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RESUMEN

La 1a, 25-dihidroxi-calcitriol, vitamina D3 (VD3) tiene un amplio espectro de
efectos sobre la diferenciacion y proliferaciéon celular, asi mismo modula la
respuesta inmune en monocitos / macrofagos, células dendriticas y linfocitos. Se
ha propuesto el uso de VD3 para el tratamiento de enfermedades infecciosas,
autoinmunes, bacterianas y viricas. Trabajo previo demostré que el tratamiento
con VD3 reduce significativamente el numero de células U937 infectadas con
DENV, (Antiviral Res., 2012) 94:57. Sin embargo el mecanismo implicado en la
accién antiviral de VD3 no esta descrito, sin embargo se sabe que VD3 induce
autofagia en muchas lineas celulares y este mecanismo ha sido propuesto para
explicar la reduccién por VD3 en la replicacion viral. Se ha demostrado que la
autofagia facilita la replicacion de DENV en algunas lineas celulares pero la impide
en otras. En este estudio, se caracterizaron por los mecanismos anti-DENV
inducidos por vitamina D3 en células monociticas, utilizando la linea U937 DC
SIGN, la cual es altamente permisiva para la infeccion por DENV. Nuestros
resultados muestran que VD3 es capaz de inducir autofagia en macrofagos
humanos e inhibe significativamente la replicacion de DENV. Sin embargo la
inhibicion de la autofagia o la inhibicion de la fusion de autofagosomas con
lisosomas, reduce parcialmente la accion del mecanismo antiviral VD3. Ademas,
VD3 induce la secrecién de catelicidina, una proteina que tiene actividad
antimicrobiana directa. Estos hallazgos apoyan la idea de que la autofagia es uno
de los mecanismos inducidos por VD3 para inhibir la infeccion por DENV. La
secrecion de catelicidina puede ser también otro mecanismo anti-DENV inducido
por VD3 en células monociticas. Nuestros resultados fueron confirmados por PCR
en tiempo real, ensayos de Western blot, microscopia confocal y marcadores de
autofagia. Nuestros resultados demuestran que VD3 inducen autofagia en células
U937-DC y que la autofagia es necesaria para la inhibicion mediada por VD3 de la
replicacion de DENYV, pero la autofagia no es el unico mecanismo para inhibir la

infeccion.



ABSTRACT

The 1a,25-dihidroxy-calcitriol, vitamin D3 (VD3) has widely spread effects on
cellular differentiation and proliferation, and immune responsiveness in
monocytes/macrophages, dendritric cells and lymphocytes. The use of VD3 has
been proposed for the treatment of autoimmune, bacterial and viral infectious
diseases. Previous work from our group showed that treatment with VD3 resulted
in a significant reduction in the number of DENV U937 infected cells, (Antiviral Res.
2012. 94:57) The mechanism involved in the antiviral action of VD3 is not fully
understood but it is known that VD3 induces autophagy in many cells lines and this
has been the mechanism proposed to explain VD3 reduction in virus replication.
Autophagy has been shown to facilitate DENV replication in some cells lines but to
impede it in others. In this study, we sought to characterize VD3-induced antiviral
mechanisms in DENV infected monocityc cells, using the highly permissive cell line
U937-DCSIGN.

We found that physiologically relevant concentrations of VD3 induce autophagy in
human macrophages and significantly inhibits DENV proliferation but the inhibition
of basal autophagy or inhibition of fusion of autophagosomes with lysosomes,
partially reduces the action of the VD3 antiviral mechanism. Furthermore, VD3
induces the secretion of human cathelicidin, a protein that has direct antimicrobial
activity. Our results support the idea that autophagy is one of the mechanisms
induced by VD3 to inhibit DENV infection. Secretion of cathelicidin may also be an
anti-DENV mechanism induced by VD3 in monocytic cells. These findings were
confirmed by real time PCR, western blot assays, confocal microscopy, and
autophagy markers. Our results demonstrate that VD3 induce autophagy in U937-
DC cells and that autophagy is required for the VD3 mediated inhibition of DENV

replication, but autophagy is not the only mechanism to inhibit DENV infection
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades virales emergentes causadas por flavivirus constituyen un
importante problema de salud publica a nivel mundial, debido a su rapida
diseminacion dependiente de vectores artropodos y a su gran impacto
socioeconomico. Los Flavivirus son un género de virus de RNA pertenecientes a la
familia Flaviviridae. Este grupo de virus incluye al virus de la fiebre amarilla, al
virus dengue (DENV), al virus del oeste del Nilo vy al virus de la encefalitis
Japonesa. De estos, el DENV se considera como el arbovirus de mayor

importancia a nivel salud y de mayor diseminacién en el planeta.

Se estima que dos quintas partes de la poblacion humana viven en areas de
riesgo de transmisién de la infeccién por DENV. Existen cuatro diferentes serotipos
de DENV (DENV1-4), cada uno con multiples genotipos y variantes. Los DENV
son transmitidos al hombre mediante la picadura de las hembras de mosquitos del
género Aedes, principalmente A. aegypti y A. albopictus (Kunh et al 2004)
(Halstead et al 2008).

La vitamina D es conocida por su papel tradicional en mineralizacion ésea y
homeostasis del calcio. Sin embargo, en los ultimos anos la evidencia sugiere que
ademas de las funciones antes descritas, la vitamina D, tiene la capacidad de
modular el sistema inmune en respuesta a una infeccion (Bikle et al 2009). La gran
cantidad de literatura sobre vitamina D incluye su participacion en la modulacion
de la inmunidad innata (Miller et al 2010), sistema cardiovascular y cancer. Por
tanto, su uso ha sido propuesto para el tratamiento de enfermedades autoinmunes
e infecciones bacterianas y virales (Baeke et al 2010) (Zasloff et al 2006). A pesar
de que existen pocos casos de uso en tratamiento de infecciones virales, se
desconoce el mecanismo de accién antiviral (Beard et al 2011). Para el caso del

DENV solo existen dos trabajos de uso de vitamina D, durante infeccién, en el



primero los autores demuestran que la administracion de vitamina D reduce la
severidad de la enfermedad (Sanchez et al 2009) y otro donde se demuestra in
vitro que la exposicion a vitamina D, reduce significativamente el niumero de
células infectadas con DENV vy las citocinas proinflamatorias producidas durante la

infeccion (Puerta-Guardo et al 2012).

Es por ello que en el presente proyecto, abordamos el estudio de los mecanismos

a través de los cuales la vitamina D, puede inhibir la infeccién del virus del DENV.



2. GENERALIDADES
2.1 Epidemiologia del dengue

Hasta el siglo XIX la Fiebre por dengue (FD) fue considerada como una
enfermedad esporadica, sin embargo, hoy en dia es la enfermedad viral
transmitida por mosquitos vectores mas importante en el mundo. La OMS estima
que ocurren mas de 50 millones de infecciones con DENV a nivel mundial por afo,
con 500,000 casos de Fiebre Hemorragica por Dengue (FHD) y 22,000 muertes,
principalmente en nifios (OMS 2010).

Countries /areas at risk of dengue transmission, 2006
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Figural. Areas en riesgo de transmisién.Las regiones tropicales son las zonas con mayor riesgo
de transmisién debido a una mayor presencia del vector en estas areas.
Fuente: Organizacién Mundial de la Salud 2006.

La combinacion de factores tales como un rapido crecimiento poblacional,
migracion, infraestructura urbana inadecuada, incremento en el volumen de
basura, asi como contenedores de plastico y otros articulos abandonados proveen

habitats para el desarrollo de las larvas de A. aegypti en areas urbanas,




produciendo asi condiciones epidemioldgicas en paises en vias de desarrollo, en
tropicos y subtropicos que favorecen la transmisién viral por el vector (OMS 2006).

(Figura 1)

La Organizacion Panamericana de la Salud reporta que México ocupa el cuarto
lugar en incidencia en América (OPS 2015), y por su parte el CENAPRECE en su
publicacion de la Semana Epidemioldgica N° 44, hasta el 7 de noviembre de 2016

reporta 14 443 casos confirmados de Dengue con 11 defunciones.
2.2 Cuadro clinico

La infeccidn en la poblacion humana con el DENV, puede cursar en forma

asintomatica o expresarse en un amplio espectro de manifestaciones clinicas

Después de un periodo de incubacion de 2 a 7 dias, en general el paciente suele
experimentar fiebre de comienzo brusco, cefaléa, dolor retro orbitario, dolores de
espalda, ademas de mialgias intensas. Durante el primer dia de aparicion de los
sintomas suele presentarse un exantema maculopapuloso, asi como
adenopatias, vesiculas en el paladar e inyecciéon conjuntival. La enfermedad
puede durar una semana y habitualmente existen otros sintomas, como anorexia,

nauseas o vomitos e intensa hipersensibilidad cutanea (Braunwald et al 2002).

La FHD y Sindorme de Choque por Dengue (SCD) son las formas mas graves de
la enfermedad. Estas tienen como caracteristica el aumento de la permeabilidad
vascular que puede llevar a una hemoconcentracion y choque hipovolémico
(Braunwald et al 2002).

La FHD se diagnostica detectando la tendencia hemorragica o la existencia de
hemorragias manifiestas (Rigau-Pérez et al 1999), sin que haya procesos
subyacentes. EI SCD es mucho mas grave, y es el resultado del aumento de la
permeabilidad vascular que provoca el choque hipovolémico. En FHD y SCD se
presenta agitacion, letargo, trombocitopenia y hemoconcentracién, 2 a 5 dias
después del comienzo tipico de la FD. En los casos mas graves es evidente un

shock manifiesto, con baja presion arterial, cianosis, hepatomegalia, derrames



pleurales, ascitis, equimosis y hemorragias digestivas.

