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RESUMEN

El virus del dengue (DENV) es el agente causal de una de las enfermedades
transmitidas por mosquito vector mas comunes en el mundo. La replicacion
de este virus ocurre en el citoplasma, particularmente en asociacion con el
reticulo endoplasmico (RE), sitio en el cual se llevan a cabo la replicacion y
traduccion del genoma viral, asi como el ensamblaje de los viriones
inmaduros. Por estas razones, el RE es esencial para la replicacion del DENV.
Una proteina esencial del RE, es la calreticulina (CRT). Esta proteina tiene
funciones de chaperona y ademas participa en la regulacion de la
homeostasis de Ca?*. Estudios diversos han determinado que CRT se
requiere durante la replicacion de varios agentes virales. Notablemente,
durante la infeccion por DENV, CRT es sobreexpresada en las formas graves
de la enfermedad y promueve el ensamblaje correcto de las proteinas virales,
asi como la replicacion eficiente del virus en el RE. Considerando los papeles
cruciales de CRT en otras infecciones virales y que se encuentra
sobreexpresada en células infectadas con DENV, evaluamos el papel de esta
proteina en la replicacion de DENV y en la modulacion de la respuesta inmune
innata. El silenciamiento de CRT redujo significativamente la sintesis de
proteinas virales y aumenté la fosforilacion de las proteinas de respuesta
inmune TAK1 y STATS, sugiriendo que DENV requiere de CRT para modular
negativamente la respuesta inmune innata en células Huh-7. En
concordancia, también se observé que el tratamiento de células infectadas
con el quelante intracelular de calcio, BAPTA-AM, redujo los niveles de
infeccidon de DENV2, aumentando la fosforilacion de AKT y afectando el ciclo
de replicacion viral al disminuir el calcio intracelular. De tal manera que se
concluye que el virus DENV requiere a la CRT para replicarse y para evadir la
respuesta inmune en las células Huh-7. Asi mismo, la disminucién del calcio
intracelular, mediante el tratamiento con BAPTA-AM, reduce la infeccion por
el DENV2 aumentando la fosforilacion de AKT y afectando el ciclo de

replicacion viral.



ABSTRACT

Dengue virus (DENV) is the causal agent of one of the most common arboviral
diseases in the world. Viral replication occurs in the cytoplasm and particularly
in the endoplasmic reticulum (ER), where the viral genome is replicated and
translated. The assembly of immature virions also takes place in ER. For these
reasons, the ER is essential for DENV virus replication. Calreticulin (CRT) is a
crucial ER protein that performs two significant functions: as a chaperone and
regulating Ca?* homeostasis. Many studies have shown that CRT is required
during different viral infections. Notably, in DENV infection, CRT is
overexpressed in severe forms of the disease and promotes the correct folding
of viral proteins and efficient replication of the virus in the ER. Considering the
crucial roles of CRT, we evaluated in this study the role of CRT in DENV
replication and immune response signaling. CRT silencing significantly
reduced the synthesis of viral proteins and also increased phosphorylation
levels of the innate immune response proteins TAK1 and STAT6, suggesting
that DENV requires CRT for viral replication to avoid the innate immune
response in Huh-7 cells. Additionally, the Ca?* reduction through BAPTA-AM
treatment, reduced DENV2 infection by increasing AKT phosphorylation levels

and by diminishing intracellular Ca?* levels.



INTRODUCCION

Los Flavivirus son un género de virus de RNA pertenecientes a la familia
Flaviviridae, el cual incluye al menos 73 virus distintos, varios de ellos,
patdogenos de humanos transmitidos por artropodos. Dentro de este género
se encuentra el virus de la encefalitis japonesa (JEV), el virus del Oeste del
Nilo (WNV), el virus de la fiebre amarilla (YFV) y el virus del dengue (DENV),
entre otros (Kuhn, J. R, 2011).

DENV es un arbovirus de gran importancia en la salud, principalmente en los
paises en desarrollo. Existen cuatro serotipos de DENV (DENV1-4),
cualquiera de los cuales puede ser transmitido al hombre por la picadura de
las hembras de mosquitos del género Aedes, principalmente los de la especie
A. aegypti, aunque también pueden servir como vector los mosquitos de la
especie A. albopictus (WHO, 2020).

El dengue se considera la enfermedad viral transmitida por mosquitos mas
importante del mundo. Se estima que el dengue afecta a 128 paises,
produciéndose 390 millones de infecciones cada afio, de las cuales 96
millones se manifiestan clinicamente, cualquiera que sea la gravedad de la
enfermedad. Segun la OMS el numero de casos notificados pasé de 2,2
millones en 2010 a mas de 3,4 millones en 2019 (Bhatt et al., 2013; Brady
et al., 2012; WHO, 2020).

Hoy en dia, la transmision de dengue se presenta en los tropicos, siendo las
zonas mas afectadas los paises de Asia y de América Latina, convirtiéndose
en una de las principales causas de hospitalizacién y de muerte en nifios y
adultos de dichas regiones (Figura 1) (Bhatt et al., 2013; WHO, 2020). El afio
2016 se caracterizé por grandes brotes de dengue en todo el mundo. La
Regién de las Américas notifico mas de 2, 380, 000 casos ese afo. De
acuerdo con datos de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), el
numero de casos reportados en 2019 es el mayor registrado en la historia del
dengue en las Américas. Ademas, la proporcion de casos de dengue grave

fue de 0.9 % superando a lo observado en los cuatro afos previos (OPS/OMS,
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Figura 1. Distribucion global de dengue modificado de Bhatt et al., 2013.

En los paises en desarrollo ubicados en las zonas tropicales y subtropicales
del mundo, se combinan distintos factores que favorecen la transmision viral
a través del principal mosquito vector. Entre estos factores se encuentra el
rapido crecimiento poblacional, la migracién rural-urbana, la infraestructura
urbana basica inadecuada (suministro de agua poco fiable que lleva al
almacenamiento de agua en contenedores cercanos a las casas) y un
aumento en el volumen de desperdicios solidos, como contenedores plasticos
desechados y otros articulos abandonados que acumulan agua de lluvia v,
por lo tanto, pueden servir de habitats para las larvas en zonas urbanas. El
aumento en el trafico aéreo y el fracaso en las medidas de control del vector,
han contribuido al aumento global del dengue y del dengue grave (WHO,
2013).

Los registros de la transmision del dengue en México datan de 1941, cuando
se notificaron 6, 955 casos y una tasa de 34.4 por cada 100, 000 habitantes;
cifras que fueron descendiendo a medida que avanzaba la erradicacion del
vector, certificada hasta 1963. Sin embargo, el dengue reaparecio a finales de
los anos setenta, en Tapachula y se diseminé por el territorio en menos de 10
afios (Narro & Goémez, 1995). Para 2019 se reportaron 268, 458 casos
probables, de los cuales se confirmaron 41, 505 casos de dengue; de esos

casos 27, 884 fueron de Dengue no grave (DNG), 10, 264 de dengue con



signos de alerta (DCSA), 3, 357 de dengue grave (DG) y 13, 621 de dengue
con signos de alerta + dengue grave (DCSA+DG); todos estos casos se
presentaron en la mayoria de los estados de la Republica Mexicana, excepto
en la Ciudad de México y Tlaxcala; siendo Jalisco el estado con mayor
incidencia, con 141.6 casos totales de dengue por 100 mil habitantes. En el
pais se encuentran en circulacién los cuatro serotipos de DENV, siendo los
mas predominantes en 2019, los serotipos DENV1 y 2 (Secretaria de Salud,
2019).

PATOGENIA

La OMS, a partir del 2009, clasifica al dengue de acuerdo con su severidad,
en dengue no grave (DNG) sin signos de alerta, dengue no grave con signos
de alerta (DCSA) y en dengue grave (DG) (Figura 2) (WHO et al., 2009).

El dengue sin signos de alerta se define como una combinacion de dos o mas
signos clinicos en una persona febril que haya viajado a un area endémica de
dengue o vivia en ella. Los signos clinicos incluyen nauseas, vomitos,
salpullido, dolores articulares, leucopenia y un resultado positivo de la prueba
de torniquete. Los signos de alerta son dolor o sensibilidad en el estbmago,
vomitos persistentes, acumulacién de liquido, hemorragia de mucosas,
letargo, inquietud y hepatomegalia. Mientras que el DG se define por la
presencia de extravasacion grave del plasma que cause choque o
acumulacioén de liquido con disnea, hemorragia grave; o deterioro grave de
los érganos, como el presentar transaminasas elevadas de igual o mas de

1000 IU/L, compromiso de conciencia o insuficiencia cardiaca.

El dengue se presenta en tres fases, la fase febril, la fase critica y la fase de
convalecencia. La fase febril se caracteriza por fiebre aguda por encima de
40°C y puede durar de 2 a 7 dias. Los sintomas de esta fase son dolor en la
parte frontal de la cabeza, dolor retroocular, dolor de musculos y de
articulaciones, erupcion macular o maculopapular; y manifestaciones
hemorragicas menores como petequia, hematoma, purpura, epistaxis,

sangrado de las encias, hematuria, o un resultado positivo de la prueba de



torniquete.(CDC, 2019; Gubler, 1998; Mangold & Reynolds, 2013; Rigau-
Pérez et al., 1998).
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CON
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(importante cuando no hay signos de *Requiere estricta observacion e
salida de plasma) intervencion médica

Figura 2. Clasificacién de dengue modificado de Hadinegoro, 2012.

Los signos de advertencia de la evolucion hacia el dengue grave ocurren en
la ultima parte de la fase febril. La fase critica, tiene lugar entre los dias 3 a 7
después del inicio de los sintomas. En esta fase, algunos pacientes mejoran,
mientras que otros comienzan a desarrollar aumento en la permeabilidad
capilar que los lleva a desarrollar DG. Se puede presentar leucopenia durante
el inicio de la fase febril, el hematocrito puede estar elevado y puede haber
trombocitopenia durante la fase critica (Mangold & Reynolds, 2013). Los
pacientes que empeoran clinicamente después de que pasa la fase febril,
deben ser monitoreados por los signos de alerta y por las manifestaciones
hemorragicas adicionales ya mencionadas. Durante esta fase critica puede
presentarse choque por extravasacion de plasma, sangrado severo y
compromiso importante de los érganos. Los pacientes también pueden
presentar manifestaciones hemorragicas severas como hematemesis, heces
con sangre, o menorragia, especialmente si han estado en shock prolongado.
Las manifestaciones poco frecuentes incluyen hepatitis, miocarditis,
pancreatitis y encefalitis (CDC, 2019; OPS/OMS, 2020)



Finalmente, la fase de convalecencia o recuperacion se presenta cuando la
extravasacion del plasma disminuye, al superar la fase critica, que no es
mayor a las 48-72 h. En esta fase el paciente comienza a reabsorber los
liquidos intravenosos extravasados y los derrames pleurales y abdominales.
Se estabiliza el estado homodinamico y ocurre la diuresis. El hematocrito se
estabiliza, o podria bajar debido al efecto de dilucion del liquido reabsorbido,
y el recuento de glébulos blancos comienza a aumentar, seguido de una
recuperacion del recuento de plaquetas (CDC, 2019; OPS/OMS, 2020)

La infeccion por DENV produce un amplio espectro de sintomas, muchos de
los cuales no son especificos de esta enfermedad. Por lo tanto, un diagnéstico
basado unicamente en sintomas clinicos no es confiable (Buchy, P. et al.,
2009). Una prueba de laboratorio que puede ser util en el diagndstico de
dengue es un conteo completo de células sanguineas (que permita demostrar
leucopenia, trombocitopenia y posibles anormalidades en el hematocrito).
Existen pruebas mas especificas como el cultivo celular, aunque este requiere
hasta 2 semanas para obtener resultados, es de costo elevado y no es muy
sensible, pero permite diagnosticar el serotipo de virus causante de la
infeccion. EI RT-PCR es rapido y sensible, aunque también es costoso. El
ensayo de ELISA es la prueba mas utilizada, detecta inmunoglobulinas (lg)
especificas anti-dengue, IgM o 1gG; los IgM son el primer isotipo en aparecer
tras la infeccion, estos son detectables en 50% de los pacientes en los dias 3-
5 de la enfermedad, aumentan a 80% para el dia 5y a 99% para el dia 10.
Mientras que los anticuerpos anti-dengue isotipo IgG en suero, en infecciones
primarias son generalmente detectables a bajos titulos al final de la primera
semana de la enfermedad, aumentando lentamente y siendo detectables

después de varios meses (Buchy, P. et al., 2009; Mangold & Reynolds, 2013).

