E
Inmunoglobulina G
Inmunoglobulina M

Interleucina

Intermediario replicativo

Kilo daltones

Revoluciones por minuto

Lipopolisacéarido

gamma

\l



M1

M2
m-7GpppAmp

MCSF

MALDI-TOF

mg
min
mL
MOl

MTS

nM
nm
NS1
NS2a
NS2b
NS3
NS4a
NS4b
NS5

PAHO

PBS

Macrofagos tipo 1 (activacion clasica o fenotipo pro-
inflamatorio)

Macroéfagos tipo 2 (fenotipo anti-inflamatorio)
Capucha tipo 1

Macrophage Colony-Stimulating Factor - Factor estimulante
de colonias de macrofagos

Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight -
Desorciodn/ionizacién laser asistida por matriz-detector de
tiempo de vuelo

Miligramos

Minutos

Mililitros

Multiplicity of infection - Multiplicidad de infeccién
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

Normal

Nanomolar

Nanometros

Proteina no estructural 1 del virus dengue

Proteina no estructural 2a del virus dengue

Proteina no estructural 2b del virus dengue

Proteina no estructural 3 del virus dengue

Proteina no estructural 4a del virus dengue

Proteina no estructural 4b del virus dengue

Proteina no estructural 5 del virus dengue

Pan American Health Organization - Organizacion Pan
Americana de la Salud

Solucién amortiguadora de fosfatos salina
Potencial de hidrogeno

VI



PMA

prM

RNA

RPMI

gRT-PCR

Thl

Th2

TNF-a

U937
U937-DC-SIGN
UFP/mL

UTR

VIH-1

WHO

a-HSP90
a-HSP70
a-NR

uL

UM

3CS
3'NC
3'UAR

5CS

Acetato de forbol miristato

Proteina precursora de la proteina de membrana del virus

dengue

Acido ribonucléico

Medio base para cultivo celular Roswell Park Memorial

Institute

Retro-Transcripcion-Reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa

Respuesta inmune de células T cooperadoras tipo 1
Respuesta inmune de células T cooperadoras tipo 2
Factor de necrosis tumoral alfa

Linea celular promonocitica

Linea celular promonocitica expresando DC-SIGN
Unidades formadoras de placa por mililitro

Regidn no traducida

Virus de la inmunodeficiencia humana 1

World Health Organization - Organizacion Mundial de la

Salud

Anticuerpos dirigidos contra la proteina HSP90
Anticuerpos dirigidos contra la proteina HSP70
Anticuerpos dirigidos contra un antigeno no relacionado
Microlitros

Micromolar

Secuencia de ciclizacion 3'

Regidén no codificante 3'

Region AUG 3'

Secuencia de ciclizacién 5'



5'SLA Estructura de tallo y burbuja A
5'UAR Regiéon AUG 5'

5UTR Region no traducida 5'



Figuras
Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Distribucion mundial del dengue, 2010

Ciclos de transmision del DENV

Morfologia de la particula del virus dengue

Mapa genomico del virus dengue

Esquema general del ciclo replicativo de los falvivirus
Entrada y fusion de los flavivirus

Endocitosis mediada por clatrina

Curva estandar de correspondencia entre RNA 'y Cq

Curva de equivalencia entre los valores de Cq Yy
UFP/mL

Células U937 y U937-DC-SIGN antes y después de ser
diferenciadas

Medicion de los niveles de progenie viral en células
U937-DC-SIGN mediante RT-PCR tiempo real posterior
al tratamiento con anticuerpos contra HSP70 y HSP90 y
la posterior infeccién con DENV4

Medicidon de los niveles de progenie viral en células
U937 mediante RT-PCR tiempo real posterior al
tratamiento con anticuerpos contra HSP70 y HSP90 y la
posterior infeccion con DENV4

Medicion de la viabilidad celular de células U937 vy
U937-DC-SIGN bajo el tratamiento con diferentes
concentraciones de dansilcadaverina y dynasore®

Medicion de la viabilidad celular de células U937 y
U937-DC-SIGN bajo el tratamiento con diferentes
concentraciones de bafilomicina Al

Determinacion del efecto de los compuestos inhibidores
sobre la endocitosis de transferrina y la acidificacion de
vesiculas en células U937

Pagina

11

11

14

21

23

34

34

38

40

41

43

44

46

Xl



Figura 16 Determinacién del efecto de los compuestos inhibidores 47
sobre la endocitosis de transferrina y la acidificacion de
vesiculas en células U937-DC-SIGN

Figura 17 Medicion del efecto de los compuestos inhibidores de la 49
entrada viral en la infeccion por DENV en células U937
y U-937-DC-SIGN

Figura 18 Células U937-DC-SIGN tratadas con anticuerpos contra 50
HSP70 y HSP9O0 e infectadas con DENV4

Figura 19 Células U937-DC-SIGN tratadas con compuestos 51
inhibidores de la entrada viral e infectadas con DENV4

Figura 20 Presencia del antigeno NS1 en sobrenadantes de 52
células tratadas con compuestos inhibidores de la
entrada viral

Figura 21 Co-localizacion de la proteina E del virus dengue con 54
Rab5 en la linea celular U937-DC-SIGN.

Figura 21 Co-localizacion de la proteina E del virus dengue con 55
Rab5 en la linea celular U937-DC-SIGN.

Tablas

Tabla 1 Numero de casos anuales confirmados de fiebre por 5
dengue (FD), fiebre hemorragica por dengue (FHD) y
defunciones por fiebre hemorragica (DEF) en México en
el periodo 2000 a 2012 y el primer semestre del 2013

Tabla 2 Moléculas de asociacion a membrana para el DENV 15

Tabla 3 Numero de UFP equivalentes/mL correspondientes a
cada condiciébn de los ensayos de inhibicibn de la
infeccion por DENV empleando anticuerpos dirigidos
contra las proteinas HSP70 y HSP90 para células U937
y U937-DC-SIGN.

Tabla 4 Numero de UFP equivalentes/mL correspondientes a
cada condicion de los ensayos de inhibicion de la
infeccibon por DENV por el efecto de compuestos
inhibidores de la entrada viral.

Anexos

Anexo 1 Tablas de valores de UFP equivalentes/mL

Xl



RESUMEN

El dengue es la enfermedad producida por arbovirus de mayor
importancia a nivel mundial. Aproximadamente 3.6 mil millones de personas
habitan en zonas de riesgo de transmision del virus dengue, agente causal de la
enfermedad. Hasta el momento, no existen una vacuna o un tratamiento contra
la infeccidon. En México, el nUmero de casos tanto de fiebre por dengue como de
dengue severo o fiebre hemorragica por dengue, han aumentado en mas del
cincuenta por ciento con respecto al afio anterior; aunado a esto, los cuatro
serotipos del virus dengue se encuentran en co-circulacion en el pais, lo cual se
considera un factor de riesgo para la forma mas grave de la enfermedad.

Para establecer una infeccion productiva, el virus dengue requiere su
entrada en la célula blanco y la liberacion del genoma viral en el citoplasma.
Este proceso incluye diversos pasos, siendo algunos de ellos la unién del virus a
sus receptores en la superficie celular, la internalizacion del virus, su trafico a
través de endosomas hacia un ambiente &cido y la fusién de las membranas
endosomal y viral que permiten la liberacién del RNA viral en el citoplasma.

El principal blanco celular del virus dengue in vivo son los macréfagos, sin
embargo, estos juegan un papel dual en la infeccién por virus dengue. Por un
lado, los macrofagos la inhiben promoviendo una respuesta inmune innata
contra el virus, eliminan células infectadas y presentan antigenos virales a los
linfocitos T y B dirigiendo la respuesta inmune especifica. Por otro lado, son
altamente permisivos a la infeccién, producen citosinas que incitan una
respuesta inmune Th2 permisiva a la infeccidn, eliminan células sanas cercanas
a la infeccion y provocan un aumento en la permeabilidad capilar contribuyendo
a la patogénesis de la enfermedad.

Las lineas celulares monociticas THP-1 y U937 han sido utilizadas como
modelo in vitro de infeccion en macréfagos. Estas células se infectan a bajos
niveles; sin embargo, cuando son transfectadas para la expresion de DC-SIGN,
una lectina que es usada por el virus para ingresar a células dendriticas, su
infeccion aumenta considerablemente.

Estudios llevados a cabo en células U937 vy cultivos primarios de
macréfagos indican que las proteinas HSP70 y HSP90 forman parte del
complejo receptor del virus, y que el DENV utiliza la endocitosis mediada por
clatrina para su entrada a estas células.

A fin de corroborar y analizar estos hallazgos, en este trabajo se usaron
anticuerpos contra HSP70 y HSP90 para bloquear la unién de DENV e
inhibidores de la endocitosis mediada por clatrina (dansilcadaverina/dynasore) y
de la acidificacion vesicular (bafilomicina Al) para analizar la entrada de DENV4
a través de la medicion de la progenie viral producida usando gRT-PCR; en
células U937 y U937-DC-SIGN diferenciadas a macréfagos.

Los resultados sugieren que el DENV4 usa a los receptores HSP70 y
HSP90, la endocitosis mediada por clatrina y requiere un ambiente acido para
entrar en ambos tipos celulares. Estos resultados sugieren ademas que la linea
celular U937-DC-SIGN, puesto que es mas susceptible a la infeccion, podria
sustituir a la linea U937 en el estudio de la infeccion por el virus dengue en
macroéfagos, especialmente en el estudio de eventos tempranos.
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ABSTRACT

Dengue is the most important arboviral disease worldwide. Approximately 3.6
billion people live in areas at risk of dengue virus transmission, causative agent
of the disease. So far, no vaccine or treatment against infection is available. In
Mexico, the number of cases of both dengue fever or severe dengue
hemorrhagic fever, have increased by more than fifty percent over the previous
year. In addition, the four serotypes of dengue virus are found co -circulating in
the country, which is considered a risk factor for the development of severe
forms of the disease.

To establish a productive infection, dengue virus requires entry into the target
cell and the viral genome to be released into the cytoplasm. This process
includes several steps; virus binding to receptors on the cell surface,
internalization of the virus, traffic through endosomes to an acid environment and
the fusion of the viral and endosomal membranes to allow the release viral RNA
in the cytoplasm.

The major cellular target of dengue virus in vivo are macrophages. However,
they play a dual role in dengue virus infection. On one hand, macrophage inhibit
infection promoting an innate immune response against the virus, removing
infected cells and presenting viral antigens to T and B cells; thu, directing specific
immune response. On the other hand, they are highly permissive to infection
generating the cytokines and inducing a Th2 immune response permissive to
infection, and causing an increase in capillary permeability, all this contributing to
the pathogenesis of the disease.

Monocytic cell lines THP-1 and U937 have been used as in vitro model of
infection in macrophages. These cells are infected at low levels; however, when
transfected for the expression of DC-SIGN, a lectin which is used by the virus to
enter the dendritic cells, their infection increases considerably.

Studies carried out in U937 cells and primary cultures of macrophages
indicate that HSP70 and HSP90 proteins are part of the virus receptor complex
and that the DENV uses clathrin-mediated endocytosis for entry to these cells.

In order to corroborate and expand these findings, in this work we used
antibodies against HSP70 and HSP90 to block the binding of DENV and
inhibitors of clathrin-mediated endocytosis (dansylcadaverine / dynasore) and
vesicular acidification (bafilomycin Al) to analyze the DENV4 infection through
the measurement of viral progeny produced in U937 and U937-DC-SIGN
differentiated macrophages using qRT-PCR.

The results suggest that the DENV4 uses HSP70 and HSP90, as part of the
receptor complex, and enter the cell via clathrin-mediated endocytosis and
requires an acidic environment to enter both cell types. These results further
suggest that the cell line U937-DC-SIGN might replace U937 line in the study of
dengue virus infection in macrophages, particularly in the study of early events.
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1. INTRODUCCION

Los virus dengue (DENV) son flavivirus que se distinguen entre ellos
por la respuesta serologica que provocan. Existen 4 serotipos bien definidos
(DENV1-DENV4) y cualquiera de ellos es capaz de provocar la enfermedad
llamada dengue (Simmons et al. 2012).

Dengue es un término introducido a la terminologia médica, adaptado
del swahili dinga, dyenga, ki-dinga pepo o ki denga pepo, que significa "golpe
subito causado por un espiritu maligno” (Ooi et al. 2006, Secretaria de Salud
2003). Se usa para identificar a una enfermedad producto de la compleja
interaccién entre el mosquito vector, principalmente Aedes aegypti y Aedes
albopictus; el virus, cualquiera de los cuatro serotipos que aunque estan
cercanamente relacionados, son antigénicamente diferentes; y el hospedero,
el humano. Esta enfermedad se caracteriza por causar infecciones
asintomaticas o subclinicas, fiebre por dengue (FD) o dengue severo o
grave, o fiebre hemorragica por dengue (FHD) (Burnett 2013, Endy 2010,
WHO 2009).

1.1. Epidemiologia.

A pesar de que hace solo cien afios se iniciaron los primeros estudios
sobre enfermedades transmitidas por mosquito, los sintomas caracteristicos
del dengue han permitido especular sobre su existencia en China desde
hace mil aflos (Gubler 1998, Reiter 2001). En el siglo XVII se registraron los
primeros brotes de la enfermedad en la India francesa y en Panama. Y en el
siglo XVIII en Indonesia, Egipto, los Estado Unidos de América — en Filadelfia
donde Benjamin Trush la llamoé fiebre quebranta huesos-, India, Perud, Kenia
y Tanzania; sefialando la presencia de la enfermedad en tres continentes:
Asia, Africa y América. Desde entonces, los tropicos y subtropicos han sido el
centro de la emergencia del dengue como un problema de salud publica,
presentado brotes de manera constante (Gubler 2002, Halstead 2006,

Simmons et al. 2012). En América, los brotes de dengue se han presentado



desde el siglo XIX. A mediados del siglo XX, el serotipo de virus dengue
circulante en América fue el DENV2. Posteriormente, se importé a Jamaica
el serotipo DENV3 proveniente de Asia, también a Venezuela y Puerto Rico
(Neff et al. 1967). La primera epidemia de FD documentada en laboratorios
estaba relacionada con el serotipo de DENV3 y ésta afectd a la Cuenca del
Caribe y Venezuela entre 1963 y 1964. En 1968-1969, otra epidemia se
presento en varias islas del Caribe y mientras ésta transcurria se aislaron los
serotipos de DENV2 y 3. Durante la década de 1970, Colombia se vio
afectada por extensos brotes asociados con los serotipos DENV2 y 3; en ese
periodo estos serotipos se hicieron endémicos en el Caribe. En 1977, se
introdujo el serotipo DENV1 que después de su deteccion inicial en Jamaica
se propag6 a la mayoria de las islas del Caribe causando brotes explosivos.
La presencia de estos tres serotipos llevé a la presencia de infecciones
secundarias con DENV2-DENV1 y DENV3-DENV1. Se observaron brotes
similares en Sudamérica septentrional, América Central y México. Fue en
1981 cuando se introdujo DENV4 y DENV2 genotipo Il al Caribe, y pronto se
propagaron al resto del continente (Halstead, 2006). Los primeros casos de
dengue hemorragico se registraron en 1981, en Cuba (Kouri et al. 1986),
posteriormente casos de dengue severo se reportaron en la mayoria de los
paises, como Brasil, Colombia, Ecuador, Honduras, México y Venezuela
(Gubler 2002; Torres et Castro 2007).

En un intento por detener la transmision de la enfermedad, a principios
de la segunda mitad del siglo XX, la Organizacibn Pan Americana de la
Salud (Pan American Health Organization-PAHO) junto con las autoridades
de varios paises del continente americano; realizaron una campafa de
erradicacion contra Aedes aegypti, el mosquito vector en Ameérica en ese
momento. Esta campafia fue exitosa y redujo la presencia del mosquito
vector de manera importante (Halstead 2006, Hanley et al. 2013). Sin
embargo, la falta de continuidad y participacion de todos los paises
infestados por el mosquito en los afios subsecuentes, condujo a la re-

infestacion y al aumento de la presencia del mosquito en el continente, asi
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como a la reaparicion de la enfermedad (Gubler 2011, Monath 1994, Reiter
2001).

