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Resumen

El virus dengue (DENV) es el arbovirus de mayor importancia que afecta al humano
en todo el mundo. En condiciones naturales cuando el virus infecta al mosquito, este
puede transmitirlo a lo largo de toda su vida sin verse dafiado, adquiriendo asi una

infeccion de tipo persistente.

En el laboratorio se cuenta con una linea celular C6/36, de mosquito Aedes
albopictus, persistentemente infectada con DENV-2, denominada C6-L. Esta linea
celular asemeja la infeccién viral que padece el mosquito en la naturaleza,
permitiendo el estudio de la interaccidn virus-vector. Las células C6-L presentan las
caracteristicas de interferencia viral homologa para los 4 serotipos del DENV pero
susceptibilidad a la re-infeccion por un virus heterdlogo, como el virus Sindbis
(SINV); no desarrollan efecto citopéatico pero contienen el genoma y producen
proteina viral; pero aparentemente no producen particulas virales. El objetivo de
este trabajo fue determinar la presencia y localizacion de las particulas virales del
DENV-2 en las células C6-L, con el fin de dilucidar la presencia del virus y la

interaccién virus-célula del hospedero vector.

Los resultados obtenidos indican que las células C6-L efectivamente producen
particulas virales, las cuales no se detectaron por ensayo de placa litica pero fueron
observadas por microscopia electrénica de transmision (MET) y detectadas
mediante qRT-PCR. Esta produccion de particulas virales ocurre a nivel de RER,
donde hay presencia de fabricas de replicacién, que son rearreglos de la membrana
del RER inducidas por el virus. Entre ellas se encontraron paquetes membranosos
(Vp) que albergan vesiculas de doble membrana (Ve) implicados en el ensamblaje
del virus; y complejos replicativos (RC) que participan en la replicacién viral,
sugiriendo que las células C6-L logran adaptarse al virus para sobrevivir a la
infeccion persistente, inhibiendo, por mecanismos desconocidos, la formacion de
estructuras tubulares (T) causantes del desarreglo total de la membrana del RER y

del citoplasma, que conduce a la muerte celular.



Abstract

Dengue virus (DENV) is considered the most important arbovirus that affects
humans worldwide. Under natural conditions, DENV is able to transmitted by
mosquitoes throughout their lifetime without being damaged, thus acquiring a

persistent infection.

Our has developed a cell line of C6/36 cells persistently infected with DENV-2 called
C6-L. These cells resemble viral infection suffered by the mosquito in the nature
allowing the study of virus-vector interaction. They display some important features
such as homologous viral interference for the four serotypes of the DENV but the
are susceptible to be reinfected by a heterologous virus such as Sindbis (SINV); they
not develop cytopathic effect but they contain the genoma and synthesize viral

protein but apparently they do not produce viral particles.

The objective of this work was determine the presence and localization of viral
particles DENV-2 in the C6-L cells, with the final purpose of elucidate the presence
of virus and virus-host cell vector interaction. The results indicate that the C6-L cells
affectively produce viral particles which were not detected by plaque assay in BHK-
21 cells but were observed by transmission electron microscopy (TEM) and detected
by qRT-PCR. This viral particle production occurs at level of RER where “viral
replication factories” are present, formed by virus-induced membrane
rearrangements of RER, that include double-membrane vesicles (Ve) enclosed
within membrane packets (Vp) involved in virus assembly, and replication complex
(RC) implicated in viral replication. These data suggest that the C6-L cells have
archived a process of adaptation to the virus in order to survive the persistent
infection, inhibiting, for an unknown mechanism, the formation of tubular structures
(T) associated to the total disarray of the membrane RER and cytoplasm, leading to

cell death.



Introduccion

El dengue es una enfermedad viral causada por el virus dengue (DENV) que posee
cuatro serotipos (DENV 1-4) relacionados antigénicamente (Deen et al., 2006). La
enfermedad en muchos casos es asintomatica o con sintomatologia leve, pero
puede manifestarse como dengue clasico (DC) con la aparicion repentina de fiebre
acompafada de dolor de cabeza frontal y dolor retro-orbital, seguido de sintomas
como vémito, debilidad, mialgia y artralgia. También se presenta como dengue
hemorragico (DH) o dengue severo, que es una forma mas grave de la enfermedad
y con sintomas clinicos similares a los del DC, pero el periodo critico del DH
comienza cuando la fiebre desaparece al ocurrir manifestaciones hemorragicas, que
incluso ocurren 24 horas antes. Se puede llegar a observar petequias, epistaxis,
hemorragias en sitios de venopuncion, sangrado de encias y hematemesis. La fuga
de plasma determina la gravedad de la enfermedad y los pacientes que empeoran
desarrollan el sindrome de choque por dengue (SCD), mostrando intenso dolor
abdominal, vémito persistente, pulso débil e hipotensién. Si el incremento de la
permeabilidad vascular progresa, conduce al colapso vascular que culmina en falla
organica multiple, cuyo resultado suele ser fatal y conlleva a la muerte. Una
infeccion secundaria con un distinto serotipo del DENV incrementa el riesgo de
desarrollar DH y SCD, evento que se conoce como infeccion facilitada por
anticuerpos (Akbar et al., 2012; Deen et al., 2006; Halstead, 2007; Kalayanarooj,
2011; OMS, 2015; Teo et al., 2009). Actualmente se reconoce que otras
manifestaciones clinicas pueden estar asociadas con la infeccién, entre ellas la
miocarditis, la hepatitis, la encefalitis, la colecistitis, la mielitis y la colitis aguda
(Gulati and Maheshwari, 2007; Nimmagadda et al., 2014; Pawaria et al., 2014
Pothapregada, 2014).

Epidemiologia

DENV es la causa mas comun de enfermedades por arbovirus (virus transmitidos
por artrépodos) a nivel mundial (figura 1). Es transmitido por mosquitos hembra
infectadas del género Aedes, principalmente las especies Aedes aegypti y Aedes

albopictus. La incidencia de esta enfermedad ha aumentado enormemente en las



tltimas décadas. A nivel mundial, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
calcula que al afo se producen 390 millones de infecciones por dengue, de los
cuales 96 millones se manifiestan clinicamente. Estimando que mas de 3900
millones de personas (mas del 40 % de la poblacion mundial) estdn en riesgo de
contraer la enfermedad en 128 paises (OMS, 2015). Los cuatro serotipos del DENV
se encuentran distribuidos en todo el mundo y se sugiere que han surgido de cepas

silvestres que se encuentran en el sureste de Asia (Wang et al., 2000).

Presence of dengue
Ml High

[ Medium

[ Low

Figura 1. Distribucion del DENV y del mosquito transmisor. Mapa que muestra los
paises con presencia del DENV (areas sombreadas en tonalidades de color rojo segun la
presencia alta, media y baja del virus) y los limites geograficos de la distribucion del
mosquito Aedes aegypti, principal vector del virus (area entre las lineas oscuras) (Back and
Lundkvist, 2013; Guzman and Harris, 2015).

En México, la Direccion General de Epidemiologia ha reportado en la semana
epidemioldgica 24 (actualizada al 22 de Junio 2015) 5,232 casos por dengue, donde
el 53% de los casos confirmados, corresponden a Guerrero, Chiapas, Colima,
Veracruz y Quintana Roo; y el estado de Colima presenta la incidencia mas alta
(DGE, 2015). Cabe mencionar que en México se encuentran presente los 4
diferentes serotipos de DENV, lo cual hace mas probable que las personas
desarrollen DH por una reinfeccion con un serotipo distinto. Por lo anterior, el
dengue es un problema muy importante de salud publica, no s6lo en México sino

también a nivel mundial.



Estructura del DENV

DENV pertenece al género Flavivirus, de la familia Flaviviridae. El virus maduro e
infeccioso es esférico, envuelto, con ~50 nm de didmetro y esta formado por tres
proteinas estructurales: la proteina de la capside “C” de 11 KDa, que con mdltiples
copias encapsida el genoma de RNA para formar la nucleocépside viral; la proteina
de membrana “M”, de aproximadamente 8 KDa (que es el resultado del
procesamiento proteolitico de su forma precursora prM de ~21 KDa), y la proteina
de envoltura “E”, de 53 KDa (que posee tres dominios estructuralmente distintos)
estan ancladas a una bicapa lipidica o envoltura, derivada de la célula del huésped
que rodea la nucleocapside (figura 2) (Kuhn et al., 2002; Zhang et al., 2003a;
Mukhopadhyay et al., 2005; Perera and Kuhn, 2008).

Figura 2. Modelo del virion maduro del DENV. (A) Criomicroscopia electrénica de la
estructura del DENV maduro revela la interaccion molecular in situ entre la bicapa lipidica,
la longitud total de las proteinas de membrana (M; en color naranja y azul cielo) y envoltura
(E; dominio I, Il'y lll en rojo, amarillo y azul respectivamente), y el area de la nucleocapside
viral (Zhang et al., 2003a; Zhou, 2014). (B) Organizacion icosaédrica del DENV donde los
dominios I, I y lll de la proteina E se muestran en color azul, rojo y verde respectivamente.
Se representan los ejes icosaédricos de la particula viral con simbolos: 2 pliegues, eclipse;
tres pliegues, triangulo; y 5 pliegues, pentagono (Kuhn et al., 2002; Zhang et al., 2013).



Los tres dominios estructurales de la proteina E tienen conformacion tipo barril-beta
y se denominan: EDI, EDII y EDIII. La proteina E es responsable del proceso de
fusion de la envoltura viral con la membrana celular durante la entrada del virus
(Kuhn et al., 2002) y al parecer el dominio Il (EDIII) es responsable de la union de
la proteina E al receptor celular ya que varias mutaciones en este dominio afectan

la entrada del virus a la célula (Roehrig, 2003; Modis et al., 2004).

Genoma del DENV

La nucleocépside de DENV encapsida el genoma viral de RNA de cadena sencilla
y sentido positivo (RNA de cadena plus) que contiene aproximadamente 10,700
nucledtidos (~11 Kb). Este RNA monocistrénico codifica para un solo marco de
lectura abierto (ORF), flanqueado por las regiones 5" y 3" no traducidas (UTRS)
(figura 3) (Harris et al., 2006; Lindenbach and Rice, 2003).