El tratamiento clinico de las infecciones por DENV es sintomatico y de soporte ya
que, no existe ninguna vacuna aceptada, ni una terapia antiviral especifica para

prevenir o contrarrestar la infeccién (Braunwald et al 2002).

2.3 El virus dengue

Durante la infeccion de los virus a su célula huésped, ocurren una serie de
eventos que se denominan “ciclo de replicacion”. Este involucra, la unién-entrada
del virus a la célula, la replicacién de su genoma, la sintesis y modificacion de sus
proteinas, el ensamblaje de la particula viral y por ultimo, la liberacién de la
progenie al medio externo. El resultado de la coevolucion del virus y su hospedero,

es su sobrevivencia.
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Figura 2.Genoma y ProteomadelVirus Dengue. (Fernandez-Garcia et al 2009) El genoma del
DENV codifica para 3 proteinas estructurales (C, prM y E) que conformanla particula viral y 7 no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) que estan involucradas en la
replicacion, ensamblaje del viriébn asi como la modulacién de la respuesta celular.



A nivel molecular, esto se traduce en el desarrollo de diversas estrategias de
control/modulacién de los procesos celulares de su hospedero.

Los DENV son particulas icosahédricas de 50 nm de diametro con una capa
lipidica derivada del hospedero revistiendo una nucleocapside de proteina C que
rodea al RNA viral (Mukhopadhyay et al 2005) (Fernandez-Garcia et al 2008).

El DENV presenta un genoma que esta conformado por RNA de cadena sencilla
de polaridad positiva de 11kb. Presenta CAP (m’GpppX) en el extremo 5’ pero

carece de cola poliadenilada (poli A) en el extremo 3’.

Su genoma codifica para tres proteinas estructurales que son: la proteina de la
capside (C), de la premembrana (prM) y envoltura (E) y siete proteinas no
estructurales (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5). (Figura 2)

Las proteinas estructurales forman a la particula viral, (Figura 3); mientras las no
estructurales participan en la replicacion, ensamblaje del virion y modulacion de la

respuesta celular.

Figura 3. Proteinas estructurales ensambladas. En el esquema se muestra un corte transversal
de la particula viral en donde puede observarse la capside icosahedrica rodeada de una membrana
lipidica en las que se encuentran las proteinas Ey M.



2.4 Ciclo de replicacion de DENV

La entrada de DENV al citoplasma celular se realiza por endocitosis mediada por
receptor. Muchas moléculas han sido propuestas como posibles receptores, pero
la interaccidon mejor descrita es la que se lleva a cabo, en células dendriticas, con
la lectina DC-SIGN como molécula responsable de la union. Otros ejemplos
descritos son: la proteina Clec5a, la cual participa en la union del virus a la
membrana celular de macrofagos. Aunque esta molécula no se requiere para la
entrada del virus en el citoplasma, si participa en el inicio de cascada de
sefalizacion inducida por el virus, la cual termina con la transcripcion de citocinas
proinflamatorias. Estas citocinas son caracteristicas de la patogenia inducida
durante los cuadros severos de la enfermedad (Tassaneetrithep et al 2003) (Chen
et al 2008).
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Figura 4. Ciclo de replicacion del DENV. El DENV ingresa a la célula mediante endocitosis
mediada por receptor, la traduccién y replicacion ocurre en estructuras membranosas relacionadas
con el reticulo endoplasmico (RE), luego, las particulas recién ensambladas son transportadas al
aparato de Golgi, donde termina su maduraciéon y son expulsadas al medio extracelular por
exocitésis.



El pH acido de los endosomas provoca cambios conformacionales en la
glicoproteina E, lo cual induce la fusién de la membrana viral y con la membrana
endosomal permitiendo su internalizacion (Modis et al 2014). Una vez dentro de
la célula el genoma viral debe traducirse para generar las proteinas estructurales y
no estructurales entre las que se encuentra la polimerasa viral que permite la

multiplicacion de los genomas y el establecimiento de una infeccidén productiva.

La traduccion y replicacion de virus de cadena positiva ocurre en asociacion con
estructuras membranosas intracelulares relacionadas con el reticulo endoplasmico
(Salonen et al 2005; Mackenzie et al 2005). Cuando la nucleocapside entra al
citoplasma, el genoma viral es liberado, y traducido a una poliproteina la cual sufre
procesamiento co y postraduccional, por proteasas del hospedero y virales para

producir las proteinas individuales para la replicaciéon y empaquetamiento.

La replicacion inicia con la sintesis de la cadena negativa, que sirve como molde
para la produccion de multiples copias de RNA de cadena positiva (Clyde et al
2006). Tanto la replicacion como el ensamblaje ocurren en las membranas del
reticulo endoplasmico (Figura 4). Las particulas recién ensambladas son
transportadas hacia la red trans Golgi y en este compartimiento la proteina E
experimenta cambios conformacionales y la proteina prM es procesada
proteoliticamente por la furina celular en pry M. El péptido pr permanece asociado
con la proteina E hasta que el virion maduro es liberado de la célula, mientras la
proteina M se asocia con la membrana viral. (Figura 5). Finalmente, la progenie
viral es liberada al medio externo por exocitosis. (Mukhopadhyay et al 2005)
(Fernandez et al 2009).
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Figura 5.Maduraciéon de la particula viral. En la red trans Golgi la proteina prM es procesada
proteoliticamente por una furina celular en pr y M. El péptido pr permanece unido a la proteina E
hasta que el virion es liberado. (Perera et al 2008)

2.5 Vitamina D (1 a, 25 dihidroxivitamina D3.)

La vitamina D, es una hormona pleiotropica, esta involucrada en diversos
procesos celulares tales como, respuesta inmune, mineralizacion O&sea,
inflamacion y prevencion de cancer. Diferentes estudios sugieren que la vitamina
D y sus metabolitos activos tienen funciones diferentes en una gran variedad de
tejidos. La mayoria de los tejidos en el organismo cuentan con receptores para la
forma activa de la vitamina D, por lo que la activacién de su receptor nuclear
media la mayoria de las funciones de esta y su activacién afecta varios procesos
como apoptosis, metabolismo del calcio, inmunidad y autofagia (Wu et al 2011).
Las dos principales formas de vitamina D son: la vitamina D2 (ergocarciferol) y la
Vitamina D3 conocida como calcitriol o colecalciferol- (Holick et al 2003). La
Vitamina D2 es sintetizada por plantas y hongos y no es producida en vertebrados,
mientras que la vitamina D3 se produce en grandes cantidades en humanos y en

la mayoria de los vertebrados.

La fuente principal de vitamina D se obtiene en la piel, en donde los rayos

9



ultravioleta catalizan el primer paso en la sintesis de VD convirtiendo el 7
dehydroxycolesterol en previtamina D, posteriormente este se isomeriza

dependiente de temperatura y se convierte en 1,25 (OH)2D3.

Para obtener la forma activa de la Vitamina D, esta debe ser hidroxilada en el
higado en 25 hidroxivitamina D3 (De Luca et al 1974). Posteriormente, es
transportada al tubulo proximal en los rifiones a través del torrente sanguineo,
donde es hidrolizada en la posicién 1 alfa para formar el calcitriol, el cual es

liberado al torrente sanguineo (Jurutka et al 2007).

La accion biolégica de Vitamina D se lleva a cabo mediante la activacion del
receptor de vitamina D (VDR) y el receptor retinoide X alfa (RXR-a) los cuales se
encuentran en el nucleo de varios tipos de células (Bikle et al 2009). El VDR es
también un factor de transcripcién activado por ligando y esta presente en varias
células del sistema inmune incluyendo los monocitos, macréfagos, células
dendriticas, células NK, asi como células T y B. Entre las principales funciones
reguladas por la Vitamina D estan la proliferacion, diferenciacion, metabolismo de

calcio, apoptosis, inmnunidad y autofagia (Wu et al 2011).

10



3. ANTECENTES
3.1 Infecciones virales y vitamina D

La incidencia de infecciones virales aumenta tipicamente en los meses de
invierno, cuando la sintesis cutanea de vitamina D esta naturalmente disminuida.
En contraste con los datos obtenidos en pacientes adultos, las infecciones mas
frecuentes en nifos con deficiencia de vitamina D son de origen viral. Una de las
primeras pistas que marcan la importancia de la vitamina D sobre la incidencia de
infecciones virales es, que la susceptibilidad a las infecciones en nifios ocurre
después de evidentes carencias nutricionales (Grant et al 2008). Otro ejemplo
donde la evidencia clinica y genética sugiere que vitamina D puede jugar un papel
importante en la susceptibilidad es en las infecciones por el Virus de la
Inmunodeficiencia Adquirida (VIH). Modelos de infecciones con VIH en el
laboratorio han demostrado que el pre-tratamiento de monocitos y macréfagos
humanos con vitamina D previene la infeccion por VIH, aunque esto es
controversial porque en ocasiones la incrementa (Connor et al 1991). En otro
estudio reciente se demostro que catelicidina, un péptido antimicrobiano, regulado

en parte por Vitamina D puede inhibir la replicacién de VIH.