En México, la transmision del DENV fue registrada por primera vez en
1941 vy, debido a la erradicacion del vector en 1963, disminuy6 el nimero de
casos. Sin embargo, en 1978 reaparecié en México en la frontera sur como
FD. Esto sucedio en el Estado de Chiapas, de donde se propag6 en el
siguiente afo a los Estados de Oaxaca, Quintana Roo, Veracruz y Yucatan,
principalmente. En 1980 se presentd una epidemia que afectd a quince
Estados, incluyendo a Estados del Norte, Coahuila, Chiapas, Nuevo Leon,
San Luis Potosi, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan, Hidalgo, Morelos,
Querétaro y Zacatecas. Durante esta década, el pais experimento varias
epidemias por DENV1. En 1982 se detectd la transmision de DENV1 y
DENV4 en los Estados de Oaxaca y Tamaulipas, y se presentd transmision
en Guerrero y Puebla. Entre 1983 y 1986 se demostro la circulacion de
DENV1, DENV2 y DENV4; con la presencia en Jalisco y el Estado de México
(Secretaria de Salud 2003).

Entre 1990 y 1993 hubo una disminucién importante en la incidencia
de la FD; sin embargo, la presencia del virus se extendio y dispers6 con la
forma hemorrdgica de la enfermedad en 1994. Entre 1994 y 1998 se
registraron 155011 casos con una media anual de 31002. Para 1999 se
notificaron 14667 casos en 21 Entidades Federativas y se detectd la

circulaciéon de los cuatro DENV en el pais (Secretaria de Salud 2003).
1.2. Situacion actual del dengue.

Actualmente, el dengue es la enfermedad causada por arbovirus mas
importante en humanos y es una causa seria de morbilidad y mortalidad en la
mayoria de las areas tropicales y subtropicales del mundo. Esto como
consecuencia de que en los ultimos 50 afios la incidencia de la enfermedad
ha aumentado 30 veces junto con un incremento de la propagaciéon a nuevos

paises y, en la pasada década, del medio urbano al rural. Se estima que



ocurren 50 millones de infecciones por DENV anualmente (Guzman et al.
2010, Halstead 1988, WHO 2009) en aproximadamente 120 paises y cerca
de 3.6 mil millones de personas viven en paises donde la enfermedad es
endémica. La propagacion de la enfermedad a regiones al norte como Nepal
y al sur como Buenos Aires, Argentina; se ha promovido debido a cambios
en la urbanizacion, el crecimiento de la poblacion y el incremento de la
movilidad (Mandell et al. 2006, Ng 2011), y de la misma manera ha sucedido
en el resto del mundo. Otro factor que ha demostrado puede ser decisivo, es
la falta de un control efectivo del mosquito en las areas donde el dengue es
endémico (Gubler 1998, Ng 2011, OPS 1995).

En la Figura 1 se observa la distribucién actual del dengue en el
mundo, en el cual se aprecia una marcada presencia de la enfermedad tanto

en América como en la regidn Asia Pacifico.
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Figura 1. Distribucion mundial del dengue, 2010. Se indican las regiones en las que hay
presencia de dengue, en rojo en donde se ha reportado mayor presencia de la enfermedad y
disminuye hasta llegar a verde, en donde no se han reportado casos. Fuente: Bhatt 2013.



En América, en el 2011, el numero de casos de dengue y el de
muertes por dengue disminuyeron aproximadamente un 40%. Esta tendencia
continud en el 2012. No obstante, en América continda la co-circulacion de
los 4 serotipos del DENV, lo cual aumenta el riesgo de aparicion de formas
severas de la enfermedad, y las condiciones propicias para continuar con la
transmision del dengue (PAHO/WHO 2013).

Durante los ultimos 12 afios, en México, el nimero de casos tanto de
FD como FHD ha aumentado de manera considerable como se muestra en la
Tabla 1. El 2009 fue el afio con el mayor nimero de casos totales (52 534),
lo que significa un aumento de casi 31 veces en el numero de casos con
respecto al afio 2000. Y, aunque en el 2011 se observo una disminucion del
namero de casos totales con respecto al 2010 de aproximadamente 45%, en
el 2012 estas cifras aumentaron considerablemente. En el 2013, en la
primera mitad del afio ya se han presentado un total 10,574 casos de FD y
FHD, esta cifra supera al nUmero de casos que se presentaron en la primera
mitad del 2012 (6 390). Es necesario mencionar que estos numeros podrian
subestimar el nUmero de casos reales ocurridos en el pais (SINAVE-INDRE-
CENAPRECE 2013).

Tabla 1. Numero de casos anuales confirmados de fiebre por dengue (FD), fiebre
hemorragica por dengue (FHD) y defunciones por fiebre hemorragica (DEF) en México en el
periodo 2000 a 2012 y el primer semestre del 2013.

Casos confirmados en México (pais)

Total DEF | Afio FD

2000 1706 50 1756 | sD 2007 40 559 7897 29 48 456
2001 6 033 191 6224 | sp 2008 26 596 6719 25 33315
2002 9844 | 1429 | 11273 | sp 2009 41972 | 10562 38 52 534
2003 5018 | 1419 6537 | sD 2010 22 352 6 336 47 28 588
2004 6076 | 1769 7835 | spD 2011 10 970 4608 36 15 568
2005 16862 | 4255 | 21117 | sp 2012 32662 [ 17 706 64 40 368
2006 22810 | 4477 | 27287 | sp 2013 7590 2984 11 10 574

DEF= Nimero de defunciones reportado. SD=Sin dato. Fuente: DGE-SINAVE.



1.3. Transmisiony propagacion del virus.

La transmision del virus relacionada con Aedes aegypti se demostro
en 1903 (Mandell et al. 2006). Con la rapida expansion de las poblaciones
urbanas en las ultimas décadas, han aumentado tanto el habitat como la
disponibilidad de alimento para el mosquito vector y, junto con la carencia de
un sistema eficiente para su control, se ha potenciado el riesgo de

transmision del virus (Padmanabha et al. 2012, Reiter 2001).

La existencia de primates que pueden ser infectados por el virus
sugiere un papel de estos como reservorios; sin embargo, el humano ha
resultado ser el principal reservorio, asi como el principal medio de
transmision entre humanos (Cecilio et al. 2009). Existen dos ciclos de
transmision del DENV. Uno peridoméstico, por especies de Aedes, y uno
selvéatico en donde el virus es transmitido por especies de Aedes arboreas
entre primates no humanos. El Gltimo se ha observado en Malasia, Africa y
Senegal (Chen et Vasilakis 2011, Hanley 2013, Holmes et Twiddy 2003, Kyle
et Harris 2008).

En las Américas, el DENV persiste en la naturaleza mediante un ciclo
de transmision hombre-Aedes aegypti-hombre (Gubler 2012, OPS 1995),
como lo indica la Figura 2, con epidemias periodicas.

Ciclo selvatico/enzodtico Ciclo epidémico

e A
i ﬁ// N %/

Figura 2. Ciclos de transmision del virus dengue (Stephen et al. 2007).




El DENV es transmitido a los humanos por mosquitos del género
Aedes (Stegomyia) (Foster et Walker 2009, Gubler 2002, Halstead 2004,
OPS 1995, Villegas et al. 2010, WHO 2009), siendo los mas importantes Ae.
aegypti, Ae. albopictus, Ae. polynesiensis y Ae. scutellaris (Domingo-
Carrasco et Gascon-Bustrenga 2005, Gubler 1988, WHO 2009), en el orden
mencionado. Los mosquitos de las especies aegypti y albopictus, son los
principales vectores en América y Africa (Were 2012), y en Asia
(Raharimalala et al. 2012, Rezza 2007); respectivamente.

1.4. Clasificacion y manifestaciones clinicas del dengue.

La mayoria de las infecciones por dengue son asintomaticas; sin
embargo, cuando se presenta la enfermedad, los sintomas pueden llevar de
una enfermedad febril autolimitada, hasta una enfermedad severa e incluso
mortal. Esta enfermedad solia clasificarse como fiebre por dengue (DF) y
fiebre por dengue hemorragica (DHF), esta dltima con cuatro grados de
severidad, | a IV; el lll y IV definidos como sindrome de choque por dengue
(DSS) (Halstead 2004). La DHF era diagnosticada como tal cuando se
cumplian cuatro criterios: fiebre con una duracion de entre 2 y 7 dias,
evidencia o tendencia a hemorragia por una prueba de torniquete positiva o
hemorragia espontanea, un conteo de plaquetas menor a 100x10%L y fuga
de plasma (cambios en el hematocrito y efusion pleural). Sin embargo, la
dificultad para definir casos de la enfermedad como FHD llevo al
establecimiento de una clasificacion diferente. Esta Ultima clasificacion fue
presentada por la WHO en el 2009 definiéndose solo dos categorias, dengue

y dengue severo o grave.

El dengue se caracteriza por fiebre y dos o mas de los siguientes
sintomas: vémito, ndusea, salpullido, dolor retro-ocular, muscular, de cabeza
ylo articular; leucopenia y prueba de torniquete positiva. Este también incluye
signos de alerta como vomito persistente, dolor abdominal, sangre en
mucosas, hepatomegalia, letargia, un incremento en el hematocrito y conteo
de plaguetas disminuido (Stephen et al. 2007, WHO 2009).



En el dengue severo, aunado a los sintomas del dengue, se observa
fuga de plasma que puede dirigir a choque y derrame pleural que lleve a
estrés respiratorio, hemorragia severa y/o falla organica mdultiple (falla
hepédtica o renal agudas, encefalopatia o encefalitis). Algunas
manifestaciones inusuales son la cardiomiopatia y la encefalitis (Simmons et
al. 2012, WHO 2009).

Clinicamente, el dengue puede ser dificil de diferenciar de otras
arbovirosis (Goddard 2000) o enfermedades exanteméticas, como sucede
con la enfermedad provocada por el virus chikungunya (Soumahoro et al.
2010), rubeola, parvovirus humano B19, roséola infantum, fiebre escarlata

(Pull et al. 2012) y la fiebre amarilla.

Existen varios factores de riesgo para desarrollar FHD o dengue severo,
como es el aumento de la infeccidon que se presenta con DENV en individuos
que experimentan una infeccion secundaria, fenébmeno conocido como ADE
(del inglés antibody-dependent enhancement) o aumento de la infeccion
mediada por anticuerpos. El ADE sucede cuando el individuo tiene presencia
de anticuerpos no neutralizantes o0 heterblogos en cantidades
subneutralizantes (Halstead et al. 1977). Estos anticuerpos pueden participar
en el aumento de la severidad de la enfermedad en infecciones secundarias,
ya que permiten que virus opsonizados se unan a células que presentan
receptores Fc gamma (FcyR-CD16, 32 y 64); las cuales, ahora se infectan
mas eficientemente. Asi, no solo aumenta el nimero de células infectadas
(ADE-extrinseco), sino también aumenta la produccién viral por célula (ADE-
intrinseco) (Dejnirattisai et al. 2010, Kou et al. 2011) y se presenta ademas
una intensa produccién de citocinas. La virulencia de la cepa es otro factor;
por ejemplo, Leitmeyer, Rico-Hesse y cols. (1999) sugieren que la cepa
americana de DENV2 presenta menor virulencia que la cepa del mismo
serotipo circulante en el sureste asiatico. Otros factores implicados en la
severidad son la edad, el sexo, el estado nutricional (Goddard 2000), la

memoria heterogénea de células T, el fondo genético del individuo y factores



de mimetizacion de proteinas virales (Chen et al. 2009, Stephen et al. 2007,
Sun et al. 2007).

Aunque las terceras y cuartas infecciones son muy raras (WHO 2011),
se calcula que el riesgo de presentar FHD no es mayor para los que sufren
una tercera o cuarta infeccion que para los que sufren una segunda infeccion
(Gibbons et al. 2007).

En la actualidad no existe tratamiento especifico, ni vacunas, para el

dengue.

1.5. Inmunidad al virus dengue.

Una infeccién por DENV provoca una fuerte respuesta humoral que
protege de por vida contra la reinfeccion por el mismo serotipo y ofrece una
proteccién por corto tiempo contra otro serotipo. Sin embargo, la inmunidad
mediada por células T también contribuye significativamente a limitar o
eliminar la infeccion viral (Halstead 2004, Simmons et al. 2012). Ademas, en
nifos menores de seis meses, los anticuerpos neutralizantes transmitidos a

partir de la madre son protectores.

Se han detectado que la respuesta humoral esté dirigida contra varias
proteinas virales (Abubakar et al. 2002), siendo las proteinas mas
inmunogénicas la proteina no estructural (NS) 1 (Chuang 2013), proteina
premembrana (prM) (da Silva Voorham et al. 2012, de Alwis et al. 2011) y
proteina de la envoltura (E), dominio Il (bloquean principalmente la fusion de
la membrana) y dominio Ill (bloquean la unién a receptor) (Reddy et al. 2012,
Sukupolvi-Petty et al. 2013). También se han detectado anticuerpos dirigidos
contra las proteinas NS2a y NS3 (Abubakar et al. 2002, Fibriansah et al.
2013, Garcia et al. 1997, Stephen et al. 2007).



1.6. Virus dengue.

El virus dengue tiene un genoma de RNA, de una sola cadena de
polaridad positiva, de aproximadamente 11000 nucleétidos (Henchal et
Putnak 1990, Paranjape et Harris 2010, Rice 2007, WHO 2009) y pertenece
a la familia Flaviviridae, género Flavivirus (Westaway et Blok 1997, WHO
2009), al igual que otros patdogenos humanos como los virus de la encefalitis
Japonesa, encefalitis de San Luis, de la Fiebre Amarilla y del Oeste del Nilo
(Heinz et Stiasny 2012). Ademas, otros tres virus transmitidos por artropodos
(arbovirus) causan enfermedades febriles similares o idénticas al dengue;
(Halstead 2004) como el virus chikungunya (Mohd et al. 2013, Taraphdar et
al. 2012), Oropuche (Pinheiro et al. 1981) y O’nyong nyong (Suhrbier et al.
2012).

Morfol6gicamente, el viribn maduro de DENV tiene un diametro de ~500
A en su forma lisa (30 °C) o ~550 A en su forma hinchada (37 °C) (Zhang et
al. 2013). Su configuracion es icosaédrica, con una envoltura lipidica
derivada de la membrana de la célula huésped que constituye entre el 15-
20% del peso total de la particula. Los carbohidratos representan entre el 9-
10% del peso de la particula y se encuentran como glicolipidos o
glicoproteinas (Beasley et Barret 2008). La membrana se encuentra rodeada
por una cubierta formada por 180 copias de E distribuida en 90
homodimeros, que son dos monémeros orientados antiparalelamente (Modis
et al. 2005, Zhang et al. 2004) con el péptido fusogénico localizado en el
extremo distal del dominio DIl oculto en una bolsa entre los dominios DI y
DIII.

Se pueden distinguir dos formas del virion, una madura y otra inmadura
(Pereraetal. 2008) (Figura 3). El virion inmaduro contiene al precursor prM y la
proteina E presenta una conformacion estructural distinta a la observada en el
viribn maduro. La proteina E se observa en forma de una vara paralela a la
membrana que forma picos en la forma inmadura del virion, por lo que en
esta forma es ligeramente mas grande (60nm) que el virion maduro (Beasley
et Barret 2008, Perera et al. 2008, Thiel et al. 2005, Zhang et al. 2013).
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Figura 3. Morfologia de la particula del virus dengue. A la izquierda (A), una particular
inmadura del virus. En el centro (B), particula viral madura. A la derecha (C), particula viral
inmadura. Imagenes adquiridas por crio-microscopia electrénica (Zhang et al. 2003, Zhang
et al. 2013).

El genoma de RNA del virus dengue es traducido como una Unica poli-
proteina, la cual es cortada co- y post-traduccionalmente por proteasas tanto
virales como del huésped para producir 3 proteinas estructurales (capside,
membrana y envoltura) y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B y NS5) (Chiu et al. 2005, Henchal et Putnak 1990,
Paranjape et Harris 2010, Rice 2007, WHO 1997) (Figura 4).
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NS2A NS4A
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' ' 3 UTR

NS2B NS4B

Figura 4. Mapa gendmico del virus dengue (Guzman et al. 2010). Se muestran las dos

regiones no traducidas (UTR), asi como los 10 genes que constituyen el genoma.