Cuando el genoma es liberado al citoplasma sirve como mRNA y es traducido en el
reticulo endoplasmatico rugoso produciendo una poli proteina de 3,411
aminoacidos que es procesada proteoliticamente co- y post traduccionalmente. En
el extremo N-terminal de la poli proteina se encuentran codificadas las tres proteinas
estructurales: capside (C), precursora de membrana (prM) y envoltura (E); y
enseguida se encuentran codificadas las siete proteinas no estructurales (NS): NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Gebhard et al., 2011; Rice et al., 1985). El
genoma requiere ser ciclizado para que la replicacién viral se lleve a cabo, para ello
es necesaria la presencia de al menos dos pares de regiones conocidas como 5’-
3'CS (secuencias de ciclizacion 5°-3") y 5"-3"UAR (regiones de AUG rio arriba 5-
3") (Friebe et al., 2011; Villordo and Gamarnik, 2009). Recientemente se han
reportado cambios en la estructura del genoma viral durante su adaptaciéon en el
mosquito y el humano, describiendo mecanismos que mantienen posible la

convivencia viral en cada hospedero y la eficiencia replicativa (Villordo et al., 2015).
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Figura 3. Genoma del DENV. Conformado por las regiones 5" y 3" no traducidas (UTRsS) y
el marco de lectura abierto (ORF) mostrando las proteinas estructurales (C, prMy E) y las
proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). También se
observan los elementos 5°-3'CS (linea roja) y 5-3'UAR (linea discontinua en verde)

necesarios para la replicacién viral (Gebhard et al., 2011).

Ciclo de replicacion del DENV

El mosquito hematdfago del género Aedes, puede alimentarse de la sangre de un
huésped humano infectado con el DENV, adquiriendo la infeccién. El virus infecta
el intestino medio, moviéndose por el hemocele, y replicandose en muchos érganos
y compartimientos del cuerpo del mosquito, entre ellos, las glandulas salivales.
Cuando introduce su proboéscide en un humano sano libera en la saliva el virus.
Estos virus tienen inicialmente como blanco de infeccion a los monocitos,
macrofagos y células dendriticas, incluyendo las células de Langerhans de la piel
(Jessie et al., 2004). El virus se fija a su receptor mediante la proteina E. En células
de mamiferos se une a heparan sulfato (Chen et al., 1997), nLc4Cer (Aoki et al.,
2006; Wichit et al., 2011), DC-SIGN (Navarro-Sanchez et al., 2003; Tassaneetrithep
et al., 2003), HSP90 y HSP70 (Reyes-Del Valle et al., 2005), proteinas de 44 y 74
KDa (Martinez-Barragan and del Angel, 2001) y receptores de manosa (Miller et al.,
2008); mientras que en células de mosquito se puede unir a prohibitina (Kuadkitkan
etal., 2010) y proteinas de 40 y 45 KDa (Reyes-del Valle and del Angel, 2004; Salas-
Benito and del Angel, 1997; Yazi Mendoza et al., 2002) por mencionar algunos. A
continuacion, el virus es internalizado a la célula por endocitosis mediada por

clatrina (van der Schaar et al., 2008). El pH acido del endosoma conduce a la fusion
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de la envoltura viral con la membrana del endosoma, liberando la nucleocapside
con el genoma al citoplasma (Heinz and Allison, 2003; Stiasny and Heinz, 2006). La
nucleocapside se disocia y el RNA viral al ser de cadena sencilla y con sentido
positivo es traducido como RNA mensajero por los ribosomas adosados a la
membrana del reticulo endoplasmatico rugoso (RER) en una poli proteina que es
procesada por proteasas virales y celulares en tres proteinas estructurales (C, prM
y E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5) (Clyde et al., 2006). Después de la traduccion y plegamiento de las proteinas
individuales, las proteinas no estructurales junto con las celulares inducen
invaginaciones membranosas en el lumen del RER que estan unidas al citoplasma
por estructuras similares a un poro (Welsch et al., 2009). En el interior de estas
vesiculas membranosas ocurre la replicacién viral mediante la actividad entre otras
de la proteina NS5 (RNA polimerasa dependiente de RNA) que genera una cadena
de polaridad negativa complementaria al genoma viral, usada como molde para
generar multiples copias del RNA viral. Durante la morfogénesis, la proteina C se
asocia con el RNA recién sintetizado formando la nucleocapside la cual por
gemacion en el RER adquiere la bicapa lipidica en la que se encuentran las
proteinas trans membrana prM y E, generando particulas virales inmaduras. Estas
particulas se caracterizan por tener un diametro de 60 nm y el arreglo de sus
proteinas de superficie forman 60 espiculas confiriéndole una apariencia rugosa.
Cada espicula estd compuesta por tres heterodimeros prM-E (Zhang et al., 2003b;
Zhang et al., 2007). Estas particulas viajan del RE al espacio extracelular por la via
secretoria convencional. Durante este trayecto el pH ligeramente acido (6.0) de la
red trans—Golgi (TGN) provoca la disociacion de los heterodimeros prM-E
produciendo 90 dimeros de proteina E alineados sobre la superficie del virus. Esta
reorganizacion estructural de las glicoproteinas permite que la endoproteasa celular
furina corte el péptido precursor de membrana (prM) (Yu et al., 2008; Zybert et al.,
2008) en la secuencia de reconocimiento Arg-X-(Lis/Arg)-Arg (donde X es cualquier
aminoacido) obteniéndose la proteina de membrana “M” y el péptido “pr”. El péptido
pr actlia como chaperona estabilizando la proteina E durante el transito del virus a

través de la via secretora hasta su salida donde se disocia originando el virus
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maduro infeccioso que se distingue por medir casi 50 nm de diametro y tener 180
monomeros de proteina E organizados en 90 dimeros unidos herméticamente y
recostados sobre la superficie de la membrana viral, dandole al virus una apariencia
lisa (figura 4) (Back and Lundkvist, 2013; Clyde et al., 2006; Kuhn et al., 2002;
Prasad and Schmid, 2012).

7. Liberacién

. [ A
del virus maduro. %

Yogtie®
1. Fijacién y entrada e
del virus dengue.

2. Fusién y desamblaje

del virus en el endosoma.

6. Maduracién del virus
(la furina corta a prM).

3. Traduccién y
procesamiento
de la poliproteina viral

en membranas. 5. Ensamblaje y brote

del virus inmaduro en el RE.

4. Replicacién
del RNA viral en membranas.

Figura 4. Representacion del ciclo de replicacion del DENV (Laughlin et al., 2012).
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Antecedentes

Persistencia viral

Los arbovirus, virus transmitidos por artrépodos, son un grupo de al menos 530 virus
de los cuales aproximadamente 134 han mostrado ser causantes de enfermedades
en los humanos (Center for Diasease Control and Prevention, 2010). Se mantienen
en la naturaleza en un ciclo de transmision horizontal entre el vector artropodo
hematofago y el huésped vertebrado (Gubler, 2001), aunque se ha documentado la
transmision vertical (Lequime and Lambrechts, 2014). La mayoria de los arbovirus
gue producen enfermedad en el humano son miembros de las familias Togaviridae,
Flaviviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae y Reoviridae. EI DENV, miembro de la
familia Flaviviridae, se ha convertido en el causante de la enfermedad viral
transmitida por artropodos a humanos mas prevalente durante las Gltimas décadas
(Messina et al., 2014).

La infeccidon por virus en el humano se presenta en su mayoria como una infeccion
de tipo aguda, una infeccién que puede ser temporal y autolimitada, sin embargo se
ha reportado que algunos virus pueden desarrollar una infeccién de tipo persistente
(De Gascun and Carr, 2013; Lucs et al., 2015; Vockerodt et al., 2015). La
persistencia viral se refiere a la supervivencia del virus dentro de la célula huésped

por largos periodos de tiempo, sin causarle dafio.

Existe evidencia que sugiere una infeccion persistente en humanos por Flavivirus
transmitidos por mosquitos (Baty et al., 2012; Murray et al., 2010) aunque cabe
mencionar que el establecimiento de la infeccion persistente por los Flavivirus en
humanos parece estar principalmente asociada con aquellos encefalicos (Diamond,
2003), entre ellos el virus de la encefalitis japonesa (JEV) (Ravi et al., 1993; Sharma
et al., 1991). Se ha descrito que el virus del Nilo occidental (WNV) puede ser
transmitido por transfusiones sanguineas o trasplantes de 6rganos de donadores
con previa infeccidn con el virus, sugiriendo una persistencia viral en los donadores,
y la sangre como una fuente transmisora de la infeccion (Montgomery et al., 2006;

Pealer et al., 2003). Ademas, parece ser que la inmunosupresién resulta un factor
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importante para el establecimiento de la persistencia viral en el humano (Penn et
al., 2006).

El mosquito Aedes, hospedero artrépodo, juega un papel crucial en la biologia de la
infeccion persistente. El establecimiento de la infeccidn persistente en los mosquitos
para ser un proceso multifactorial y los mecanismos por los cuales se lleva a cabo
no estan completamente dilucidados. Los mecanismos antivirales en el mosquito
vector son los RNA pequefios interferentes (SIRNA), principales combatientes de la
infeccion (Blair, 2011), y las vias de sefializacion Toll, JAK/STAT e Imd/Jnk
(Fragkoudis et al., 2009; Lambrechts y Scott, 2009; Sanchez-Vargas et al., 2009; Xi
et al., 2008). Sin embargo, los reportes sugieren que el mosquito Aedes es un vector
eficiente para la transmision viral debido a que el virus ha generado mecanismos de
evasion de la respuesta inmunoldgica para producir una infeccion de tipo
persistente. Un ejemplo es que, la defensa antiviral de los siRNA en el mosquito,
que participan durante la infeccion persistente y natural por el virus dengue, no es
totalmente efectiva para detener la replicacién viral, sugiriendo un posible
mecanismo de evasion de siRNA por los arbovirus (Blair, 2011; Blair and Olson,
2015).

Se ha observado que en la infeccién de células de mosquito Aag2 y la infeccion oral
de mosquitos adultos Aedes aegypti, con DENV-2, el mosquito monta una respuesta
anti-viral mediada por siRNA, y su disminucién da como resultado un incremento en
la replicacion viral (Sanchez-Vargas et al., 2009). Ademas, se ha reportado la
presencia de secuencias relacionadas con los virus agente de fusion celular (cell
fusing agent virus) y virus del rio Kamiti (Kamiti river virus) en el genoma de dsDNA
(DNA de doble cadena) de mosquitos Aedes albopictus (Aedes w-albus) y Aedes
aegypti (Aedes aegypti A20), sugiriendo que la persistencia viral en la célula puede
estar relacionada con la integracion del RNA viral en el genoma eucariota, ademas

de una implicacion evolutiva por parte de los Flavivirus (Crochu et al., 2004).
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La exitosa persistencia viral en la naturaleza del mosquito probablemente también
dependa de factores ambientales y ecoldgicos, como la temperatura (Girard et al.,
2005; Kramer and Ebel, 2003). La asociacién de factores celulares y virales pudiera
estar involucrada, debido a que el desarrollo de la infeccion persistente implica que
los factores de muerte celular deben ser evadidos o modulados, a través de
mecanismos poco conocidos (Lee et al., 2005; Liao et al., 1998; McLean et al.,
2011).