Por otra parte recientemente ha sido reportado una asociacién significativa entre
susceptibilidad genética a bronquiolitis por Virus Sincicial Respiratorio y algunos
polimorfismos de genes relacionados a la funcién del sistema inmune innato,

incluyendo el receptor de vitamina D (Villamor et al 2006).
3.2 Virus Dengue y autofagia

Uno de los principales mecanismos que se activan por la vitamina D, es la
autofagia. Diversos estudios para VIH han demostrado, que la autofagia puede ser

un mecanismo antiviral, por medio del cual se inhibe la replicacion.

La autofagia es un proceso homeostatico en donde material citoplasmatico es
englobado en una doble membrana vesicular para ser degradado (Kundu et al

2008). y es una via catabdlica mediada por lisosomas en todas las células
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eucariontes (Reggiori et al 2002).
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Figura 6. Proceso de autofagia. La autofagia involucra un gran niumero de proteinas altamente
conservadas, y consta de 3 pasos fundamentales, formaciéon de autofagosomas los cuales
secuestran material citoplasmatico, a continuaciéon se realiza la fusién de las membranas del
autofagosoma con el lisosoma y degradacion del material secuestrado por medio de las enzimas
lisosomales.

La autofagia comienza con el secuestro de materiales citoplasmaticos dentro de
una vesicula de doble membrana llamada autofagosoma, esta estructura puede,
directamente fusionarse con el lisosoma para formar autofagolisosomas o con
endosomas para formar anfisomas (Gordon et al 1988). La fusion de las vesiculas
autofagicas con los lisosomas permite la degradacion de los materiales
citoplasmaticos (Mizushima et al 2007). (Figura 6) Las proteinas Atg son
esenciales para la formacién del autofagosoma. El primer paso en el proceso es la
unién covalente entre Atg5 y Atg12 la cual es crucial para el alargamiento de la
membrana preautofagosomal y la formacion del autofagosoma (Mizushima et al
2007), posteriormente, se conjuga la proteina de cadena ligera asociada a
microtubulos (LC3;Atg8) con fosfatidiletanolamida lo que la convierte de la forma
citosdlica (LC3l) a la forma membranal (LC3Il), la cual se integra dentro de la
membrana autofagosomal (Klionsky et al 2017). LC3 es comunmente usado como

un marcador para monitorear autofagia, donde la cantidad de LC3lIl, refleja la
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existencia de autofagosomas (Mizushima et al 2007).

Durante una infeccion viral, los virus manipulan diferentes vias de sefalizacion,
incluyendo la autofagia. Para el caso del DENV se ha confirmado que el virus
induce y requiere autofagia en su proceso de replicacién. Lee et al, caracterizaron
el proceso de autofagia durante la infeccion por DENV en 2008 (Lee et al 2008).
Los autores muestran que la infeccién induce autofagia en una linea celular de
hepatocitos y que la inhibicién de ésta mediante la droga 3 metiladenina (3MA) o
RNAs de interferencia, compromete la infeccién. Adicionalmente, demostraron que
los autofagosomas inducidos por DENV co-localizan con LAMP1, un marcador de

fusion lisosomal.

Panyasrivanit et al, un ano después, vuelven a confirmar via ensayos de
inmunoflorescencia y ensayos de inhibicién, que la infeccién por DENV induce y
requiere autofagia y que la proteina viral de dengue NS1 colocaliza con
autofagosomas, asi como LAMP1 y la proteina ribosomal L28. Los autores
comprobaron que M6P-R un marcador endosomal co-localiza con autofagosomas,
indicando que algunos autofagosomas se fusionan con los endosomas para
formar organelos llamados anfisomas. Asi los autores hipotetizan que DENV
podria replicarse en estos anfisomas ligando asi el proceso de entrada y

replicacion.

Los autores también mostraron que la inhibicién de la fusién lisosomal con
autofagosomas incrementa la replicacién viral, indicando un rol para
autofagosomas inmaduros durante la replicacion de DENV (Panyasrivanit et al
2009). En otro trabajo Khakpoor et al (Khakpoor et al 2009), examinaron el rol de la
autofagia en la infecciéon por DENV3, al igual que DENV2, indicando que la
infeccion por DENV3 induce y requiere autofagia. Observaron que LAMP1 co-
localiza con autofagosomas, pero en contraste con estudios previos, el
tratamiento con un inhibidor de la fusion lisosomal reduce la replicacién por
DENV3. Por tanto el mecanismo por el cual los autolisosomas podrian contribuir a

la replicacion viral sigue siendo incierto.
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Figura 7. Induccién de autofagia por el virus dengue. La induccién de autofagia por parte del
virus le permite a la célula entrar en un estado energético, favorable para la correcta produccién y
ensamblaje de las particulas virales, ya que al secuestrar acidos grasos, estos se degradan y se
procesan via beta oxidacién para una mayor formacién de ATP. Tomado de Heaton N, Randal G,
Dengue virus and autophagy; viruses 2011 , 3, 1332-1341

Por otro lado, Heaton et al proveen evidencia de que DENV induce degradacion
de gotas lipidicas por medio de autofagia para movilizar triglicéridos que son
usados para la produccion de energia mediante la  oxidacion y asi la célula se
mantiene en un estado energético, para soportar la produccién y ensamblaje de
particulas virales (Heaton et al 2010). (Figura7) Si bien todos los estudios
mencionados dejan claro que la autofagia es importante en la infeccion por DENV
todos ellos han sido realizados en células hepaticas, sin embargo, Panyasrivanit et
al, evaluaron la funciéon de la autofagia en monocitos. Sorprendentemente la

induccion bioquimica de autofagia en éstas células, produjo una reduccién
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significativa en la produccion viral, mientras que la inhibicibn de la autofagia
provoco un pequefio incremento en los niveles intracelulares virales, lo cual
indicaria que la participacion de la autofagia en la infeccion depende del tipo
celular (Panyasrivanit et al 2011). Finalmente Mateo et al, usando un inhibidor
novedoso de la via autofagica llamado espautina, encontraron que se inhibia la
produccion viral. Concluyendo que la via autofagica facilita la replicacion del RNA
viral y mas importante es requerida para la produccion de viriones infecciosos.
(Mateo et al 2013)

DENV como parasito intracelular obligado necesita la maquinaria de la célula
huésped para su replicaciéon por lo que ha desarrollado diversas estrategias de
control de algunos procesos celulares. En el caso del DENV no esta claro si la
autofagia beneficia al virus o es un mecanismo de defensa celular, ya que como
se menciond anteriormente, depende de la linea celular en la cual se analice el
proceso. Sin embargo, siendo vitamina D un potente inductor de autofagia que a
través de éste mecanismo inhibe la replicacion de otros virus, es muy importante
elucidar si para la infeccion con DENV la vitamina D esta inhibiendo la replicacion

viral a través de ésta via o posee mecanismos antivirales alternos.
3.3 Vitamina D y respuesta inmune innata

La importancia del vinculo entre vitamina D3 y la inmunidad innata, tomd
importancia cuando algunos estudios mostraron que la respuesta de los
monocitos/macréfagos a las infecciones bacterianas eran potentemente

estimuladas por vitamina D (Di rosa et al 2011).

La vitamina D regula la expresion del factor estimulador de granulocitos y estimula
a los macrofagos a producir prostaglandina E2. La deficiencia de vitamina D
disminuye la habilidad de los macrofagos para madurar, producir antigenos de
superficie especificos disminuyendo la expresion en membrana de las moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (Xu et al 1993) para generar enzimas
lisosomales y secretar peroxido de hidrogeno (H202), herramientas esenciales
para su funcion microbicida (Abu-amer et al 1993). En contraste la adicion de
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vitamina D incrementa la expresién de antigenos de superficie especificos de
macréfagos, enzimas lisosomales, ademas de estimular la quimiotaxis y

fagocitosis (Alappat et al 2010).

La habilidad de la vitamina D para estimular la diferenciacién de precursores
monociticos en macréfagos también fue uno de los primeros descubrimientos que
sugirieron un papel inmunomodulador para la vitamina D (Abe et al 1983), por
ejemplo regula las respuestas del macrofago previniéndolos de liberar una mayor

cantidad de citocinas inflamatorias que las requeridas (Alappat et al 2010).

Uno de los principales sensores de la respuesta inmune innata son los receptores
tipo toll (TLR’s). Los TLR’'s se encuentran en macréfagos, células
polimorfonucleares y monocitos y son parte fundamental en el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), entre los que se
encuentran proteinas virales y acidos nucleicos (Saito et al 2007). Una vez que los
TLRs se activan se liberan citocinas que inducen la expresion de péptidos

antimicrobianos y especies reactivas de oxigeno.

Se ha observado en diversos estudios que la vitamina D reduce la expresion de
algunos TLR’s especificamente TLR2, TLR4 TLR9 en monocitos humanos. Es
claro que vitamina D inhibe la expresiéon de los TLR’s, como parte de un
mecanismo de retroalimentacion para prevenir la excesiva activacion de TLR e
inflamacion (Sadeghi et al 2006).

Por otra parte los niveles de vitamina D en el organismo regulan la produccion de
algunos péptidos antimicrobianos los cuales despliegan un amplio espectro de
actividades antimicrobianas y han demostrado tener efectos antivirales (Daher et
al 1986). Estos antibidticos endoégenos destruyen directamente los
microorganismos. Un ejemplo de estos es la catelicidina la cual es producida en
monocitos humanos, neutrdéfilos y otras células humanas (Gombart et al 2005) y es

inducida por la activacion de los TLRs'%, activados por vitamina D (Liu et al 2009).