Las proteinas no estructurales realizan una funcién especifica y
necesaria para la replicacion del virus. La cépside (C) esta compuesta una
proteina estructural (nucledtidos 95 al 436) que participa en la encapsidacion
del genoma viral (Nemésio et al. 2011, Nemésio et al. 2013, Viral
Bioinformatics Resource Center 2013). Como precursor de una glicoproteina
de membrana, esta prM (nucleétidos 437 al 934, extension de 164 a. a.) que
en su forma madura M (nucledtidos 710 al 934, extension de 73 a.a.), es una
de las proteinas virales de la envoltura (Viral Bioinformatics Resource Center
2013, Wong et al. 2012). Finalmente, la proteina E (nucleotidos 935 al 2419,
extension de 497 a. a.) es la proteina mas grande de envoltura, ésta permite

la unién al receptor y dirige la fusion de la membranas del virus y la del

11



endosoma para iniciar la infeccion viral (Nemésio et al. 2011, Viral

Bioinformatics Resource Center 2013).

NS1 (nucleotidos 2420 al 3475, extension de 352 a. a.) es la primera
proteina no estructural, participa en la replicacion viral y en la induccion de la
apoptosis en el huésped. NS1 puede usarse como marcador de infecciones
por DENV en etapas tempranas de la enfermedad. Debido a que el aumento
y disminucién de las concentraciones de NS1 correlacionan con el aumento y
disminucién de algunos sintomas clinicos, se ha propuesto que NS1 podria
ser un factor en la patogénesis del dengue (Muller et Young 2013, Viral
Bioinformatics Resource Center 2013). La proteina NS2A (nucleotidos 3476
al 4129) es un componente del complejo de replicacion viral que participa en
el ensamble del viridon y, ademas, actia como antagonista de la respuesta
inmune del hospedero (Xie et al. 2013). NS2B (nucledtidos 4130 al 4519)
actla como co-factor de la proteina NS3. La proteina NS3 (nucleétidos 4520
al 6376) tiene actividad como proteasa, helicasa, trifosfatasa e induce
apoptosis. Por su actividad de helicasa, se une al RNA viral. Su actividad
como endopeptidasa es del tipo serina (Kim et al. 2013, Viral Bioinformatics
Resource Center 2013). NS4A (nucleétidos 6377 al 6757, extension de 150
a. a.) esta unida al péptido 2K el cual es solo un fragmento de una
poliproteina del DENV que actia como péptido sefial de NS4B (NS4A-2K-
NS4B). Por su parte, NS4B (nucleétidos 6827 al 7573) es una pequefa
proteina hidrofébica de 248 aminoacidos (Nemésio et al. 2012, Viral
Bioinformatics Resource Center 2013). Ambas, NS4A y NS4B, junto con
NS2A y NS5, han sido implicadas en la modulacion de la respuesta a INF
inducida durante la replicacion viral (Morrison et al. 2012) y son responsables
de las modificaciones membranales observadas en células infectadas
(Nemésio et al. 2012). NS5 (nucledtidos 7574 al 10270, extension de 899
residuos) es una polimerasa de RNA dependiente de RNA, con actividad de
metiltransferasa y participa en el complejo de replicacion (Viral Bioinformatics
Resource Center 2013, Yap et al. 2007), por lo que se encuentra altamente

conservada (Chien et al. 2006).
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

2.1. Ciclo replicativo del virus dengue.

El DENV infecta a las células susceptibles a través de la union de la
glicoproteina E viral a una molécula receptora en la superficie celular. Una
vez que se ha unido, el virus es internalizado a través de la formacion de una
vesicula cubierta por clatrina (Salas-Benito et Del Angel 1997, van der
Schaar et al. 2007). La vesicula es separada de la membrana celular por
accion de dinamina y dirigida a través de endosomas tempranos hacia
endosomas tardios (van der Schaar et al. 2007). En los endosomas tardios el
pH es menor, cercano a 5.5; este pH acido detona re-arreglos estructurales
en la proteina de envoltura (E) provocando la externalizacion del péptido
fusogénico, el cual interacciéna con la membrana endosomal generando un
poro de fusion por el cudl la capside conteniendo el genoma viral se libera en
el citoplasma (Modis et al. 2004, Yu et al. 2009, Zaitseva et al. 2010, Zaitseva
et Chernomordik 2012), sitio en el cual se disocian las proteinas C liberando

al RNA gendmico.

El paso inicial de la replicacion del genoma viral involucra la sintesis de
novo de una cadena de sentido negativo intermediaria usando la cadena de
sentido positivo como molde. El resultado es una doble cadena de RNA
intermediaria, la forma replicativa (FR), que subsecuentemente sirve como
molde para la sintesis de las cadenas de RNA gendmico via un complejo
intermediario replicativo (IR). La regulacién molecular de la replicaciéon del
DENV se basa en elementos cis- y trans- para modular la circularizacion del
genoma Y facilitar la traduccion y la sintesis de RNA (Jin et al. 2011, Villordo
et al. 2013). La sintesis de la cadena de sentido negativo resulta en la
formacion de la forma replicativa (FR) de doble cadena. La FR entra en
transicion hacia un intermediario replicativo (IR). Asi, se generan grandes
cantidades de cadenas positivas de RNA usando la cadena de RNA de
sentido negativo como molde. Lo que resulta en un genoma de sentido

positivo que experimenta una segunda ronda de traduccién (Paranjape et
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Harris 2010, Yu et al. 2008). Las proteinas estructurales prM y E se insertan
en la membrana del reticulo endoplasmico, en donde el viribn es ensamblado
junto con la proteina C formando una capside que contiene el genoma viral
replicado. Esta particula viral inmadura es transportada a través de la via
secretoria hacia Golgi y en el trans-Golgi, en un pH bajo, la proteasa furina
corta el péptido pr a partir de prM. La maduracion (y liberacién de pr) se
presenta cuando el virion es liberado de la célula (Kuhn et al. 2002, Li et al.
2008, Modis et al. 2004, Modis et al. 2005, Perera et al. 2008, Zhang et al.

2003). Un esquema del ciclo replicativo de los flavivirus se observa en la
Figura 5.
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Figura 5. Esquema general del ciclo replicativo del virus dengue (Perera et al. 2008).

2.2. Receptores celulares para el virus dengue.

Se han descrito varias moléculas que pueden mediar la union del virus

dengue a la superficie celular (Chen et al. 1997, Jindadamrongwech et al.
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2004, Lozach et al. 2005, Miller et al. 2008, Mufioz et al. 1998, Navarro-
Sanchez et al. 2003, Perera et al. 2008, Ramos et al. 1997, Tassaneetrithep
et al. 2003) actuando como factores de anclaje (Jindadamrongwech et al.
2004) o parte de un complejo receptor (Jindadamrongwech et al. 2004,
Reyes-del Valle et al. 2005). Se ha observado que el DENV une a estas
moléculas a través de la proteina E (Chen et al. 1996). Estos elementos se
han descrito en diferentes tipos celulares, tanto de mamifero como de
mosquito, y ademas, se ha observado que definen el tropismo del DENV;
puesto que diferentes serotipos virales han mostrado unirse a un receptor
especifico mientras que otros no lo hacen (Thepparit et Smith 2004), como es
el caso del DENV1 que se une al receptor de laminina (37kDa/67kDa) en
células hepaticas (HepG2), comportamiento que no se observa en los otros
serotipos. Posiblemente se deba a diferencias en la afinidad entre los
diferentes serotipos del DENV (Bielefeldt-Ohmann 1998) por cada receptor vy,
paralelamente, entre genotipos y cepas de un mismo serotipo (Sukupolvi-
Petty et al. 2013). En la Tabla 2 se muestra un resumen de las moléculas

gue han sido descritas como receptores para el DENV.

Tabla 2. Moléculas de asociacion a membrana para el virus dengue.

Molécula Tipo celular Referencias

Heparéan sulfato Células Vero, HuH- 7, BHK, Chen et al. 1997, Hung 1999,

CHO

Hilgard 2000

DC-SIGN

Células dendriticas

Navarro et al. 2003,
Tassaneetrithep et al. 2003

Glicoproteina de 45 kDa

Células C6/36

Salas-Benito 1997

Proteina de 74-kDa

Células Vero

Martinez-Barragan y Del Angel
2001

Proteinas de ~40y ~70
kDa

Células-tipo B y linea celular
monocitica

Bielefeldt-Ohmann 1998

Proteina de 100-kDa

Células de leucemia de
eritrocito

Rothwell et al. 1996

Proteinas de 29, 34 y 43
kDa

Linea celular endotelial
(ECV304)

Wei 2003

HSP90 y HSP70

Células de neuroblastomay
macroéfagos

Reyes-del Valle et al. 2005
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Continuacion Tabla 2.

Molécula Tipo celular Referencias
T I
Proteinas de 27, 45, 67y Monocitos/macr6fagos Moreno-Altamirano et al. 2002
87 kDa
T I
GRP-78 Células hepaticas HepG2 Jindadamrongwech et al. 2004
T I
Receptor de laminina de Células hepéaticas HepG2 Thepparit y Smith 2004
37y 67kDa
T I
Receptor de manosa Macroéfagos Miller et al. 2008
T I
Molécula asociada a CD Monocitos/macro6fagos Chen et al. 1999, 1997
14 Precursor de células Kwan et al. 2005
dendriticas
T T
Proteinas de 65 kDa Neuroblastoma Ramos-Castafieda 1997
T T
Proteinas de 67 and C6/36 Mufioz et al. 1998
80 kDa

Algunas de las moléculas descritas en la Tabla 2 pueden actuar como
factores de anclaje a la membrana celular, tal es el caso del heparan sulfato,
una molécula con una amplia distribucion. ElI heparan sulfato se ha
observado en la asociacion del DENV a la superficie celular, tanto en células
de mamifero como la linea celular CHO, células Vero (Germi et al. 2002),
HepG2 y endoteliales (Artpradit et al. 2013, Cabrera-Hernandez et al. 2007,
Dalrymple et Mackow 2011), asi como en células de mosquito
(Sakoonwatanyoo et al. 2006, Smith 2012). La misma funcién se ha visto en
células que portan DC-SIGN, en donde la entrada del DENV a la célula no
requiere la internalizacion de esta lectina, ni de su sefializacion (Lozach et al.
2005).

Por el contrario, existen receptores que si requieren de la sefalizacién
para la internalizacion del virus. Como es el caso del receptor de manosa,
gue ingresa a su molécula cargo a través de la endocitosis mediada por
clatrina (Miller et al. 2008) o, cuando el DENV esta formando complejos con
anticuerpos subneutralizantes dirigidos contra las proteinas E (Mondotte et
al. 2007) o prM (da Silva et al. 2012, Rodenhuis-Zybert et al. 2010), que
utiliza de manera circunstancial a los receptores Fcy para infectar a células

que los presenta en superficie (Flipse et al. 2013).
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2.3. Linea celular U937.

La linea celular U937 promonocitica de linfoma histiocitico humano, ha
sido ampliamente utilizada como modelo in vitro para el estudio de las
funciones de macréfagos en diversos eventos, como el proceso de
proliferacion (Tabolacci et al. 2011); apoptosis (Matsunaga et al. 2012) y su
inhibicion por vitaminas (Perez-Cruz et al. 2003); diferenciacion de monocitos
a macroéfagos (Tabolacci et al. 2011); sintesis y liberacidon de citocinas (Arif et
al. 2011, Sun et al. 2013, Vongsakul et al. 2011); actividad fagocitica,
citotoxicidad (Bernal et Chen 1982); diferenciacion de monocitos a
monoblastos (Kim et al. 1998); expresion de moléculas de adhesion (Shelley
et al. 2002), de receptores a IFN-gamma en la superficie de monocitos
(Finbloom 1991) y de los receptores Fcgamma (Brown et al. 2006); asi como
en la observacion de vias de sefalizacion (Kang et al. 2011). De igual
manera, esta linea celular ha sido usada en la caracterizacion de la infeccion
por dengue a través del estudio del ADE (Brown et al. 2009, Midgley et al.
2012, Puerta et al. 2010, Puerta et al. 2013).

2.4. Receptores para el virus dengue descritos en monocitos y

macrofagos.

El DENV puede infectar diferentes tipos celulares, incluyendo a los
monocitos/macréfagos, quienes son su principal blanco en la infeccién
(Artpradit et al. 2013, Cabrera-Hernandez et al. 2007, Chavez 2008,
Dalrymple et Mackow 2011, Germi et al. 2002, Lozach et al. 2005, Mondotte
et al. 2007, Puerta et al. 2010). No obstante, pocos receptores protéicos se

han caracterizado en este tipo celular.

Se ha observado que el receptor de manosa es una molécula que

contribuye en la unién del DENV a macro6fagos (Miller et al. 2008).

En 1998, Bielefeldt-Ohmann determiné la participacion de dos proteinas

con un peso molecular de ~40 y ~70 kDa en la unién a DENV en células tipo
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B (BM13674) y una linea celular monocitica (HL60). Ademas, observé que
los distintos serotipos virales unen con diferente afinidad a los receptores en
la célula y que a pesar de presentarse la union del virus a la célula, esto no
implicaba infeccion. Por lo que, ademas de la interaccion con sus receptores
en la superficie celular, el virus requiere otros pasos para su entrada. Asi
mismo, se ha descrito una molécula asociada a CD-14 como receptor para el
DENV2 en monocitos/macréfagos (Chen et al. 1999). Su participacion como
molécula receptora se ha comprobado por bloqueo a través del uso de
anticuerpos especificos a esta molécula, asi como por su silenciamiento con
RNA interferente (Alhoot et al. 2011).

En cultivos primarios de macrofagos provenientes de monocitos
humanos, se han identificado proteinas de membrana con pesos moleculares
de aproximadamente 27, 45, 67 y 87 kDa, como posibles receptores para
DENV2 usando cromatografia de afinidad. Asi como en células U937
diferenciadas y no diferenciadas a macréfagos por tratamiento con PMA, se
observaron dos receptores putativos para DENV2, con pesos moleculares de
45y 67 kDa, que concuerdan con dos de las proteinas determinadas en los
cultivos primarios (Moreno-Altamirano et al. 2002).

Por otro lado, Reyes-del Valle y cols. (2005) observaron la participacion
de dos proteinas en la infeccion por DENV en macrofagos provenientes de
células monociticas diferenciadas, U937. Determinaron la unién a la
glicoproteina E de una proteina de 84 kDa y de otra de 74 kDa a través de la
técnica de cromatografia de afinidad y por ensayos de pull down. Usando un
analisis de espectrometria de masas MALDI-TOF, identificaron a la primera
proteina como HSP90. Ellos, para corroborar que estas proteinas actian en
la unidn del virus a la superficie celular, realizaron ensayos de inhibicion de la
infeccion a traves del uso de anticuerpos contra estas proteinas y observaron
gue esto provocaba una disminucion en la infeccién por el DENV. Basados

en estos resultados, determinaron que HSP70 y HSP90 participan en la
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unioén del virus a macréfagos actuando como parte de un complejo receptor
(Reyes-del Valle et al. 2005).

2.5. Infeccion por el virus dengue en células THP-1 y U937 expresando
DC-SIGN.

Las células dendriticas son reconocidas por ser las células
presentadoras de antigenos mas poderosas. Estas expresan en su superficie
una lectina tipo C denominada DC-SIGN (del inglés Dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin), la cual se encuentra
abundantemente en células dendriticas inmaduras y menormente en células
maduras o activadas. Sin embargo, no todas las células dendriticas expresan
DC-SIGN, como son las células dendriticas foliculares o residentes de la piel
(Svajger et al. 2010).

La union de patdgenos por esta molécula ha sido descrita para virus
tales como virus de la inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1) (Cambi et al.
2009, Feinberg et al. 2001, Geijtenbeek et al. 2000, Mitchell et al. 2001), virus
de la hepatitis C (Cocquerel et al. 2006, Cormier et al. 2004), citomegalovirus
(Halary et al. 2002) y coronavirus (Marzi et al. 2004); para bacterias
(Bergman et al. 2004, Tailleux et al. 2003) y para parasitos (Caparros et al.
2005).

En el caso del DENV, éste utiliza la afinidad de DC-SIGN por los
carbohidratos, para unirse a través de la glicoproteina E (Alen et al. 2012).
Por otro lado, se ha observado que la presencia de esta molécula interfiere
con el ADE, siendo reproducible en células dendriticas maduras pero no en

células inmaduras (Boonnak et al. 2008).