Otro de los factores que se han propuesto para explicar el establecimiento y
mantenimiento de una infeccion persistente es la participacion de particulas virales
defectuosas interferentes (DI), que fueron descritas por von Magnus en 1951 al
infectar fluido alantoideo de embriones de pollo con pases seriales de virus no
diluido de la cepa PR8 del virus influenza. Las particulas DI contienen genomas
truncados o defectuosos que, al carecer de genes esenciales para llevar a cabo su
ciclo de replicacion, necesitan la ayuda de un virus silvestre o “completo” que le
proporcione las funciones faltantes, conocido como virus helper y es, por lo general,
el virus parental o wild-type (silvestre). Los genomas defectuosos son replicados y
encapsidados, compiten con las particulas virales del virus silvestre, se pueden
generar durante pases seriales del virus y dan soporte para explicar la conversién

de las infecciones in vitro agudas a persistentes.

Huang y Baltimore, en 1970, al igual que otros grupos sugieren que las particulas
DI juegan un papel clave en el establecimiento de las infecciones persistentes. Por
ejemplo, Weiss y colaboradores (1980) lograron obtener una infeccién persistente
en células BHK con una preparacion de virus Sindbis (SINV) enriquecida con
particulas DI; por su parte Preble y Youngner (1973), y Youngner y colaboradores
(1976), con sus resultados infirieron que los virus mutantes sensibles a la
temperatura (“ts”), aislados de células de raton L, eran un factor importante para el
establecimiento y mantenimiento de la infeccion persistente del virus de la
enfermedad de Newcastle (NDV) y el virus de la estomatitis vesicular (VSV)

respectivamente. Schmaljohn y Blair, en 1977, transfirieron el medio de cultivo de la
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linea celular de rifion de conejo (células MA-111) persistentemente infectadas con
JEV a una linea celular de rifibn de mono verde africano (células VERO) sin
infeccion, estas Uultimas adquirieron la infeccion persistente. Estos autores,
encontraron una alta cantidad de particulas no infecciosas, sugiriendo que las
particulas DI juegan un papel importante en la persistencia viral. Por otro lado, se
ha sugerido que las particulas DI del virus de la estomatitis vesicular (VSV) modulan
la virulencia (Cave et al., 1985); en el caso del virus de la encefalitis del Valle de
Murray (MVEV) y el WNV, se sugiere también que sus particulas DI son
responsables del mantenimiento y establecimiento de la infeccidon persistente
(Debnath et al., 1991; Poidinger et al., 1991). Ademas se ha demostrado que la
delecion del genoma viral de los virus JEV y el MVEV presente en infecciones
persistentes conduce a la sintesis de una proteina viral NS1 truncada, sugiriendo
que las proteinas virales disfuncionales pudieran estar involucradas en la
persistencia viral (Chen et al., 1996; Lancaster et al., 1998), aunque, parece ser
que las proteinas virales truncadas son una consecuencia mas que una causa de la
infeccion persistente (Liao et al., 1998). A pesar de que las particulas DI y las
proteinas virales truncadas pueden ser observadas frecuentemente en infecciones
persistentes, no es del todo claro que sean los factores fundamentales para el
establecimiento y mantenimiento de este tipo de infeccion tanto in vitro como in vivo.

Por ello, el papel de las particulas DI merece mas investigacion.

Hay evidencia de que las mutaciones que presentan las particulas DI del WNV en
la naturaleza interfieren con la transmision del virus en el mosquito y reducen la
patogénesis en ratébn (Pesko et al., 2012). Se ha observado que el DENV
recuperado ya sea del vector o humano, contiene un genoma viral defectuoso que
provoca que el virus deje de ser infeccioso. Este defecto parece mantenerse durante
los ciclos naturales de la transmision debido a la complementacién con genomas
funcionales provenientes del virus silvestre (Aaskov et al., 2006). También se ha
reportado que especies de RNA defectuoso de DENV se relacionan con la presencia

de particulas DI, y han sido identificadas en las infecciones agudas en humanos,
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siendo capaces de generar progenie infecciosa y de reducir la severidad de los

sintomas de la enfermedad (Li et al., 2011).

Células C6/36 persistentemente infectadas con DENV

Los cultivos de células de mosquitos son una herramienta importante para el estudio
de los arbovirus, y desde hace tiempo han sido utilizados para el aislamiento,
identificacion y caracterizacion de estos virus, y el estudio de la relacién virus-vector.
La linea celular C6/36 de Aedes albopictus, originalmente establecida a partir de
homogenizados de larvas de mosquitos, son faciles de mantener y muy permisivas
a numerosos arbovirus (White, 1987), y han sido ampliamente usadas como modelo

de estudio in vitro para la infeccion aguda en mosquitos por DENV.

La mayoria de las infecciones agudas con virus de RNA son transitorias y
posteriormente eliminadas del hospedero. Sin embargo, DENV no solo causa
enfermedad aguda también puede persistir a largo plazo al menos en modelo in

vitro.

Se tiene reporte de estudios de infeccidn persistente con DENV en células C6/36,
establecida y mantenida por varias semanas. Donde fue observable la ausencia de
efecto citopatico, la disminucion del tamafio de placa litica conforme a los pases
celulares y oscilacion de los titulos virales extracelulares (vistos por ensayo de placa
litica), lo que sugiere que algunas particulas virales evolucionaron a particulas DI
no infectivas, puesto que el nivel de antigeno viral se mantuvo constante (Chen et
al., 1994). Ademéas se han logrado estudiar co-infecciones persistentes con el
densovirus de Aedes albopictus (AalDNV) y DENV-2 en células C6/36, donde se
observa que el 100% de las células fueron co-infectadas y que los virus tienen una
alta tasa de infeccion (Kanthong et al., 2008). Pero ademas se ha demostrado que
es posible una triple co-infeccion viral con AalDNV, DENV-2 y JEV en células C6/36,
las cuales se mantuvieron estables sin mostrar efecto citopatico y en el 99% de la
poblacién celular se detectaron antigenos de los tres virus (Kanthong et al., 2010),

sugiriendo que las células de mosquito son capaces de dar albergue a dos 0 mas
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virus simultaneamente de una manera adaptativa, promoviendo la posibilidad de
intercambio genético entre diversos virus. También se ha reportado la generacion
de persistencia viral por DENV en una linea celular derivada de un mosquito no
vector, Toxorhynchites amboinensis (Kuno, 1982).

En el laboratorio, Juarez-Martinez y colaboradores en el 2013, lograron generar una
linea celular C6/36 persistentemente infectada con DENV-2, la cual fue establecida
en base al protocolo reportado previamente por Igarashi (Igarashi, 1979) con
algunas modificaciones. Esta linea celular, denominada C6-L, presenta interferencia
viral homéloga para los 4 serotipos del DENV (Led6n-Guzman, 2013) pero es
susceptible a la reinfeccion por un virus heterélogo, como virus Sindbis (SINV),
evento conocido como ausencia de interferencia viral heteréloga (Salas-Benito,
datos no publicados). La linea celular C6-L se establecio infectando a la linea celular
C6/36 con el DENV-2 (cepa New Guinea C) a una MOI de 0.1 y el medio de cultivo
fue cambiado parcialmente durante semanas, donde cada pase celular corresponde
a una semana. Los titulos virales fueron monitoreados periédicamente en el
sobrenadante mediante la técnica de placa litica en células BHK-21 y a patrtir del
pase 42, no se detectaron particulas virales infectivas (figura 5 a), y la inoculacién
intracerebral con sobrenadante de células C6-L a ratones Balb/c lactantes no causé
enfermedad ni muerte por DENV. A partir del pase 7 el efecto citopatico empez6 a
disminuir paulatinamente hasta el pase 30 (figura 5 b), sin embargo el genoma viral
fue detectado en todos los pases celulares por RT-PCR. Las proteinas virales NS1
(por ensayo de platelia), E y NS5 (por Western blot) (Juarez-Martinez, 2013) fueron
detectadas en las células indicando que existia una infeccion persistente por DENV-
2 en las células C6-L. Estos resultados sugieren que a pesar de que hay RNA y
proteina viral, la formacién, maduracién o liberacién de las particulas virales de
DENV-2 se encuentra bloqueada en la linea celular C6-L. Entre las posibilidades se
contempla que las particulas virales no sean ensambladas, presentan problemas en
el proceso de maduracion, que existan alteraciones en su secrecion al medio
extracelular o que la tasa de secrecion de particulas virales maduras infecciosas es

baja.

18



100,000 ;

10,000 \

HAYS

100

Virus titre (pfu/ml)

10 &

1 2 6 7 9 14 17 19 20 22 29 32 34 37 42 48 52
Time (weeks)

Figura 5. Establecimiento de lalinea celular C6-L. Células de mosquito Aedes albopictus
C6/36 persistentemente infectadas con DENV-2 (cepa New Guinea C) a una MOI de 0.1,
mantenidas por 52 semanas remplazando el medio de cultivo parcialmente. (a) Gréfica que
muestra la oscilacion del titulo viral del sobrenadante de las células C6-L en células BHK-
21, por ensayo de placa litica. (b) Micrografias de las células C6-L capturadas a diferentes
tiempos post-infeccion: primer (C6L-1) y séptimo (C6L-7) pase. NI, células C6/36 no

infectadas (Juarez-Martinez, 2013).
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Justificacion

Las células C6/36 de mosquito del género Aedes (transmisor del DENV) son
utilizadas como modelo para el estudio de la infeccion de tipo aguda por DENV. Sin
embargo, en condiciones naturales, cuando este virus infecta al mosquito, puede
transmitirlo a lo largo de toda su vida sin verse dafiado, adquiriendo asi una

infeccion de tipo persistente.