Debido a lo anterior algunos de los efectos antivirales de la vitamina D podrian ser
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explicados por la expresion del péptido antimicrobiano catelidicina, la defensina
humana B2 y probablemente la liberacion de las especies reactivas de oxigeno. El
efecto antibacteriano de la catelicidina esta ligado a su habilidad para romper
membranas bacterianas mediante interacciones electrostaticas (Bals et al 2003).
Interacciones similares pueden ocurrir con los lipidos de la envoltura de los virus,
ademas la catelicidina puede bloquear la entrada de los virus a la célula en una

forma similar que la vista con otros péptidos antimicrobianos (Leikina et al 2005).
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JUSTIFICACION

En Meéxico el dengue es un problema importante de salud publica, debido
principalmente al hecho de que su incidencia se ha incrementado en las ultimas
décadas a pesar de las multiples intervenciones de promocion y prevencion contra
el vector realizadas en el pais. Segun datos del CENAPRECE en su publicacion
de la Semana Epidemioldgica N° 44, hasta el 7 de noviembre de 2016 se han
reportado 14 443 casos confirmados de Dengue con 11 defunciones.

En la actualidad no se dispone de un medicamento especifico contra el dengue y
su manejo ambulatorio se basa solo en medidas de mantenimiento como son el
consumo de liquido y la administracién de antipirético (paracetamol), asi como la
vigilancia de signos de alarma, como el dolor abdominal persistente, el vomito, las
hemorragias, entre otros. El manejo intrahospitalario del paciente incluye la
administracion de liquidos endovenosos, vigilancia estrecha de la presion arterial y
de la hemoconcentracion y de ser necesario administracion de hemoderivados, o
manejo en unidad de cuidados intensivos (OMS. Dengue: Guias para el
Diagnéstico, Tratamiento, Prevenciéon y Control. Nueva edicion. 2009).

La busqueda de opciones terapéuticas especificas es actualmente un campo de
interés de la investigacion sobre dengue debido a que en areas endémicas la
elevada incidencia genera una carga importante para los servicios de salud. El
impacto econdmico de la enfermedad incluye los costos directos de la atencion de
los casos y los costos indirectos ocasionados por la incapacidad de la etapa aguda
de la enfermedad. Adicionalmente, el incremento de la frecuencia de casos graves
hace necesario investigar alternativas de tratamiento que impacten en la reduccion
de éstos. Debido a que la mayoria de los casos de dengue no son graves
(dengue sin signos de alarma o dengue con signos de alarma) y a que las
complicaciones aparecen usualmente después del sexto dia del inicio de la fiebre,
encontrar opciones terapéuticas que sean de administracion temprana y por via
oral seria una alternativa practica, de facil aplicacion y de menor costo.

Por lo anterior, y teniendo en cuenta que la vitamina D inhibe la infeccion de

diversos patdgenos in vitro, incluyendo dengue, el estudiar los mecanismos a
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través de los cuales vitamina D inhibe la infeccion por DENV permitira entender su
funcién antiviral y generar nuevas herramientas terapéuticas. La informacion
obtenida podria predecir la eficacia del tratamiento, generando las bases para el

control de una infeccion tan importante como lo es el dengue.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar los mecanismos moleculares a través de los cuales la vitamina D,

inhibe la infeccion por DENV en una linea celular monocitica.

Objetivos particulares.
1. Analizar la expresion de RNA mensajeros en respuesta a vitamina D.

2. Analizar el proceso de autofagia durante la infeccion por DENV in vitro en
células U937 DCSIGN (macréfagos)

3. Analizar el efecto de vitamina D3 y de la autofagia durante la infeccién por
DENV in vitro en células U937 DCSIGN.

4. Comprobar la produccion de péptidos antimicrobianos durante la infeccion

con DENV en células tratadas con vitamina D.
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Objetivo 1: Analizar la expresion
de RNA mensajeros en respuesta a

Diseino experimental

Objetivo 2: Analizar el
proceso de autofagia durante

vitamina D

la infeccion por DENV in vitro

en células U)37 DCSIGN.

Infeccidn de células 'y
tratamientos.

Cuantificacién de la
proteina LC3B en
células infectadas

con DENV

Aislamientos de RNAm
PCR y preparacion de
librerias

Secuenciacién masiva e
identificacién de RNAm

Cuantificacion de la
proteina
SQSTM1/p62 en
células infectadas
con DENV

Objetivo 3: Analizar el proceso

de autofagia durante la
infeccion por DENV in vitro en
células U937 DC SIGN tratadas
con vitamina D

Objetivo 4: Comprobar la
produccién de péptidos

antimicrobianos durante la
infeccidon con DENV en células
tratadas con vitamina D

Determinacion de
porcentaje de infeccidn
en células infectadas y

tratadas con inhibidores e
inductores de autofagia

Analisis bioinformatico de
proteinas codificadas en
los RNA mensajeros

Cuantificacién de la
proteina LC3B en células
infectadas con DENV y
tratadas con vitamina D

Cuantificacién de la
proteina SQSTM1/p62
en células infectadas
con DENV y tratadas

con vitamina D

Determinacion de la
expresién de Receptores
tipo toll en células tratadas
con vitamina D

Determinacion de
produccidn de catelicidina
en células en tratamiento

con vitamina D

Determinacién de
porcentaje de infeccidon
en células tratadas
inductor e inhibidores
de autofagia en
presencia de vitamina D

Determinacién de
porcentaje de infeccion en
células tratadas con
inhibidor de la fusién
autofagosoma-lisosoma en

presencia de vitamina D
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MATERIAL Y METODOS

Stock viral y lineas celulares

Para el presente proyecto se emple6 la linea celular U937-DCSIGN amablemente
donada por el Dr. Aravinda Da Silva de la Universidad de Carolina del Norte de
E.U.A. Estas células son derivadas de la linea celular promonocitica U937, con la
salvedad de que fueron transfectadas con el receptor DC-SIGN, lo cual las hace
altamente susceptibles a la infeccion por DENV. Estas células al ser macréfagos
secretan un gran numero de citocinas y quimiocinas. Al igual que las células U937
al tratarlas con 12-miristato, 13-acetato de forbol (PMA) se diferencian a
macrofagos, volviéndose adherentes, a la vez que exhiben caracteristicas

morfoldgicas similares a los macrofagos.

Las células se cultivaron en medio RPMI advanced suplementado con 5% de
suero fetal bovino (SFB) (PAA, Ontario, Canada), 200 mM de L-glutamina, 200 mM
de antibidticos (estreptomicina ampicilina) y 2 % de bicarbonato de sodio (Sigma
Aldrich).

La cepa viral usada en este estudio fue obtenida de un caso clinico detectado en
2008, denominada DENV-2 Yuc18500. El aislamiento se realizé a partir del suero
de un paciente con diagndstico de fiebre hemorragica por dengue en el estado de
Yucatan, en el Laboratorio de Arbovirologia del Centro de Investigaciones
Regionales “HideyoNoguchi” de la Universidad Autonoma de Yucatan y fue una

amable donacién de la Dra. Maria Alba Lorofio Pino.

Para la propagacion, el DENV obtenido del aislado clinico se propago en ratones
neonatos cepa CD-1. Cada uno de los ratones neonatos de la camada fue
inoculado en la regidn occipital con 10 ul de extracto de DENV, con una jeringa de
insulina. Se sacrificaron los ratones, al presentar manifestaciones clinicas como
temblores o paralisis y se extrajo el tejido cerebral mediante puncidén occipital con
jeringa de 5 ml. Se colectaron los cerebros en un tubo eppendorf, se maceraron y
posteriormente se diluyeron en un volumen de medio MEM. Se centrifugd el tubo
epperdorf a 13,000 rpm 30 minutos a 4°C y se extrajo la primera fase la cual se

coloco en tubos eppendorf. Posteriormente, se volvié a centrifugar a 13,000 rpm
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15 minutos a 4°C. Se extrajo de igual forma la primera fase, la cual se filtr6 a
través de 0.42 pym y posteriormente en uno de 0.20 um. El extracto filtrado se

repartio en alicuotas y se guardaron a -70°C hasta su uso (Gould et al 1991).
Titulacion viral

Los titulos de DV fueron determinados por ensayos de placa en células BHK21
(Reyes del Valle et al 2005). Las células BHK fueron crecidas en medio MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino y cuando alcanzaron una confluencia
de 80 a 90% éstas se inoularon con diluciones de DENV 10" a 108. Después de 2
horas de adsorcidon, se adicion6 a la monocapa medio MEM con
carboximetilcelulosa al 3% (Sigma), 0.5% de suero fetal bovino y 2mM de L-
glutamina. Las placas fueron incubadas a 37°C por 6 dias y posteriormente se
fijaron con formaldehido al 10% y se tifieron con naftol blueblack al 0.5% (Sigma).

Se contod el numero de placas en cada dilucion y se determind el titulo viral.
Infeccién de células y tratamiento

Se sembraron 1x 108 células en una placa P100 y se realizé su diferenciacién con
una solucion de phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) a una concentracion final
de 160 nM por tres dias a 37°C. Posteriormente, las células se infectaron con DV-
2 Yuc18500 a una MOI de 3 a 37°C por 2 horas. Después, se desechd el inoculo
viral lavando dos veces con PBS. Para la induccién del proceso de autofagia las
células fueron tratadas con 300 nM de rapamicina (CALBIOCHEM 553210) en
medio completo, el cual fue adicionado cada 24 horas por 3 dias. Para inhibir el
proceso autofagia las células se trataron con 3 mM de 3 metiladenina (sigma
Aldrich M9281) o wortmaninna (sigma Aldrich W1628) en medio completo cada 24
hrs por 3 dias. Para inhibir el proceso de fusion de autofagosoma con el lisosoma,
las células fueron tratadas con 30 mM de L-asparagina (sigma Aldrich A0884) en
medio completo cada 24 hrs por 3 dias. Por ultimo, las células fueron tratadas con
vitamina D cada 24 hrs por 3 dias. Todos los experimentos se hicieron siguiendo el

mismo proceso de infeccion y los esquemas de tratamiento para cada farmaco.
Aislamiento de RNA, PCR y preparacion de librerias.