Hoy en dia, la prueba mas empleada para el diagnéstico de dengue es la
deteccion de la proteina no estructural NS1 en suero. Esta prueba resulta
positiva desde el dia uno o dos después del inicio de la fiebre, ademas es
altamente confiable y especifica, aunque presenta una sensibilidad variable
para los distintos serotipos. Se ha reportado que la concentracién de NS1

circulante es mayor en individuos infectados con DENV1, que en infecciones
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causadas por DENV2. Ademas, se sugiere que durante infecciones primarias,
los niveles de NS1 circulante son mayores en pacientes con DG que en

pacientes con DNG (de la Cruz-Hernandez et al., 2013; Pan American Health
Organization et al., 2016).

CICLO REPLICATIVO

Los virus son parasitos intracelulares obligatorios, que requieren que la célula

huésped provea las moléculas necesarias para su replicacion. Para

replicarse, los virus deben transportar su genoma dentro de la célula huésped,
en donde el genoma dirige la sintesis de las proteinas virales, es replicado y

empaquetado para formar los nuevos viriones (Figura 3) (Acheson N. H,
2011).
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Figura 3. Ciclo replicativo de DENV. Los viriones se unen a la superficie de la célula
huésped y entran por endocitosis mediada por receptor. En el endosoma acidificado
se fusiona la membrana del viribn a la membrana de esta vesicula y se libera el
genoma al citoplasma, donde es traducido y replicado. El virus se ensambla en la
superficie del RE, las particulas virales inmaduras se transportan por la red del trans-

Golgi, donde maduran gracias a la accién de la furina y se liberan por exocitosis
(Mukhopadhyay et al., 2005).

El genoma de DENV consiste en una cadena de RNA positivo de ~11kb. Este
RNA codifica 3 proteinas estructurales (C, prM y E) que forman la particula
viral, y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5)

involucradas en la replicacion del RNA viral (Figura 3). Las particulas del
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DENV son icosaédricas con un tamafio de 50 nm de diametro (Perera & Kuhn,
2008a).

Multiples copias de la proteina C (11kDa) encapsidan el RNA para formar la
nucleocapside viral. La nucleocapside esta rodeada de una bicapa lipidica
derivada de la célula huésped, en la cual se encuentran ancladas 180 copias
de las proteinas M y E. La proteina M es un fragmento proteolitico pequefio
(~ 8 kDa) de su forma precursora prM (~21 kDa). La proteina E (53 kDa) tiene
tres dominios estructurales distintos. El dominio | esta posicionado entre el
dominio Il, que es el dominio de homodimerizacién, y el dominio Ill, de tipo

inmunoglobulina (Rodenhuis-Zybert et al., 2010).

El virus entra a una célula huésped permisiva via endocitosis mediada por
receptores. La glicoproteina E es la que interacciona con el complejo receptor
a través de su dominio lll. In vitro, DENV ha demostrado ser capaz de infectar
diversas células humanas, incluyendo células dendriticas (DC),
monocitos/macréfagos, células B, células T, células endoteliales, hepatocitos,
células cardiacas y células neuronales. El amplio rango de células permisivas
a DENV indica que el virus debe unirse a una molécula de superficie celular
ubicua o aprovechar multiples receptores para entrar a la célula (Clyde et al.,
2006; Rodenhuis-Zybert etal., 2010). Algunos receptores que se han
identificado en células de mamifero son el heparan sulfato, Hsp70 y 90, un
receptor de alta afinidad de laminina de 37/67 kDa, asi como lectinas de
adhesion especifica tipo DC (DC-SIGN) entre otras (Y. Chen et al., 1997;
Reyes-Del Valle et al., 2005; Tassaneetrithep et al., 2003; Thepparit & Smith,
2004)

Para que la particula viral entre a la célula, inicialmente es capturada por un
receptor de baja afinidad ubicuo y posteriormente se une a un receptor de alta
afinidad, que es menos comun, lo que media la internalizacién del virion en
endosomas de clatrina (Clyde et al., 2006; Rodenhuis-Zybert et al., 2010). El
ambiente &cido de los endosomas tardios induce la disociacion de los
homodimeros de E, esto lleva a que se proyecte el dominio Il de E y se
exponga el péptido hidrofébico de fusién que se inserta en la membrana del

endosoma y de esta manera se forman trimeros de E. Posteriormente, el
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dominio Ill se dobla hacia el péptido de fusién en una conformacion de tipo
horquilla, lo que obliga a la membrana del endosoma y a la membrana viral a
acercarse Yy, finalmente a fusionarse liberando la nucleocapside hacia el
citoplasma celular (Fernandez-Garcia et al., 2009; Rodenhuis-Zybert et al.,
2010).

Una vez que el genoma viral es liberado al citoplasma, el RNA al ser de
polaridad positiva, se traduce en el reticulo endoplasmico (RE) a una
poliproteina que es procesada co- y post-traduccionalmente por las proteasas
virales y de la célula hospedera para producir las proteinas virales maduras,
entre las que se encuentra la replicasa viral (NS5) (Mukhopadhyay et al.,
2005). El genoma de este flavivirus funciona como un RNAm celular pues
contiene una caperuza de tipo 1,7- metilguanosina en 5, una regién no
traducida (UTR) 5’, un solo marco abierto de lectura y una 3’ UTR; sin
embargo, este RNAmM no esta poliadenilado y se ha propuesto que su
circularizacion, necesaria para la replicaciéon viral, ocurre a través de la
interaccion directa de los dominios de circularizacion (CS) 5’y 3’y las regiones
terminales 5’y 3’ UTR (Figura 3) (Clyde et al., 2006; Paranjape, S. M & Harris,
E, 2010).

El mecanismo que usa DENV para competir por la maquinaria de traducciéon
celular no es el de apagar la traduccién de la célula huésped, sino el de llevar
a cabo procesos virales en estructuras aisladas, derivadas de las membranas
del RE, asegurando que la traduccién, replicacién y empaquetamiento del
genoma sean orquestados eficientemente en compartimentos que protegen y
dan andamiaje para que estos procesos virales ocurran eficientemente
(Paranjape, S. M & Harris, E, 2010). Las vesiculas derivadas del RE son sitios
de replicacion del RNAv y estan conectadas con el citosol a través de un poro
que, presumiblemente sirve como sitio de salida del RNA de la progenie viral.
El RNA se asocia con la proteina de la capside formando un complejo que
gema hacia el lumen del RE, adquiriendo la membrana lipidica que tiene
embebidos a los heterodimeros de E y a la proteina prM. Estas particulas
inmaduras son transportadas a través de la via de secrecién celular y

experimentan un paso de maduracion, en el cudl, la furina corta a la proteina
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prM en la red del trans-Golgi (Fischl & Bartenschlager, 2011; Welsch et al.,
2009). El producto de la ruptura de la prM permanece asociado a la proteina
E, evitando la fusién prematura de la particula durante la secrecion, pr es
liberado solamente después de que la particula viral ha salido de la célula
(Fischl & Bartenschlager, 2011).

PROTEINAS NO ESTRUCTURALES

De las proteinas virales no estructurales, las que se han caracterizado mas
extensivamente son la NS3, su cofactor NS2B y NS5. La NS3 es una proteina
con un dominio proteasa en la region N-terminal y en una porcién de la region
C-terminal, ademas tiene las actividades de RNA trifosfatasa y RNA helicasa,
involucradas en la adicién del Cap al RNA viral (capping) y la sintesis de RNA
viral, respectivamente. La actividad de proteasa de la NS3 depende de la
presencia de su cofactor, NS2B que se encuentra conservado entre los
flavivirus (Bollati et al., 2010; Clyde et al., 2006; Perera & Kuhn, 2008a).

La proteina NS5, es la mas grande de los flavivirus y la mas conservada del
género. Es una enzima bifuncional con un dominio metiltransferasa N-terminal
y un dominio C-terminal de polimerasa de RNA dependiente de RNA. La
actividad de metiltransferasa de esta proteina es esencial para el capping del
RNA viral (Bollati et al., 2010; Clyde et al., 2006).

Las proteinas menos caracterizadas son las proteinas hidrofobicas NS2A,
NS4A y NS4B. Estas estan implicadas en la localizacién apropiada de
proteinas virales y el RNA viral en los sitios de sintesis del RNA. La NS4A
participa en la induccién de la formacion de invaginaciones de la membrana
del RE. Se ha demostrado que la NS4B y, en un menor grado, la NS2A y la
NS4A son capaces de bloquear la transduccion de sehales mediada por
interferén (IFN) (Clyde et al., 2006; Miller et al., 2007).

Finalmente, la proteina NS1, tiene un peso molecular de 46-55 kDa,

dependiendo de su estado de glicosilacion y puede presentar multiples formas

oligoméricas en distintas localizaciones celulares: asociada a la membrana
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celular (mNS1), en compartimentos vesiculares dentro de la célula o en la
superficie celular, y como una forma secretada de la célula (sNS1), siendo
ésta una proteina rica en lipidos (Muller & Young, 2013). La NS1 esta
glicosilada en dos sitios, N130 y N207 y ambas glicosilaciones se requieren
para la replicacion viral en células de mosquito y para la neurovirulencia en
ratones (Clyde et al., 2006).

La sNS1 es uno de los principales antigenos responsables de la formacion del
complejo inmune, que es capaz de desencadenar procesos inflamatorios; y
es un importante activador del complemento. Se ha demostrado que NS1 se
une a distintos componentes de la via del complemento, asi como a otras
proteinas regulatorias de la célula huésped. Entre estas proteinas se
encuentra el factor de regulacion del complemento H (fH), las proteinas del
complemento C4b, hnRNP C1/C2 y STAT3pB (Avirutnan et al., 2011; Chua
et al., 2005; Muller & Young, 2013; Noisakran et al., 2008).

RESPUESTA INMUNE INNATA A LA INFECCION POR DENV

Las células de mamiferos utilizan a los receptores de reconocimiento de
patdogenos (PRRs) para detectar patdégenos invasores. Estas proteinas
reconocen patrones moleculares asociados a patoégenos (PAMPs) producidos
durante el curso de la infeccidén. Dos clases de PRRs, los receptores tipo toll
(TLRs) y los receptores tipo RIG-I (RLRs), con esenciales para la respuesta a
la infeccion viral. Los PRRs reconocen distintas estructuras virales y/o
caracteristicas estructurales; sin embargo, todos funcionan iniciando
cascadas de sefalizacion que resultan en la activacion de factores de
transcripcion criticos para el comienzo de la respuesta del interferon de tipo 1
(IFN-0/B) (Mufioz-Jordan & Fredericksen, 2010).