Las células C6-L, células C6/36 persistentemente infectadas con DENV-2,
asemejan la infeccion viral que padece el mosquito en la naturaleza, por lo tanto, es
de nuestro interés caracterizar las particulas virales para comprender la interaccion

virus-vector.
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Hipotesis
Las particulas virales de DENV-2 en las células C6-L poseen caracteristicas que les

impiden ser infecciosas, siendo también posible que el virus no se ensamble.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la presencia de particulas virales de DENV-2 en las células C6-L.

Objetivos particulares

Confirmar las presencia del genoma viral, la interferencia viral homologa y

ausencia de interferencia viral heteréloga en las células C6-L.

Evaluar la presencia de particulas virales intracelulares y extracelulares del
DENV-2 en las células C6-L.

Determinar la localizacion intracelular de las particulas virales del DENV-2 en
las células C6-L.
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Metodologia

Lineas celulares

Las células C6/36, derivadas de larvas de mosquito Aedes albopictus (lgarashi
1978) y adaptadas para crecer a 35 °C (Kuno and Oliver, 1989), y células
persistentemente infectadas con DENV-2 (C6-L) (Juarez-Martinez, 2013), se
cultivaron en medio MEM (Invitrogen) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB), 1X de vitaminas (Invitrogen), 0.034% de bicarbonato de sodio (J. T. Baker) y
penicilina-estreptomicina (100 U/mL y 100 pg/mL respectivamente) (Sigma) a un pH
de 7.1 ajustado con hidroxido de sodio. Las células se incubaron a 35 °C en
ambiente humedo. Las células BHK 21, derivadas de riidbn de Hamster sirio recién
nacido, se crecieron en medio MEM (Invitrogen) suplementado con 10% de SFBy
se incubaron a 37 °C con CO: al 5% para los ensayos de placa litica.

Propagacion del virus

La propagacion del DENV-2 (New Guinea C) donado por el Instituto de Diagndstico
y Referencia Epidemiolégicos (INDRE), se realizé en cerebro de ratdn lactante cepa
Balb/c, de 2-3 dias de nacidos, los cuales se inocularon con una jeringa de insulina
por via intracerebral a nivel de la fontanela bregmatica con 5 pL de DENV-2.
Después de la inoculacion, se revisaron los ratones diariamente hasta notar signos
caracteristicos de la encefalitis como ataxia, movimiento torpe y lento, y paralisis
parcial o total de las extremidades posteriores. Una vez observados estos sintomas,
los ratones se sacrificaron y almacenaron a -70 °C. Se extrajo el cerebro de los
ratones con una jeringa de 10 mL. El extracto se homogeniz6 en medio de cultivo
suplementado con 20% de SFB en volumen 1:1. Se centrifug6 a 10,000 rpm a 4 °C
durante 10 minutos y posteriormente el sobrenadante se recuperé y se almacené a
-70 °C en alicuotas hasta su uso (Gould and Clegg, 1981). Fue titulado por ensayo

de placa litica.

Infeccion de las células
Las células C6/36 y C6-L crecidas a una confluencia de 70-80%, se infectaron con
DENV-2 o SINV (virus Sindbis VR-1248, ATCC) a una multiplicidad de infeccion
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(MOI) de 1 o 5; o bien con el sobrenadante de células C6-L filtrado en membrana
de 0.22 um, dependiendo del experimento. El virus se dejé absorber por 1 hora a
37 °C, las células se trataron con glicina &cida (pH 3) por 30 segundos para inactivar
el virus que no hubiera entrado a las células, se hicieron tres lavados con PBS pH
7.4 y se adicioné medio fresco MEM suplementado con suero. Para el caso de la
infeccion con el sobrenadante de C6-L se realizo una dilucion 1:1 con medio. En

todos los casos la infeccion se dejé proceder por 48 horas.

Ensayo de placa litica

El ensayo de placa litica se realizé en células BHK-21, las cuales se sembraron en
multiplaca de 24 pozos a razén de 2.5 x 10° células/pozo en 0.5 mL de MEM de
cultivo/pozo. Cuando alcanzaron una confluencia del 80-90%, se inocularon con el
sobrenadante recuperado, de manera directa o con diluciones en serie en base 10
(directo, 101, 10?2y 103 para el DENV-2,y 103, 104, 10° y 10°® para SINV; y también
con el input usado para la infeccion inicial). Se incubé durante 4 horas a 37 °C con
CO2 al 5% para permitir la absorcion del virus y se adiciono el medio de soporte
carboximetilcelulosa al 3% (1.5 g de carboximetilcelulosa (densidad media-Sigma)
en 50 mL de agua destilada con medio 2x (1.92 g de MEM-Invitrogen), 0.068 g de
NaHCOs (J. T. Baker), 10 mL de SFB, 1.5 mL de antibi6ticos para 100 mL).
Después, se incubo6 a las mismas condiciones durante seis dias para el caso del
DENV-2 y tres dias para SINV. El medio de cultivo se eliminé por aspiracién y las
monocapas fueron teflidas con naftol blue-black y acido acético por 15 minutos a 37

°C para evidenciar la formacion de placas liticas.

Ensayo de interferencia viral

Para confirmar la persistencia del genoma viral, y la interferencia viral homologa y
ausencia de interferencia viral heteréloga en las células C6-L, se sembraron 1 x 10°
células C6-L o C6/36 por pozo en una multiplaca (Corning) de 6 pozos. En el
momento en que alcanzaron una confluencia de 60-80% se infectaron con DENV-2
y SINV a una MOI de 1 como fue previamente descrito. Las células C6-L se

reinfectaron. Como control se usaron células “mock infected” (células C6/36
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incubadas con lisado de cerebro de ratones Balb/c lactantes no inoculados con el
virus). La infeccion se dejo proceder por 48 h a 35 °C. Se recupero el sobrenadante
de cada condicion y se almacend a -70 °C para posteriormente determinar los titulos
virales por el ensayo de placa litica en células BHK-21 como se indico

anteriormente.

Extraccion del RNA

El RNA de las células se extrajo utilizando Trizol (Invitrogen) siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. El RNA se resuspendié en agua DEPC con inhibidor
de RNAsas (Invitrogen) y se almacend a -70 °C. La extracciéon del RNA viral del
sobrenadante de las células C6-L se realizd con el Kit RNA MicroPrep (Zymo
Research) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. El RNA aislado se almacen6
a-70 °C.

Tratamiento con DNAsa

Se tomaron 10 pg de RNA total y se trataron con 2 unidades de DNAsa (New
England BioLabs) en un volumen final de 15 pL incubando a 37 °C por 10 minutos.
La DNAsa se inactivé con EDTA 5 uM a 70 °C por 10 minutos. EI RNA tratado se
almacend a -70 °C.

Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se llevé a cabo utilizando la enzima Improm |l (Promega)
ajustando el protocolo para un volumen final de 10 pL utilizando OligodT 1 uM como
cebador.

gRT-PCR

La RT-PCR se realiz6 de aislados de RNA, usando los primers DV2C-L 5'-
CAATATGCTGAAACGCGAGA-3 y DV2C-R 5 -TGCTGTTGGTGGGATTGTTA-3’
(Prada-Arismendy et al.,, 2012) que amplificaron un fragmento de 151 pb que
corresponde al gen de la capside del DENV. Este producto de PCR fue clonado en

el plasmido pJetl.2 Vector System (Thermo). El plasmido recombinante fue
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purificado y cuantificado mediante espectrofotometria a 260 nm para preparar una

dilucién que contenga 10° copias de plasmido/mL usando la férmula:

6 x 1023 £2PX23 . concentracién (i)
mol uL

Peso molecular del plasmido

Numero de copias= + inserto (i)

Se prepararon diluciones seriadas del plasmido (10° a 102 copias/mL).

En la transcripcion reversa se us6 1 pg del RNA total de cada condicion
experimental, y fue realizada utilizando primers aleatorios (Promega) a una
concentracion de 0.025 pg/pL y la enzima transcriptasa reversa Impromil (Promega)
a 25 °C por 5 min, 42 °C por 60 min, 70 °C por 15 min.

Parala PCR entiempo real (Q-PCR), se us6 SYBR Fast universal (Kapa) y el equipo
Eco lllumina System. La mezcla de reaccion contenia 1 pL de cDNA y 5 uL de
Master Mix 2x. El protocolo para la amplificacion incluy6é 2 min a 50 °C, 2 min a 95
°C, y 40 ciclos a 95 °C por 5 segundos y 30 ciclos a 55 °C. Finalmente, una curva
de disociacion fue generada por el calentamiento de los productos de PCR de 55

°C a 95 °C para confirmar la usencia de dimeros de los primers.

RT-PCR (PCR-Transcriptasa inversa)

Para confirmar que el genoma del DENV-2 estaba presente en los pases de células
C6-L empleados en los experimentos, se utilizo el kit de Promega RT-PCR Access
y los primers previamente  reportados: Dv2M15  forward (5°-
TGTTAATGGGTCTTGGGAAAGGATG-3") y DV2M16 reverse (5"-
TAAGGACTCTGAGTGTTCGTCCTGC-3") que amplifican la region NS4A-NS4B-
NS5 del genoma viral dando como resultado un amplicon de 1,019 pb (Juarez-
Martinez, 2013). Para validar que el RNA no se estaba degradado se usaron dos
primers que amplifican el gen ribosomal S7 de Aedes aegypti: primer forward S7R
(5"-GGGACAAATCGGCCAGGCTATC-3") y reverse S7R (5°-
TCGTGGACGCTTCTGCTTGTTG-3"). Siguiendo las siguientes condiciones: un
ciclo a 48 °C por 1 h; un ciclo a 94 °C por 4 min; 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos,
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60 °C por 1 min, 68 °C por 1 min; y finalmente un ciclo a 68 °C por 10 minutos. Las
reacciones se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en

amortiguador TBE 1X teflido con Gel Red y corrido a 80 volts.