Los RNA mensajeros de las células no infectadas, infectadas y tratadas con
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vitamina D3 fueron aislados usando el kit RNA easy (Quiagen, Germantown MD.
USA) y cuantificado con un espectrofotometro nanodrop 1000 (Thermofisher
Scientific, Waltham, MA, USA). La integridad del RNA fue verificada usando Agilent
2100 Bioanalizer System (Agilent Tech Santa Clara CA, USA). Las librerias de
secuencias de RNA de las muestras de RNA fueron obtenidas de un RNA total
usando el kit lllumina® Truseq RNA simple preparation. (lllumina, San Diego CA,
USA). Estas librerias fueron secuenciadas usando un Genome Analizer GAllx Il
(lumina) en el Instituto de Biotecnologia-UNAM (Cuernavaca Morelos, México).
Para confirmar los cambios en los niveles de RNAs mensajeros entre las
diferentes condiciones, se realiz6 PCR en punto final. La sintesis de cDNA se
realizd con un kit usando un Transcriptasa reversa Improm Il (Promega). En la
parte de abajo se describen los primers usados para llevar a cabo la reaccion de

PCR con una Taq polimerasa (invitrogen)

Genes (primers)
mTOR NOD2 TNFalpha
F TCCGAGAGAT TGCGGACTCT CACGCTCTTC
GAGTCAAGAGG ACTCTTTGAGC TGTCTACT GA
R CACCTTCCAC CCGTGAACCT ATCTGAGTGT
TCCTATGAGGC GAACTTGAAC GAGGGTCTGG

Analisis de la red de proteinas.

Se realizé un andlisis de interacciones proteina-proteina, mediante el programa
STRING (string-db.org). Este analisis nos permitido identificar las proteinas
relacionadas, asi como los procesos bioldgicos y los componentes celulares en los
que participan las proteinas involucradas. La red se present6 de tal forma que las
asociaciones mas fuertes fueron representadas por lineas mas gruesas y

viceversa y donde las proteinas fueron representadas como nodos
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Analisis por Western blot

Los extractos celulares fueron tratados con el buffer de lisis RSB-NP40 (1.5 mM
MgCl2, Tris—=HCI pH 7.5 10 mM, 10 mM NaCl, 1% IGEPAL) en presencia de un
coctel de inhibidores de proteasas (roche). Un total de 35 ug/ml de los extractos
totales fueron separados por electroforesis en SDS-PAGE vy transferidos a una
membrana de nitrocelulosa (BioRad). Posteriormente, las membranas fueron
bloqueadas en PBS triton X-100 con 10% de leche baja en grasa. La presencia de
las dos formas de la proteina LC3 usada para el seguimiento de autofagia fue
detectada usando un anticuerpo primario policlonal hecho en conejo anti LC3
(Sigma Aldrich L7543) y un anticuerpo anti conejo acoplado a HRP como
anticuerpo secundario. La proteina SQSTM1/p62 fue detectada usando el
anticuerpo monoclonal anti SQSTM1/p62 (1 ug/ ml, ABCAM ab56416) y la proteina
hCPA18/LL-37 usando el anticuerpo monoclonal sc130552 (1:500, Santa Cruz
Biotechnology) ambos hechos en ratdn. Adicionalmente, el anticuerpo anti actina
hecho en ratén fue usado como control de carga. Las proteinas fueron reveladas
usando el Super Signal West Femto Chemiluminescent Substrate (Thermo

Scientific).

Citometria de flujo para deteccion de autofagia e infeccién viral

Las células U937-DCSIGN fueron tratadas como se indicé anteriormente y fueron
analizadas mediante citometria de flujo para determinar la cantidad de LC3ll (Eng
et al., 2010). Las células fueron resuspendidas en PBS con 0.05% de saponina y a
continuacion fueron incubadas con el anticuerpo primario anti LC3B hecho en
conejo (Sigma Aldrch L7534) por 20 minutos. Posteriormente, las células se
incubaron con un anticuerpo secundario anti conejo conjugado con Alexa 488.
(Life technologies A21206) por 20 minutos mas. Posterior a la incubacion se
hicieron lavados con PBS. Se us6 un equipo BD LSR Fortessa para el analisis de
los datos, contando un minimo de 30,000 células y el andlisis de los datos se

realizé mediante el software Cyflogic.
Cuantificacion de la infeccién

Las células se fijaron con formaldehido 1% y se permeabilizaron y bloquearon con
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solucion permeabilizadora (PBS1x saponina 0.1% con SFB 1%). A continuacion
se incubaron por 2 hrs a temperatura ambiente con un anticuerpo monoclonal anti
E (4G2) para tenir la proteina viral. Como anticuerpo secundario se us6 un anti-
raton acoplado a Alexa 488 (Lide Technologies A11029). Se usé un equipo BD
LSR Fortessa para el analisis de los datos, contando un minimo de 30,000 células

y el analisis de los datos se realiz6 mediante el software Cyflogic.

Cuantificacion de progenie viral

Los sobrenadantes de células infectadas y tratadas fueron analizados para
determinar la progenie viral por medio del ensayo de unidades formadoras de
focos. Al alcanzar confluencia la monocapa de células VERO en placas de 96
pozos fueron inoculadas con diluciones seriales de sobrenadante de células
infectadas con DENV2 (volumen final 50 uL) por 1 hr a 37°C para permitir la
adsorcion viral. Después se removio el inoculo y se adicionaron 200 ul de medio
completo a la monocapa de células, lavadas previamente con solucion Hanks. El
medio fue retirado 48 hpi, se fijaron con formaldehido 1% y se permeabilizaron por
20 minutos con solucién permeabilizadora (PBS 1x, 0.1% saponina y 1% SFB). A
continuacion se incub6é con anticuerpo anti E (4G2) y con un anticuerpo
secundario acoplado a Alexa 488. La progenie viral fue determinada mediante la
observacion de focos en microscopio de fluorescencia y expresada como
Unidades formadoras de focos. (FFU) /mL.

Microscopia electronica de transmision.

Las células infectadas y tratadas como se describié anteriormente fueron fijadas
por 60 minutos con glutaraldehido 2.5% en buffer cacodilato de sodio 0.1 M,
pH7.2, después se adiciond tetraoxido de osmio en el mismo buffer por 60
minutos. Las muestras se deshidrataron incrementando las concentraciones de
etanol y después fueron tratadas con 6xido de propileno. Se realizé la inclusion de
las muestras en resina polybed epoxy y se polimerizaron a 60 °C por 24 h. Los
cortes semifinos de casi 60 nm fueron contrastados con acetato de uranilo y
analizados en el microscopio electronico de transmisién Jeol JEM-1011. (Jeol Ltd,.
Tokio Japén) (Chavez-Munguia., 2003).
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RESULTADOS

La transcripcién de los RNAm relacionados con la via de la autofagia se

inducen por vitamina D.

El primer paso en la determinacién de los mecanismos celulares inducidos por
vitamina D3 para inhibir la infeccion por DENV fue analizar los RNAm que se
producen en respuesta al tratamiento con vitamina D3. Asi, las células U937
DCSIGN se infectaron con DENV2 y fueron tratadas con vitamina D3 como se
describié anteriormente. Para confirmar el efecto de la vitamina D3 sobre las
células, se midieron los niveles de expresion de TLR4 y TLR2 en la superficie
celular. Como era de esperarse, en las células tratadas con vitamina D3 pudimos
comprobar una reduccion significativa de la expresion de TLR2 y TLR4 en la
superficie celular U937 SIGN-DC mediante citometria de flujo (Tabla 1).

Receptor tipo toll % de reduccioén en la Analisis estadistico
expresion de TLR (ANOVA)
TLR2 20.6+2.5 P< 0.001
TLR4 12.9+4.5 P<0.001

Tabla 1. Cuantificacién de la expresion de TLR 2 y TLR 4 dependiente del tratamiento de vitamina
D en células U937-DCSIGN. Los datos representan el porcentaje de reduccién obtenido con 5 yM
de vitamina D.

Una vez comprobado el efecto de vitamina D3 sobre estas dos moléculas, se
identificaron aquellos RNA mensajeros diferencialmente expresados en presencia
de la vitamina D3 mediante un ensayo de secuenciacion masiva. El andlisis
bioinformatico de los datos obtenidos nos permitidé determinar que si bien varias
vias celulares son moduladas por vitamina D3 (datos no mostrados), la via con
los cambios mas significativos en niveles de expresion de RNA mensajeros fue la

autofagia. (Tabla 2).
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Tabla 2. Analisis de los mensajeros inducidos por vitamina D. Los RNAs mensajeros encontrados codifican
para para proteinas involucradas en el ensamblaje de autofagosomas, macroautofagia, autofagia y estas
proteinas tienen localizaciones especificas dentro de las estructuras autofagosomales y membranas
autofagicas relacionadas. Tomada del analisis hecho en el programa STRING:

Interesantemente, la mayoria de los RNA mensajeros encontrados en esta via
aumentaron su expresion en presencia de vitamina D3 y la disminuyeron en las
células infectadas con DENV. Para confirmar la estrecha interaccion de estos
genes en la via de autofagia se realizé un interactoma (Figura 8). Como podemos
observar, todas las proteinas resultantes de los genes identificados interactuan

entre si y son parte de la via de autofagia.