En el citoplasma de las células infectadas el gen inducible por acido retinoico
I (RIG-I) y el gen asociado a diferenciacion de melanoma 5 (MDADS5),
reconocen al RNA viral de doble cadena ajeno a la célula. Estos interaccionan
con la proteina mitocondrial de sefalizacion antiviral (MAVS) e inducen la

produccion de IFN de tipo 1, citocinas proinflamatorias y la expresién de genes
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estimulados por IFN (ISGs). Una vez que se une al RNA de doble cadena,
RIG-I se oligomeriza de manera dependiente de ATP. Las proteinas RIG-I y
MDAS5 activan MAVS, para que ésta interaccione con la proteina estimuladora
de genes de interferon del RE (STING). Una vez activado, MAVS se
oligomeriza y atrae multiples ubiquitina E3 ligasas como TRAF3 y TRAF6 para
activar la cascada de sefalizacion. La activacion de TRAF3 resulta en la
translocaciéon del IRF3 y del IRF7 al nucleo para inducir la transcripcion de
IFN-a/p. Ademas, la activacién de TRAF6 resulta en la translocacién de NFkB
al nucleo y la producciéon de IFN-a/p (Figura 4) (Green et al., 2014; Suthar
et al., 2013).

Otra forma en que las células reconocen a los PAMPS, es a través de los
TLRs, en particular los TLR-3, TLR-7 y TLR-8 son sensores intracelulares y
de las primeras lineas de defensa en el reconocimiento por parte del sistema
inmune del RNA de doble cadena, del RNA de cadena sencilla y del RNA
modificado. Estos TLRs se encuentran en compartimentos intracelulares de
la via endocitica en las células de origen inmune. El principal TLR involucrado
en el reconocimiento de una infeccion por DENV, es el TLR-3, el cual
reconoce el RNA del DENV después de la acidificacion del endosoma y se ha
demostrado que induce fuertes respuestas de IL-8 e IFN-a/p in vitro. El
reconocimiento del RNA viral por parte de TLR-3 resulta en la fosforilacién de
TRIF (Inductor de IFN-B con dominio TIR). TRIF interacciona con los factores
asociados a los receptores TNF, TRAF3 y TRAF6. TRAF3 interactua con la
cinasa de union a TANK 1 y la cinasa Ik (Ikk1), resultando en la fosforilacion
de IRF3. Las sefales de TRAFG6 a través de la asociacion con TAK1, activan
a Ap-1 e inician la via de kb por Ikk1/ikk2, llevando a la activacion de NFkB.
La translocacion al nucleo de IRF3, Ap-1 y NFkB inducen la produccion de

IFN-a/B, ISGs y quimiocinas (Figura 4) (Green et al., 2014).

El IFN-a ha demostrado ser importante para el control de a infeccion en
condiciones clinicas. En un estudio realizado con suero de pacientes con DNG
o DG, se compararon los niveles del IFN-a, los cuales fueron mas altos en los

pacientes con DNG y en infecciones primarias, lo que sugiere que esta
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respuesta temprana de IFN-a se correlaciona con una mejor condicion clinica
(De La Cruz Hernandez et al., 2014).

Ademas de la produccion de IFN-a/f, la induccion de la translocacion de NFkB
al nucleo, resulta en la produccion de pro-IL1 y la activacion del inflamasoma,
lo cual permite la produccion de IL1 e IL18. Ambas citocinas son importantes
para la respuesta antiviral y permiten el reclutamiento de células de respuesta

inmune al sitio de la infeccion (Green et al., 2014).

Type | IFN

AP-1 ISRE  ISRE NF-xB

Figura 4. Inhibicién de la produccion del IFN de tipo | en las células infectadas
por DENV. El complejo de proteasa del DENV inhibe la fosforilacién de IRF3, dando
como resultado una falta de produccion de IFN tipo | en DC humanas (Morrison et al.,
2012).

El IFN-o/p secretado por las células infectadas, inicia sefiales de alerta en las
células adyacentes, asi como una induccién autocrina de respuesta antiviral.
La via de sefalizacion del IFN tipo | es iniciada, cuando el IFN-a/p se une a
un receptor del IFN tipo | (IFNAR), el cual esta presente en la superficie de la
mayoria de las células. Esto provoca la activacion de las tirosina-cinasas
asociadas al receptor, la cinasa Janus 1 (Jak1) y la tirosina cinasa 2 (Tyk2),
las cuales subsecuentemente fosforilan al transductor de la sefial y activador
de la transcripcion 1 (STAT1) y al transductor de sefial y activador de la
transcripcion 2 (STATZ2). STAT1 y STAT2 fosforiladas, junto con el factor
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regulador de IFN 9 (IRF9) forman un complejo heterotrimérico conocido como
factor de gen estimulado por IFN 3 (ISGF3) que se transloca al nucleo y se
une al elemento de respuesta estimulado por el IFN (ISRE) que se encuentra
rio arriba de los genes estimulados por el IFN (ISGs) (Figura 5). Existen
cientos de ISGs y muchos de sus productos han demostrado poseer
actividades antivirales. Entre estos ISGs, se encuentran la proteina cinasa R
(PKR), viperina, la familia 2’,5’-oligoadenilato sintasa (OAS) y la familia de
proteinas transmembranales inducidas por IFN (IFITM) (Green et al., 2014;
Morrison et al., 2012)

Figura 5. Bloqueo de la respuesta al IFN tipo I. DENV antagoniza esta via de
sefializacion utilizando NS5 para degradar al STAT2, y usando a NS2A, NS4A y
NS4B para inhibir etapas anteriores a la activacién del STAT1 (Morrison et al., 2012).

EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE POR EL DENV

Se ha demostrado que el DENV es un inductor débil de la produccion del IFN
de tipo | por DCs, lo que resulta en una incapacidad de estas DCs para activar
a las células T hacia una inmunidad Th1. Aunque se ha visto que el DENV es
capaz de activar la expresion de algunas citocinas proinflamatorias (IL6, IL8 y

TNFa) a tiempos tempranos de la infeccion. Una explicacion de esta
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caracteristica del DENV, es que el virus ha adquirido, durante la evolucion,
una estrategia para atraer células blanco al sitio de la infeccion permitiendo la
expresion de algunos quimioatrayentes por las células infectadas. DENV ha
evolucionado exitosamente, para sobreponerse a la respuesta inmune innata
e infectar al huésped usando una combinacién de dos estrategias
fundamentales, una es pasiva, evadiendo la interaccion de los PAMPS con
los PRRs celulares, y la otra es activa, inhibiendo varios pasos de la respuesta
inmune innata a través de la expresidén de moléculas antagonistas que
bloquean directamente las vias intracelulares que llevan a la produccion y a

la respuesta al IFN del tipo | (Mufioz-Jordan & Fredericksen, 2010).

En la estrategia pasiva, la infeccion por DENV induce la formacion de
estructuras membranales intracelulares en forma de vesiculas y de
membranas complejas en donde se concentran componentes virales y
celulares requeridos para la replicacion del virus. Este rearreglo espacial crea
un microambiente parcialmente aislado del citoplasma, lo que impide una
interaccion fisica con los PRRs del huésped, retrasando la interaccion PAMP-
PRR hasta que el proceso de replicacion sintetice suficientes productos virales
para la constitucion de una nueva progenie (Morrison et al., 2012; Munoz-
Jordan & Fredericksen, 2010).

En la estrategia activa, las proteinas no estructurales de DENV, NS2A, NS4A,
NS4B y NS5 se han visto implicadas en la inhibicidon de la senal de IFN-o/f
por parte del DENV. La proteina NS2B rompe el complejo STING/MITA,
interfiriendo con la sefal que lleva a la induccion de IFN-a/p (Figura 4). NS5
se une a STAT2 y a través de la proteina UBR4, participa en su degradacion,
mientras que NS2A, NS4A y NS4B participan en la inhibicion de la activacion
de STAT1, aunque no se ha demostrado el mecanismo por el cual realizan
esta inhibicion (Angleré-Rodriguez et al., 2014; Green et al., 2014; Morrison
et al., 2012, 2013; Morrison & Garcia-Sastre, 2014).

SENALIZACION DE CALCIO

El ion calcio tiene un numero de coordinacion flexible de 4-8, una geometria

irregular de coordinacion y cinéticas de unién rapidas, lo cual maximiza su
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potencial para interactuar con distintos ligandos. El Ca?* tiende a precipitar
aniones inorganicos y organicos (a un rango del mM), por lo tanto, una alta
concentracion de Ca?* es incompatible con la vida, de tal manera que las
células ejercen control sobre este idn secuestrandolo, compartimentalizandolo
o expulsandolo (Clapham, 2007; Zhou et al., 2009).

Las células invierten gran parte de su energia en efectuar cambios en la
concentracion de calcio ([Ca?*]). Existe un gradiente mantenido por las células
con una diferencia de mas de 10,000 veces entre las concentraciones
intracelular (=100nM de calcio libre) y extracelular (mM). El control en los

niveles de Ca?* en los distintos compartimentos celulares u organelos es
ejercido a través de la coreografia molecular de un repertorio de moléculas de
sefializacion de Ca?*, incluyendo canales de Ca?*, transportadores de Ca?*,
receptores, amortiguadores de Ca?*, proteinas de respuesta a Ca?" (por
ejemplo, enzimas sensibles a Ca?* y factores de transcripcion) que se
distribuyen en el citoplasma, en el reticulo endoplasmico/sarcoplasmico
(RE/RS), en el complejo de Golgi, en la mitocondria, en el nucleo o en la matriz
extracelular (Clapham, 2007; Zhou et al., 2009).

Cientos de proteinas celulares se han adaptado para unirse a Ca?* con
distintas afinidades (nM a mM), en algunos casos simplemente para
amortiguar o para disminuir los niveles de Ca?*, y en otros para iniciar
procesos celulares. Los amortiguadores, que se cargan con Ca?* durante la
reaccion de entrada y se descargan durante la reaccion de salida, funcionan
para afinar las propiedades espaciales y temporales de las sefales de Ca?*.
Pueden alterar la amplitud y el tiempo de recuperacion del Ca?* transitorio.
Del Ca?* que entra al citosol sélo una pequefia proporcion termina siendo Ca?*
libre, porque la mayor parte se une rapidamente a los amortiguadores y una

menor cantidad, a los efectores (Michael J. Berridge et al., 2003).
Tras un estimulo extracelular, el Ca?* citosdlico libre aumenta rapidamente por

la entrada del Ca?* extracelular a través de la membrana plasmatica via

canales de Ca?*, tales como los canales operados por voltaje (VOC), los
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canales operados por receptor (ROC), canales idnicos receptor del potencial
transitorio (TRP por sus siglas en inglés) y los canales operados por
reservorios (SOC por sus siglas en inglés); o por la liberacion de Ca?* de
reservorios internos (como el RE, el complejo de Golgi, y los lisosomas) a
través de los receptores de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R) y de los receptores
de rianodina (RyR) debido a la activacion de receptores de membrana
(receptor acoplado a proteinas G o GPCR y el receptor de tirosina cinasa o
RTK) y la subsecuente sintesis del IP3. En el estado basal, la concentracién
de Ca?* citosolico se mantiene en el rango submicromolar, expulsando Ca?*
fuera de la membrana plasmatica via la ATPasa de Ca?" (PMCA) y el
intercambiador Na?*/Ca?* (NCX), o bombeando Ca?* de regreso a los
reservorios internos a través de la ATPasa de Ca?" del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmico (SERCA) o la ATPasa de Ca?* de la via
secretoria (SPCA). En la mitocondria, el Ca?* puede pasar faciimente a través
de los poros de la membrana exterior mitocondrial y cruzar la membrana
interior mitocondrial a través del uniporter de Ca?* embebido en la membrana.
El Ca?* sale de la mitocondria por la apertura de un poro de transicion
permeable (PTP) en la membrana interior mitocondrial y por el intercambiador
de Na+/Ca?* (NCX). Las sefiales de Ca?" afectan la actividad de
amortiguadores de Ca?* (por ejemplo, la calreticulina), efectores de Ca?*
(como la calmodulina y S100A10) y las enzimas reguladas por Ca?*. Las
sefales pueden tener efectos de “largo plazo” a través de la modulacién de
factores transcripcionales, incluyendo al factor activado en células T (NFAT)
o cotransactivadores dependientes de Ca?* (como p300) (Figura 6) (Michael
J. Berridge et al., 2003; Zhou et al., 2009)

Virus v la senalizacion de calcio.