Una estrategia para estudiar la participacibn de una molécula en un
evento especifico, es su expresion en una linea celular que bajo condiciones
normales no la expresa (Rodrigo et al. 2006). En el estudio de la
participacion de DC-SIGN en la unién del DENV a la superficie celular,

Tassaneetrithep y cols. (2003), utilizaron células monociticas THP-1
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transfectadas para la expression de DC-SIGN. Las células de la linea celular
THP-1 se infectan con DENV a niveles inferiores al 1% y al expresar DC-
SIGN la infeccion puede aumentar hasta un 80%. Para corroborar la
participacion de la molécula receptora, ellos utilizaron anticuerpos dirigidos
contra DC-SIGN, y observaron que la presencia de estos provoca una

disminucioén del 50 % en el nUmero de células infectadas.

La linea celular monocitica U937 también ha sido modificada para la
expresion de DC-SIGN. Estas células se han usado para el estudio de la
funcion de DC-SIGN como receptor para el adenovirus 2C (Gunther et al.
2011), en el estudio de la interaccion entre DC-SIGN y glucanos de Lewis
asociados a tumor colon-rectal y su efecto en la diferenciacion y funcién de
las células dendriticas (Nonaka et al. 2011); asi como para investigar el papel
de DC-SIGN en la transmission del VIH-1 (Wang et al. 2007) y en la
determinacién de la relacién en los anticuerpos producidos contra diferentes
epitopos en respuesta a infecciones primarias por DENV (de Alwis et al.
2011).

Kraus, de Silva y cols. (2007), en su trabajo sobre la comparacion del
palgueo y la citometria de flujo para la medicién de la neutralizacion del
DENV, muestran la diferencia en el nimero de células infectadas con una
MOI de 0.1 de DENV3, tanto en células U937, cuya infeccién es de ~0.1%, y
U937-DC-SIGN donde la infeccion aumenta hasta ~42%. Asi mismo,
mencionan que cualquiera de los serotipos del DENV infectan ambos tipos
celulares aumentando la infeccion por el virus mas de 10 veces en las
células U937 expresando DC-SIGN.

2.6. Vias de entrada del virus dengue.

La entrada del DENV en su célula blanco se puede resumir en los
siguientes pasos: adsorcion en la superficie celular a través de un receptor
(Hung et al. 1999), internalizacion, transito dentro de la célula y liberacion del

genoma viral en el citoplasma (Smit et al. 2011) (Figura 6).
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Figura 6. Entrada y fusion de los flavivirus. El virus se une a un receptor o factor de anclaje
en la superficie celular. A continuacién es internalizado a través de la endocitosis mediada
por clatrina y dirigido al trafico endosomal en donde ocurre la fusién. Posteriormente, se
expone el virus a un pH acido, que provoca que los dimeros de proteina E sobre un virién
maduro se desasocien y proyecten fuera de la superficie viral (a). En esta orientacion, el
péptido de fusién de la proteina E interacciona con la membrana endosomal (b) y permite la
formacién de un trimero central (c). El dominio Il de E se dobla contra la superficie exterior
del trimero (d), empuja el dominio anclado en la membrana viral lo cual promueve un giro
que empuja al dominio anclado en la membrana viral hacia la membrana endosomal. Se
genera un estado de hemifusién (e) que termina con la fusion de las membranas (f).
Adaptado de: Pierson et Kielian 2013.

La proteina E del DENV permite la unién del virus a la superficie celular
y, ademas, le confiere tropismo (Mondotte et al. 2007). Esta unién sucede
posiblemente; primero, por la unién a un factor de anclaje como son el
heparan sulfato y DC-SIGN (Bielefeldt-Ohmann 1998), moléculas que son
abundantes en la superficie celular pero presentan baja afinidad por E. Estas
moléculas acercan y aumentan la posibilidad de interaccion de la
glicoproteina viral con un receptor de alta afinidad, el cual va a promover la

internalizacion del DENV.
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Una vez unido el virus al receptor, este requiere ser internalizado. La
mayoria de los estudios realizados para DENV indican que este es proceso
esta mediado por clatrina, tanto en células de mosquito (Acosta et al. 2008,
Mosso et al. 2008) como en células de mamifero (Alhoot et al. 2012, van der
Schaar et al. 2008). Sin embargo, asi como se logra la inhibicion de la
entrada a la célula mediada por clatrina a través del uso de compuestos
inhibidores y de el uso de dominantes negativas de componentes de esta via
indican que esta es la via de entrada usada por DENV, la falta de una total
inhibicion de la entrada del DENV; sugiere que el virus puede estar usando

rutas alternativas (Acosta et al. 2009, Acosta et al. 2012).

La endocitosis mediada por clatrina inicia con la formacion de pozas de
clatrina en la membrana celular, la ubicacion del receptor con la molécula
cargo en una poza de clatrina; la curvatura y formacién de una invaginacion
que dara origen a una vesicula, el corte o escicion de la vesicula a partir de

la membrana y el desprendimiento de clatrina (Ramanan et al. 2011).

La dinamina es una proteina perteneciente a una familia de GTPasas
que participan en el corte y remodelacion de diversos organelos. Los
miembros de esta familia comparten un dominio de GTPasa N-termianl asi
como un dominio de a-hélice intermedio y un dominio efector de GTPasa, un
dominio de homologia a plekstrina y un dominio rico en prolina y arginina. En
la endocitosis mediada por clatrina, dinamina se ensambla sobre el cuello de
la vesicula en formacién constriféndolo y provocando un aumento en la
tensién en la membrana hasta inducir la fisiobn de la vesicula. Para llevar a
cabo este proceso, dinamina requiere de la energia obtenida de la hidrdlisis
de GTP (Schmid et Frolov 2011) (Figura 7). Este proceso también se observa

en otras vias de internalizacion como es la fagocitosis.
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Figura 7. Endocitosis mediada por clatrina. Primero el receptor con la molécula cargo
(DENYV, por ejemplo) se ubica en una poza preformada de clatrina. Se induce la formacion
de la vesicula cubierta por clatrina. Posteriormente dinamina se ensambla en el cuello de la
vesicula en formacion y, a través de la hidrélisis de GTP, se produce la fision de la vesicula a
partir de la membrana celular (Schmid et Frolov 2011).

En el caso de virus unidos a anticuerpos en una concentracion
subneutralizante, la union a la membrana celular se presenta a través de los
receptores Fcy, usando como ruta de entrada a la fagocitosis (Chawla et al.
2013, Rodrigo et al. 2006, Wu et al. 2012) inducida por la sefalizacion
iniciada por estos receptores (Boonnak et al. 2013).

2.7. Entrada del virus dengue en monocitos.

Alhoot y cols. (2011) estudiaron la ruta de entrada del DENV2 en
monocitos de sangre periférica a través del silenciamiento por siRNA de un
proteina asociada a CD-14, la cual ha sido sefialada como receptor para el
DENV en monocitos (Chen et al. 1999 y 1997, Kwan et al. 2005); y de la
endocitosis mediada por clatrina por el silenciamiento de la cadena pesada
de clatrina y de dinamina-2. El silenciamiento de cualquiera de estos factores
mostré una disminucion en la presencia de RNA viral en los sobrenadantes
de las células infectadas mayor al 50% determinada por qRT-PCR. De
manera que los autores concluyen que DENV2 utiliza a la proteina CD-14
como un receptor y la endocitosis mediada por clatrina para su entrada en
monocitos primarios (Alhoot et al. 2011). Sin embargo, debido a que ninguno
de los tratamientos logré mas que un 50% de inhibicién, la posibilidad de que
DENV utilice vias de entrada alternas en estas células no puede ser

descartada.
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2.8. Tréansito del virus dengue dentro de la célula.

El DENV internalizado, ya sea por endocitosis mediada por clatrina o
por fagocitosis, es dirigido a través de endosomas tempranos (Krishnan et al.
2007) hacia endosomas tardios y, finalmente, a lisosomas para su
degradacion (van der Schaar et al. 2007, Somsel Rodman et Wandinger-
Ness 2000). Sin embargo, las particulas virales en los endosomas tardios,
debido a la reduccion del pH intraendosomal, sufren un cambio
conformacional en la proteina E que induce la exposicion del péptido
fusogénico que interacciona insertandose en la membrana endosomal e
induce la formacion de un poro que permite la liberacidbn de la capside,
conteniendo el genoma viral, en el citoplasma (Ang et al. 2010, Perera et al.
2008). Esta ruta general de transito del DENV en la célula esta en
controversia, puesto que Acosta y cols. (2012) observaron que algunos
serotipos virales lo usan (DENV2), pero otros no (DENV1).

2.9. Importancia de los macréfagos en la infeccion por virus dengue.

Los macréfagos son células fagociticas profesionales y también
presentadoras de antigeno. En el primer caso, son la primera linea de
defensa en el sistema inmune, como parte de la respuesta inmune innata; y
en el segundo, como un enlace con la respuesta inmune adaptativa. Estas
células fueron descubiertas en 1880 por Elie Metchnikoff en invertebrados, y
posteriormente se observaron en vertebrados (Tauber 2003). Los
macrofagos provienen de los monocitos, se originan en la médula osea a
partir de un progenitor mieloide comun. Estos son liberados al flujo
sanguineo en donde circulan por varios dia antes de anclarse al endotelio en
donde son diferenciados a macrofagos (Gordon et Taylor 2005). La
migracion y diferenciacion de monocitos a macréfagos es aumentada
después de la fagocitosis de particulas o la exposicion a patdgenos. La
diferenciacion de los macréfagos esta influenciada por citocinas como IL-4 e
IL-13 o el factor estimulante de colonias de macréfagos (Macrophage

Colony-Stimulating Factor -MCSF) que dirigen a una activacion alterna, M2;
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mientras que la presencia de IFN-y o moléculas de patdégenos como el LPS,
dirigen a una activacion tipo M1. Los dos tipos de macréfagos, M1 o M2,
producen perfiles de citocinas distintos, pro- o anti-inflamatorio,
respectivamente. Los macrofagos M1 actdan contra patdgenos como
bacteria y virus y producen grandes cantidades de citocinas. Los macréfagos
tipo M2, pueden subdividirse en tres subtipos con funciones tales como la
regulacion de la respuesta inmune, el mantenimiento de la tolerancia y la
reparacion de tejido y heridas (Ying et al. 2013). Los monocitos/macrofagos
se ha sefialado como el blanco celular mas importante para la infeccién por
DENV in vivo (Halstead 1989, Halstead et al. 1977, Kou et al. 2008, Scott et
al. 1980).

Ante una infeccion viral, la respuesta inmune esperada es una
respuesta Thl. Sin embargo, durante la infeccion con DENV se ha
observado una respuesta Thl en etapas tempranas de la enfermedad y un
cambio en etapas tardias (defervecencia) hacia una respuesta Th2, con una
marcada presencia de IgE caracteristica de esta Ultima respuesta en las
formas més severas de la enfermedad (Koraka et al. 2003, Mabalirajan et al.
2005, Miguez-Burbano et al. 1999). Chaturvedi et al. (1999, 2000) realizaron
estudios in vitro que concuerdan con este cambio en la respuesta inmune.
Estos autores midieron el perfil de citocinas producido en cultivos de
leucocitos infectados con DENV, por ensayos de ELISA, y observaron que el
primer dia de infeccion se producen TNF-a, IL-2, IL-6 y el factor citotoxico. Al
segundo dia y tercer dia aparece INF-y. Los niveles de estas citocinas
disminuyen rapidamente excepto el factor citotoxico humano e IL-2. Al cuarto
y quinto dia, aparecen IL-10 e IL-5, e IL-4, respectivamente (Chaturvedi et al.
1999, Chaturvedi et al. 2000). Asi, la infeccion no solo induce un cambio a
una respuesta inmune mas permisiva, sino que ademas provoca alteraciones
en las funciones de macréfagos provenientes de monocitos (Wati et al.
2007). Se ha observado que macrofagos M2, producto del estimulo de IL-4,

aumentan su expresion del receptor de manosa, un receptor descrito para
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dengue, lo cudl conlleva a un aumento en la susceptibilidad a la infeccion por
el virus (Miller et al. 2008).

En resumen, se esperaria que el virus internalizado por los macréfagos
fuera eliminado y se generara una respuesta Thl; sin embargo, estos
muestran ser altamente permisivos a la infecciébn por DENV y, ademas, se
dirigen a una respuesta inmune tipo Th2 permisiva a la infeccién por el virus.
Aunado a esto, la respuesta inmune generada provoca dafio en tejido y
permeabilidad capilar que conduce a fuga de plasma y hemorragia
(Chaturvedi et al. 2006).
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3. JUSTIFICACION

Considerando que los macrofagos son células claves en la patogénesis
del dengue debido a su capacidad secretora de citocinas y su papel en la
diseminacién del virus, cabe pensar que el bloqueo de la entrada del virus
dengue a estas células podria ser una estrategia eficiente para el tratamiento

de esta enfermedad.

4. HIPOTESIS

La ruta de entrada seguida por el virus dengue en células U937 y

U937-DC-SIGN es a través de endocitosis mediada por clatrina.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Estudiar la via de entrada y transito de viriones en células U937 que

expresan o no DC-SIGN.

5.2. Objetivos particulares

1. Determinar la participacion de HSP70 y HSP90 como receptores en la

entrada del virus dengue en la infeccion de células U937-DC-SIGN.

2. Evaluar la via de entrada y transito del virus dengue en células U937
gue expresan o no DC-SIGN.

3. Determinar la ruta de trafico vesicular seguida por los virus en células
U937-DC-SIGN.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cultivos celulares. Se usé la linea celular pro-monocitica U937
(ATCC® CRL1593.2™) y U937 expresando establemente DC-SIGN (U937-
DC-SIGN), donada generosamente por el Dr. Aravinda M. de Silva de la
Universidad de Carolina del Norte. Ambas lineas celulares se crecieron en
medio Gibco® Advanced RPMI 1640 reducido en suero. También se usaron
las lineas celulares BHK-21 y C6/36, derivadas de rifion de hamster y de
mono, respectivamente. La primera linea se mantuvo en medio Gibco®
DMEM vy la segunda con medio Gibco® MEM. Para las tres primeras lineas
celulares, el medio fue suplementado con 5% de suero fetal bovino
(Invitrogen), aminoacidos no esenciales, 110 mg L de piruvato de sodio, L-
glutamina 4 mM, 5 U mL*? de penicilina y 5 pg mL* de estreptomicina
(Gibco®), y en el caso de la linea celular C6/36 se us6 7% de suero fetal
bovino. Este medio fue denominado medio completo. La células de las lineas
U937 y U937-D-SIGN, se diferenciaron a macrofagos por la adicion de
acetato de forbol miristato (PMA; Sigma Aldrich) a una concentracion final de
160 nM por 48 h. Las células se dejaron reposar con medio completo sin
PMA por 24 h antes de su tratamiento o infeccion. En todos los casos las
células se mantuvieron en una incubadora (NUAIRE US Autoflow, o Forma
Scientific Modelo 3233) a 37°C en 5% de COz, excepto las células C6/36, las
cuales se incubaron a 34°C.

6.2. Propagacion y titulacién viral. La propagacion del virus utilizando
en este estudio (dengue serotipo 4, cepa viral H241) se hizo en cerebro de
ratones lactantes CD-1 de 3 o 4 dias de nacidos. A los 5 dias post-
inoculacion, se sacrificaron los ratones y se extrajo el cerebro usando una
jeringa para un volumen de 10 mL. Los cerebros se maceraron usando un
homogeneizador tipo Dounce. La suspensién obtenida se centrifugé a 14000
rom a 4°C por 20 minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se
repitié el procedimiento de centrifugacion reduciendo el tiempo a 15 minutos.
Este ultimo paso se repitio hasta obtener un clarificado libre de precipitado.