Vitamina D3 modula expresion del ARN mensajero de proteinas relacionadas

con autofagia.

Para corroborar el cambio en los niveles de expresion de algunos de los RNA
mensajeros identificados mediante los ensayos de secuenciacion masiva se
realizé un ensayo de RT-PCR de algunos de ellos como mTOR, NOD2 y TNF
alfa. Asi pudimos confirmar que el tratamiento con vitamina D3 reduce la expresion
de los tres genes (Figura 9). En conclusion el tratamiento de células macréfagos
con vitamina D3 regula la expresion de varios RNAms involucrados en la via de

autofagia.
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Figura 8. Analisis de la interaccion de proteinas codificadas en los genes inducidos por
Vitamina D3. La red de 22 RNAs mensajeros codifica para proteinas cuya expresion se modificd
después del tratamiento con Vitamina D3 en células infectadas con el virus Dengue. La red se
disefio en el programa STRING versiéon 9.05. Cada linea representa un tipo de interaccion distinta
descrita en la literatura.

Vitamina D3 induce autofagia en las células U937 DCSIGN.

Debido a que los estudios de transcriptdmica apuntaban a la inducciéon de
autofagia en las células tratadas con vitamina D3, decidimos analizar este
proceso. Para ello, se siguid la expresion de la proteina LC3 la cual esta
involucrada en la via de autofagia. Un incremento en la cantidad de ésta proteina,
correlaciona con un aumento en el numero de autofagosomas, por lo que es
considerada un buen indicador de la formacién de autofagosomas (Klionsky et al.,
2016). En un ensayo de Western-blot, el anticuerpo detecta dos bandas: LC3l,
que es la forma citosdlica de la proteina y otra que corresponde a LC3Il, que es la
forma conjugada de la proteina con fosfatidiletalonamida (PE) la cual esta

presente en autofagosomas (Klionsky et al., 2016).
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Figura 9. Vitamina D incrementa la expresion RNAs mensajeros que codifican para proteinas
relacionadas con la via de autofagia. El RNA extraido de células U937 DCSIG infectadas con
DENV (DENYV), tratadas con 5uM de vitamina D (VitD3) y células infectadas con DENV vy tratadas
con 5uM de vitamina D3 (DENV + VitD3) se sometido a RT-PCR en presencia de oligonucleétidos
especificos para amplificar mTOR, TNF alfa y NOD2.

Aunque el peso molecular de LC3Il es mayor que LC3I, debido a la adicion de PE,
LC3Il migra mas rapido que LC3l en SDS-PAGE, probablemente debido a su
extrema hidrofobicidad. LC3l generalmente se detecta en un peso molecular de
16 kDa, mientras que LC3Il en aproximadamente 14 kDa. El analisis por Western-
blot revel6 que la adicion de vitamina d3 indujo un aumento en los niveles de
expresion de LC3Il confirmando que la vitamina D3 es un potente inductor de
autofagia. Por otro lado en la infeccion por DENV también se induce un amumento
en los niveles de expresidén de LC3Il sin embargo este fue menor en comparacién

con las células tratadas con vitamina D3.

Como controles positivo y negativo, se uso6 el inductor de autofagia, rapamicina
(Rap) y el inhibidor 3-metiladenina (3MA), como se esperaba se observé un
aumento en los niveles de expresion de LC3Il en presencia de rapamicina y una
reduccion significativa en las células tratadas con 3MA. (Figura 10A).
tratamiento de células con los dos moduladores del proceso de autofagia no altero
la viabilidad celular (Figura 11),
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Figura 10. Vitamina D induce autofagia en células U937 DC SIGN. A) Extractos proteicos totales de
células U937 DCSIGN tratadas con 3mM de 3 metiladenina (3MA), 5uM de vitamina D3 (vit D),
300nM de rapamicina (Rap) o infectadas con virus Dengue (DENV) a una MOI de 3 se usaron para
analizar la presencia de la dos formas de la proteina LC3.. Se uso un anticuerpo anti actina como
control de carga. Se muestra un Western blot representativo. B) La expresion de LC3Il se evalué
por citometria de flujo. Después de la permeabilizacién de las células tratadas con saponina, estas
fueron incubadas con un anticuerpo anti LC3 y un anticuerpo unido a FITC. Los histogramas
indican la intensidad de fluorescencia media y son representativos de tres experimentos diferentes.
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Figura 11. Viabilidad celular en presencia de rapamicina, 3 metiladenina y vitamina D3. El ensayo
de viabilidad se realiz6 mediante citometria de flujo. Las células fueron tefiidas con ioduro de

propidio.
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Otra manera de corroborar la induccion de autofagia por vitamina D3 en células
U937 DC-SIGN fue por la presencia de LC3Ill mediante un ensayo de citometria de
flujo (Eng et al., 2010). Aunque las dos formas de LC3 estan presentes en las
células, solo la forma LC3Il se asocia a las membranas, por lo tanto, la incubacién
de las células con saponina provoca la salida de LC3l de la célula permitiendo la
deteccion de la forma LC3II, la cual estd asociada a autofagosomas, Al igual que
en el ensayo de Western-blot, la cantidad de células positivas para LC3Il aumenta
en presencia de la vitamina D3. Como se esperaba la cantidad de células positivas
LC3Il también aumentd en presencia de rapamicina y se redujo en presencia de
3MA (Figura 10B). Los resultados obtenidos a partir de tres experimentos
independientes indican que existen diferencias significativas en la cantidad de
células positivas para LC3Il entre las células tratadas con Vitamina D3 y las no

tratadas, confirmando que vitamina D3 induce autofagia en macrofagos humanos.
Vitamina D3 induce el flujo autofagico completo.

Para verificar que la vitamina D3 es capaz de inducir el flujo autofagico completo,
analizamos mediante ensayo de Western blot la degradacion de la proteina
SQSTM1/p62. La proteina SQSTM1/p62 es degradada en el lisosoma después de
la induccion de autofagia y de la fusion con lisosomas. Debido a esto, la ausencia
de esta proteina indica la induccion del flujo autofagico completo. Se detectd una
cantidad similar de SQSTM1 / p62 en las células no infectadas e infectadas por
DENYV, sin embargo, se observé una degradacién completa de SQSTM1 / p62 en
las células tratadas con vitamina D3, confirmando que la vitamina D3 induce el

flujo autofagico completo que lleva a la degradacién de p62.
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Figura 12. Vitamina D induce flujo autofagico completo en células U937DCSIGN. Las células U937
fueron tratadas con 3mM de 3 metiladenina, o 300nM de rapamicina o 5uM de vitamina D o
infectadas con Virus Dengue a una MOI de 3. Se cuantificaron los niveles de expresion de
SQSTM1/p62 mediante un ensayo de western blot. Se usé un anticuerpo anti actina como control
de carga. Se muestra un ensayo representativo asi como el andisis densitometrico de tres ensayos
independientes *P< 0.05

Al igual que la vitamina D la rapamicina caus6 la degradacion completa de
SQSTM1/p62, mientras que en la presencia de 3MA y wortmanina, inhibidores de
autofagia, se observaron niveles mas altos de SQSTM/p62. Los resultados
obtenidos a partir de tres experimentos independientes indican que existen
diferencias significativas en la cantidad de SQSTM1/p62 entre las células tratadas

con vitamina D3 y las no tratadas (Figura 12).
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El efecto inhibitorio en la infeccién por DENV inducida por la vitamina D3

soblo es parcialmente debido al proceso de autofagia.
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Figura 13. El efecto inhibitorio en la infeccion por DENV inducido por vitamina D3 es solo
parcialmente debido al proceso de autofagia. A) Células U937 DCSIGN fueron infectadas con una
MOI de 3 y tratadas con vehiculo, 3 mM de 3 metiladenina (3MA), 5 uM de vitamina D3 (Vit D) o
300 nM de rapamicina (Rap) por 24, 48 y 72 hrs. Posteriormente, las células fueron incubadas con
el anticuerpo 4G2 (anti E) y con un anticuerpo secundario acoplado a FITC. El porcentaje de
infeccion fue determinado mediante citometria de flujo. B) Porcentaje de infeccion de células U937
DC SIGN infectadas con DENV y tratadas con el vehiculo de los farmacos, 300nM de rapamicina
(Rap), 3mM de 3 metiladenina (3MA), 5 uM de vitamina D3 (Vit D) solas y posteriormente con el
inductor de autofagia y el inhibidor (3MA) en presencia de vitamina D3. C) Ensayo de cuantificacion
de progenie viral por ensayo de unidades formadoras de focos. Células tratadas en condiciones
anteriormente descritas. El porcentaje de células infectadas o los valores de la progenie viral
expresada como FFU/mI fueron obtenidos de tres ensayos independientes. *p<0.05
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Para analizar el efecto del tratamiento con vitamina D3 en la infeccion por DENV,
las células U937-DC-SIGN se infectaron con DENV y fueron tratadas con vitamina
D3 o rapamicina (Rap) o 3-metiladenina (3MA) como se describid anteriormente.
La cantidad de células infectadas se determiné por citometria de flujo a las 24, 48
y 72 horas post infeccion. A las 24 horas, hubo una reduccién significativa en la
cantidad de células infectadas tratadas con vitamina D3 y con rapamicina en
comparacién con las células no tratadas o con las células tratadas con 3-MA (25
vs 40%). Esta inhibicion significativa en la cantidad de células infectadas también
se observd a las 48 (30 vs 62%) y 72 horas (36 vs. 78%) en presencia de vitamina
D3, lo que indica que la vitamina D3 inhibe la infeccién por DENV. Sin embargo,
aunque la rapamicina indujo una reduccion similar a vitamina D3 en la cantidad de
células infectadas a las 24 horas post-infeccion, esta inhibicion a 48 (30 vs 62%
para la vitamina D y 35% vs 62 para la rapamicina) y a las 72 horas (36 vs 78%
para la vitamina D en comparacion con 55 vs 78% para la rapamicina) fue menor
en las células tratadas con rapamicina en comparacion con las células tratadas
vitamina D3 (Figura 13A).