Evaluacion de virus infectivo intracelular y extracelular

Con la finalidad de evaluar la presencia de virus infectivo intracelular y extracelular,
en una multiplaca (Corning) de 6 pozos, se sembraron células C6-L o C6/36 (1 x
106 células/pozo). En el momento en que se alcanzé una confluencia de 60-80% se
realizo la infeccion de células C6/36 con DENV-2 a una MOI de 1 (control positivo).
Como control se usaron células “mock infected” (células C6/36 incubadas con lisado
de cerebro de ratones Balb/c lactantes no inoculados con virus). Las células C6-L
no fueron reinfectadas. La infeccién se permitié por 48 h a 35 °C. El sobrenadante
de cada condicion se filtr6 con una membrana de 0.22 um para remover restos
celulares (virus extracelular). Las células se trataron con glicina acida pH 3 por 30
segundos, inactivando el virus que no entr6 a la célula y se hicieron tres lavados
con PBS. Para recuperar el virus intracelular, las células de las monocapas se
rompieron por congelamiento (-70 °C) — descongelamiento (37 °C) en PBS. Se
centrifugd a 10,000 rpm por 10 min para retirar los restos celulares (pastilla) y la
fase acuosa se recuper6 (virus intracelular). Los virus se almacenaron a -70 °C
hasta su uso. Posteriormente se determind el titulo viral por la técnica de placa litica
en células BHK-21 como se describié previamente, inoculando el virus intracelular
y extracelular de manera directa o con diluciones en serie en base 10. Para
determinar el titulo viral expresado en unidades formadoras de placas por mililitro

(UFP/mL) se utilizo la siguiente formula:
P1+P2+--Pn

Titulo viral = dilucién x =" x -
Donde:

P=# de placas contadas en todos los pozos

n= # numero total de pozos

V= volumen inoculado en mL
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Microscopia electronica de transmision (MET)

Las células fueron crecidas en cajas p25. Las células C6/36, al alcanzar una
confluencia de 60-80% fueron infectadas con DENV-2 a una MOI de 1 o con el
sobrenadante de células C6-L. Las células C6-L no se reinfectaron. Después de las
48 h de infeccion, las células se fijaron con glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador
de cacodilato de sodio al 0.1 M (pH 7.2) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, se post fijaron con tetroxido de osmio al 1% en amortiguador de
cacodilato de sodio por una hora; las células fueron empastilladas por
centrifugacion, y se deshidrataron con etanol y 6xido de propileno, para ser incluidas
en resina epoxica Poly/bed y polimerizadas a 60 °C por 24 h. Finalmente, se
realizaron cortes finos (70 nm), los cuales fueron contrastados con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Las muestras se examinaron en un MIiCroSCopio
electronico de transmision Jeol JEM-1011.

Como control se usaron células “mock infected” (células C6/36 incubadas con lisado

de cerebro de ratone Balb/c lactante no inoculado con virus).

Microscopia inmunoelectronica (MIE)

Para este ensayo, las células se cultivaron en las condiciones antes mencionadas,
pero con la diferencia de que esta vez fueron sembradas en botellas de cultivo de
250 mL con superficie de 75 mm?, y las células C6/36 se infectaron con DENV-2 a
una MOI de 5. Una vez transcurridas las 48 horas post infeccion, las células se
fijaron con parafolmaldehido al 4% y glutaraldehido al 0.5 % en PBS por 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacion, se lavaron dos veces con PBS e
inmediatamente se inici6 la deshidratacion con etanol. Las muestras fueron
incluidas en LR-White y polimerizadas con luz UV a 4 °C por 48 horas. Los cortes
finos (70 nm) se montaron en rejillas de niquel. Las muestras fueron incubadas toda
la noche con el anticuerpo primario anti-NS3 (GeneTex) en una dilucién 1:20 o 2H2
anti-prM (ATCC) directo; y como anticuerpo secundario se uso un anti-conejo y anti-
raton, respetivamente, conjugado a particulas de oro de 20 nm (Ted Pella Inc.,
Redding, CA, USA) en una diluciéon 1:40 durante 1 hora. Las muestras fueron

observadas en el microscopio electronico de transmision Jeol JEM-1011.
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Resultados

Deteccidn del genoma de DENV en las células C6-L

El primer paso del proyecto fue demostrar que las células C6-L, persistentemente
infectadas, mantenian las caracteristicas propias de una célula persistentemente
infectada como es la ausencia de efecto citopatico, presencia del genoma viral e
interferencia viral, para poder asi realizar los posteriores experimentos. Para
analizar la presencia de RNA viral se realiz6 una RT-PCR punto final, amplificando
la region NS4A-NS4B-NS5 del genoma viral (1,019 pb) y el gen ribosomal S7 de
Aedes aegypti como control endégeno (291 pb). Mientras que el fragmento
correspondiente al gen ribosomal S7 de Aedes aegypti pudo amplificarse en las tres
muestras y observarse a la altura de 291 pb de un gel de agarosa al 1%, el producto
de 1,019 pb fue observado solo en las células C6-L (pase 53) y C6/36 infectadas de
manera aguda con DENV-2 (control positivo), pero no en las células sin infectar

(figura 6).

pb M DV DV Cé-L Ce6-L C6 (6

10000

<+ 1,019 pb

<« 291 pb

Figura 6. Deteccion de la presencia de RNA de DENV en las células C6/36
persistentemente infectadas (C6-L). Gel de agarosa al 1% tefiido con Gel red que
muestra una reaccion de RT-PCR realizada con RNA total de células C6/36 infectadas con
DENV-2 (DV); células persistentemente infectadas con DENV-2 (C6-L) pase 53; y células
C6/36 no infectadas (C6). Se observan los productos amplificados de 1,019 pb que
corresponden a la region NS4A-NS4B-NS5 del genoma viral, y de 291 pb del gen S7 de
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Aedes aegypti (DV, C6-L y C6). El marcador de DNA de 1 Kb (Axigen) se observa del lado
izquierdo del gel (M).

De esta forma se demostré que las células C6-L contenian genoma del DENV. Cabe
mencionar, que la técnica de RT-PCR fue empleada constantemente para verificar
que todos los pases celulares de C6-L, utilizados en los experimentos de este
trabajo, mantuvieran la infeccion persistente. Ademas, los pases celulares de C6-L
mostraron ausencia de efecto citopatico aparente cuando se observaron al

microscopio.

Ensayos de interferencia viral

Estudios en el laboratorio han descrito que las células C6-L presentan interferencia
viral de tipo homodloga cuando son reinfectadas con los 4 serotipos del DENV y
ausencia de interferencia viral de tipo heterdloga con virus Sindbis (SINV). La
interferencia viral es un fenbmeno que se da cuando la presencia de una infeccion
viral primaria en una célula, interfiere con una segunda infeccion por un determinado
virus (reinfeccién). Esta puede ser de tipo homdloga (cuando el virus pertenece a la

misma familia) o heterdloga (si el virus es de una familia diferente).

Para confirmar la interferencia viral de tipo homodloga que presentan las células C6-
L cuando estas son reinfectadas con algun serotipo del DENV, las células C6-L
(pase 52) se reinfectaron con DENV-2 a una MOI de 1 y las células C6/36 se
infectaron de la misma manera (control positivo). Transcurridas 48 h post infeccion
el sobrenadante de cada condicion fue recuperado y fue titulado en células BHK-21
(ensayo de placa litica). En la figura 7, se observan los resultados de la titulacién
viral después de 6 dias de infeccion, notando ausencia de placas liticas en las
células BHK-21 inoculadas con sobrenadante de células C6-L (condiciéon C6-L+DV-
2), a diferencia de cuando se inoculé con el sobrenadante de las células C6/36
infectadas de manera aguda (C6/36+DV-2) y el “input” de DENV-2 (Input DV-2)

usado para la infeccion, donde se apreci6 la formacion de placas liticas.
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Figura 7. Interferencia viral de tipo homéloga del DENV-2 en las células C6-L. El
ensayo de placa litica se hizo en células BHK-21, las cuales fueron inoculadas con el
sobrenadante de células C6/36 no infectadas (Ni), células C6/36 infectadas con DENV-2
(C6+DV-2), células C6-L no infectadas (C6-L Ni), células C6-L reinfectadas con DENV-2
(C6-L+DENV-2), y con el Input de DENV-2 (“Input DV-2") y de lisado de cerebro no infectado
(“Input EC”); de manera directa o con diluciones en serie en base 10.

Para corroborar la ausencia de interferencia viral de tipo heteréloga que presentan
las células C6-L, estas se reinfectaron con SINV a una MOI de 1 por 48 horas al
igual que las células C6/36 (control positivo). Al realizar el ensayo de placa litica se
observa que en la condicién de células C6-L reinfectadas con SINV (C6-L+SINV)
hay formacion de placas liticas, de igual manera que en la infeccion aguda de las
células C6/36 con SINV (C6/36+SINV) y el “input de SINV” empleado para la
infeccion (figura 8). Las células “mock infected” (C6/36 Ni) fueron utilizadas como

control negativo.
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Figura 8. Ausencia de interferencia viral de tipo heter6loga del DENV-2 en las células
C6-L. El ensayo de placa litica se hizo en células BHK-21, las cuales fueron inoculadas con
el sobrenadante de células C6/36 no infectadas (Ni), células C6/36 infectadas con SINV
(C6+SINV), células C6-L no infectadas (C6-L Ni), células C6-L reinfectadas con SINV (C6-
L+SINV), y con el Input de SINV (“Input SINV”) y de lisado de cerebro no infectado (“Input

EC”); con diluciones en serie en base 10 a partir de 1x1073.

Estos resultados sugieren que las células C6-L efectivamente presentan
interferencia viral de tipo homdloga cuando son reinfectadas con DENV-2, evento
gue indica que el DENV-2 de las células C6-L interfiere con la infeccion de un virus
miembro de la misma familia, Flaviviridae. Sin embargo, hay ausencia de
interferencia viral de tipo heteréloga por parte del DENV-2 cuando las células C6-L
son reinfectadas con el SINV que pertenece a la familia Togaviridae.
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Deteccion de particulas virales infectivas intracelulares y extracelulares de las
células C6-L

Una vez que se confirmaron algunas de las propiedades de las células C6-L, se
prosiguié a evaluar la presencia de particulas de DENV-2 en estas células. Dado
que en los ensayos de placa litica previos, el DENV no se detectd en los
sobrenadantes, se decidié determinar si las particulas virales intracelulares eran o
no infectivas. Para ello, las particulas intracelulares se obtuvieron por
congelamiento-descongelamiento y las particulas extracelulares del sobrenadante
de las células C6-L (pase 56) sin reinfectar y de células C6/36 infectadas de manera
aguda con DENV-2 a una MOI de 1 (control positivo). A las 48 horas post infeccion,
para el caso de infeccidon aguda, se realizaron ensayos de placa litica en células
BHK-21. Los resultados obtenidos demostraron que no se generaron placas liticas
con los extractos celulares obtenidos por congelacion y descongelacién, ni de los
sobrenadantes de células C6-L (condiciones VI C6-L y VE C6-L, respectivamente).
Este resultado contrasta con la produccién de placas liticas de los virus presentes
tanto en las células (intracelulares) como en el sobrenadante (extracelulares) de las
células C6/36 infectadas con DENV-2 (condiciones VI C6+DV-2 y VE C6+DV-2,
respectivamente) (figura 9). El titulo viral, expresado en unidades formadoras de
placa por mililitro (UFP/mL) obtenido de los virus intracelulares de las células C6/36
infectadas de manera aguda fue de 2 x 10° UFP/mL, mientras que con los virus
extracelulares de esta misma condicién, se obtuvo un titulo viral de 14 x 10°
UFP/mL, indicando que en el sobrenadante hay mayor cantidad de virus infeccioso

que en el interior de las células.