Habiendo evolucionado para utilizar la maquinaria celular, los virus se
apropian o interrumpen las vias de sefalizacion del calcio y otros procesos
dependientes de este ion para lograr sus propios fines. El Ca?* ha demostrado
tener una funcién en practicamente todos los pasos de los ciclos de
replicacion virales. La interaccion entre los virus y el Ca?* en las células
infectadas se puede clasificar en tres categorias principales: (1) las proteinas

virales directa o indirectamente, afectan la homeostasis del Ca2* al alterar la
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permeabilidad de la membrana y/o manipulando componentes clave del
aparato de sefalizacion de Ca®"; (2) las proteinas virales se unen
directamente al Ca?* para tener integridad estructural o funcionalidad; y (3)
interacciones criticas entre el virus y la célula huésped dependen de las

proteinas o las vias de sefalizacion celulares reguladas por el Ca?* (Zhou

et al., 2009).
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afinidades de unién a Ca** y la escala de tiempo de actividades moduladas por
Ca?. La homeostasis de Ca®" extracelular es mantenida por la accién coordinada de
hormonas, células del hueso y el balance entre la absorcion y secrecion de Ca?* en
el intestino y el rifion. La homeostasis intracelular de Ca®* se logra a través de la
exquisita coreografia de la caja de herramientas de sefalizacion de Ca®'. Las
proteinas de unién al Ca®" tienen afinidades que varian 10° veces o mas,
dependiendo de su localizacion y funcion (panel de la izquierda). El Ca** puede
ejercer efectos a corto plazo activando la liberacion de neurotransmisores en
microsegundos. Las senales, también pueden iniciar efectos de “largo plazo”
modulando la expresién de genes (panel de la derecha) (Zhou et al., 2013).

PROTEINAS DE UNION A CALCIO

El papel de Ca?* como segundo mensajero depende en gran medida de un
amplio numero de las llamadas proteinas de union a calcio (PUC), estas son
proteinas heterogéneas que pueden unirse a este idn a través de dominios

especificos (Yafiez et al., 2012).
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Las PUC pueden subdividirse en dos categorias: Las PUC intrinsecas de
membrana, que modulan la concentracion de Ca?* al transportarlo a través
de las membranas celulares, entre estas se incluyen los canales y
transportadores de Ca?*; y las proteinas moduladas por Ca?*, las cuales son
proteinas que no sélo contribuyen a la concentracién de este idn, sino también

decodifican sus sefiales al actuar como sensores (Yafiez et al., 2012).

<«— E-helix

cah

«— F-helix

Figura 7. Representacion del motivo mano EF.

Otra forma de clasificar a las PUC es por la presencia o ausencia de un
dominio de union a Ca?* denominado dominio mano EF. El dominio mano EF
clasico es un motivo hélice-giro-hélice caracterizado por una secuencia de 12
residuos flanqueados con dos alfa-hélices posicionadas perpendicularmente
una con respecto a la otra en un arreglo espacial similar a los dedos pulgar e
indice levantados en la mano humana. En el “loop” que se integra en esta
secuencia se pueden acomodar los iones Ca?* o Mg?*y la afinidad del motivo
por estos iones es un factor determinante de la funcion de la proteina (Figura
7). Dentro de las PUC que presentan el dominio mano EF se encuentran las
familias de la parvalbumina, de la calmodulina, S100, la calcineurina y las NCS
(sensores de calcio neuronales); mientras que dentro de las PUC sin el
dominio mano EF se encuentran varias proteinas intracelulares de gran
importancia como lo son la calsecuestrina, las anexinas y la calreticulina, entre
otras (Yanez et al., 2012).
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CALRETICULINA

La calreticulina (CRT) se encuentra en el lumen del RE, es codificada por un
unico gen y no existe evidencia de que haya splicing alternativo del RNAm
para la CRT. La proteina tiene un peso molecular de 46 kDa, esta conformada
por tres dominios: el N, el P y el C (M Michalak et al., 1999; Marek Michalak
et al., 2009).

En el dominio N-terminal tiene una secuencia escindible que la dirige hacia el
RE. Se predice que esta mitad de la proteina es globular, compuesta por ocho
beta-helices antiparalelas; ademas este dominio incluye sitios de union a
polipéptidos y carbohidratos, un sitio de uniéon al Zn?* y un sitio de enlace
disulfuro (Figura 8). Asi mismo este dominio de la CRT forma un nucleo
estable que es resistente a la protedlisis en presencia del Ca?* (Marek
Michalak et al., 2009).

El dominio P se encuentra en la porcién media de la proteina y es rico en
prolina. En este dominio se encuentran un par de repetidos, el repetido A,
IXDPXA/DXKPEDWDX, y el repetido B, GXWXPPXIXNPXYX (Figura 8). La
CRT presenta tres sets de repetidos AB, los cuales pueden estar involucrados
en la funcién de tipo lectina de CRT. La estructura del dominio P contiene una
region extendida estabilizada por tres beta-plegadas antiparalelas que
interaccionan con la proteina ERp57, lo cual es importante para la funcién de
chaperona de CRT (Marek Michalak et al., 2009).

Finalmente, el dominio C-terminal tiene una secuencia KDEL, que la retiene
en el RE. Ademas, este dominio es de especial interés, ya que contiene una
gran cantidad de residuos cargados negativamente que son responsables por
la funcion de buffer de Ca?* de la proteina (Figura 8). La CRT se une a mas
del 50% del Ca?* del lumen del RE con gran capacidad (25 mol de Ca?* por
mol de proteina) y baja afinidad (Ks= 2mM) (M Michalak et al., 1999; Marek
Michalak et al., 2009).
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Figura 8. Modelo de la estructura de la calreticulina. La representacion linear de
los dominios de calreticulina se muestra en (A). La proteina contiene una secuencia
senal en N-terminal (caja negra) y una sefial de recuperacion hacia el RE KDEL C-
terminal. Los repetidos A (secuencia de aminoacidos PxxIxXDPDAXKPEDWDE) y B
(secuencia de aminoacidos GxWxPPxIXNPxYx) estan indicados por circulos vy
cuadrados, respectivamente. (B) Modelo 3D de los dominios N y P de calreticulina.
La Calreticulina contiene un dominio globular N-terminal (en azul) y central, dominio
P rico en prolina (en rojo) que forma un caracteristico loop. Los dominios N + P de la
calreticulina son responsables de su funcidon de chaperona. ElI dominio C-terminal
contiene una gran cantidad de aminoacidos cargados negativamente y esta
involucrado en la gran capacidad de almacenamiento del Ca?* de la proteina. Los
circulos amarillos representan la cisteina (Cys®-Cys'®), que forman un puente C-C
en la calreticulina. Se indican las localizaciones de la His™? esencial y del sitio de
union a carbohidrato y el sitio de union a ERp57. (Gelebart et al., 2005).

Las funciones principales de la CRT en el lumen del RE son la de chaperona
y la regulacion de la homeostasis del Ca?*. La CRT funciona como una
chaperona molecular en el plegamiento de multiples proteinas vy

glicoproteinas. Para llevar a cabo esta funcion, la CRT se une a la calnexina
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y ambas reconocen carbohidratos en glicoproteinas recién sintetizadas. Las
alteraciones en la concentracién de iones como el Ca?* en el RE pueden
afectar la formacién de estos complejos de chaperona y por lo tanto la
capacidad de chaperona de la CRT (Gelebart et al., 2005; Marek Michalak
et al., 2009). Asi mismo, la CRT es capaz de unirse a Ca®* y juega un papel
critico en la regulacién de su homeostasis. Se ha observado que cuando hay
niveles elevados de la CRT, aumenta la cantidad de Ca?* en las reservas
intracelulares como el RE y que las células deficientes en CRT tienen una
reduccion en la capacidad de almacenamiento del Ca?* en el RE (Gelebart
et al., 2005; Nakamura et al., 2001).
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ANTECEDENTES

Los virus han evolucionado para secuestrar la maquinaria celular y son
capaces de interaccionar con multiples proteinas. Tal es el caso de la CRT,
que se ha encontrado que puede ser necesaria en distintas infecciones
virales. Algunos virus inducen su expresion, como el citomegalovirus (CMV)
(Zhu & Newkirk, 1994) y el virus del sarampion (Bolt, 2001) que aumentan la
presencia de la CRT en la superficie de las células infectadas. Asi mismo el
virus linfotrépico humano de células T tipo 1 (HTLV-1) (Ding et al., 2001;
Gelebart et al., 2005) y el retrovirus de ratén FrCas aumentan los niveles de
la CRT (Dimcheff et al., 2003). En algunos casos, la sobreexpresion de la CRT
y otras proteinas del RE se relaciona con estrés del RE y la regulacion de
apoptosis por la infeccion de virus como la hepatitis C (HCV) y el enterovirus
(Benali-Furet et al., 2005; Jheng et al., 2010). En el caso de la infeccion por
DENV, se ha reportado que la CRT interacciona con la proteina E y que la
CRT es importante para la produccién de viriones, ya que al silenciarla se
observé una reduccion en la produccion de viriones infecciosos en las células
Vero (Limjindaporn et al., 2009). En un estudio posterior, al silenciar a la CRT
se reporté una menor replicacion del DENV en las células Huh-7.5 y se
observo que la CRT co-localiza con las proteinas no estructurales NS3 y NS5,
asi como con el RNA de doble cadena, indicando que la CRT tiene un papel
directo en la replicacion de este virus (Khadka et al., 2011). Finalmente, en las
células Vero se encontrd que la infeccién con una cepa de DENV2 aumentdé
la expresion de la CRT (Martinez-Betancur et al., 2014). Es posible que, en
estos casos, la sobreexpresion de CRT esté favoreciendo el plegamiento de
las proteinas virales y la replicacion del virus en el RE. Sin embargo, se ha
encontrado que esta proteina también puede estar involucrada en la
generacion de la respuesta inmune. Esto debido a que la induccién de la
expresion de la CRT por el virus de la hepatitis B (HBV) ha sido relacionada
con la resistencia al IFN. Aparentemente, en células infectadas con HBV, CRT
inhibe la produccion de IFN-a a través del bloqueo de la traslocacion del IRF7
al nucleo y la disminuye a los efectores de la respuesta al IFN-a, a través de
la reduccion de la fosforilacion de STAT-1; favoreciendo la replicacién del HBV

en las células HepG2 (Yue et al., 2012).
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Ademas de la funcion de chaperona de la CRT, ésta proteina es importante
para la homeostasis de Ca?* en el RE, que es el sitio en donde el RNA viral
esta siendo traducido y replicado (Ngo et al., 2019; Perera & Kuhn, 2008b;
Reid etal, 2018). EI Ca?* es un segundo mensajero universal en
practicamente todas las células eucaritticas, incluyendo las células del
sistema inmune (Clapham, 2007; Feske, 2007; Zhou et al., 2013). Los virus
se apropian o interrumpen las vias de sefalizacion de Ca?* y otros procesos
dependientes de este idn para lograr sus propios fines. Tal es el caso del virus
HCV, otro miembro de la familia Flaviviridae, cuya nucleocapside provoca la
hiperexpresion de Grp78/BiP, Grp 94, CRT y la ATPasa de calcio del reticulo
sarco/endoplasmico, induciendo estrés del RE (Benali-Furet et al., 2005). Otra
proteina del virus de HCV que altera los niveles de Ca®* intracelular es la
NS5A, que activa la elevacion de especies reactivas de oxigeno en la
mitocondria, llevando a la translocacién de NF-kB y STAT3 al nucleo (Gong
et al.,, 2001). Otro flavivirus en el que el flujo de Ca?* ha demostrado ser
importante, es el WNV, en donde en las células infectadas se ha observado
un rapido y sostenido aumento en el flujo de Ca?* hacia el interior celular, el
cual provoca la activacion de cinasas como FAK, ERK1/2 y Akt. Si se reduce
el flujo de Ca?* a tiempos tempranos de la infeccion, hay una disminucién en
la produccion de particulas virales y un retraso en la activacién de las cinasas
antes mencionadas. Estos resultados indican que el flujo de Ca?* es requerido
para una replicacion viral eficiente y posiblemente, para el rearreglo de la

membrana del RE por parte del virus (Scherbik & Brinton, 2010).