La cantidad de células infectadas en presencia de 3MA fue similar a la cantidad
observada en células no tratadas. Todos estos resultados indican que la vitamina

D3 es mejor inhibidor de la infeccién por DENV que la rapamicina.

Para analizar la contribucion del proceso de autofagia en la inhibicion de la
infeccion por DENV inducida por vitamina D3, las células U937-DC-SIGN se
infectaron con DENV, se trataron de la forma antes descrita y ademas usando
tratamientos con vitamina D3 y rapamicina y con vitamina D3 y 3MA y se cuantifico

la infeccidn a las 72 hrs por citometria de flujo.

Como se observo antes, la vitamina D3 indujo una inhibicién aun mas significativa
de la cantidad de células infectadas en comparaciéon con el tratamiento con
rapamicina (71 vs 30% en comparacién con 70 vs 41%), sin embargo, la
incubacion con ambos farmacos, (vitamina D3 y rapamicina) no generd un efecto
sinérgico en la inhibicién de la cantidad de células infectadas en comparacion con

cada uno de los farmacos por separado (71 vs 31% en comparacién con el 71 vs
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30% respectivamente). En contraste, la incubacion con la vitamina D3 y con el
inhibidor de autofagia 3MA causé un aumento en la cantidad de células infectadas
(30 a 48%), sin embargo, la cantidad de células infectadas no alcanzo los niveles
observados en las células no tratadas o en las células tratadas con 3MA solo (71 o
65%, respectivamente), sugiriendo que la autofagia no es el unico proceso antiviral

inducido por la vitamina D3 (Figura 13B).

Para confirmar estos resultados, decidimos evaluar la cantidad de progenie viral
mediante un ensayo de unidades formadoras de focos, en el sobrenadante de las
células infectadas con DENV y tratadas con los diferentes compuestos como en el
experimento anterior. (Figura 13C) En este caso, se observd una mayor reduccion
en la progenie viral en células tratadas con vitamina D3 en comparacién con las
células tratadas con rapamicina (903 vs 589 FFU/ml en comparacién con 903 vs
89 FFU / ml). Como se observd anteriormente, la incubacién con vitamina D3 y
rapamicina al mismo tiempo no indujo una inhibicion mayor en la produccion de
progenie viral en comparacion con las células tratadas solamente con vitamina D3
(89 vs 96 FFU / ml). En contraste, la incubacion con la vitamina D3 y 3MA provoco
un aumento en la progenie viral (89-512 FFU / ml), sin embargo el niumero de
focos no alcanzo los niveles observados en las células no tratadas o en las células
tratadas con 3MA (512 vs 903 o 830 FFU / ml) (Figura 13C). Estos resultados
apoyan la idea de que la autofagia es sélo uno de los mecanismos implicados en
la inhibicién de la infeccion DENV inducida tratamiento con vitamina D3, ya que al

inhibir la autofagia se recupera solo parcialmente los niveles de infeccion.

La inhibicién de la infeccion por DENV inducida por la vitamina D3 requiere

enzimas lisosomales.

El ultimo paso en el proceso de autofagia es la degradacion de los componentes
atrapados en los autofagolisosomas después de la fusién entre autofagosoma y
lisosoma. Para analizar la importancia de la actividad lisosomal en la inhibicién de
la infeccién por DENV inducida por la vitamina D3 se us6 L-asparagina (L-ASN), el
cual es un inhibidor de la fusion autofagosoma-lisosoma (Panyasrivanit et al.,

2011). Después de confirmar que el tratamiento con células L-ASN no alteraba la
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viabilidad celular (Figura 14), el efecto del i

nhibidor fue probado en células

infectadas tratadas vitamina D3. Como se observd anteriormente, en las células

tratadas con rapamicina y vitamina D3 se redujo la cantidad de células infectadas

(62-46% o0 62-29%, respectivamente).
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Esta reduccion en la cantidad de células infectadas se revirtié casi completamente
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en el caso de las células tratadas con rapamicina cuando estas se incubaron con
L-ASN (46-53%).
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Figura 15. La inhibicion de la infeccion inducida por vitamina D requiere enzimas
lisosomales. Celulas u937 fueron infectadas con virus Dengue a una MOI 3 y tratadas 3
metiladenina 0 Rapamicina o vitamina D o con el L- asparagina solo o en combinacién con
rapamicina o en combinacion con vitamina D por 72 hrs. La infeccion viral fue determinada por A)
citometria de flujo y por B) ensayo de unidades formadoras de focos. En ambos casos se uso el
anticuerpo 4g2 antiE unido a un anticuerpo secundario acoplado a FITC. El porcentaje de células
infectadas o losvalores de la progenie viral expresada como FFU/ml fueron obtenidos de tres
ensayos independientes. *p<0.05

Sin embargo, para el caso de células tratadas con vitamina D3 y L- ASN el efecto
antiviral inducido por vitamina D3 solo se recuperé parcialmente, (del 29 al 44%)
(Figura 15A). Resultados similares fueron observados al medir progenie viral en
los sobrenadantes con las células de experimento anterior, en donde el
tratamiento de rapamicina causé una reduccién en la progenie viral (980-582 FFU
/ ml), que se recuperd en la presencia de L-ASN (580-926 FFU / ml), mientras que
la inhibicién inducida por la vitamina D3 (980-67 FFU / ml) se recuperd solo
parcialmente por la L-ASN (67-427 FFU / ml).
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Figura 16 La vitamina D3 induce la formacién de vesiculas similares a autofagosomas y estas
vesiculas atrapan particulas virales. Células U937 DC SIGN fueron infectadas a una MOI de 3 y
tratadas con vehiculo o 5uM de vitamina D3 o 300 nm de rapamicina por 24 hrs y fueron
analizadas a través de microscopia electronica de transmision. Las flechas anchas sefialan las
vesiculas con caracteristicas de autofagosomas. Las flechas delgadas sefialan la presencia de
particulas virales. Cy: citoplasma, M: mitocondria; Nu: nucleo; ER: reticulo endoplasmico V:
vesiculas autofagosoma-like; Ve: vesiculas de doble membrana; Vp: paquetes membranosos; Vi:
particulas virales -like
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Esto apoya la conclusion de que el ultimo paso en el proceso de autofagia, la
fusidén de lisosomas-autofagosomas, es uno de los mecanismos inducidos por la
vitamina D3 involucrados en la inhibicion de la infeccion DENV (Figura 15B) y que
la autofagia es solo uno de los mecanismos a través de los cuales vitamina D3

inhibe la infeccion por DENV.

La vitamina D3 induce formacién de vesiculas tipo autofagosoma y estas

vesiculas engullen particulas similares a virus.

Para analizar el proceso de autofagia inducido por la vitamina D3 en las células
infectadas con DENV, se realiz6 un analisis de microscopia electrénica de
transmision. La presencia de particulas de tipo viral cercanas al reticulo
endoplasmico se observo claramente en células infectadas con DENV (Figura
16B).

En presencia de rapamicina, se observaron estructuras de doble membrana
compatibles con autofagosomas (Figura 16C y 16D) y se observaron particulas
similares a virus dentro de estas membranas. Sin embargo, en las células tratadas
con vitamina D3 se detect6 una mayor cantidad de particulas similares a virus en
los compartimentos con doble membrana (Figura 16E), lo que sugiere que el
tratamiento con vitamina D3 y rapamicina inducen vesiculas tipo autofagosoma

capaces de atrapar viriones.
El tratamiento con vitamina D3 induce la produccion de catelicidina

Debido a que nuestros estudios de autofagia sugerian que vitamina D3 estaba
induciendo algun proceso adicional a la autofagia que era capaz de inhibir la
infeccion por DENV aun mas que la rapamicina, decidimos explorar la produccion
de péptidos antimicrobianos. Para ello, decidimos medir la expresion de
catelicidina mediante Western blot usando un anticuerpo que detecta la presencia
de hCap18 / LL37. En las células tratadas con vitamina D3 se observo la sintesis
de hCAP18 / LL-37 de una manera dependiente de concentracién (figura 17A),
apoyando la idea de que vitamina D3 estaba induciendo mecanismos adicionales

capaces de inhibir la infeccion con DENV.
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Figura 17. Vitamina D induce la expresion de la proteina hCPA18/LL37. Extractos totales de
proteinas de células U937 no infectadas, incubadas con diferentes concentraciones de vitamina D3
(1uM - 10uM) o infectadas con virus dengue (DENV) o celulas tratadas con rapamicina, fueron
analizadas mediante ensayo de western blot. Se muestra un western blot representativo (arriba)
asi como los respectivos analisis densitometricos (abajo). Los valores de hCPA18/LL37, fueron
obtenidos de tres experimentos diferentes. *P<0.05.