La incapacidad de los extractos celulares y de los sobrenadantes de células C6-L
de formar placas liticas sugiere que en estas células no se producen virus infectivos.
Este hecho podria deberse a una falla en la morfogénesis o bien en la maduracion

de las particulas virales recién formadas.
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Figura 9. Deteccién de particulas virales infecciosas del DENV-2 en las células C6-L.
El ensayo de placa litica se hizo en células BHK-21, las cuales fueron inoculadas de manera
directa o con diluciones en serie en base 10, con los virus intracelulares y extracelulares de
las células C6/36 infectadas con el DENV-2 a una MOI de 1 (VI C6+DV-2 y VE C6+DV-2,
respectivamente); asi como el de las células C6-L (VI C6-L y VE C6L, respectivamente); y
el contenido intracelular y extracelular de las células C6/36 no infectadas (tratadas con

lisado de cerebro de raton no infectado).

Expresién del genoma viral en el sobrenadante de células C6-L

Como no se observo la formacion de placas liticas con el extracto celular y el
sobrenadante de células C6-L decidimos averiguar si en el sobrenadante habia
particulas virales no infectivas. Una forma de analizar este hecho fue evaluar la
presencia de RNA viral por la técnica de qRT-PCR. En el experimento también se
incluyé la deteccién intracelular del genoma viral en las células C6/36 infectadas
con DENV-2 a una MOI de 1 (control positivo), en las células C6-L sin reinfectar y
células C6/36 tratadas con el sobrenadante de C6-L. Se amplifico un fragmento de
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151 pb que corresponde al gen de la proteina C de la capside del DENV, a las 48
horas post infeccion (para el caso de las células infectadas con el DENV y tratadas
con el sobrenadante de C6-L). Los resultados obtenidos demostraron que en el
sobrenadante de las células C6-L (pase 56) hay presencia del genoma del DENV-
2, Yy que cuando es utilizado para inocular a las células C6/36 se produce una
infeccion puesto que se detecta la expresion de novo del genoma viral. Sugiriendo
la presencia de particulas virales infectivas de DENV-2 en el sobrenadante de las
células C6-L (figura 10).

También, se determind que las células C6-L efectivamente estan persistentemente
infectadas con el DENV-2 y que ademas hay expresion del genoma viral en el
sobrenadante.

1.00E+06 -

1.00E+05 -
1.00E+04 -
1.00E+03 -
1.00E+02 -
1.00E+01 -
1.00E+00

C6/36 + Dengue Sobrenadante C6/36 +
2 Cé6-L Sobrenadante
de C6-L

Genoma viral
(ntimero de copias)

Figura 10. En el sobrenadante de las células C6-L hay presencia y expresion del
genoma del DENV-2. Determinacién del nimero de copias del genoma viral que codifica
para la proteina C de la capside del DENV-2, en las células C6/36 infectadas con DENV-2
(control positivo), células C6-L, sobrenadante de células C6-L y células C6/36 tratadas con

el sobrenadante de C6-L; mediante qRT-PCR, usando SYBR Fast universal (Kapa).
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Evaluacion de la presencia y localizacion de las particulas virales en las
células C6-L

Los experimentos anteriormente descritos, sugirieron que en el sobrenadante de
células C6-L hay RNA viral y que el sobrenadante de células C6-L es capaz de
infectar las células C6/36, sugiriendo que en el sobrenadante de las células C6-L
hay particulas virales infectivas para células C6/36 aunque no para células BHK-21
como lo indican los experimentos de plaqueo.

Para definir si las células C6-L presentaban particulas virales, se realiz6
microscopia electronica de transmision (MET). Las condiciones analizadas fueron:
células C6/36 infectadas con DENV-2 a una MOI de 1 (control positivo), células C6-
L (pase 55), células C6/36 tratas con sobrenadante de células C6-L y células C6/36
no infectadas (tratadas con el lisado de cerebro de raton no infectado). A las 48
horas de tratamiento las muestras fueron fijadas, procesadas y posteriormente

observadas en el microscopio electronico de transmision.

En comparacion con las células C6/36 no infectadas, las células infectadas con
DENV-2 exhibieron estructuras subcelulares inducidas por el virus a nivel de reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). Entre las cuales se identificaron estructuras de
vesiculas de doble membrana (Ve). Las particulas virales fueron observadas en el
lumen del RER en cisternas dilatadas a la periferia de las vesiculas inducidas, como

esferas electro densas, oscuras y con un diametro de 45-50 nm (figura 11).
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Figura 11. Alteraciones membranosas inducidas por el DENV-2. Microscopia
electrénica de transmision de las células infectadas con DENV-2 muestran rearreglos de la
membrana del reticulo endoplasmatico rugoso (RER), como vesiculas de doble membrana
(Ve). Las esferas electro densas, pequefias y oscuras corresponden a la morfologia y
tamafio de los virus (Vi), los cuales se encuentran en cisternas dilatadas del RER. Se
observaron ribosomas cercanos a un complejo de replicacion (RC). Nuacleo (Nu),
mitocondria (M), aparato de Golgi (AG) y ribosomas (R).

Interesantemente, las células C6-L observadas revelaron la presencia de particulas
virales localizadas en cisternas dilatadas del reticulo endoplasmatico rugoso (RER),
y dentro de vesiculas de secrecién que parecieran dirigirse a la membrana celular
en un proceso de exocitosis (figura 12 A), y en el espacio extracelular (figura 12 C)
También se identificaron estructuras membranosas inducidas por el DENV-2 muy
bien elaboradas y organizadas, a diferencia de las identificadas en las células

infectadas de manera aguda (figura 12 B).
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Figura 12. Determinacion de la presencia y localizacion de las particulas virales del

DENV-2 en las células C6-L. Microscopia electronica de transmision donde se muestra;
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(A) la presencia de particulas del DENV-2 (Vi) en las células C6-L, a nivel de RER. Notando
ademas la presencia de complejos replicativos (RC) y la manera en que la membrana del
RER pareciera estar sufriendo un rearreglo inducido por el virus (*) manteniendo a los
ribosomas (R) en su contorno. (B) El virus de las células C6-L induce alteraciones de
membrana del RER, que incluye un gran niumero de vesiculas de doble membrana (Ve)
encontradas dentro de paquetes membranosos (Vp). También, es observable el brote de
un virus de la membrana del RER (BVi). (C) Al parecer los virus de las células C6-L son
liberados al medio extracelular. Nucleo (Nu), ribosomas (R), mitocondria (M) y reticulo
endoplasmético rugoso (RER).

Cuando se determiné que en las células C6-L hay ensamblaje viral del DENV-2, se
quiso corroborar si estas particulas virales eran infectivas, al menos en las células
de mosquito. Para tal objetivo, las células C6/36 fueron tratadas con el
sobrenadante de las células C6-L durante 48 horas. El analisis de MET revel6 la
presencia de particulas virales y de estructuras de Ve y Vp, ademas un gran numero
de ribosomas (R) en el RER (figura 13 A), sugiriendo asi que los virus secretados al
medio extracelular por las células C6-L son infecciosos y se agrupan en espacios
intercelulares para dirigir su salida o entrada (figura 13 By C).

Para caracterizar que impacto producia a nivel ultra estructural la reinfeccién de las
células C6-L, estas fueron reinfectadas con DENV-2 a una MOI de 1 por 48 horas.
Una vez transcurrido el tiempo de infeccion, se procesaron para ser observadas al
microscopio electronico. Bajo estas condiciones se identificaron Ve dentro de Vp y
formacion de particulas virales a nivel de RER con una marcada presencia de
ribosomas (R), pero no se puede asegurar que realmente fueron inducidas por la
reinfeccion (figura 14). Sin embargo, fue notable que la reinfeccion por DENV-2
induce un rearreglo de la membrana del RER de mayor grado, ademas de la
formacion de estructuras tubulares (T) que no fueron identificadas en las
condiciones anteriormente descritas y de posibles complejos replicativos de mayor
tamafo (RC?) a los descritos en células de mosquito (Junjhon et al., 2014) (figura
15 Ay B).
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Figura 13. Las particulas virales del sobrenadante de las células C6-L son infectivas

en las células C6/36. (A) El DENV-2 de las células C6-L inducen el rearreglo de
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membranas a nivel de RER de las células C6/36, formando Ve encontradas dentro de Vp,
que sirven de andamio para la replicacion y ensamblaje viral de novo de las particulas
virales. (B) y (C) los virus (Vi) se acumulan entre célula y célula para promover su entrada

o salida.

Figura 14. Presencia de ribosomas unidos a membrana del RER de las células C6-L

reinfectadas. El analisis de MET las células C6-L reinfectadas con DENV-2 mostr6 un gran
numero de ribosomas (R) anclados a la membrana del reticulo endoplasmatico y a la
periferia de los paquetes membranosos (Vp) que encierran las vesiculas de doble
membrana (Ve). Se aprecia un virus (Vi) en el aparato de Golgi (AG) sugiriendo un proceso

de maduracién viral.
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Figura 15. La reinfeccién de las células C6-L con DENV-2 parece potenciar la

infeccién viral y el rearreglo de las membranas del RER. (A) Cuando las células C6-L
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son reinfectadas con DENV-2 se originan un mayor nimero de Vp que contienen Ve y la
presencia de una cantidad considerable de particulas virales en comparacion con las
células C6-L sin reinfectar. Ademas, se observa la aparicién de estructuras tubulares (T) y
la formacion de presuntos complejos replicativos de tamafo superior a los reportados
(RC?). En esta imagen se puede apreciar el brote de un virus (BVi). (B) Una vista a mayor
aumento de los cambios ultra estructurales que sufre la células C6-L con la reinfeccion del
DENV-2. Nucleo (Nu), complejos replicativos (RC), mitocondria (M) y reticulo
endoplasmético rugoso (RER).