En el caso del DENV existe evidencia limitada de la relacién entre la infeccion
causada por este virus y la homeostasis de calcio, aunque se ha reportado
hipocalcemia en los pacientes con dengue. Esta hipocalcemia puede ser mas
pronunciada en las formas severas de la enfermedad, aunque los bajos
niveles de calcio no han demostrado estar asociados con la mortalidad de los
pacientes. En estudios in vitro el Ca?* ha demostrado ser esencial para la
actividad citotoxica de la citotoxina de macrofagos (CF2) inducida por DENV2
y para la produccion y actividad de la citotoxina CF en las células de bazo

(Dhawan et al., 1991; Khanna et al., 1991). El Ca?* parece tener un papel en
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la induccién de las células Th especificas para el DENV. El antigeno del
dengue estimula la entrada de Ca?* a las células Th, el cual es necesario para
la proliferacién de estas células, esto ultimo fue demostrado al usar farmacos
bloqueadores de canales de Ca?* o al poner a las células Th en un medio sin
Ca?* y observar que estas células no proliferaron (Chaturvedi et al., 1995).
Existe evidencia de que la produccién de nitrito en respuesta a la infeccion por
DENV también es dependiente de Ca?* y puede ser inhibida por farmacos
bloqueadores de los canales de Ca?* (Misra et al., 1996; Mukerjee et al.,
1996). Por lo tanto, el calcio parece tener un papel importante en la respuesta
inmune a dengue, aunque las interacciones son complejas y las implicaciones
clinicas precisas de estas interacciones no han sido definidas claramente
(Shivanthan & Rajapakse, 2014).

Recientemente, se reportd que las células HepG2 infectadas con DENV
mostraron un aumento significativo en la permeabilidad de la membrana
celular al Ca?* y que tanto en estas células como en las células Huh-7, la
infeccion causo una reduccién en los niveles de Ca?* en el RE. Ademas, al
tratar a las células con el quelante intracelular de calcio BAPTA-AM a una
concentracion de 10 y 25 uM, se redujo la produccion de progenie viral en
hasta un 80%, mostrando de esta manera que la infeccion por DENV altera la

homeostasis de Ca?* para favorecer la replicacion viral (Dionicio et al., 2018).
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JUSTIFICACION

El RE es uno de los organelos celulares que con mayor frecuencia son
secuestrados durante las infecciones virales. La replicacion del genoma del
DENV, su traduccion, asi como la formacién de viriones inmaduros ocurren
en asociacion cercana con este organelo. Entre las funciones que cumple el
RE en la célula, se encuentra la de ser un reservorio de calcio intracelular, asi
como estar involucrado en la homeostasis de esta molécula. El Ca?* es una
molécula de sefalizacion muy versatil que puede regular diferentes funciones
celulares, incluyendo el metabolismo, la transcripcién, la movilidad celular e

incluso la respuesta inmune.

La homeostasis del calcio es mantenida a través de diversas moléculas, entre
las que se encuentran transportadores, amortiguadores y sensores de este
ion. Una de las principales moléculas de unién a Ca?* en el RE es la CRT.
Esta molécula amortiguadora de Ca?* también tiene la funcidén de chaperona

que ayuda al plegamiento correcto de otras proteinas.

Se ha demostrado que esta proteina es regulada durante la infeccion de
multiples virus, incluyendo DENV, el cual ademas interacciona con la CRT a
través de las proteinas E, NS3 y NS5 y el RNA de doble cadena indicando
que esta proteina esta jugando un papel importante durante la replicacion de
DENV.

Sin embargo, la manera especifica como CRT afecta la replicacion del DENV

se desconoce.

HIPOTESIS

La proteina CRT es importante para la replicacion de DENV, esto debido a su
participacion en la regulacién de la respuesta inmune y de la homeostasis del
calcio; por lo cual el tratamiento con el quelante intracelular de calcio, BAPTA-
AM también resultarda en la regulacion de la respuesta inmune innata,

afectando asi la replicacion de DENV.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar el papel de CRT y el efecto antiviral de BAPTA-AM durante la
infeccion por DENV en Huh-7.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la importancia de la CRT durante la infeccion por el
DENV2 en las células Huh-7

2. Determinar si la CRT participa en la respuesta innata contra el DENV.

3. Evaluar el efecto antiviral del BAPTA-AM

4. Evaluar el efecto del BAPTA-AM en la respuesta innata contra el
DENV.
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METODOLOGIA

Propagacién del virus

La propagacion del DENV2 cepa Nueva Guinea se llevé a cabo en células de
mosquito C6/36. Después de cinco dias de infeccidon con DENV2, el virus fue
parcialmente purificado del sobrenadante de las células, por medio de
centrifugacion para eliminar los restos celulares; posteriormente, el
sobrenadante fue alicuotado y guardado a -70°C hasta su uso. La

determinacién del titulo viral se realizé por ensayos de focos en células Vero.

Cultivo celular y titulacién viral

La linea celular de hepatoma humano, Huh-7 (amablemente donada por el
Dra. Ana Maria Rivas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn) y las
células Vero (células de riidn de mono verde) ATCC No. CCL-81 fueron
cultivadas en medio DMEM advanced suplementado con glutamina 2mM,
penicilina (5x10*U/ml)-estreptomicina (50 pg/ml), suero fetal bovino (SFB) al
5%, y anfotericina B (Fungizona) 1ml/l a 37°C en una atmosfera humeda con
CO2 al 5%.

La linea cellular de mosquito Aedes albopictus clona C6/36 (ATCC CRL-1660)
fue cultivada en medio EMEM, suplementado con glutamina 2mM, penicilina
(5x10*U/ml)-estreptomicina (50 ug/ml), suero fetal bovino (SFB) al 10%, y
anfotericina B (Fungizona) 1ml/l a 37°C en una atmosfera humeda con CO: al
5%.

Infecciéon de células y tratamientos

Las células Huh-7 fueron cultivadas en multiplacas hasta una confluencia del
90%, posteriormente, se lavaron con medio Hanks y se infectaron con el
DENV2 a una MOI de 3 en medio con 1% de SFB durante 2 horas a 37°C.
Después de la infeccion, las células se lavaron tres veces con medio Hanks y
se trataron con diferentes concentraciones del quelante intracelular de calcio
BAPTA-AM (Abcam ab120503) en medio completo durante 48 horas a 37°C.
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Silenciamiento de la calreticulina

El siRNA especifico para la CRT fue sintetizado por Ambion (4390826). Las
secuencias de siCRT fueron: 5CAUCUUUCUUGAUCAACAUTT-3’ (sentido)
y 5-AUGUUGAUCAAGAAAGAUGAG-3’ (antisentido). Como control negativo
se utilizo el siRNA no especifico de Ambion (4390844).

Las células Huh-7 se cultivaron en placas hasta una confluencia del 100%, se
despegaron y se transfirieron a la cubeta Gene Pulser (Biorad 165-2088).
Posteriormente, 2000 ng de SiRNA se mezclaron con OptiMEM (Gibco
31985070) y se afadieron a las células y se llevo a cabo la electroporacion a
170V por 30-40 ms en el Gene Pulser Xcell (Biorad). Finalmente, las células
se transfirieron a una placa y se les afadié medio DMEM Advance con SFB
al 15%.

La infeccion con el DENV2 se llevd a cabo a las 24 y 48 horas post-
electroporaciéon. La expresion de la CRT y la presencia de la proteina viral
NS3 fue determinada por medio de Western Blot, asi mismo, se evalud la
progenie viral y la secrecion de NS1 en los sobrenadantes de células
transfectadas e infectadas por medio de ensayos de focos y de ELISA

respectivamente.

Progenie viral y secrecion de NS1

Para cuantificar la progenie viral, se colectaron los sobrenadantes de células
infectadas, tratadas y sin tratar, a las 24 o 48h post-infeccion y se llevaron a
cabo ensayos de focos. Las células Huh-7 fueron cultivadas en placas de 96
pozos hasta una confluencia de 100%, en ese momento fueron inoculadas
con diluciones seriadas en base 10 de los sobrenadantes previamente
colectados (volumen final 50 ul) durante 2 h a 37°C para permitir la adsorcién
viral. Posteriormente, se retir6 el inoculo, se lavaron las células con medio
Hanks y se agregaron 0.2 ml de medio completo. Posterior a las 48 h post-
infeccidn, se retird el medio y las células se fijaron con formaldehido al 1%, se
incubaron con soluciéon permeabilizadora (PBS con saponina 0.2% y SFB 1%)
durante 20 minutos, después se incubaron con el anticuerpo monoclonal

hecho en ratén anti-prM (2H2) durante 2 h a temperatura ambiente, se lavaron

33



tres veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario Alexa 488
anti-raton (Life technologies). Los focos se observaron en un microscopio de
epifluorescencia y el resultado se expresé en Unidades Formadoras de Focos
(UFF)/ml.

La secrecion de NS1 fue medida en los sobrenadantes colectados usando un
ELISA comercial (Platelia, Biorad), utilizado segun las instrucciones del

fabricante.

Western blot

Los extractos totales de proteinas celulares fueron cuantificados con el kit de
ensayos de proteina BCA Pierce (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las proteinas celulares (30ug) se separaron por
SDS-PAGE vy se llevé a cabo la inmunotranferencia.

Los anticuerpos que se usaron para la deteccidn de proteinas de interés
fueron: el anticuerpo monoclonal anti-CRT (Santa Cruz biotechnology) y el
anticuerpo monoclonal anti-GAPDH (Cell Signaling). La infeccion fue
monitoreada con el anticuerpo anti-NS3 DENV (GeneTex). La deteccion de
estos anticuerpos se realizé6 con los anticuerpos anti-raton o anti-conejo
conjugados con HRP (Cell Signaling). La quimioluminiscencia fue detectada
usando el sustrato quimioluminiscente Femto super Signal West (Thermo
Fisher scientific) y el escaner LI-COR C-DiGit Blot Scanner 3600. Finalmente,
el analisis densitométrico fue realizado usando el software mylmageAnalysis

(Thermo Fisher Scientific) y se ajustd con el control de carga (GAPDH).

Deteccion de la respuesta inmune

Para detectar moléculas de senalizacidon involucradas en la regulacion de la
respuesta inmune e inflamatoria se utilizé el kit comercial PathScan Immune
cell signaling antibody array kit (13792 Cell Signal) que detecta 19 moléculas.
Para ello se lisaron las células tratados o no, con BAPTA-AM, asi como las
células no transfectadas, no transfectadas e infectadas y las células
transfectadas con SiRNA CRT, infectadas o no; los extractos totales se

trataron siguiendo las instrucciones del kit y se detecto la quimiluminiscencia
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con el escaner LI-COR C-DiGit Blot Scanner 3600. El analisis densitométrico

fue realizado usando el software mylmageAnalysis (Thermo Fisher Scientific).