Este péptido antimicrobiano solo se produjo en cantidades importantes en la
presencia de vitamina D3. Y no asi en las células infectadas con DENV o en las
células tratada con rapamicina. Este hecho sugiere que la inhibicion de la
infeccion por DENV causada por vitamina D3 se debe a la induccion de autofagia
y a la produccién de péptidos antimicrobianos como catelicidina (Figura 17B).
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DISCUSION

Recientemente se han descubierto nuevas propiedades terapéuticas de Vitamina
D, por lo que su administracion se ha vuelto muy comun en diferentes patologias,
especificamente en trastornos autoinmunes. Aunque, algunas evidencias sugieren
que la vitamina D3 tiene propiedades antimicrobianas, los mecanismos
involucrados en estas propiedades siguen siendo poco claros. En nuestro
laboratorio hemos demostrado que la vitamina D3 es capaz de inhibir la infeccidn
por DENV en monocitos y hepatocitos, asi mismo la vitamina D3 inhibe la

produccion de citocinas proinflamatorias en macrofagos infectadas con DENV.

En este trabajo, se caracterizaron los mecanismos antivirales inducidos por
vitamina D3 en células mononucleares infectadas con DENV. Entre otros, se
identificaron por ensayo de secuenciacion masiva 22 mRNAs pertenecientes a la
via de autofagia los cuales incrementaron su expresiéon por accién de vitamina D3,

este conjunto de genes disminuyo su expresion en las células infectadas.

Aunque Yuk et al demostraron previamente que la vitamina D3 inducia autofagia
en monocitos (Yuk et al., 2009), confirmamos este efecto en la linea celular U937
DC-SIGN. La presencia de vitamina D3 indujo la formacién de autofagosomas
(conversion de LC3I-LC3Il) y también la degradacion lisosomal de la proteina p62
confirmando asi que la vitamina D3 es un inductor del flujo autofagico completo.
Ante esta perspectiva, evaluamos la participacion de la autofagia en la inhibicion
de la infeccion por DENV. La adicion de vitamina D3 a las células infectadas causé
una inhibicion de la infeccion viral y esta inhibicion fue parcialmente revertida
cuando se bloqueo el proceso de autofagia, lo que sugiere que la autofagia es solo
uno de los mecanismos desencadenados por la vitamina D3 que participa en la

inhibicién de la infeccion por DENV.

La autofagia es un proceso complejo, que incluye la formacion de membranas las
cuales se forman alrededor de organelos diana o componentes celulares para
eventualmente secuestrarlos formando los autofagosomas. Estos autofagosomas

se fusionan posteriormente con lisosomas, los cuales vierten su contenido
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enzimatico, permitiendo la degradacion del contenido luminal. Teniendo en cuenta
este mecanismo, no es sorprendente que la autofagia se pueda utilizar como una
defensa intrinseca de la célula contra los virus. Campbell et al demostraron que la
induccion de la autofagia por la vitamina D3 podria inhibir el VIH y la co-infeccién

por Mycobacterium Tuberculosis en macrofagos (Campbell y Spector, 2012).

Como parasitos intracelulares, durante el transcurso de una infeccion, los virus
interactuan con las proteinas relacionadas con la autofagia. Se ha descrito que los
trofoblastos primarios de placenta humana son altamente resistentes a la infeccion
de muchos virus, esta resistencia es conferida por los miRNA del cromosoma 19
los cuales son empaquetados dentro de exosomas derivados del trofoblasto. Estos
miRNAs atenuan la replicacion viral en las células receptoras mediante la

induccion de autofagia (Delorme-Axford et al., 2013).

La autofagia desempena ambos papeles, por una parte actta como mecanismo
antiviral en los ciclos relicativos y patogénesis de algunos virus (Kudchodkar y
Levine, 2009), y favoreciendo la replicaciéon de otros virus (Heaton and Randall,
2011). Nuestros resultados concuerdan con estudios previos sobre DENV vy
autofagia en macrofagos, demostrando que la induccion de autofagia en

monocitos disminuye la infeccion por DENV (Panyasrivanit et al., 2011).

Dado que la autofagia es un proceso catabdlico en citosol dependiente de los
lisosomas, la inhibicion de la fusidén entre los autofagosomas y los lisosomas
desempenfa un papel central, debido a esto decidimos evaluar la participacion de
los lisosomas en el proceso de inhibicidn de la infeccion. Nuestros resultados
indican claramente que la inhibicion de la fusion entre autofagosomas y lisosomas
reduce parcialmente la accién de la vitamina D3, lo que confirma que uno de los
mecanismos implicados en la inhibicion de la infeccion mediada por la vitamina D3
es la autofagia. Por otra parte, la presencia de particulas de tipo viral dentro de las
estructuras compatibles con autofagosomas, apoya nuestra conclusiéon. En este
sentido, se ha descrito que algunas proteinas de autofagia interactian con
componentes virales o viriones para degradacion lisosomica (Kudchodkar y

Levine, 2009). Esto podria ocurrir durante la infeccion con DENV. Por otra parte la
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autofagia ha estado involucrada en la generacién de respuesta inmune innata y
adaptativa contra los virus (Kudchodkar y Levine, 2009). El sistema inmune innato
involucra la participacion de receptores de reconocmiento de patrones (PRRs) los
cuales se expresan en muchos tipos de células. Los PRRs sensan el ambiente
para patrones moleculares asociados a patdégenos, (PAMPs) especificos vy
sefalizan para iniciar la traduccion de proteinas antimicrobianas tales como la

catelicidina, una proteina con actividad antimicrobiana.

La evidencia sugiere que la vitamina D3 aumenta la expresion de la B-defensina
4a y del gen que codifica la catelicidina. Ambos péptidos son mediadores
intracelulares de actividad antibacteriana y antiviral (Gombart et al., 2005, Wang et
al., 2004). Ademas, la catelicidina induce la transcripcion de proteinas
relacionadas con la autofagia, BECLIN1 y la proteina NOD2 (del inglés nucleotide
binding oligomerization domain-containing protein 2) las cuales estan involucradas
en autofagia (Borella et al., 2014). Yuk et al demostraron que la vitamina D3
induce autofagia en monocitos humanos via catelicidina, la cual activa la
transcripcion de los genes relacionados con autofagia beclina y Atgd (Yuk et AL
2009). La vitamina D también induce la colocalizacion de fagosomas
micobacterianos con autofagosomas en macrofagos humanos de una manera
dependiente de catelicidina (Yuk et al., 2009). La autofagia puede actuar como un
mecanismo antiviral del sistema inmune innato, presumiblemente secuestrando y
degradando estructuras virales reduciendo la replicacion viral y puede ser inducido
por los ligandos de TLR, desencadenando la formacion de autofagosomas y la

induccion de una respuesta antiviral (Delgado y Deretic, 2009; Shi y Kehrl, 2008).

Estudios recientes han propuesto la induccion de péptidos antimicrobianos
asociados con los TLRs y sintesis de la p-defensina 2 humana como probable
mecanismo antiviral regulado en los monocitos después del tratamiento con
vitamina D3 (Liu y Modlin, 2008). Nuestros resultados muestran que la vitamina D3
induce la produccién de hCPA18/LL37, en macréfagos infectados con DENV. Las
catelicidinas comprenden una familia de proteinas de mamifero que contienen un

dominio antimicrobiano catiénico C-terminal que se activa después de liberarse de
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la porcion catelicidina N-terminal de la holoproteina. Aunque se describid
previamente que los péptidos maduros muestran un amplio espectro de actividad
antimicrobiana (Zanetti, 2004), algunos de ellos también han demostrado tener
actividad antiviral. ElI péptido antimicrobiano LL37 fue capaz de inhibir la
replicacion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en células
mononucleares de sangre periférica, incluyendo células T CD4 (+) (Bergman et al.,
2007), asi como inhibir la formacién de placas del virus vaccinia y la expresion de
RNAm (Howell Et al., 2004). Ademas, LL37 tiene una actividad antiviral
significativa in vivo contra el virus de la gripe, reduciendo la gravedad de la
enfermedad y la replicacién viral en ratones infectados (Barlow et al., 2011) y
también es eficaz contra la infeccion del virus sincial respiratorio in vitro (Currie et
al.,, 2013 ). Por lo tanto, consideramos probable que el LL37, contribuya a la

actividad anti DENV observada en células tratadas con vitamina D3.
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CONCLUSION

En resumen, en este trabajo se demostréo que vitamina D3 es capaz de regular
genes de la via de autofagia. Presentamos evidencia de que el proceso de
autofagia inducido por la vitamina D3 es parcialmente responsable de la inhibiciéon
de la infeccion por DENV en macréfagos. Esta posibilidad esta sustentada por la
presencia de particulas virales en vesiculas de doble membrana en las células
infectadas y tratadas con vitamina D3, sugiriendo que la autofagia esta
contribuyendo a la inhibicién de la infeccién viral por destruccién de virus recién
sintetizados. Ademas, se demostré la produccion del péptido antimicrobiano
hCPA18 / LL-37 o catelicidina en células infectadas con DENV y tratadas con
vitamina D3, el cual se ha demostrado que tiene importantes actividades

antivirales.

Todos estos resultados nos permiten sugerir que la vitamina D3 inhibe la infeccion
por DENV utilizando al menos dos mecanismos diferentes, la induccion de

autofagia y la produccién del péptido antimicrobiano LL37.
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