Con la finalidad de caracterizar a mayor detalle las particulas virales de las células
C6-L, se decidié realizar microscopia inmunoelectronica (MIE) inmunomarcando la
proteina estructural prM, sin embargo, no se obtuvo una abundante marca pese a
las diferentes concentraciones del anticuerpo usadas. Por otro lado, decidimos
realizar también el marcaje de la proteina viral no estructural NS3, la cual esta
presente en los complejos replicativos. El analisis también se hizo para la infeccion
aguda de las células C6/36 a una MOI de 5 y las células C6/36 tratadas con el

sobrenadante de las células C6-L a las 48 horas post infeccion.

El analisis de MIE nos permiti6 observar que la proteina NS3 se encontraba
localizada especificamente en el area de las vesiculas de doble membrana (Ve) en
la cisterna del RER y se distribuia en el citoplasma bajo las condiciones antes
mencionadas. La localizacion de NS3 en las vesiculas de doble membrana (Ve),
presuntos complejos replicativos (RC), sugiere fuertemente que es parte integral de
estas estructuras. Esto correlaciona con el hecho de que esta proteina es esencial
en la replicacion del RNA, pues tiene actividad de helicasa (figura 17). En contraste,
la proteina prM no fue asociada con las estructuras de membranas inducidas por el
virus, pero colocaliza con las particulas virales (figura 16). Ademas, se observo la
presencia de “poros vesiculares” que median la conexion con el citoplasma como lo
reportaron Welsch y colaboradores en el 2009 en células de mamifero infectadas
con DENV-2, notando que estan implicados con los sitios de brote viral (BVi) (figura
16 B).
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Figura 16. La proteina prM no esta asociada con estructuras membranosas inducidas

por DENV-2. Por microscopia inmunoelectrénica se observé que la proteina prM (sefialada
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con flecha) no se encuentra asociada a las estructuras membranosas inducidas por el virus
en las células C6/36 infectadas de manera aguda con DENV-2 (A), en las células C6/36
infectadas con el sobrenadante (C) y en las células C6L (pase 52) (D). (B) Se sefiala la
presencia de sitios de brote viral (BVi) integrados por complejos replicativos (RC)

conectados entre si y con las Ve por una red de conductos (RedC); ensamblaje viral (EVi)

dentro de Ve; “poros vesiculares” (Pv); y virus (Vi) dentro de vesiculas de brote viral.
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Figura 17. Localizacion y distribucion de la proteina NS3. El andlisis de MIE permitio

localizar la proteina NS3 del DENV-2 en las areas donde se encuentran las vesiculas de
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doble membrana (Ve) en el RER de las células C6/36 infectadas de manera aguda con
DENV-2 (A, By C), células C6/36 tratadas con el sobrenadante de células C6-L (Dy E) y
en las células C6-L (pase 52) (F, G, H e I). En todas las condiciones se observa que NS3
se encuentra y distribuye de manera uniforme en zonas electrodensas (Ze) (Ejemplo: A, B
y C). Ademas, se identificO que NS3 esta fuertemente asociada a ribosomas anclados al
reticulo endoplasmatico rugoso (H e I).
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Discusion

A diferencia de lo que ocurre en los seres humanos, el DENV es capaz de establecer
una infeccion de tipo persistente en su mosquito vector, en la cual se constituye una
interaccion virus-célula aparentemente no citopatica. Los mecanismos por los
cuales esto sucede no han sido dilucidados pero, como se mencion6 anteriormente,

puede ser debido a diversos factores.

Las células C6-L, células C6/36 de mosquito Aedes albopictus persistentemente
infectadas con el DENV-2, estudiadas en el laboratorio, aunque no presentan el
efecto citopatico caracteristico de las células infectadas con DENV, se sintetizan
genoma y proteinas virales en ellas. Ademas el sobrenadante de éstas células es
incapaz de causar muerte o pardlisis de ratones lactantes cuando se inocula
intracerebralmente, todo lo contrario de lo que ocurre con el sobrenadante de
células C6/36 infectadas de manera aguda. Por tal motivo se penso que las células
C6-L producian particulas virales no infectivas o bien, no tenian la capacidad de
ensamblar particulas virales.

Con la idea de analizar ambas posibilidades, lo primero que se hizo fue analizar la
infectividad de los virus intracelulares y extracelulares de las células C6-L (pase 56)
mediante ensayos de placa litica en células BHK-21. La ausencia de unidades
formadoras de placas de los dos compartimentos, nos hizo pensar en alguna de las
siguientes posibilidades: a) las células C6-L tenian una tasa baja de produccién de
particulas virales maduras infecciosas, b) estas células solo producian virus
inmaduro o c) las células C6-L eran incapaces de ensamblar particulas virales. Para
averiguar, indirectamente, si habia particulas virales en el sobrenadante de las
células de C6-L se realiz6 una gRT-PCR, en donde se demostr6 que habia RNA
de DENV-2 en el sobrenadante de las células C6-L (pase 56), sugiriendo que si
habia particulas virales liberadas al medio extracelular. Por otro lado, cuando el
sobrenadante de las células C6-L se uso para infectar células C6/36, se logro inducir
infeccion puesto que se detecto la expresion de novo del genoma viral. Estos datos
sugerian que en el sobrenadante de las células C6-L habia virus infectivo para

células C6/36 pero no para BHK-21.
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En base a estos resultados, se decidié analizar a nivel ultra estructural mediante
microscopia electronica de transmision (MET) si las células C6-L presentaban
complejos de replicacion y si en ellos, habia formacion de particulas virales. Ya que,
como parasitos obligados intracelulares, los virus dependen de la maquinaria de la
célula huésped para replicar su genoma y generar la progenie viral. Una
caracteristica comun entre los virus es la induccibn de compartimentos
membranosos especializados, a menudo formando estructuras similares a
organelos, dentro del citoplasma de la célula infectada con la finalidad de facilitar la
replicacion y el ensamblaje del virus. Estas fabricas de replicacion viral, como se les
conoce comunmente, han sido caracterizadas en células de mamifero y de mosquito
infectadas con DENV (Barth, 1992; Grief et al., 1997; Junjhon et al., 2014; Ko et al.,
1979; Welsch, 2009) mediante técnicas de microscopia electronica de transmision
(MET), microscopia inmunoelectrénica (MIE) y tomografia electronica (TE) para
obtener una perspectiva tridimensional de los complejos de replicacion viral. Sin
embargo, poco se sabe de estas fabricas de replicacion dentro de las células de
mosquito persistentemente infectadas.

El analisis de MET de las células C6-L (pase 55) no solo reveld la presencia y
localizacion de particulas virales a nivel de RER (como esferas pequefas
electrodensas y oscuras de casi 50 nm), sino también estructuras que surgen del
rearreglo del RER inducido por el DENV-2. Entre estas estructuras se encontraron
paguetes membranosos (Vp) que albergan vesiculas de doble membrana (Ve) que
son también conocidos como “estructuras vesiculo-tubulares” o “estructuras de
membrana lisa” (SMS). Cabe mencionar, que se observé la salida de particulas
virales, indicando fuertemente que los virus ensamblados son liberados al medio
extracelular. Para determinar si las particulas virales observadas eran infectivas, al
menos en las células de mosquito, las células C6/36 fueron tratadas con el
sobrenadante de las células C6-L. El analisis de MET evidenci6 la formacion de
particulas virales y de estructuras de Ve y Vp de novo, un nimero considerable de

ribosomas (R) en el RER, y la agrupacién de particulas virales entre célula y célula
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para dirigir su salida o entrada. Estos resultados sugieren que las células C6-L

liberan particulas virales capaces de infectar nuevas células.

El analisis ultra estructural de las células C6-L reinfectadas con el DENV-2 mostré
la organizacion de los ribosomas a la periferia de los Vp, proponiendo que los Vp
son derivados del RER y pueden participar en la traduccion de las proteinas virales.
En base a estas observaciones, se puede sugerir que los ribosomas anclados a los
Vp presentan una marcada actividad de sintesis proteica causada por la reinfeccion.

Las estructuras tubulares (T) son otras estructuras originadas también por el
rearreglo del RER inducido por el DENV dentro de las células de mosquito. En
contraste con reportes anteriores (Grief et al., 1997; Junjhon et al., 2014; Ko et al.,
1979) nuestro andlisis de MET en las células C6-L reinfectadas con DENV-2,
muestra un alto niumero de estructuras tubulares a las 48 horas post infeccion.
Junjhon y colaboradores sugieren que la generacién de estructuras tubulares no
tiene aparente relacion con la replicacion del DENV-2, puesto que en su estudio
fueron detectables a partir de las 36 horas post infeccion después de mudltiples
rondas de replicacion viral, suceso que también es observado en la infeccion de
otros virus de RNA de cadena positiva. Sin embargo, Ko y colaboradores reportaron
un gran numero de estructuras tubulares (mayor a las observadas en este estudio)
cuando las células C6/36 fueron infectadas durante 7 dias con el DENV-3, lo que
conduce a la idea de “cuando las células C6-L son reinfectadas con el DENV-2 se
genera un potenciamiento de la infeccién, de tal magnitud, que una reinfeccion viral
de 48 horas logra inducir un cambio ultra estructural de la membrana del RER
pronunciado, similar al producido por una infeccion crénica de 7 dias”. Si se toma
en cuenta que en las células C6-L sin reinfectar no se observaron estructuras
tubulares, debido quiza a la adaptacién viral que han conseguido las células para
mantener la infeccion persistente, se descarta la posibilidad de que las estructuras
tubulares jueguen un papel importante en la persistencia viral, pero si se sugiere

gue todavia las células son capaces de responder a una reinfeccion viral.
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Se ha reportado que en las células de mosquito infectadas de manera aguda con
DENV, hay una correlacion entre la produccion del virus y el rearreglo de
membranas intracelulares a nivel de RER (Ko et al., 1979); la presencia de
estructuras membranosas (Ve, Vp y T) y de particulas virales observadas a
diferentes tiempos post infeccion, correlaciona con la cinética de sintesis de RNA,
ensamblaje y liberacién de las particulas virales (Junjhon et al., 2014). En este
estudio no se puede determinar una correlacion entre tiempos post infeccion,
replicacion, formacion y liberacion del DENV-2, debido a que las células C6-L ya se
encuentran infectadas y de manera persistente, sin embargo, se logré observar que
en estas células existe un numero considerable de Ve y de Vp, relacionadas con el

ensamblaje y la persistencia del DENV-2.