Inmunofluorescencia y citometria de flujo

Las células Huh-7 se cultivaron en cubreobjetos en placas de 24 pozos para
la microscopia confocal y en placas de 12 pozos para los ensayos de
citometria de flujo. Posteriormente, las células fueron tratadas e infectadas
como se indicé anteriormente. Las células cultivadas en los cubreobjetos
fueron fijadas con formaldehido 2%, permeabilizadas por 20 min (PBS con
saponina 0.1% y 1% SFB) e incubadas por 2 h a temperatura ambiente con el
anticuerpo 2H2, el anticuerpo monoclonal anti-CRT (Santa Cruz
Biotechnology) y el ancituerpo anti-NS3 (Genetex). Como anticuerpos
secundarios se usaron el anti-raton Alexa488 y el anti-conejo Alexa 555 (Life
technologies); los nucleos fueron contratefidos con Hoescht 33342. Los
cubreobjetos se observaron en un microscopio confocal Zeiss LSM700 vy las
imagenes se analizaron usando el software ZEL, v. 2010. La citometria de
flujo fue realizada en el citdmetro BD LSR Fortessa y los datos se analizaron

con el software Cytobank.

Analisis estadistico

Los resultados representan al menos tres experimentos independientes. Los
datos son expresados como promedio = desviacién estandar. El analisis
estadistico se realizé usando el software GraphPad Prism version 4.0. Para
las comparaciones de dos grupos, se realiz6 una prueba de t no pareada,
mientras que para las comparaciones multiples, los datos con una distribucion
normal fueron analizados con ANOVA de una via; finalmente la prueba de t
multiple se utilizd para analizar los datos del PathScan. Las diferencias
estadisticamente significativas se indican de la siguiente manera: *p<0.05; **
p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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RESULTADOS

1. IMPORTANCIA DE LA CALRETICULINA EN LA INFECCION POR
DENV
Debido a la importancia de CRT en distintas infecciones virales, se analiz6 su

papel en la infeccion por el DENV. Para ello primero se evalué el efecto de la
infeccion por el DENV2 en la abundancia de la CRT y en su localizacion
subcelular. Para evaluar la abundancia de la CRT se realizaron ensayos de
western blot. En la Figura 9A se muestra una imagen representativa de este
ensayo, el andlisis densitométrico de triplicados nos permitié observar un
incremento modesto, aunque significativo en la abundancia de la CRT en las
células infectadas con respecto a las no infectadas a las 48h post-infeccién
(Figura 9B). Por otro lado, para evaluar la localizacion subcelular de la CRT
se empled la microscopia confocal, en estos ensayos se observo tanto en
células infectadas como en no infectadas, una localizacién citoplasmica de la
CRT (Fig. 10), sugiriendo que la localizacion de la CRT no se modifica a las
48h de infeccion con DENV. Ademas, y en concordancia con resultados
anteriores (Limjindaporn et al., 2009), se observé una clara co-localizacién
entre la CRT y la proteina viral E, utilizada para marcar a las células infectadas
(Fig. 10).

Expresién de CRT

g
=)
1

70 kDa e | NS3 -
1

-
a
L

55 kDa & @ | CRT

0.D: Relative
=
[

e
(3, ]
1

36 kDa | ™= esss| GAPDH

g
=)
1

Figura 9. La infeccion por DENV2 en células Huh-7 incrementa la abundancia
de CRT. (A) Extractos totales de células Huh-7 no infectadas (carriles de la izquierda)
e infectadas (carriles de la derecha) con el DENV2 fueron colectados a las 48h post-
infeccidn, y se analizaron con ensayos de western blot usando el anticuerpo anti-
CRT. GAPDH se us6é como control de carga y NS3 como control de infeccion. Se
muestra una imagen representativa de western blot. (B) la grafica resume la
abundancia relativa de la CRT bajo las condiciones experimentales de (A). La
abundancia de la CRT se expresa como densidad 6ptica relativa (O.D. relative)
desviacion estandar obtenida del analisis densitométrico de tres ensayos
independientes. *P<0.05.
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Una vez que se corrobord que la infeccion aumentaba la abundancia de la
CRT, pero no modificaba su localizacion subcelular, se realizé el
silenciamiento de la expresion de la CRT y asi poder determinar su
importancia durante la infecciéon por DENV. Para ello, se transfectaron células
Huh-7 por medio de electroporacion con el siRNA especifico para la CRT
(siCRT) y como control se usé un siRNA no relacionado (UR siRNA). A las 24
h post-transfeccion las células fueron infectadas con DENV2 a MOl de 3, a las
24 h post-infeccion se evalud la abundancia de la proteina NS3 por medio de
Western blot y la cantidad de NS1 secretada el medio extracelular por medio
de ELISA.

El silenciamiento de la expresion de CRT redujo significativamente (mas de
50%) la cantidad de la CRT en las células Huh-7, como puede observarse por
el ensayo de Western-blot (Fig. 11 Ay B). El silenciamiento de CRT en células
infectadas correlaciona con una reduccién significativa de la abundancia de
NS3 (Fig. 11C), el cual no fue observado en las células control tratadas con el
UR siRNA. Asi mismo se observd una menor secrecion de NS1 en los
sobrenadantes de estas células (Fig. 11D), sugiriendo la importancia de CRT

en el ciclo replicativo de DENV.

Proteina E CRT Merge Zoom

Control

DENV2

Figura 10. La infeccion con DENV2 no modifica la distribucién subcelular de
CRT. Las células Huh-7 no infectadas (control) e infectadas, fueron fijadas 48h post-
infeccidon e incubadas con anticuerpos anti-CRT (rojo) y anti-E (verde). Los nucleos
se contratifieron con Hoechst (azul).
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Figura 11. El silenciamiento de CRT reduce la expresion de la proteina viral NS3
y la secrecion de la proteina NS1. (A) Extractos totales de células Huh-7
previamente transfectadas con siCRT o con siRNA no relacionado (UR siRNA), sin
infectar o infectadas (MOI 3), fueron colectados a las 24h post-infeccion y se realizd
un ensayo de Western blot usando anticuerpo anti-CRT. GAPDH fue usado como
control de carga y NS3 como control de infeccion. Se muestra una imagen
representativa de los ensayos de Western blot con los niveles de expresion de la
CRT. La abundancia de la CRT (B) y de la NS3 (C) se expresan como densidad
relativa + desviacion estandar obtenida del analisis densitométrico de tres ensayos
independientes. *P<0.05. (D) La cantidad de NS1 secretada por las células tratadas
con UR siRNA o con siCRT fue evaluada por medio de ELISA. La secrecion de NS1
se expresa como promedio de la absorbancia normalizada + desviacién estandar de
tres experimentos independientes. ****P<0.00001.

Para determinar si la CRT era capaz de afectar la respuesta inmune innata durante

la infeccion con DENV, se evalué la expresion de un total de 19 proteinas esenciales

en la sefalizacion de respuesta inmune, en células infectadas con DENV vy
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silenciadas o no para CRT, utilizando un kit comercial. Para esto, células previamente
transfectadas con el siCRT o UR siRNA se infectaron con DENV, y posteriormente,
usando el kit PathScan, se evaluaron los niveles de las 19 proteinas de senalizacion
medibles por el kit. El silenciamiento de la CRT redujo la expresion de IRF-3 vy
aumento los niveles de STATG6, asi como los niveles de la proteina TAK1 fosforilada
en las células infectadas (Fig. 12). Las tres proteinas modificadas estan relacionadas
con la respuesta a la infeccién viral (H. Chen et al., 2011; Doly et al., 1998; Murakami
et al., 2010; Xia et al., 2017)
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Figura 12. El silenciamiento de CRT afecta la sefalizacion de la respuesta
inmune en células Huh-7 infectadas con DENV. Se colectaron extractos totales de
las células Huh-7 transfectadas con siCRT o con siRNA no relacionado (UR siRNA),
infectadas con el DENV, se realizé el Pathscan, y se realizaron analisis
densitométricos de los blots. Los niveles de fosforilacion o la cantidad de las
proteinas indicadas se expresan como la densidad 6ptica relativa (O.D. relativa) +
desviacion estandar, obtenida del analisis densitométrico de tres experimentos
independientes. *P<0.05.

2. TRATAMIENTO DE CELULAS INFECTADAS CON EL QUELANTE
DE CALCIO, BAPTA-AM.

En el RE, CRT es un regulador esencial de la homeostasis de Ca?* (Marek

Michalak et al., 2009). Dado que se ha demostrado que durante la infeccion

con el DENV se inducen cambios en la homeostasis de este idn (Dionicio

et al., 2018), se uso el quelante intracelular de Ca?*, BAPTA-AM, para estudiar

la importancia del Ca?* en la infeccion y la modulacion de la respuesta inmune
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primero se evalud la viabilidad mediante el ensayo de reducciéon de MTT de
las células Huh-7 tratadas con concentraciones de 0 hasta 40 uM de BAPTA-
AM. Se observd que a las concentraciones de 35 y 40 yM de BAPTA-AM,
hubo una reduccién significativa de la viabilidad (Fig. 13A), mientras que la
viabilidad celular no se vio afectada de 0 a 20 uM, por ello las células fueron
tratadas con 10, 15y 20 yM de BAPTA-AM después de la infeccion con DENV,
como control se empleé DMSO (vehiculo donde se disolvi6 BAPTA-AM). El
tratamiento con BAPTA-AM redujo el porcentaje de células infectadas de
manera dependiente de la concentracion del quelante de calcio, en
comparacién con las células tratadas con el vehiculo, llegando a observarse
mas de un 50% de reduccidon en las células tratadas con la mayor
concentracion de BAPTA-AM utilizada (20 uM) (Fig. 13B). Resultados
concordantes también fueron observados por medio de microscopia confocal,
en donde se observd una marcada reduccion en la cantidad de células
(aproximadamente una reduccion del 90%) positivas a la proteina viral pr-M
con el tratamiento con 20 yM de BAPTA-AM (Fig. 13C).