El clarificado se pas6 por un filtro de 0.22 uM. La suspension o clarificado
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obtenido se alicuotd y conservo a -70°C hasta su uso. También se obtuvo un
clarificado a través del mismo procedimiento pero sin llevar a cabo la
inoculacién del virus, la suspensién obtenida por este procedimiento se
denomin6é “mock” y se utiliz6 como control. Asi mismo, se realizd la
propagacion viral en células C6/36, en cuyo caso se infectaron con una MOI
= 1, se incubaron a 34°C durante 8 dias adicionando carbonato de sodio
cada tercer dia para mantener el pH. El titulo viral se determindé por un
ensayo de plaqueo por dilucion limitante en base 10 en células BHK-21. Se
usaron aproximadamente 3 x 10* células por pozo en una multiplaca con 24
pozos y se permitidé su crecimiento por 24 h. Se prepararon las diluciones del
virus en solucién amortiguadora Hank’s (GIBCO® Hank's Balanced Salt
Solution) agregando 50 pL de suspension o clarificado viral a un volumen de
450 pL de medio. Se hicieron diluciones seriales hasta 1:108. Se retir6 el
medio a las células y se agregaron 200 pL de la dilucion correspondiente a
cada pozo por duplicado. Se incubaron las células durante 1 h a 37°C en 5%
de CO2. Posteriormente, se agregé 1 mL de medio MEM con 0.8% de
carboximetilcelulosa a cada pozo. Se incubaron las células por 5 dias a 37°C
en 5% de COz2. Se retir0 el medio y se agregaron 500 pL de una solucion de
Naftol BlueBlack [0.5 g de Naftol Blue Black (Sigma), 7.8 g de acetato de
sodio (Sigma), 30 mL de acido acético glacial (J.T.Backer) y agua bidestilada
c.b.p 500 mL]. Las células se incubaron a T. A. por 20 min. Las placas se
lavaron sumergiéndolas cuidadosamente en agua corriente. Se retiré el
exceso de agua y se cuantificaron las placas visualmente. El titulo se
expres6 como UFP/mL.

6.3. Compuestos inhibidores y anticuerpos. Los compuestos
bafilomicina Al, dansilcadaverina y dynasore®, fueron todos obtenidos de
Sigma Aldrich, y los anticuerpos contra HSP70 (K-20), HSP90 (AB3466) y
Anexina V (sc-4252) fueron obtenidos de Chemicon o Santa Cruz
Biotechnology. Los anticuerpos contra Rab5 (N1C3) y Rab7 [EPR7588(B)] se
obtuvieron de GeneTex, Inc., y el anticuerpo anti-DENV (D1-4G2-4-15) se
obtuvo de ATCC® HB112™,
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6.4. Ensayos de viabilidad celular luego del tratamiento con
compuestos inhibidores. Se realiz6 la medicidon de la viabilidad celular tras
el tratamiento con diferentes concentraciones de cada compuesto inhibidor:
para células U937: Dansilcadaverina: 50, 75 y 100 uM. Dynasore®: 40, 80 y
100 pM. Bafilomicina Al: 50, 100 y 150 nM. Para células U937-DC-SIGN:
Dansilcadaverina: 30, 50, 70 y 90 uM. Dynasore®: 60, 70, 80 y 90 uM.
Bafilomicina Al: 50, 100, 150 y 200 nM) de los compuestos inhibidores por el
método colorimétrico MTS basado en la reduccion metabdlica del bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTS-CellTiter 96®AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay; PROMEGA) realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color
azul (formazan) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
células U937 y U937-DC-SIGN sembradas y diferenciadas a macrofagos en
placas con 96 pozos, se lavaron 2 veces posteriormente al tratamiento y se
agregaron 50 pL de medio con 10 pl MTS por pozo. Se incubd la placa por 1
h a 37 °C en 5% de CO:.. Finalmente, se determind la densidad oéptica
usando un lector de placas de ELISA a una absorbancia de 490 nm con una

longitud de onda de referencia de 630.

6.5. Ensayos de determinacion del efecto de los compuestos
inhibidores en las lineas celulares U937 y U937-DC-SIGN. Se sembraron
2 x 10° células U937 o U937-DC-SIGN sobre laminillas (Corning) en
multiplacas con 24 pozos. Las células se diferenciaron a macrofagos y se
trataron con los compuestos inhibidores por 2 h manteniéndolas a 37 °C en
5% de CO2. La células U937 se trataron con 75 pM de dansilcadaverina, 80 pM
de dynasore® y 50 nM de bafilomicina Al. Las células U937-DC-SIGN se
trataron con 90 uM de dansilcadaverina, 80 uM de dynasore® y 100 nM de
bafilomicina Al. Para ambas lineas celulares, la determinacion del efecto de
dansilcadaverina y dynasore® se hizo midiendo la endocitosis de 20 uM de
transferrina acoplada a Alexa 555 (Invitrogen). El efecto de bafilomicina Al
se midi0 observando la presencia de marca fluorescente con Lyso

Tracker®Red 20nm (DND-99; Invitrogen). Ambos compuestos, transferrina-
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A-555 y Lyso Tracker®, se agregaron a las células incubandolas por 1 h a 37
°C en 5% de COz2. Posteriormente, las células se lavaron en dos ocasiones
con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4 % por 1 h a 37 °C.
Finalmente, las células se montaron en un portaobjetos usando 3 pL de
Vectashield-DAPI (Vector laboratories). Se usaron como control, células
incubadas con la concentracion de transferrina y Lyso Tracker® indicada pero
sin tratamiento. Las células se observaron por microscopia confocal y se
tomaron micrografias de las células mas representativas para cada

condicion.

6.6. Ensayos de inhibicion de la entrada viral por uso de
compuestos inhibidores y anticuerpos contra HSP70 y HSP90. Se
sembraron células en multiplacas con 24 pozos que, posterior a la
diferenciacion, se alcanzaron aproximadamente 2 x 10° células por pozo. Se
incubaron las células con 200 pL de gamma globulina humana (300 mg/mL)
en medio sin suero y sin antibiéticos/antimicéticos a una concentracion de
1:50 por 30 minutos a 4°C para bloquear los receptores Fcy. Posteriormente,
se lavaron las células con PBS (pH 7.4) estéril y se incubaron con diluciones
de anticuerpos, 1:100 y 1:300, dirigidos contra HSP70, HSP70 o un
anticuerpo no relacionado (a-Anexina V), utilizado como control. El volumen
final usado fue de 200 pL. Las células se incubaron por 1 hora a 4°C. Se
lavaron las células con PBS y se agrego el virus a una multiplicidad de
infeccion (MOI) igual a 1, en 200 pL de medio sin suero y sin
antibioticos/antimicéticos. Se permitié la infeccion de los macréfagos por 1
hora a 37 °C en 5% de CO2. Se eliminaron los virus no internalizados
agregando glicina acida (pH3) (20 pL) en el medio de infeccion a cada pozo.
Se lavaron las células con PBS estéril por tres ocasiones vy, finalmente, se
agregaron 500 pL de medio completo. Las células se incubaron por 24 horas
a 37 °C en 5% de CO2. Se colectaron 200 pyL del sobrenadante y se

conservo a -20 °C hasta su uso.
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6.7. Extraccion de RNA viral. Se uso el estuche comercial QlAamp
Viral RNA Mini Kit (Qiagen) para extraer y purificar el RNA viral a partir de
140 L de sobrenadante de células U937 o U937-DC-SIGN diferenciadas a
macréfagos. El RNA fue eluido con 60 pL de buffer de elucién y almacenado
a -20°C para su uso dentro de las siguientes 48 horas o0 a -80°C para lapsos
mayores de tiempo. El procedimiento de extraccion de RNA fue el siguiente:
se preparé el acarreador de RNA a una concentracion de 1 ug/uL, agregando
310 pL de buffer AVE a un vial con 310 pg de acarreador de RNA. Se
tomaron 5.6 pyL de la solucion anterior y se mezclaron con 560 pL de la
solucion de lisis AVL. De dicha mezcla se tomaron 560 pL y se colocaron en
un tubo tipo eppendorf con capacidad para 1.5 mL, en el mismo tubo se
agregaron 140 pL de clarificado, se mezcl6 e incub6é por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se agregaron 560 uL de etanol absoluto frio (-20°C)
y se mezclé por 15 segundos. Se tomaron 630 pL de la mezcla anterior y se
colocaron en una columna con tubo colector, se centrifugd a 8000 rpm por 1
minuto a 4°C. Se cambio6 el tubo colector y se repitié el paso anterior. Se
cambio el tubo colector y se adicionaron 500 uL de buffer AW1 a la columna,
se centrifugd a 8000 rpm por 1 minuto a 4°C. Se cambid el tubo colector y
adicionaron 500 pL de buffer AW2 a la columna, se centrifugé a 14 000 rpm
por 3 minutos a 4°C. Se colocé la columna en un tubo tipo eppendorf para
microcentrifuga de 1.5 mL estéril, se adicionaron 60 pL de solucién AVE, se
centrifugd a 8000 rpm por 1 minuto a 4°C para obtener RNA purificado. Las

centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada (MIKO).

6.8. Ensayos de RT-PCR en tiempo real. Se realizaron siguiendo el
protocolo descrito por Jonhson et al. (2005) bajo un sistema de deteccion en
tiempo real basada en la hidrolisis de iniciadores fluorogénicos TagMan®. La
reaccion de RT-PCR se realiz6 en un solo tubo, utilizando 2uL del RNA. Se
usaron 0.05 pyL (100pmol) de cada iniciador, D4F y D4C (Molbiol), 0.018 uL
(25 pmol) de la sonda serotipo-especifica —D4P- (Molbiol), 2.682 pL de agua
DEPC, 5 yL de 2X Reaction Mix (solucion amortiguadora con 0.4 Mm de
cada dNTP y 6 mM MgSOa) y 0.5 L de la mezcla de enzimas SuperScriptR
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[Il Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen), para un
volumen total de mezcla de 10 pL por reaccién. La secuencia de nucleétidos
de los iniciadores dirigidos contra un fragmento del gen de la proteina E
fueron: para D4F, TTGTCCTAATGATGCTGGTCG (en la posicion 904 del
genoma viral); para D4C: TCCACCTGAGACTCCTTCCA (posicion 992); y
D4P, TTCCTACTCCTACGCATCGCATTCCG (posicion 960). La sonda se
utilizé acoplada a Quasar670® y un termoquencher tipo BHQ-3® (Black Hole
Quencher®). La amplificacién y la deteccion en tiempo real se realizo con el
siguiente protocolo: transcripcion reversa a 50°C por 30 min, 1 ciclo inicial a
95°C por 10 min; posteriormente 40 ciclos a 95°C por 15 s y 60°C por 1 min,
con coleccion de datos de fluorescencia tras cada ciclo. Como control
negativo de reactivos se us6 agua grado biologia molecular. Se utilizé6 como
control positivo del proceso 2 uyL de RNA de DENV4. Se us6 un
termociclador Eco Real-Time PCR System (lllumina) generosamente
proporcionado por el Dr. Pedro Luna del Departamento de Biologia Celular,
CINVESTAV. Los datos generados fueron analizados con el software
EcoStudy version 4.0.4420. Se determind como negativa aquella muestra

gue presenté un Cqg mayor a 38 ciclos.

6.9. Curva estandar de correlacion entre Cq y UFP/mL. Para hacer
cuantitativos los datos generados a partir de la qRT-PCR, se realiz6 una
curva estandar utilizando RNA extraido a partir de 140 pL de sobrenadante
de células C6/36 infectadas con una MOI de 1 y recolectados 8 dias post-

infeccion. Se hicieron 7 diluciones seriales con base 10 del RNA inicial (16

Hg/uL).
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Curva estandar
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Figura 8. Curva estandar de correspondencia entre RNA y Cq. Se realizé la infeccion de
células C6/36 con una MOI igual a 1. Se permitié la infeccion por 8 dias y se colecto el
sobrenadante a partir del cual se realizé la medicion del titulo viral y la extraccién de RNA.

Se realizé gRT-PCR para 7 diluciones seriales con base 10 del RNA viral extraido. n = 2.

En la Figura 8 se sefiala la ecuacién que describe un valor de pendiente de -
3.24, cercano al valor esperado de -3.33, el cual indica la eficiencia 6ptima
de la PCR; asi mismo, se observa un valor de R? igual a 0.9978, que nos
permite correlacionar los valores de Cq con los valores de RNA, y por lo tanto

de UFP/mL de manera confiable.

Para hacer la correlacion de los Cqg obtenidos por qRT-PCR y el valor de

UFP/mL, se llevd a cabo una curva estandar (Figura 9).

Equivalencia entre Cq y UFP/mL

y =-1.405In(x) + 40.792
Rz =0.9978

18 L} L} L} L} L} 1
1 10 100 1000 10000 100000 1000000

UFP/mL

Figura 9. Curva de equivalencia entre los valores entre Cq y UFP/mL. Se llev6 a cabo la
titulacion del virus presente en el sobrenadante de células C6/36 previamente infectadas con
una MOI igual a 1 e incubadas por 8 dias. Simultaneamente se realizé la extraccion de RNA
viral de 140 pL del mismo sobrenadante. Se realizd6 gRT-PCR para 7 diluciones seriales con
base 10 del RNA viral extraido y se calculé la cantidad de UFP equivalentes/mL de

sobrenadante. n = 2.
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La curva estandar se hizo utilizando RNA extraido a partir de 140 uL de
sobrenadante de células C6/36 infectadas con DENV4. Un volumen de 50 L
del mismo sobrenadante se utilizé para determinar el titulo viral (por
triplicado) en células BHK-21. Debido a que el titulo viral obtenido esta dado
en unidades formadoras de placa por mL (UFP/mL) y el volumen de RNA
utilizado en la gRT-PCR es de 2 pL que provienen de 60 pL de RNA total
obtenido a partir de 140 pL del sobrenadante, se utilizo la siguiente férmula:
UFP/mL = {(1000 pL /140 pL)*[(2 uL*140 pL)/60 pL]}*UFP/mL. El titulo viral
obtenido fue de 3 x 10> UFP/mL. Por lo tanto, la concentracion inicial del
RNA utilizado correspondié a 1 x 107 UFP/mL. Una vez obtenida la férmula,
ésta se utilizd para transformar los valores de Cq de cada experimento de
gRT-PCR a UFP equivalentes/mL.

6.10. Determinacion de la presencia del antigeno NS1 del virus
dengue por ELISA. Se determiné la presencia del antigeno NS1 del DENV
en el sobrenadante de las células U937-DC-SIGN tratadas con compuestos
inhibidores mediante la prueba Platelia™ Dengue NS1 Ag (Bio-Rad
Laboratories, Marnes La Coquette, France) conforme al protocolo propuesto
por el fabricante. Brevemente, se agregaron sucesivamente en cada pozo:
70 pL de diluyente (tampdn fosfato, Tween®20, suero de feto de ternera,
<1.5% ProClin™300), 30 yL de muestra y 100 yL de conjugado diluido
[conjugado (50x): diluyente-1:50. AcM anti-NS1 combinado con peroxidasa,
<1.5% ProClin™300, diluyente]. Se incubd la microplaca en bafio maria
durante 90 + 5 minutos a 37 = 1°C. Al finalizar la incubacion, cada pozo se
lavd 6 veces con 300 pL de la solucion de lavado. Se distribuyeron 160 uL de
sustrato TMB [3,3",5,5 tetrametilbencidina (<0.1%), H202] en todos los pozos.
Se permitio el desarrollo de la reaccion en la oscuridad durante 30 + 5
minutos a temperatura ambiente. Se detuvo la reaccibn enzimatica
afiadiendo 100 uL de la solucién de paro (Acido sulfarico 1N) a cada pozo.
Las placas se leyeron a una longitud de onda de 450 nm con un filtro de
referencia de 620 nm con un lector de microplacas de ELISA (ELx808

Absorbance Microplate Reader - Bio-Tek Instruments). Los resultados se
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expresan en porcentaje de NS1-DENV con respecto a la infeccion directa
MOI 1. Este ensayo se realiz6 con sobrenadantes conservados 24 h en

refrigeracion.