Una porcion de las vesiculas de doble membrana (Ve) observadas contenian
material electro denso similar a filamentos irregulares, previamente identificados en
otros virus de RNA de cadena sencilla y sentido positivo. A estas estructuras se les
conoce como complejos replicativos (RC) basados en la presencia de RNA de doble
cadena (dsRNA) (Grief et al., 1997). Para averiguar si los presuntos complejos
replicativos de mayor tamafio (RC?) identificados en este estudio, son verdaderos,

serd necesario marcar el dsRNA.

Las observaciones realizadas por MET corroboraron la ausencia de estructuras
membranosas complejas (CM) en células C6/36 de mosquito, como lo reportd
Junjhon y colaboradores en un estudio de infeccién aguda, y también no fueron
observadas en las células C6-L, sin embargo, estas estructuras han sido reportadas
en células de mamiferos infectadas con Flavivirus (Gillespie et al., 2010; Mackenzie
et al., 1999; Welsh et al., 2009; Westaway et al., 1997).

Para confirmar la presencia de particulas virales del DENV-2 en las células C6-L,

se realiz0 una microscopia inmunoelectronica (MIE) inmunomarcando la proteina

precursora de membrana (prM). Pese a que se obtuvo poca marca se observo que
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esta proteina estructural no estaba asociada con las estructuras de doble membrana

(Ve), sin embargo, como se esperaba, colocalizo con las particulas virales.

El siguiente paso fue averiguar la presencia y localizacién de alguna de las proteinas
no estructurales, y para tal objetivo se inmunomarco la proteina NS3, la cual se
observo que marcaba especificamente el area de las vesiculas de doble membrana
(Ve) en las cisternas del RER y se encuentra también en el citoplasma. La densidad
electronica detectada con el marcaje de oro en la microscopia inmunoelectrénica,
es debida al acetato de uranilo que se usa para contrastar los cortes celulares
inmunomarcados. Partiendo de este hecho, se encontr6 a la proteina NS3
distribuida en zonas con densidad electronica (Ze), zonas de caracteristicas
similares a las que se emiten cuando se usa un anticuerpo especifico anti-dsRNA,
ademas de que también se forman cuando el acetato de uranilo se une a grupos
fosfatos de los acidos nucleicos, sugiriendo la posible asociacion de la proteina NS3
con el genoma viral. La proteina NS3 tiene actividad de helicasa que es esencial
para la replicacion del RNA viral y su localizacion en las vesiculas de doble
membrana (Ve), presuntos complejos replicativos (RC), y en las Ze sugiere
fuertemente que es parte integral de estas estructuras y que en ellas se lleva a cabo
la replicacion del RNA viral. NS3 tiene también actividad de proteasa y se sabe que
participa en el procesamiento de la poli proteina viral. En este estudio se determiné
gue NS3 esta fuertemente asociada a los ribosomas anclados al RER, sugiriendo

su participacion en el procesamiento de la poli proteina viral del DENV-2.

En este andlisis de MIE se observaron con mayor detalle los sitios de brote viral
(BVi), figura 16 B, determinando, que el ensamblaje del virus (EVi) se lleva a cabo
en relacion estrecha con las estructuras inducidas por el DENV-2 (Ve y Vp) e inicia
por la encapsidacion del RNA viral (complejo capside-RNA viral) dentro de las Ve
donde se encuentran las proteinas virales prM y E, las cuales son transportadas
desde las membranas del RER mediante los “poros vesiculares (Pv)” que median la
conexién con el citoplasma (Welsch et al.,, 2009). Se cree que los Pv estan

involucrados en la regulacion de los factores necesarios para la replicacion del RNA
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viral, asi como en la exportacion del genoma recién sintetizado para ser traducido,
nosotros sugerimos que los Pv estan asociados a los complejos replicativos (RC)
implicados como ya se menciono en la replicacion del RNA viral, y que los RC estan
conectados entre si, y con las Ve en los Vp, por medio de una red de conductos
(RedC) que podrian distribuir y compartir proteinas celulares y virales, asi como
también el genoma viral, para propiciar la replicacion y el ensamblaje del virus a
nivel del RER. Otra observacion que corrobora el ensamblaje del virus, es la
presencia de pequefias gemaciones esféricas de membrana de casi 60 nm de
diametro con marcada densidad electronica, las cuales indican que una vez
ensamblado el virus (Vi), este brota sobre las membranas del RER en estrecha
relacion con los Pv que participan en la formacion y escision de las vesiculas de

brote viral, conduciendo asi a la liberacion del virus.

La caracterizacion de los cambios ultra estructurales de la membrana del RER,
obtenida del andlisis por MET y MIE, permitid sugerir un posible modelo para
explicar el acoplamiento espacial de las diferentes etapas del ciclo replicativo del
DENV-2 en las células C6-L y comprender como se mantiene la infeccion
persistente (figura 18). La deduccién de los diferentes pasos del ciclo replicativo fue
la siguiente: (1) es probable que el genoma del DENV se asocia con el reticulo
endoplasmatico rugoso donde es traducido por los ribosomas (R) originando la poli
proteina viral que es procesada proteoliticamente por proteasas celulares y virales,
como la proteina NS3 (figura 17 H e ), dando lugar a las proteinas estructurales y
no estructurales. (2) La proteina NS4A junto con otras proteinas virales, y quiza
celulares, inducen invaginacién de la membrana del RE, conduciendo a la formacién
de vesiculas que se conectan al citosol mediante un poro vesicular (Pv) (Welsch et
al., 2009) (figura 16 B). En el interior de estas invaginaciones (complejos replicativos
(RC)) ocurre la replicacion del RNA viral (figura 12 B). La proteina NS3, que también
tiene actividad de helicasa, participa en la replicacion del RNA viral la cual se lleva
a caboenlos RCyenlas Ze (17 Fy G). Los Pv estan asociados a los RC, y a su
vez los RC estan conectados entre si, y con las Ve en los Vp, por medio de una red

de conductos (RedC) que podrian distribuir y compartir proteinas celulares y virales,
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asi como también el genoma viral, para propiciar la replicacion y el ensamblaje del
virus a nivel del RER (figura 16 B). (3) EI RNA viral recién sintetizado se asocia a la
proteina C formando el complejo capside-RNA viral y posteriormente a la
nucleocapside se integran las proteinas prM y E para ensamblar el virus (EVi), el
cual brota (BVi), en estrecha proximidad con las vesiculas inducidas por el virus,
sobre las membranas del RER donde los Pv participan en la formacion y escision
de las vesiculas de brote viral (figura 12 By 16 B). (4) Algunos virus son colectados
en cisternas de RER dilatadas (figura 12 A). (5) Posteriormente son transportados
como virus individuales por medio de vesiculas de la via secretoria al aparato de
Golgi (figura 12 A), donde no sabemos con exactitud si se lleva a cabo la maduracién
de la particula viral por el corte del péptido pr realizado por la endoproteasa celular

furina. (6) Finalmente, contindan por la via secretoria y se rednen entre célula y

célula para ser liberados al espacio extracelular (figura 12 C).

Figura 18. Modelo que sugiere la replicacion, ensamblaje y liberacion de las
particulas virales del DENV-2 en las células C6-L. (1) Traduccion del genoma viral y
procesamiento proteolitico de la poli proteina viral donde participa la proteina viral NS3; (2)
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replicacion del genoma viral en estructuras vesiculares, producto del desarreglo del RER
inducido por el virus, denominadas complejos replicativos (RC); (3) ensamblaje y liberacion
del virus (Vi); (4) algunos virus son colectados en cisternas de RER dilatadas; (5) transporte
del virus por medio de vesiculas de la via secretoria al aparato de Golgi (AG); y finalmente
(6) los virus contintian por la via secretoria y se retnen entre célula y célula para dirigirse

al espacio extracelular.

Haciendo hincapié en los resultados de Ko y colaboradores, la infeccién crénica por
DENV de 7 dias mostr6 elevado nimero de estructuras tubulares (T), como ya se
menciono, generando un desarreglo total de la membrana del RER y del citoplasma
gue condujo a la muerte de las células infectadas. Sin embargo, el estudio realizado
aqui indica que las células C6-L no mostraron la presencia de estas estructuras,
sugiriendo que probablemente llega un punto determinado en el cual la célula se
adapta a la presencia del virus para sobrevivir a la infeccidén, por mecanismos de
supervivencia celular ain desconocidos pero que son heredados a la progenie
celular para subsistir (presunta implicacion evolutiva). De tal manera, que los
resultados aqui expuestos podrian sentar la base para determinar como la
interaccidn virus-célula en la naturaleza se mantiene sin causar dafio al mosquito

hospedero-vector.

De esta manera se logro caracterizar las particulas virales del DENV-2 en las células
C6-L, sin embargo no esta claro porque estas particulas virales presuntamente no
infectan a las células BHK-21 y a los ratones Balb/c recién nacidos. Probablemente
se trate de una adaptacion del virus a la linea celular de mosquitos, 0 quiza son

necesarias otras técnicas que permitan averiguar las razones.
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Conclusiones

Las células C6/36 persistentemente infectadas con DENV-2 (C6-L) producen
particulas virales a nivel de RER, que siguen la via exocitica para ser liberadas al

medio extracelular.

Las particulas virales del DENV-2 provenientes de las células C6-L tienen la

capacidad de infectar a las células C6/36.

Las células C6-L contienen fabricas de replicacion viral (cambios
estructurales del RER inducido por el virus) compuestas por paquetes
membranosos (Vp) que albergan vesiculas de doble membrana (Ve) (participan en
el ensamblaje del virus) y complejos replicativos (RC) (participan en la replicacion

del genoma viral).
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Perspectivas

A las particulas virales de las células C6-L:

Tratar con furina los sobrenadantes y los extractos celulares para

posiblemente ampliar la tasa de particulas virales maduras infecciosas.

Evaluar con anticuerpos anti-E monoclonales para detectar a la proteina E
viral y descartar que el virus no se esté endocitando debido a la falta de interaccion

entre el receptor celular y la proteina E, que media la entrada del virus a la célula.

Probar en ensayos de plaqueo que las particulas extracelulares son
infectivos, para ello, se usaran otras células de mamifero como células Vero
mediante ensayo de focos y se averiguara si induce formacién de placas liticas en

células C6/36 (ensayo de plagueo).
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