Ademas de esto, se observo una reduccién en la progenie viral de manera
dependiente de la dosis del tratamiento con BAPTA-AM, alcanzando una
reduccion maxima de medio log de unidades formadoras de focos (FFU/mI)
cuando las células fueron tratadas con una concentracién de 20 uM de
BAPTA-AM (Fig. 14A). Asi mismo, se observd una disminucion significativa (5
veces aproximadamente) en la cantidad de NS1 secretada en los
sobrenadantes de células infectadas y tratadas con 20 yM de BAPTA-AM (Fig.
14B). Finalmente se observd una reduccidon en la abundancia de la NS3 en
las células infectadas y tratadas con BAPTA-AM, siendo significativa esta
reduccion también a 20 uM (Fig. 14C y D). En conjunto, estos resultados,
confirman el papel fundamental de Ca?* durante la infeccion de las células
Huh-7 con DENV2.
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Figura 13. La disminucion de Ca®" intracelular impacta en la infeccién con
DENV2 en células Huh-7. (A) Las células Huh-7 fueron tratadas con distintas
concentraciones de BAPTA-AM, y a las 48 h post-tratamiento se analizé su viabilidad
celular por medio del ensayo de reduccién del MTT. La viabilidad celular se expresa
como promedio de la absorbancia normalizada + la desviacién estandar de tres
experimentos independientes. (B) Las células Huh-7 infectadas con el DENV (MOI 3)
fueron tratadas a las concentraciones indicadas de BAPTA-AM o con el vehiculo
(DMSO), indicado como la concentracion de 0 uM. Después de 48h, se colectaron
las células, se fijaron y se marcaron con el anticuerpo anti-prM, para finalmente
cuantificar las células infectadas por medio de citometria de flujo. (C) Las células
Huh-7 tratadas en las mismas condiciones indicadas en (B) fueron fijadas y se
marcaron con anticuerpo anti-prM (verde). Los nucleos se contratifieron con Hoechst
(azul) y se analizaron mediante microscopia confocal. *P<0.05; ***P<0.0001;
****P<(0.00001.
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Figura 14. La disminucién de Ca?* intracelular impacta en la produccién de
virus liberados por las células Huh-7 infectadas con DENV2, asi como en las
proteinas virales NS1y NS3. (A) Se colectaron sobrenadantes de células infectadas
con DENV sin tratar y tratadas con BAPTA-AM, y se realizaron ensayos de focos
identificados con la proteina prM. La progenie viral se expresa como el valor
promedio + la desviacion estandar de las unidades formadoras de focos (FFU)/ml de
tres experimentos independientes. (B) Se evalud la secrecion de la proteina NS1 de
células infectadas con el DENV, sin tratar o tratadas con BAPTA-AM; por medio de
ELISA. La secrecion de la NS1 se expresa como promedio de la absorbancia
normalizada (O.D. control normalized) * la desviacion estandar de tres experimentos
independientes. (C) Se colectaron extractos totales de células tratadas bajo las
mismas condiciones experimentales que en (A) y se realizd6 western blot usando
anticuerpo anti-NS3. GAPDH se usa como control de carga. Se muestra un western
blot representativo mostrando la abundancia de la NS3. (D) Se expresa la
abundancia de la NS3 como densidad relativa + desviacion estandar obtenida del
analisis densitométrico de tres ensayos independientes. *P<0.05; **P<0.001;
****P<(0.00001.
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Finalmente, para determinar si el tratamiento con el quelante intracelular de
Ca?* podria modificar la respuesta inmune inducida por la infeccion con el
DENV, las células Huh-7 infectadas y tratadas con BAPTA-AM, se analizaron
con el kit de ELISA PathScan. A pesar de que el tratamiento con BAPTA-AM
fue capaz de inducir una reduccion significativa en la abundancia de la
proteina viral NS3, en la secrecidn de la proteina NS1 y en la progenie viral,
sélo se observo un aumento significativo en los niveles de fosforilacion de AKT
en células infectadas y tratadas con 20 uM de BAPTA-AM en comparacién

con las células tratadas sélo con el vehiculo (Fig. 15).
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Figura 15. La disminucion de Ca®" intracelular incrementa los niveles de
fosforilacion de AKT en las células Huh-7 infectadas con DENV2. Se
recolectaron extractos totales de las células Huh-7 infectadas con el DENV2, no
tratadas o tratadas con BAPTA-AM 20 uM, los blots se analizaron por medio del
sistema PathScan ELISA kit. Los niveles de fosforilacién o la cantidad de las
proteinas indicadas se expresan como densidad optica relativa (O.D. relative) +
desviacion estandar, obtenida del analisis densitométrico de tres experimentos
independientes. *P<0.05.
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3. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS PROTEINAS DE
RESPUESTA INMUNE INNATA AFECTADAS POR LOS
TRATAMIENTOS DE CELULAS INFECTADAS.

Para tratar de entender mejor los cambios en la infeccion con DENV, asi como
profundizar en la funcién de las proteinas involucradas en la senalizacion de
la respuesta inmune innata que mostraron cambios en su expresiéon durante
el tratamiento con el siCRT y BAPTA-AM de células infectadas, se realizé un
analisis in sillico de la red de asociaciones funcionales de estas proteinas por

medio de STRING, usando un nivel de confianza de 0.4.

Durante el silenciamiento de la CRT, se observaron cambios en la abundancia
de IRF-3 y en la fosforilacion de TAK1 y STAT-6. El analisis de redes con
STRING mostré cinco proteinas funcionalmente relacionadas con IRF-3 y
STAT-6 (Fig. 16A). Mientras que para TAK1 (NR2C2) no se encontré una
asociaciéon funcional con las proteinas antes mencionadas. Sin embargo, al
analizar esta proteina de forma aislada, se encontraron diez proteinas

relacionadas con la infeccion viral.
Por otro lado, en el caso del tratamiento con BAPTA-AM, se encontraron diez

proteinas relacionadas con AKT que podrian explicar la reduccion en la

infeccion viral observada en las células tratadas.
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Figura 16. Analisis in sillico de las interacciones proteina-proteina de las
proteinas alteradas durante el silenciamiento de la CRT y el tratamiento con
BAPTA-AM en las células infectadas con el DENV. La red de interacciones se
realizo usando el software STRING v. 11. (A) Analisis de las proteinas afectadas
durante el silenciamiento de la CRT en las células infectadas (TAK-1, IRF-3 y STAT-
6). (B) Analisis de las proteinas afectadas durante el tratamiento con BAPTA-AM
(AKT-1). El color de la linea indica el tipo de evidencia que soporta las interacciones
mostradas.
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DISCUSION

El RE es el organelo celular mas grande y el que con mas frecuencia es
secuestrado durante las infecciones virales (Romero-Brey & Bartenschlager,
2016). Tal es el caso del DENV, donde la replicacion y traduccion del genoma
viral, asi como la formacién de los viriones inmaduros, ocurren en asociacion
cercana con este organelo (Reid et al., 2018). Entre las funciones principales
del RE estan la sintesis de proteinas, su plegamiento y transporte, asi mismo
es el sitio de biosintesis, procesamiento y transporte de multiples lipidos.
Ademas, este organelo sirve como almacén del calcio intracelular y esta
involucrado en la homeostasis de este cation (Schwarz & Blower, 2016). El
ion Ca?* es una molécula de sefalizacion muy versatil, que puede regular
diversas funciones celulares, entre las cuales se encuentran el metabolismo,
la transcripcién, la movilidad celular, asi como la respuesta inmune (M. J.
Berridge et al., 2000; Michael J. Berridge et al., 2003; Clapham, 2007).

La homeostasis del ion Ca?* es mantenida a través de diversas moléculas
transportadoras, amortiguadores y sensores de este ion (Krebs et al., 2015;
Prins & Michalak, 2011). Una de las principales proteinas de union al Ca?* en
el RE es la calreticulina (CRT). Debido a la importancia de esta proteina en
distintas infecciones virales, asi como a los reportes previos de su interaccion
con proteinas de DENV (Khadka et al., 2011; Limjindaporn et al., 2009), se
analizé el papel de la CRT en la infeccidén por el DENV. Para ello primero se
midi6 la abundancia de la CRT en extractos totales de las células infectadas
y se encontré un aumento significativo de la CRT a 48h post-infeccion de las
células Huh-7 con DENV2. Este resultado coindice con los reportes previos
en distintas lineas celulares (Datan et al., 2016; Martinez-Betancur et al.,
2014).

De la misma manera, se ha descrito que durante la infeccion con el virus de
la hepatitis B (HBV) aumenta la expresion de la CRT a nivel del RNAm de
CRT en lineas celulares de hepatoma humano, incluyendo las células Huh-7.
Interesantemente, se ha descrito un aumento en los niveles de la CRT en el
suero de pacientes con hepatitis cronica por HBV, asi como un aumento en la

expresion de la CRT en las células mononucleares de sangre periférica (Yue
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et al., 2012). Por el contrario, la infeccion por el virus de la encefalitis japonesa
(JEV) en la linea celular de meduloblastoma TE671, causé una disminucién
en la cantidad de CRT. Ademas, esta disminucion causo un antagonismo en
la produccién de IFN | (Yang et al., 2013).

La region 3’ no traducida de la CRT es importante para la estabilidad del
RNAm, su localizacion y traduccion. HBV causa una sobreexpresion de la
CRT, activando ésta region del RNAm de CRT (Yue et al., 2012). La expresién
de la CRT también puede ser regulada directamente desde el promotor del
gen, donde se encuentra un elemento adyacente a una caja TATA, que
responde al estrés del RE (ERSE), el cual puede ser inducido precisamente,
en respuesta al estrés en el RE causado por la disminucion en la
concentracion de Ca?* de este organelo, llevando a un aumento en la
expresion del gen de la CRT (Waser etal., 1997). Debido a que se ha
observado que la infeccién con el DENV causa una disminucién en el Ca?*
que puede ser liberado del RE (Dionicio et al., 2018), la activacion del sitio
ERSE en el promotor de este gen podria estar siendo activada, explicando el
aumento en la expresion de la CRT observada en las células infectadas con
DENV.

Por otro lado, a pesar de que no se observd cambio en la distribucion
subcelular de la CRT, la proteina viral E se encontro distribuida en los mismos
sitios que la CRT, lo cual sugiere que las proteinas podrian estar
interactuando como ha sido sugerido por Limjindaporn et al. (2009. En ese
estudio, el silenciamiento de la CRT y de otras chaperonas del RE causé
disminucion en la progenie viral del DENV en las células Vero, indicando que
la CRT podria ser necesaria para el plegamiento de las proteinas virales y la
correcta formacion de las particulas virales (Limjindaporn et al., 2009).

Para continuar dilucidando el papel de la CRT durante la infeccion por el
DENV, redujimos la abundancia de la CRT en las células Huh-7, observando
una disminucion significativa en la cantidad de la proteina viral NS3. Ya se ha
reportado la co-localizacién de la CRT y la NS3 en el citoplasma de las células
Huh-7, en donde se acumulan en agregaciones globulares. Ademas, en ese
mismo estudio se reportd que el silenciamiento de CRT se inhibio la

produccion de luciferasa por parte de un replicén de DENV, sugiriendo que la
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CRT tiene un papel directo en la replicacién del genoma viral (Khadka et al.,
2011). En concordancia con este resultado, la secrecion de NS1 se redujo
significativamente en los sobrenadantes de las células que fueron tratadas
con el siCRT. En conjunto, estos resultados sugieren que la CRT es una
proteina importante para la infeccion de las células Huh-7 con el DENV2, al
menos a nivel de replicacion y traduccion del genoma viral.

Cabe mencionar que se ha reportado que la actividad de chaperona de la CRT
es importante en el ciclo replicativo de numerosos virus. Esta proteina se
asocia de manera transitoria con la glicoproteina de la envoltura del virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV) (Otteken & Moss, 1996), interactua con
las glicoproteinas E1 y E2 del virus de la hepatitis C (HCV) (Choukhi et al.,
1998), con las proteinas de le envoltura F y Hn del virus Sendai (Tomita et al.,
1999) y con la glicoproteina E2 del virus de la Rubeola (Nakhasi et al., 2001),
entre otras. La CRT funciona como una chaperona al unirse principalmente a
glicoproteinas, aunque también puede unirse a proteinas no glicosiladas. El
dominio P de la CRT se une de manera dependiente de Ca?* a las proteinas
monoglicosiladas ricas en manosa, y esta unién implica la participacién de
otras chaperonas como la calnexina (M Michalak et al., 1999). Las proteinas
del DENV prM/M, NS1 y E estan glicosiladas (Yap et al., 2017), por lo tanto,

la CRT podria ser necesaria para el plegamiento correcto de las mismas.

Ademas de su funcion de chaperona, la CRT también se ha involucrado en la
respuesta inmune inducida después de la infeccion viral (Yang et al., 2013;
Yue et al., 2012). Para dilucidar el papel de esta proteina durante la infeccion
por DENV, se evalué el efecto de la reduccion de los niveles de expresion en
la CRT sobre algunas de las moléculas de sefializacidn relacionadas con la
respuesta inmune innata.