6.11. Ensayos de determinacion de co-localizacion de la proteina E
del virus dengue con Rab5y Rab7 en la linea celular U937-DC-SIGN. Se
sembraron 2 x 10° células U937-DC-SIGN sobre laminillas (Corning) en
multiplacas con 24 pozos. Las células se diferenciaron a macrofagos. Se
incubaron con DENV4 a una MOI=10 (Rab5) o una MOI=5 (Rab7 y DENV4),
durante 2 h a 4°C. Se transfirieron a 37°C y se mantuvieron por 12, 15y 20
minutos (Rab5, DENV4 y Rab7, respectivamente). Posteriormente, se realizo
la fijacion de las células utilizando 500 pL de para-formaldehido al 4% a 37°C
por 30 min. Las células se lavaron 3 veces con 500 pL PBS y se
permeabilizaron al tratarlas con 200 pL una solucion de triton al 1% en PBS
durante 30 min a temperatura ambiente. Se lavaron las células 3 veces con
PBS. Para marcar la presencia de las GTPasas Rab5 (Rab 5B antibody,
clona N1C3. GeneTex Inc.) y Rab7 [Rab7A, clona EPR7588(B). GeneTex
Inc.], y el DENV [D1-4G2-4-15 (ATCC® HB112™)]; primero se utilizd una
solucién de PBS con un 10% de suero fetal bovino como solucién de bloqueo
de blancos inespecificos durante 30 minutos a temperatura ambiente; y
posteriormente, las células se incubaron con una solucion con los
anticuerpos dirigidos contra Rab5 o Rab7 (1:500) o 4G2 (dirigido contra la
proteina E del virus DENV, 1:500) en PBS y 10% de solucion
permeabilizadora. Esta interaccion se permitié durante 3 h a 37°C. Después,
las células se lavaron 3 veces con una solucién de PBS y 0.5% de triton, y
una vez con PBS. Como marcaje secundario, se utilizé un anticuerpo anti-
conejo conjugado con Alexa-594 (Invitrogen) en el caso de los anticuerpos
contra Rabs y anti-ratén acoplado a ficoeritrina [Goat Anti-Mouse IgG1 (y1
chain specific), SouthernBiotech] en el caso del anticuerpo 4G2. Las células
se incubaron por 2 h a temperatura ambiente y posteriormente fueron
lavadas 3 veces con una solucion de PBS y 0.5% de tritobn, dos veces con

PBS y enjuagadas en una ocasion con agua. Finalmente, las células se
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montaron en un portaobjetos usando 3 pL de Vectashield-DAPI (Vector
laboratories). Como control se utilizaron células tratadas como se indica
anteriormente sin el uso del anticuerpo primario para cada caso. Las células
se observaron por microscopia confocal y se tomaron micrografias de las

células mas representativas para cada condicion.

6.12. Analisis estadistico. La diferencia entre los resultados obtenidos
con el control y los diferentes tratamientos se analiz6 usando el programa
para andlisis estadistico GraphPad Prism versién 5.01. Se realizé el analisis
de la varianza de los datos de una via por ANOVA, seguido de la prueba de
comparacion multiple de Dunnett en todos los casos. Se consider6 como

significativo un valor de p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. El tratamiento con PMA por 48 h y 24 h de reposo induce la
diferenciacion de las células U937 y U937-DC-SIGN de monocitos a

macroéfagos.

Estudios previos han demostrado que el uso de PMA en células
monociticas induce la diferenciacion de éstas a macrofagos (Daigneault et al.
2010, Huberman et Callaham 1979, Sintiprungrat et al. 2010, Vongsakul et al.
2011). Uno de los principales cambios observados, es la expresion de una
integrina, CD11c, la cual participa en la adhesion de las células a un sustrato
(Shelley et al. 2002). Cuando las células son tratadas con PMA y se permite
un periodo adicional de reposo, éstas se unen mas firmemente y muestran
un incremento en el nimero de organelos en el citoplasma celular, como

mitocondrias y lisosomas (Daigneault et al. 2010).

Figura 10. Células U937 y U937-DC-SIGN antes y después de ser diferenciadas a
macrofagos. A células U937 y U937-DC-SIGN, se les traté con 160nM de PMA durante 48 h
y se les permitio el reposo durante 24 h adicionales. Panel superior, células U937. A la
izquierda, células promonociticas no diferenciadas, 20x. Al centro, células diferenciadas,
20x. A la derecha, un acercamiento de 7000x de la regién sefialada en un cuadro en la
imagen central. Panel inferior, células U937-DC-SIGN. A la izquierda, células promonociticas
no diferenciadas, 20x. Al centro, células diferenciadas, 20x. A la derecha, un acercamiento
de 7000x de la regién dentro del cuadro con marco negro de la imagen central.
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Las células U937 se encuentran en suspension con una morfologia
redonda-ovalada. Cuando son tratadas con PMA, se diferencian a
macréfagos iniciando con un proceso de adhesion. Como se observa en la
Figura 10, las células diferenciadas presentan diversas formas,
principalmente redondas; sin embargo, también presentan prolongaciones
gque aumentan la superficie de adhesion al sustrato. Las micrografias
muestran que la expresion adicional de DC-SIGN por las células U937 no
dirige a una diferencia morfologica visible al microscopio éptico, con respecto
a la linea celular parental, U937. Estas células conservan un nivel similar de
adhesion; sin embargo, las células U937 tienden a agruparse en cumulos

mas frecuentemente y de mayor tamafio que las U937-DC-SIGN.

7.2. HSP70 y HSP90 participan en lainfeccion por DENV4 a células U937
y U937-DC-SIGN.

En estudios previos en el laboratorio se determind que las proteinas
HSP70 y HSP90 forman parte de un complejo receptor para el DENV en
células U937 diferenciadas a macréfagos (Reyes-del Valle et al. 2005). Como
se sefiald6 anteriormente, células tipo macrofagos obtenidas a partir de
células U937-DC-SIGN son significativamente mas permisivas a la infeccion
que las obtenidas de células U937. Para conocer si las proteinas HSP70 y
HSP90 en la superficie de membrana actian como un complejo receptor
también en las células U937-DC-SIGN, realizamos el blogueo de las
proteinas HSP70 y HSP90 usando anticuerpos dirigidos contra éstas en
diferentes concentraciones y fueron infectadas con DENV4 a una MOI de 1.
Se tomaron los sobrenadantes 24 h.p.i. para evaluar la posible inhibicion de
la infeccion producida por este tratamiento. Estos cambios se cuantificaron

por una diferencia en la produccion de progenie viral medida por gqRT-PCR.
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Figura 11. Medicién de los niveles de progenie viral en células U937-DC-SIGN mediante RT-
PCR tiempo real posterior al tratamiento con anticuerpos contra HSP70 y HSP90 y la
posterior infeccion con DENV4. Aproximadamente 2 x10° células U937-DC-SIGN
(diferenciadas a macrofagos) fueron incubadas gamma globulina (IgG) y con anticuerpos
contra HSP70, HSP90 o un anticuerpo no relacionado (a-HSP70, a-HSP90 o a-NR) a
diferentes diluciones (1:100 y 1:300) antes de ser infectadas con DENV4. Se colectaron los
sobrenadantes a las 24 h.p.i., se extrajo el RNA viral y se detectd la progenie viral por un
ensayo de RT-PCR en tiempo real. Se graficaron los valores de UFP equivalentes/mL para
cada condicién. n = 6. ANOVA de una via con prueba Dunnett, p<0.05, las barras de error
son +DS.

Como se observa en la Figura 11, el tratamiento con anticuerpos
contra las proteinas HSP70 (~80,000 y ~86,000 UFP equivalentes/mL;
dilucién 1:100 y 1:300, respectivamente) o HSP90 (~60,000 y ~89,000 UFP
equivalentes/mL; dilucién 1:100 y 1:300, respectivamente), provoca una
disminucién en las UFP equivalente/mL con respecto a aquellas que se
infectaron directamente (MOI 1) (~290,000 UFP equivalentes/mL). La
disminucion se observo para ambas diluciones de anticuerpos utilizadas,
aungue no se observd una reducciéon dosis dependiente. Estos resultados
indican una disminuciébn mayor al 60% en la progenie viral derivada de
células tratadas con a-HSP70 6 a-HSP90. Debido a que este efecto no se
observa en las células que se trataron solamente con gamma globulina (1gG)

0 un anticuerpo no relacionado (a-NR) antes de la infeccion, estos resultados
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sugieren que las proteinas HSP70 y HSP90 forman parte del complejo
receptor para DENV en células U937-DC-SIGN.

Con el objetivo de corroborar estos resultados, realizamos el mismo
tratamiento en células U937 que no expresan DC-SIGN, para las cuales el
uso de HSP70 y HSP90 como parte del complejo receptor ya habia sido
reportado (Reyes-del Valle 2005).

uo37
200,000~

150,000+
100,000+

50,0004

UFP equivalentes/mL

0+

Anticuerpos

Figura 12. Medicién de los niveles de progenie viral en células U937 mediante RT-PCR
tiempo real posterior al tratamiento con anticuerpos contra HSP70 y HSP90 y la posterior
infeccion con DENV4. A células, 2 x10%, U937 diferenciadas a macréfagos, se les incubé con
gamma globulina y ademas con anticuerpos contra HSP70, HSP90 o un anticuerpo no
relacionado (a-HSP70, a-HSP90 o a-NR) a diferentes diluciones (1:100 y 1:300) antes de ser
infectadas con DENV4. Se colectaron los sobrenadantes a las 24 h.p.i., se extrajo el RNA
viral y se detectd la progenie viral por un ensayo de RT-PCR en tiempo real. Se graficaron
los valores de UFP equivalente/mL para cada condicién. n = 8. ANOVA de una via con
prueba Dunnett, p<0.05, las barras de error son +DS.

En la Figura 12 se puede observar que el tratamiento de las células
U937 con los anticuerpos a-HSP70 y a-HSP90 resulta en un comportamiento
similar al observado en las células U937-DC-SIGN (Figura 11), en el que se
detectd una disminucién significativa en la presencia de progenie viral en los
sobrenadantes de células infectadas cuando éstas son tratadas previamente

con anticuerpos bloqueadores de la interaccion entre el DENV y las proteinas
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HSP70 (~72,000 y ~76,000 UFP equivalentes/mL; dilucion 1:100 y 1:300,
respectivamente) y HSP90 (~42,000 y ~57,000 UFP equivalentes/mL;
dilucién 1:100 y 1:300, respectivamente) con respecto a las células
infectadas directamente (~148,000 UFP equivalentes/mL). Estos resultados
que concuerdan con lo observado por Reyes-del Valle y cols. (2005),
permiten sugerir que efectivamente las proteinas HSP70 y HSP90 participan
en la infeccion de las células U937-DC-SIGN, posiblemente como parte del
complejo receptor del DENV. Los valores de UFP quivalentes/mL se resumen

en la Tabla 3 del Anexo 1.

7.3. El DENV4 utiliza la via de entrada mediada por clatrina y un pH

acido para su internalizaciéon en células U937 y U937-DC-SIGN.

Una vez unido el DENV a sus receptores en la superficie celular, éste
es internalizado en la célula. La via de internalizacion o entrada a la célula
mas comunmente observada para el DENV es aquella mediada por clatrina.
En esta via de entrada, los receptores con el virus unido son dirigidos a
pozas de clatrina que, posteriormente, dan origen a una vesicula cubierta por
clatrina que es escindida a partir de la membrana celular. Tal escision esta

regulada por la actividad de dinamina (Schmid et Frolov 2011).

El uso de compuestos inhibidores para el estudio de las rutas
endociticas es una estrategia frecuentemente recurrida. Dansilcadaverina es
uno de los compuestos mas utilizados para el estudio de la endocitosis
mediada por receptor (Davies et al. 1980, Haigler et al. 1980, Levitzki et al.
1980), como ha sido el caso de clatrina (Chu et Ng 2004, McMahon et
Boucrot 2011, Navarro-Garcia et al. 2007, Wang et al. 2003) en la
endocitosis del DENV (Acosta et al. 2008, Acosta et al. 2011) y chikungunya
(Lee et al. 2013). Otro fuerte inhibidor de esta via endocitica es dynasore®,
un compuesto que eficientemente bloquea la actividad de dinamina, evitando
la formacion de la vesicula cubierta por clatrina (Lee et al. 2013, Varkevisser
et al. 2013).
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Con base en lo anterior, se eligié a la dansilcadaverina y al dynasore®
para evaluar si la endocitosis mediada por clatrina es la ruta de entrada
utilizada por DENV a las células U937 que expresan o no DC-SIGN. Para ello
se determinaron las concentraciones Optimas de cada uno de estos
compuestos inhibidores mediante la medicion del efecto de diversas
concentraciones sobre la viabilidad celular, asi como su efecto en la entrada
de transferrina tanto en células U937 como U937-DC-SIGN. Ademas, se
evaluo la viabilidad de las células expuestas a DMSO, vehiculo en el cual se
diluyeron los componentes.
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Figura 13. Medicién de la viabilidad celular de células U937 y U937-DC-SIGN bajo el
tratamiento con diferentes concentraciones de dansilcadaverina y dynasore®. Se trataron
células, U937 (A y B) y U937-DC-SIGN (C y D) con concentraciones crecientes de
dansilcadaverina y dynasore. Se incubaron por 2 h con los compuestos inhibidores,
posteriormente se mantuvieron 24 h con medio completo (a 37°C y 5% de CO3) y se realiz6
la medicion de la viabilidad celular por el método MTS. n = 6. ANOVA de una via con prueba
Dunnett, p<0.05, las barras de error son +DS.
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Figura 14. Medicién de la viabilidad celular de células U937 y U937-DC-SIGN bajo el
tratamiento con diferentes concentraciones de bafilomicina Al. Se trataron células, U937 (A
y B) y U937-DC-SIGN (C y D) con concentraciones crecientes de bafilomicina Al. Se midié
el efecto sobre la viabilidad celular de dimetil sulféxido (DMSO), vehiculo de los compuestos
inhibidores, bajo diferentes concentraciones. Las células se incubaron por 2 h con el
compuesto inhibidor o DMSO, posteriormente se mantuvieron 24 h con medio completo (a
37°Cy 5% de CO) y se realiz6 la medicion de la viabilidad celular por el método MTS. n = 6.
ANOVA de una via con prueba Dunnett, p<0.05, las barras de error son +DS.

Con base en los resultados obtenidos y en lo reportado en la literatura,

se definieron las concentraciones éptimas de trabajo seleccionando aquellas
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en las que los compuestos inhibidores que no mostraron un efecto negativo
significativo en la viabilidad celular. Las concentraciones seleccionadas de
los compuestos inhibidores para las células U937 fueron: 75 puM de
dansilcadaverina, 80 uM de dynasore® y 50 nM de bafilomicina Al. En el
caso de las células U937-DC-SIGN se eligieron las siguientes
concentraciones: 90 uM de dansilcadaverina, 80 uM de dynasore® y 100 nM
de bafilomicina Al (Figuras 13y 14).

Después de determinar las concentraciones Optimas de cada uno de
los compuestos inhibidores, se buscé conocer si éstas tenian el efecto
esperado sobre sus blancos. Para evaluar el efecto de dansilcadaverina y
dynasore® se seleccioné transferrina marcada con un fluorocromo (Alexa
555), debido a que esta proteina es internalizada via clatrina y ha sido
frecuentemente usada en el seguimiento del efecto de compuestos

inhibidores en la entrada mediada por clatrina (Blaising et al. 2013).

Asi mismo, para evaluar el efecto de bafilomicina Al, se usé Lyso
Tracker®. Este compuesto presenta tropismo por organelos acidicos y se ha
usado para marcar la presencia de lisosomas en macrofagos (Daigneault et
al. 2010). Asi mismo, se ha utlizado para determinar el efecto de
compuestos que interfieren en la reduccion del pH en la célula (Fang et al.
2013) y posterior al uso de compuestos que afectan la acidificacion de

endosomas como es el caso de la bafilomicina A1 (Mosso et al. 2008).
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Figura 15. Determinacién del efecto de los compuestos inhibidores sobre la endocitosis de
transferrina y la acidificacion de vesiculas en células U937. Se trataron células U937 con una
concentracion de 75 puM de dansilcadaverina (Panel 1: E-H), 80 uM de Dynasore® (Panel 1
I-L) y 50 nM de bafilomicina A1 (Panel 2: Q-T); durante 2 horas a 37°C con 5% de COs..
Posteriormente, se incubaron con 20 uM de transferrina acoplada a Alexa-555 (Panel 1: rojo;
C-D, G-H y K-L) 0 20 nm Lyso Tracker® (Panel 2: rojo; O-P y S-T) durante 1 h a 37°C con
5% de CO2. Se montaron las células para microscopia confocal. Se realizé la contra-tincién
de los nucleos celulares con DAPI (azul).

46



Figura 16. Determinacién del efecto de los compuestos inhibidores sobre la endocitosis de
transferrina y la acidificacién de vesiculas en células U937-DC-SIGN. Se trataron células
U937-DC-SIGN con una concentracion de 90 pM de dansilcadaverina (E-H), 80 uM de
Dynasore® (I-L) y 100 nM de bafilomicina A1 (Panel inferior: Q-Y); durante 2 horas a 37°C
con 5% de CO.. Posteriormente, se incubaron con 20 uM de transferrina acoplada a Alexa-
555 (rojo; Panel 1: A-L) o Lyso Tracker® 20nm (rojo; Panel 2: M-T) durante 1 h a 37°C con
5% de COa2. Las laminillas fueron montadas para microscopia confocal usando DAPI en la
tinciénde los nucleos celulares (azul).
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Como se observa en las Figuras 15 y 16, las concentraciones de los
compuestos inhibidores sefialadas como Optimas por la medicion de la
viabilidad celular, muestran un marcado efecto en la endocitosis mediada por
clatrina, el cual se ve reflejado en la disminucion en la endocitosis de
transferrina (Paneles 1; E-H para dansilcadaverina, e I-L para dynasore®) y
en la disminucion de la acidificacion de organelos celulares, lo cual se
distingue por una disminucién en la sefial de Lyso Tracker® (Paneles 2; Q-T
para las células tratadas con bafilomicina Al). Este efecto se observa para
ambos tipos celulares. Sin embargo, cabe sefialar que para lograr dicho
efecto, fue necesario usar concentraciones mas altas de los compuestos
inhibidores en las células U937-DC-SIGN, que en las U937.

Como se mencion6 anteriormente, se ha observado que el DENV usa
la endocitosis mediada por clatrina para entrar a la célula (Acosta et al. 2008,
Alhoot et al. 2012, Mosso et al. 2008, van der Schaar et al. 2008); ademas,
requiere de un pH acido para, mediante la fusion de las membranas
endosomal y viral, liberar su genoma en el citoplasma (Ang et al. 2010,
Perera et al. 2008). Puesto que ya se habian determinado Ilas
concentraciones adecuadas de dansilcadaverina, dynasore® y bafilomicina
Al, asi como el efecto de éstos compuestos en los componentes celulares
gue putativamente median la entrada del virus a las células; se realiz6 la
medicion del efecto de estos compuestos inhibidores sobre la infeccion por
DENV en ambas lineas celulares, U937 y U937-DC-SIGN.
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Figura 17. Medicion del efecto de los compuestos inhibidores de la entrada viral en la
infeccion por DENV en células U937 y U937-DC-SIGN. A 2 x10° células U937 diferenciadas
a macréfagos, se les traté con una concentracion de 75 pM de dansilcadaverina, 80 uM de
Dynasore® y 50 nM de bafilomicina Al. A células U937-DC-SIGN, se le traté con una
concentracién de 90 uM de dansilcadaverina, 80 uM de dynasore® y 100 nM de bafilomicina
Al. Para ambos tipos celulares, se trataron durante 2 horas. Posteriormente, se infectaron
con una MOI de 1 de DENV4 por 1 h a 37°C con 5% de CO2. Se colectaron los
sobrenadantes a las 24 h.p.i., se extrajo el RNA viral y se detectd la progenie viral por un
ensayo de RT-PCR en tiempo real. Se graficaron los valores de UFP equivalentes/mL para
cada condicién. n = 8. ANOVA de una via con prueba Dunnett, p<0.05, las barras de error
son +DS.

Como se observa en la Figura 17, tanto dansilcadaverina (~29,500
UFP equivalentes/mL), dynasore® (~28,500 UFP equivalentes/mL) vy
bafilomicina Al (~33,000 UFP equivalentes/mL), afectan significativamente la
produccion de progenie viral en sobrenadantes de células U937 y, en todos
los casos, esta reduccion es cercana al 75 % con respecto a la progenie viral
proveniente de células infectadas directamente (~133,000 UFP
equivalentes/mL). De igual modo, en las células U937-DC-SIGN (~295,500
UFP equivalentes/mL) las concentraciones de dansilcadaverina vy
bafilomicina Al utilizadas inducen una disminucion en la infeccion cercana al
60 y 75% (~120,000 y ~78,000 UFP equivalentes/mL), respectivamente. Sin

embargo, la concentracion utilizada de dynasore® mostré un efecto en la
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reducciobn de la progenie viral de solo el 40% (~178,000 UFP
equivalentes/mL). Es posible que el menor efecto de los compuestos
utilizados observado con células U937-DC-SIGN se deba a la mayor
susceptibilidad a la infeccibn por DENV de las células U937-DC-SIGN en
relacion a las células U937. Estos resultados sugieren que el DENV-4 utiliza
la endocitosis mediada por clatrina y dinamina y requiere de un pH acido en
los endosomas para infectar a macréfagos obtenidos de células U937 y
U937-DC-SIGN. Ademas, las células U937-DC-SIGN requieren
concentraciones mas elevadas de los compuestos inhibidores para mostrar
un grado de inhibicibn de la infeccién similar a las células U937,
posiblemente por su mayor susceptibilidad a la infeccién. Los valores de UFP
quivalentes/mL se resumen en la Tabla 4 del Anexo 1.

Para asegurarse de que los cambios en la produccion de progenie
viral no eran debidos a diferencias en la cantidad de células presentes en
cada pozo, se tomaron micrografias de las células 24 h.p.i. para determinar si

se contaba con una cantidad equivalente de células en cada condicién.

Figura 18. Células U937-DC-SIGN tratadas con anticuerpos contra HSP70 y HSP90 e
infectadas con DENV4. A células, 2 x105, U937-DC-SIGN diferenciadas a macrofagos, se les
incubd con gamma globulina y, posteriormente, con anticuerpos contra HSP70, HSP90 o un
anticuerpo no relacionado (a-HSP70, a-HSP90 o a-NR) a diferentes diluciones (1:100 y
1:300) antes de ser infectadas con DENV4. Se tomaron micrografias con un aumento de
20X a las 24 h.p.i. Mock = células tratadas con mock. MOI 1 = células infectadas a una MOI
de 1 sin tratarse previamente con anticuerpos. MOI 1-IgG = células tratadas con
gammaglobulina antes de ser infectadas. a-HSP90, 70 o NR = anticuerpos usados contra las
proteinas HSP90, HSP70, y un anticuerpo no relacionado.
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Figura 19. Células U937-DC-SIGN tratadas con compuestos inhibidores de la entrada viral e
infectadas con DENV4. A 2 x105 células U937-DC-SIGN, se les traté con una concentracion
de 90 pM de dansilcadaverina, 80 uM de dynasore® y 100 nM de bafilomicina A1, durante 2
horas a 37°C con 5% de CO:. Posteriormente, se infectaron con una MOI de 1 de DENV4.
Se tomaron micrografias con un aumento de 20X a las 24 h.p.i. Mock = células tratadas con
mock. MOI 1 = células infectadas a una MOI de 1 sin tratarse previamente con compuestos
inhibidores.

Como se observa en las Figuras 18 y 19, la cantidad de células U937-
DC-SIGN al final del tratamiento es similar a la cantidad de células que no
recibieron tratamiento (mock) y las células que fueron infectadas
directamente con una MOI1 del DENV. Estos resultados sugieren que la
disminucion en la progenie viral observada es un efecto producido por los
tratamientos a las que fueron sometidas y no a la disminucién de la poblacion

celular por pozo.

En el laboratorio, se ha observado que la presencia del antigeno viral
NS1 soluble es congruente con la cantidad de progenie viral presente en
sobrenadantes de cultivos de células infectados con DENV (Ludert et al.
2008). Por lo anterior se decidio verificar el efecto de los compuestos
inhibidores sobre la entrada de DENV4 en células U937-DC-SIGN por
deteccion de NS1 y confirmar, asi los resultados obtenidos a través de la
medicion por gRT-PCR.
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Figura 20. Presencia del antigeno NS1 en sobrenadantes de células U937-DC-SIGN
tratadas con compuestos inhibidores de la entrada viral. 2 x10° células U937-DC-SIGN se
trataron con una concentracién de 90 uM de dansilcadaverina, 80 uM de dynasore® y 100
nM de bafilomicina Al, durante 2 horas a 37°C con 5% de CO.. Posteriormente, se
infectaron con una MOl de 1 de DENV4. 24 h.p.i. se colectaron 50 pL del medio
condicionado y se analizaron por ELISA. n = 6. ANOVA de una via con prueba Dunnett,
p<0.05, las barras de error son +DS.

Como se observa en la Figura 20, hay una notable disminucion en la
presencia de la proteina NS1 en los sobrenadantes de células tratadas con
los compuestos inhibidores, mostrando una tendencia similar a la exhibida en
el estudio de la presencia de progenie viral por gRT-PCR bajo el mismo
tratamiento. Estos resultados confirman el efecto de los compuestos
inhibidores en la entrada del DENV4 en células U937-DC-SIGN.

La determinacion de NS1 en los sobrenadantes de células U937 no fue
posible. Aunque las causas para ello se desconocen, es muy posible que
debido al bajo numero de células infectadas, los niveles de NS1 en el
sobrenadante de dichas células estén por debajo del limite de deteccion del
estuche utilizado.
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7.4. El virus dengue es transportado a través de endosomas tempranos
atardios en células U937-DC-SIGN.

El virus unido e internalizado, por ejemplo a través de la endocitosis
mediada por clatrina; es dirigido a través de endosomas tempranos, los
cuales son identificados por la presencia de la GTPasa Rab5 (Krishnan et al.
2007), hacia endosomas tardios, identificados por presentar Rab7 en su
membrana (van der Schaar et al. 2007); en donde el virus logra fusionar su
membrana con las de los endosomas y evadir asi la degradacion en
lisosomas (Perera et al. 2008). Con el objetivo de probar si esta ruta de
transito es utilizada por el DENV4 en macréfagos, nosotros realizamos
ensayos de co-localizacién entre la glicopropteina E del virus y las proteinas
Rab5 y Rab7. Para ello se permitié la union del virus sobre la superficie
celular a 4°C para, posteriormente, permitir su entrada y trafico dentro de
células U937-DC-SIGN.
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Figura 21. Co-localizaciéon de la proteina E del virus dengue con Rab5 en la linea celular U937-DC-SIGN. A 2 x 10° células U937-DC-SIGN
diferenciadas a macréfagos, se incubaron con DENV4 a una MOI=10 durante 2 h a 4°C. Se transfirieron a 37°C por 12 min. Posteriormente,
fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas un anticuerpo contra Rab5 y E de DENV. Se marcaron con un anticuerpo anti-conejo conjugado con
Alexa-594 y un anticuerpo anti-raton acoplado a ficoeritrina. Finalmente, se montaron para su analisis por microscopia confocal utilizando como
tincion de contraste DAPI (azul). A. Nucleo celular. B. Superficie celular. C.DENV. D. Endosomas con Rab5. E. Fusion de A-D. F. Fusion de A, C-
D. G. Fusion de Rab5 y DENV. H. Acercamiento de la region sefialada en amarillo en la imagen G. Las flechas blancas sefialan puntos de co-
localizacion entre el DENV y Rabb.
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Figura 22. Co-localizaciéon de la proteina E del virus dengue con Rab7 en la linea celular U937-DC-SIGN. A 2 x 10° células U937-DC-SIGN
diferenciadas a macroéfagos, se incubaron con DENV4 a una MOI=5 durante 2 h a 4°C. Se transfirieron a 37°C por 20 min. Posteriormente, fueron
fijadas, permeabilizadas e incubadas un anticuerpo contra Rab7 y E de DENV. Se marcaron con un anticuerpo anti-conejo conjugado con Alexa-
594 y un anticuerpo anti-ratén acoplado a ficoeritrina. Finalmente, se montaron para su andlisis por microscopia confocal utilizando como tincion
de contraste DAPI (azul). A. Nucleo celular. B. Superficie celular. C.DENV. D. Endosomas con Rab5. E. Fusién de A-D. F. Fusion de A, C-D. G.
Fusion de Rab5 y DENV. H. Acercamiento de la region sefialada en amarillo en la imagen G. Las flechas blancas sefialan puntos de co-
localizacion entre el DENV y Rab7.
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En la Figura 21 se pueden observar puntos o0 manchas amarillas las cuales
indican co-localizacion del virus dengue con Rab5 a los 15 minutos después
de la union del DENV a la superficie celular. A tiempos menores no se
observo co-localizacion (8 y 12 min.). De igual manera, se pued apreciar co-
localizacion entre el DENV con Rab7, pero, como cabria esperar, esta co-
localizacion se observa a tiempos mas tardios (20 minutos) (Figura 22).
Estos resultados sugieren que el virus dengue transita primero por
endosomas tempranos Yy posteriormente en endosomas tardios en

macrofagos obtenidos de células U937-DC-SIGN.
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8. DISCUSION

El dengue es una enfermedad que ha tienido un alto impacto en la
salud de la poblacion mundial debido a diversos factores. Primero, existe una
alta densidad de poblacion habitando en las zonas de riesgo de transmision
del agente etiologico de esta enfermedad (Ng 2011, WHO 2009). Segundo,
la infeccion por el DENV es impredecible puesto que puede ser asintomatica
o llevar a sintomas como la hemorragia, derrame pleural y falla organica
multiple, los cuales pueden dirigir a choque y a la muerte (Simmons et al.
2012). En tercer lugar, no existe un tratamiento antiviral especifico para
reducir la infeccion por el DENV (Burnett 2013). Cuarto, las vacunas
desarrolladas hasta el momento son ineficientes para producir proteccion
contra los cuatro serotipos del virus (Sabchareon et al. 2012, Falzarano et
Feldmann 2013). Y, finalmente, el control del mosquito vector no ha sido
logrado (Hemme et al. 2010). Por lo anterior, se requiere el desarrollo de
estrategias que dirijan a mejor manejo clinico de la enfermedad. En este
sentido, el disefio de farmacos antivirales se presenta como una de las
estrategias mas socorridas y prometedoras, y la cual podria dirigirse hacia el
control de los pasos iniciales de la infeccion.

La entrada del virus dengue ha sido sefialada como un paso critico en
el establecimiento de la infeccion. Anteriormente, se ha estudiado la entrada
del DENV en células epiteliales, hepatocitos y fibroblastos, entre otras tanto
de mamifero como de mosquito; sin embargo, aun no se entiende por
completo este proceso en macréfagos, los cuales han sido descritos como un
blanco principal de la infeccibn por DENV in vivo (Alhoot et al. 2012).
Ademas, los macréfagos tiene un papel dual en pro- y contra de la infeccién,
ya que estas células participan en patogénesis de la enfermedad y, aunque
su funcion es internalizar y destruir al virus y a las células infectadas, también
son altamente permisivas a la infeccion por el virus y producen factores,
como son las citocinas, que inducen algunos de los sintomas mas

perjudiciales de la enfermedad (Chaturvedi et al. 2006).
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En el estudio de la infeccion por el DENV en tipos celulares con baja
expresion de receptores para el virus, como son los macrofagos, técnicas
muy sensibles como la PCR presentan una eficiente deteccién de la infeccion
aun a tiempos tempranos. La RT-PCR en tiempo real provee un adecuado
meétodo de diagnadstico para el DENV. El método es rapido, sensible, simple y
reproducible si esta propiamente controlado. Este puede usarse para
detectar RNA viral en muestras clinicas humanas, en tejidos post mortem, en
cultivos celulares y en mosquitos (Guzman et Kouri 2004, Jittmittraphap et al.
2006, Lanciotti et al. 1992, Liotta et al. 2005). Ademas, en los ultimos afios
se han desarrollado métodos que implican iniciadores y sondas dirigidos a
diferentes localizaciones en el genoma y diferentes enfoques para detectar
los productos de RT-PCR (Chien et al. 2006, Jittmittraphap et al. 2006,
Johnson et al. 2005, Lanciotti et al. 1992). Por lo anterior, decidimos utilizar
la técnica de gRT-PCR para la deteccion de la infecciéon por el DENV en

macroéfagos.

Anteriormente, se ha sugirido que las células U937 podrian no ser un
modelo apropiado para el estudio de la infeccion por DENV, debido a que se
ha observado que el DENV2 se une a diferentes proteinas en la superficie de
monocitos/macréfagos primarios y en células U937 (Moreno-Altamirano et al.
2002). Sin embargo, esta linea celular ha sido utilizada ampliamente en el
estudio del comportamiento de los macréfagos, en el proceso de proliferacién
(Tabolacci et al. 2011), apoptosis (Matsunaga et al. 2012, Perez-Cruz et al.
2003), diferenciacion (Kim et al. 1998, Tabolacci et al. 2011), sintesis y
liberacion de citocinas (Arif et al. 2011, Sun et al. 2013, Vongsakul et al.
2011), actividad fagocitica, citotoxicidad (Bernal et Chen 1982), expresion de
moléculas de adhesion (Shelley et al. 2002) y receptores a IFN-gamma
(Brown et al. 2006, Finbloom 1991), y vias de sefalizacion (Kang et al.
2011). En el estudio de la infeccion por DENV en macréfagos provenientes
de células U937, la principal limitante es la poca permisibilidad de estas
células a la infeccion, la cual se ha observado que es menor al 5% de las

células expuestas al virus (Puerta et al. 2010). Sin embargo, cuando éstas
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son transfectadas para la expresion de DC-SIGN, una lectina expresada en
células dendriticas que participa en la unién del virus DENV a estas células,
aumentan su capacidad de infectarse por el virus mas de diez veces. Por
todo lo antes mencionado, la linea celular U937 modificada para la expresion
de DC-SIGN vy diferenciada a través del uso de PMA, pudiera constituirse
como un modelo eficiente para el estudio de la infeccion por el DENV en

macrofagos.