El silenciamiento de la CRT caus6 un aumento en los niveles de fosforilacion
de TAK1 y STAT6; ambas proteinas que estan relacionadas con la respuesta
a la infeccion viral. En células dendriticas, la infeccién con el virus herpes
humano 6, disminuyd los niveles de fosforilacion de la TAK1, la cinasa IkB
(IKK) e IkBa, después de ser estimuladas con lipopolisacaridos (Murakami
etal.,, 2010). Otras infecciones virales impiden la fosforilacion de TAK1,

inhibiendo con ello el complejo IKK e IkBa llevando a la supresion de la
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translocacién nuclear de NF-kB (Xia et al., 2017). Sin embargo, a pesar del
aumento en la fosforilacion de la TAK1 inducido por el silenciamiento de la
CRT en las células infectadas con el DENV, no se observé un cambio en la
fosforilacién de la proteina IkBa, sugiriendo que no se esta activando la
translocacion nuclear de NF-kB. Aunque estos resultados podrian indicar que
la CRT es inducida por el DENV para evadir la fosforilacion de la TAK1, se
requieren mas estudios para corroborar esta posibilidad.

En este mismo orden de ideas, se requiere STAT6 para la sefalizacion en la
respuesta inmune innata durante diversas infecciones virales. Los virus
activan a STING y STATG6 se recluta al RE y fosforilada en Ser407 y Tyr641.
Esta activacion de STAT6 inducida por las infecciones virales ha sido
detectada de manera ubicua, implicando a este mecanismo como un
requerimiento fundamental en la defensa contra las infecciones virales (H.
Chen et al., 2011). Por el contrario, algunos virus, como el virus herpes de
sarcoma de Kaposi (KSHV) inhiben la fosforilacion de STAT6, sugiriendo que
la via de sefalizacion de IL4/STAT6 es controlada de manera precisa por
KSHV para la supervivencia, mantenimiento de la latencia celular, asi como
la supresion de la respuesta inmune de citocinas en las células infectadas (Cai
et al., 2010).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la CRT podria ser
necesaria para que DENV inhiba la activacion de STAT6. Esto es apoyado
por el hecho de que al reducir a la CRT, se elevaron los niveles de fosforilacion
de STATG, activando la respuesta inmune y llevando a una reduccion en la
infeccion por DENV.

Por otro lado, el silenciamiento de la CRT redujo la abundancia de IRF-3 en
las células infectadas con el DENV en comparacién con las células infectadas
tratadas con el UR siRNA. IRF-3 esta relacionado con la expresiéon de IFN |,
sugiriendo que la CRT podria ser necesaria para la expresion de esta proteina
durante la infeccién con el DENV en las células Huh-7.

La fosforilacidon de IRF-3 esta relacionada con la respuesta de IFN (Doly et al.,
1998). En este caso, las células con menor expresion de la CRT que estan
infectadas, no son capaces de mantener los niveles basales de IRF-3. Sin
embargo, la infeccién se redujo en comparacion con las células tratadas con

UR siRNA, indicando que la reduccion en los niveles de IRF-3 podria deberse
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a la falta de la CRT vy la presencia del DENV2, aunque esta podria no ser la
causa de que se redujera la infeccidn viral, debido a que se requiere que IRF-
3 esté siendo expresada para que se active por fosforilacion y se transloque
al nucleo para inducir la expresion del IFN y asi controlar la infeccion viral
(Levy & Garcia-Sastre, 2001). Alternativamente, la bien conocida actividad de
chaperona de la CRT podria ser la causa de la reduccion en la cantidad de
IRF-3.

Adicionalmente, el andlisis in silico realizado con STRING, mostré cinco
proteinas funcionalmente relacionadas con IRF-3 y STAT-6. DDX58, MAVS,
TBK1, JUN, las cuales con parte de la via de IFN |, e IL4, una citocina de la
respuesta Th2 (Doly et al., 1998; Jadhav et al., 2018; Levy & Garcia-Sastre,
2001). La via RIG-I/MDA5/MAVS/TBK1 es un regulador clave de la replicacion
de DENV (Olagnier et al., 2014). Sin embargo, el DENV es capaz de evadir
esta via, NS4A interactua con MAVS para evitar su union con RIG-l. NS2A y
NS4B pueden bloquear directamente el reclutamiento y la activacion de los
complejos TBK1 (Dalrymple et al., 2015; Z. He et al., 2016).

Para la TAK1(NR2C2), se encontraron diez proteinas que podrian estar
relacionadas con su funcién durante la infeccion con DENV. Entre estas
proteinas se encuentran TAB1, las MAP cinasas MAP2K6 y MAP3K7, TGFB1,
2y 3 asicomo los receptores de TFFB 1y 2. La activacion de la TAK1 requiere
de TAB1 y activa a p38, la cinasa JNK y NF-kB, llevando a la produccion de
citocinas (Lei et al., 2014). La via de TGFB puede activar a Erk, p38 y las
cinasas JNK y MAP, proteinas tipo Rho GTPasas, y la via PI3BK-AKT-TOR, la
cual regula la sintesis de proteinas (Kang et al., 2009). Todos estos resultados
e interacciones sugieren que la CRT podria estar siendo usada por DENV

como otra forma de evadir la respuesta inmune de la célula infectada.

Una de las multiples funciones de la CRT es su papel como amortiguador de
calcio; por lo tanto regula la homeostasis de este ion, principalmente en el RE,
el cual es un sitio de almacenamiento crucial de Ca?* (Krebs et al., 2015; M
Michalak et al., 1999). La infeccion por el DENV en lineas celulares hepaticas
causa un aumento en la permeabilidad de la membrana plasmatica a Ca?* y
una disminuciéon del Ca?* que puede ser liberado del RE por medio de un

agonista (Dionicio et al., 2018). Debido al aumento en la cantidad de la CRT
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en las células infectadas con el DENV y a su importancia en la homeostasis
de calcio en el RE, nos preguntamos si el quelante intracelular de calcio,
BAPTA-AM afectaria la infeccion por DENV en células Huh-7. Este quelante
intracelular de calcio redujo el porcentaje de células infectadas, la secrecion
de NS1 y la expresion de la NS3, lo cual concuerda con los resultados
generados por Dionicio et al (2018), quienes observaron que el tratamiento
con BAPTA-AM a una concentracion de 10 uM redujo la progenie viral de
DENV pero no del virus de la estomatitis vesicular en las células HepG2 y
Huh-7 (Dionicio et al., 2018).

Ademas, se analizé el efecto del tratamiento con BAPTA-AM durante la
infeccion con DENV en células Huh-7 sobre las moléculas de sefalizacion
relacionadas con la respuesta inmune innata. Encontramos un aumento en
los niveles de fosforilacidon de AKT. La infeccién con DENV activa a la via de
senalizacion de PI3K/AKT, afectando el proceso de remodelado del
citoesqueleto de actina, lo cual podria ser necesario para la creacion de los
complejos de replicacion del RE. Sin embargo, en este estudio, la activacién
de la via PIBK/AKT se presenta solamente en los eventos tempranos y tardios
del ciclo de replicacion viral (Cuartas-Lopez et al., 2018). La activacion de la
via PI3K/AKT se ha relacionado con la activacion de la apoptosis en los
eventos tardios de la infeccion por DENV (Liu etal., 2014). Aunque la
activaciéon de esta via puede tener el efecto opuesto y bloquear la apoptosis
en las etapas tempranas de la infeccion viral (Lee et al., 2005). En nuestro
estudio, el tratamiento con BAPTA-AM activd a AKT reduciendo la infeccién
por el DENV. Esto podria explicarse por el hecho de que la via PI3K/AKT
también esta involucrada en la regulacion de la respuesta inmune. Una mayor
actividad de de PI3K/AKT puede impedir la propagacion viral debido a la

activacion de las defensas celulares (Ji & Liu, 2008).

Rio abajo de la via PI3K/AKT estan las Rho GTPasas y se ha observado que
la inhibicion de la Rho GTPasa RAC1, aumenta los titulos del DENV2 en las
células Huh-7 (Cuartas-Lopez et al., 2018). Las Rho GTPAsas pueden, a
través de NFkB, regular varios aspectos de la inmunidad innata (Tong &
Tergaonkar, 2014). La Rho GTPasa Rac1, esta rio arriba de IKK-e y TBK-1
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en la via de activacion viral de IRF-3 y es esencial para la respuesta del IFN |
(Cuartas-Lépez et al., 2018; Ehrhardt et al., 2004). En concordancia con estos
estudios, nuestros resultados indican que la activacion de la via AKT podria
estar relacionada con la activacion de la respuesta inmune contra el DENV2,
llevando a la reduccion en el porcentaje de infeccion, la progenie viral, la
cantidad de NS3 y la secrecién de NS1 observadas.

En el analisis in silico de la interaccion funcional de AKT, se encontraron diez
proteinas que podrian relacionarse con el efecto observado durante el
tratamiento con BAPTA-AM en las células infectadas con DENV. Cuatro de
estas proteinas estan relacionadas con la via de mTOR, las proteinas TSC2,
PDK1, que pueden activar la via AKT/mTOR, y RICTOR (J. He et al., 2019;
Sarbassov et al., 2004). Se ha observado que DENV puede inducir autofagia
a través de mTOR (Kong et al., 2020). EI DENV altera el metabolismo de los
lipidos de las células infectadas para promover la infeccion. Un mecanimo
para alterar este metabolismo es la induccién de una autofagia selectiva que
tiene como blanco las gotas de lipidos, llamada lipofagia. La infeccion con el
DENV requiere suprimir la actividad de mTORC1 para inducir la lipofagia
(Jordan & Randall, 2017). Asi mismo, tres proteinas que se han relacionado
con la apoptosis, también fueron encontradas, GSK3p, la sintasa de éxido
nitrico NOS3, y FOXO3, la cual también puede estar asociada con la
inmunidad innata contra los virus (Cuartas-Lépez & Gallego-Gémez, 2020;
Fasano etal., 2019; Lin etal.,, 2002; Loebel etal.,, 2018). La inhibicion
farmacoldgica de GSK3B en etapas tardias de la infeccion con DENV causa
una disminucién de los titulos virales, indicando que esta proteina, que esta
rio abajo de la via PISK/AKT, es importante para el ciclo replicativo de DENV
(Cuartas-Lépez & Gallego-Gomez, 2020). También se encontrd la proteina
PP2A, cuya inhibicién tiene un efecto antiviral de manera independiente de
HMGCR (Soto-Acosta et al., 2017). Finalmente, la chaperona HSP9O0, cuya
interaccion con multiples proteinas de DENV ha sido reportada, también fue
encontrada en esta red de interaccion funcional de proteinas (Khadka et al.,
2011; Srisutthisamphan et al., 2018).

En resumen, nuestros resultados indican que la CRT es una chaperona que

no solo es importante en la sintesis de proteinas virales sino también en
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modular la respuesta del IFN, favoreciendo la replicacion viral. Por otro lado,
aunque el Ca?* intracelular es importante en el ciclo replicativo de DENV, auln
es incierto el paso especifico en el ciclo replicativo viral en que este mensajero

celular participa.
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CONCLUSIONES

El virus DENV requiere a la CRT para replicarse y para evadir la respuesta

inmune en las células Huh-7.

La disminucién del calcio intracelular, mediante el tratamiento con BAPTA-
AM, reduce la infeccion por el DENV2 aumentando la fosforilacién de AKT y

afectando el ciclo de replicacién viral.

PERSPECTIVAS

e Determinar si la CRT esta funcionando como chaperona de las

proteinas virales.

e Determinar sila CRT afecta la produccion del IFN y la activacion de los
ISGs.

e Determinar qué via o vias de sefializacién se estan activando con la

fosforilacion de AKT, al tratar a las células infectadas con BAPTA-AM.
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