Un paso inicial y critico en la infeccion por DENV es su entrada. En
este sentido, tanto la entrada como el tropismo del DENV est4 definido por la
unién a su receptor (Thepparit 2004). Esta unidon no solo permite al virus
adherirse, sino también puede inducir la sefalizacion necesaria para su
internalizaciéon en la célula blanco. Para el DENV, se ha observado que la
internalizaciéon sucede por diferentes vias de entrada como la
macropinocitosis, pinocitosis, endocitosis y fagocitosis mediadas por receptor
(Acosta et al. 2008). Por ejemplo, en células que expresan el receptor de
manosa y DC-SIGN, se ha observado que el primero participa induciendo la
internalizacion del DENV via endocitosis mediada por clatrina,
macropinocitosis, pinocitosis y fagocitosis. En el caso de DC-SIGN, se ha
sugerido que es requerida para el anclaje del DENV, pero que no patrticipa en
la internalizacion (Miller et al. 2008). Contrariamente a lo que sucede con la
infeccién por VIH1, en donde DC-SIGN promueve la internalizacion del virus
via endocitosis mediada por clatrina (Cambi et al. 2009, Tacken et al. 2011).

Reyes del Valle y col. (2005) describieron a las proteinas HSP70 y
HSP90 como parte de un complejo receptor para el virus dengue en
macrofagos. Debido a la pobre infeccidén de estas células por el DENV, estas
han sido modificadas para la expresion de DC-SIGN, un reconocido receptor
del virus en células dendriticas. Con base en lo anterior, la participacion de
DC-SIGN en el aumento de la infeccion podria deberse a su papel como
factor de anclaje o, como sucede para VIH, como un receptor que induce la

internalizacion del virus mediada por clatrina (Cambi et al. 2009). El uso de
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anticuerpos contra las proteinas que putativamente actian como receptores
del DENV en células U937, es una estrategia util para estudiar su
participacion como tales. Esta estrategia se ha utilizado ampliamente en el
estudio de la interaccion de DC-SIGN con la glicoproteina E (Navarro et al.
2003), de la participacion de GRP 78 en la facilitacion de la entrada del virus
a las células hepaticas (Jindadamrongwech et al. 2004), en la participacion
del receptor de laminina (Thepparit et al. 2004), el receptor de manosa (Miller
et al. 2008) y otras proteinas (Moreno-Altamirano et al. 2002) en la entrada
del virus dengue. Aunque existe otras técnicas para determinar la
participacion de una molécula como receptor (Salas—Benito et del Angel
1997), nosotros decidimos utilizar anticuerpos para bloquear la union del
virus a sus receptores por haber probado anteriormente ser Utiles en la
definicion de la participacion de las proteinas HSP70 y HSP90 en la unién del

DENV a la superficie de células U937 diferenciadas a macrofagos.

Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se estudid la
participacion de HSP70 y HSP90 en la entrada del virus dengue en células
U937-DC-SIGN. Para ello se utilizaron anticuerpos dirigidos contra estas
proteinas. Los resultados muestran una disminucion en la produccion de
progenie viral cercana al 60 % con respecto a las células infectadas
directamente (Figura 11). Esto sugiere que los receptores HSP70 y HSP90
son necesarios en la entrada de DENV a células U938-DC-SIGN. Al parecer
las células DC-SIGN podria estar participando solamente como un factor de
anclaje cuya presencia no altera el uso de receptores en las células U937.
Sin embargo, la reduccion en la infeccion no es total. Esta reduccién parcial
podria deberse a una incompleta unién o bloqueo de las proteinas HSP70 y
HSP90 por los anticuerpos utilizados o a la presencia de otros receptores
descritos en macrofagos, como es el caso del receptor de manosa y la
molécula asociada a CD14. Para corroborar que el efecto en la disminucién
de la infeccion no era un efecto secundario al uso de anticuerpos, se uso6 un

anticuerpo no relacionado, el cual no afecto significativamente la infeccion.

60



Para confirmar el comportamiento observado en las células U937-DC-
SIGN, se llevo a cabo la reproduccion de los experimentos en células U937,
que anteriormente habian sido estudiadas en el laboratorio por Reyes-Del
Valle en el 2005. Como era de esperarse, el uso de anticuerpos para
bloquear a los receptores HSP70 y HSP90 en células U937 provoco una
disminucién en la infeccidon (Figura 12); y, aunque la técnica de medicion de
la infeccidn difiere a la utilizada por Reyes del Valle, los resultados obtenidos
concuerdan, aumentando la confiabilidad de los resultados obtenidos para
U937-DC-SIGN.

Los resultados obtenidos también muestran que macréfagos U937
expresando ectopicamente DC-SIGN se infectan mas eficientemente que los
macrofagos U937, ya que al ser medida la progenie viral producida a través
de gqRT-PCR aumenta en mas del doble su valor; 295,500 versus 148,000
UFP equivalentes/mL, respectivamente. Es necesario sefalar que la
expresion de DC-SIGN en U937 fue confirmada por citometria en el
laboratorio (datos no mostrados). Estos resultados concuerdan con lo
observado en células THP expresando DC-SIGN y células modificadas para
sobre-expresar un receptor especifico para el DENV como es el caso del
receptor de manosa (Miller et al. 2008); en donde la internalizacion del virus y

sus niveles de replicacion aumenta significativamente.

Una vez unido a su receptor en la célula blanco, el DENV es
internalizado. Mediante el silenciamiento de componentes de la entrada del
virus en monocitos, se determind que éste es internalizado a través de la
endocitosis mediada por clatrina (Alhoot et al. 2011), via de entrada también
descrita para el receptor de manosa en macrofagos (Jindadamrongwech et
al. 2004), que ademas, usa como receptor a una molécula asociada a CD-14
(Alhoot et al. 2011). Estos resultados sugieren la entrada mediada por
clatrina, la disminucién de la progenie viral observada es limitada, lo cual
permite pensar que existen otros receptores, asi como otras vias de entrada

utilizadas por el virus.
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La endocitosis mediada por clatrina es el proceso por el cual se forma
una vesicula intracelular por la invaginacion de la membrana en una poza
pre-existente de clatrina. Esta invaginacion requiere ser cortada a partir de la
membrana a través del reclutamiento y estrangulacion por dinamina (Schmid
et Frolov 2011). Para definir si la endocitosis mediada por clatrina es la via de
internalizacién usada por el DENV4 en células U937 y U937-DC-SIGN, en
este trabajo utilizamos un enfoque farmacoldgico con el fin de inhibir
componentes de esta via de entrada. El uso de dansilcadaverina -un
inhibidor frecuentemente usado en el estudio de la endocitosis mediada por
clatrina, tanto en células U937 como en células U937-DC-SIGN, provocé una
disminucién en la produccién de la progenie viral de 75 y 60 %,
respectivamente (Figura 17). Estos resultados fueron comprobados mediante
la medicion del antigeno viral NS1 en células U937-DC-SIGN, en cuyo caso
la reduccién en el porcentaje de NS1 detectada fue cercana al 70% (Figura
20). En linea con el estudio de la ruta de endocitosis mediada por clatrina, se
utilizé dynasore®, un compuesto inhibidor de dinamina (Lee et al. 2013,
Varkevisser et al. 2013). Este se us6 en la misma concentracion (80 pM) en
ambas lineas celulares, ya que en mayores concentraciones dirigia a una
reduccion de la viabilidad celular. En la linea celular U937 este compuesto
provoco una reduccion en la progenie viral cercana al 70%; sin embargo, al
usarse en la linea celular U937-DC-SIGN, la reduccion fue de tan solo 40%
(Figura 17). Como se puede observar, se usé una concentracion mayor de
dansilcadaverina en la linea celular U937-DC-SIGN para lograr un efecto de
inhibicién similar al obtenido en las células U937, este requerimiento
posiblemente se deba a que la entrada del virus esta favorecida por la lectina
y, por lo tanto, requiere una mayor regulacion; esto es soportado por el
comportamiento mostrado por dynasore®, que al ser utilizado en una
concentracion igual en ambas lineas celulares, mostré un menor efecto en la
linea celular con mayor infeccion viral, U937-DC-SIGN. Estos resultados
tomados en conjunto, sugieren que la endocitosis del DENV4 esta mediada

por clatrina en ambos tipos celulares. El hecho de que la reduccion en la
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progenie viral no alcanza el 100%, puede deberse a 1) se requiere usar
concentraciones mayores de los compuestos inhibidores, lo cual es dificil
debido a la toxicidad, 6 2) hay entradas alternas como podria ser el caso de
la entrada mediada por caveolina.

Dentro de la célula, el virus es transportado a través de endosomas
tempranos a endosomas tardios, en donde la acidificacién del pH permite al
virus fusionar su membrana con la membrana endosomal y escapar hacia el
citoplasma (van der Schaar et al. 2008). En este trabajo se analizé la
presencia de DENV en endosomas tempranos y tardio a través del uso de
anticuerpos especificos contra sus marcadores reconocidos, Rab5 y Rab7,
respectivamente; y contra la proteina E del DENV. La co-localizacion de la
proteina E del virus con Rab 5 (Figura 21) y con Rab7 (Figura 22) sugiere
que el DENV es transportado a través de estos endosomas después de
internalizacién. Asi mismo, se sabe que una ATPasa vacuolar esta
encargada de la disminucién del pH en estos organelos, de manera que el
uso de bafilomicina Al, un compuesto inhibidor de la ATPasa vacuolar,
detiene esta acidificacion y por lo tanto, la fusion de la membrana viral y
endosomal y su posterior replicacion (Daigneault et al. 2010, Fang et al.
2013). En este trabajo se utiliz6 bafilomicina A1 en células U937 y U937-DC-
SIGN (Figura 17). Este compuesto tuvo un efecto inhibidor en la produccion
de progenie viral, en aproximadamente 70%, mientras que en la linea celular
U937-DC-SIGN indujo una reduccién de 75%. Aunque estas cifras son
similares; fue necesario usar una concentracion mayor del compuesto (100
nM) en U937-DC-SIGN para lograr un efecto comparable. En el caso de
U937-DC-SIGN, la presencia de NS1 en sobrenadantes se redujo
aproximadamente un 80%, corroborando el efecto de bafilomicina Al en la
produccion de la infeccion viral (Figura 20). Estos resultados indican la
necesidad de acidificacion de compartimentos celulares para el

establecimiento de la infeccion por DENVA4.

En este trabajo se estudiaron la via de entrada y la necesidad de bajo

pH endosomal utilizando solo un compuesto inhibidor para cada
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componente. Es por ello que se hace necesario repetir estos experimentos
utilizando otros compuestos inhibidores como el tratamiento con sacarosa
para inhibir la entrada mediada por clatrina o cloruro de amonio para
aumentar el pH lisosomal. Mejor aun seria repetir estos experimentos
utiizando mutantes dominantes negativas para EPS15 o silenciando
proteinas claves, como clatrina o EPS15, para las rutas involucradas.
Ademas, todos los experimentos se hicieron utilizando un solo serotipo de
DENV, vy, en vista de los resultados reportados por Acosta et al. (2012),
valdria la pena repetir estos experimentos utilizando al menos un serotipo
adicional de DENV, y asi validar o no el uso general de estas vias para todos
los serotipos de DENV.

En resumen, podemos decir que la presencia de DC-SIGN en células
U937 diferenciadas a macréfagos induce un aumento en la infeccidén de esta
linea celular de por lo menos 10 veces. Ademas, nuestros resultados
sugieren que el virus dengue utliza a las proteinas HSP70 y HSP90
participan en la entrada de DENV a células U937-DC-SIGN diferenciadas a
macrofagos tal y como se habia observado para células U937, y que la
presencia de DC-SIGN no altera el uso de receptores para el DENV en estas
células. Sin embargo, la presencia de otras moléculas de superficie que
pueden estar participando de la unién del virus, no puede ser descartada. Asi
mismo, podemos concluir que el DENV4 utiliza la endocitosis mediada por
clatrina y a dinamina, y requiere un pH bajo para su entrada en células en

ambos tipos celulares.

Por dltimo, nuestros resultados sugieren que las células U937
expresando ectopicamente DC-SIGN presentan eventos tempranos de la
infeccion similares al de las células parentales, U937, y que por lo tanto
debido a su aumento considerable en la infeccién por DENV, representan un

modelo mas ventajoso para el estudio de la infeccion por DENV.
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9. CONCLUSIONES

Las proteinas HSP70 y HSP90 forman parte del complejo receptor de DENV
en células U937-DC-SIGN.

El DENV4 utiliza una via de entrada susceptible a dansilcadaverina y
dynasore y requiere de un pH acido para su internalizacion en células U937 y
U937-DC-SIGN, lo cual sugiere entrada mediada por clatrina y el paso por

endosomas.

Por su mayor eficiencia de infeccion, las células U937-DC-SIGN podrian
reemplazar a las células U937 en el estudio de eventos tempranos de la
infeccion por DENV, debido a que el virus utiliza al menos la via de

endocitosis mediada por clatrina para la entrada en ambos tipos celulares.
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10.PERSPECTIVAS

Usar otros compuestos inhibidores especificos de la entrada de clatrina para
respaldar los resultados obtenidos con el uso de dansilcadaverina y

dynasore®.

Utilizar mutantes dominantes negativas de componentes de la via de entrada
del DENV.

Investigar otras posibles rutas de entrada del DENV en células U937 y U937-
DC-SIGN.

Determinar la ruta de entrada de los serotipos 1, 2 y 3 del DENV en
macrofagos obtenidos de células U937 y U937-DC-SIGN.

Estudiar la ruta de transito del DENV dentro de las lineas celulares U937 y
U937-DC-SIGN.

Analizar si la ruta de entrada del DENV es la misma en macréfagos

obtenidos a partir de monocitos primarios.

Investigar la ruta de entrada del DENV a macréfagos bajo condiciones de
ADE.
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12. Anexos

12.1. Anexo 1. Tablas de valores de UFP equivalentes/mL.

Tabla 3. Numero de UFP equivalentes/mL correspondientes a cada condicion de los
ensayos de inhibicion de la infeccién por DENV empleando anticuerpos dirigidos contra las
proteinas HSP70 y HSP90 para células U937 y U937-DC-SIGN.

Condicion U937 U937-DC-SIGN | U937 | U937-DC-SIGN
UFPel/mL UFPel/mL % %

Mock 0 0 0 0

MOI 1 148000 290000 | 100 100
lgG 133000 241000 90 83
a-HSP90 1:100 43000 61000 29 21
a-HSP70 1:100 73000 80000 49 28
a-NR 1:100 131000 260000 89 90
a-HSP90 1:300 58000 90000 39 31
a-HSP70 1:300 77000 86000 52 30
a-NR 1:300 144000 277000 97 96

Se muestra el promedio de los valores observados de UFPeg/mL para cada condicion. El
porcentaje presentado fue calculado con respecto a la infeccién directa por el DENV (MOI 1).

Tabla 4. Numero de UFP equivalentes/mL correspondientes a cada condicion de los
ensayos de inhibicién de la infeccién por DENV por el efecto de compuestos inhibidores de

la entrada viral.

Condicion U937 U937-DC-SIGN | U937 | U937-DC-SIGN

UFPeg/mL UFPeg/mL % %

Mock 0 0 0 0

MOI 1 133000 295000 | 100 100

DMSO 135000 285000 | 102 97

Dansilcadaverina 30000 120000 23 41

Dynasore 29000 178000 22 60

Bafilomicina Al 33000 78000 25 26

Se muestra el promedio de los valores observados de UFPeqg/mL para cada condicion. El
porcentaje presentado fue calculado con respecto a la infeccidn directa por el DENV (MOI 1).
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