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Resumen
El dengue es una infeccion causada por el virus del dengue (DENV), se

han descrito 4 serotipos que son transmitidos principalmente por los
mosquitos vectores Aedes aegypti (Ae. aegypti) y Aedes albopictus (Ae.
albopictus). Actualmente, no existen antivirales para tratar la enfermedad
causada por el virus del dengue (DENV), la cual solo se trata con reposo
en cama e hidratacién oral. Uno de los esfuerzos para detener la
transmision se centra en los receptores al DENV en el mosquito Aedes sp.
y con ello controlar la transmision del vector. Hasta la fecha, se han
descrito diferentes receptores putativos, incluida la enolasa. Sin embargo,
la union del DENV en la célula no se ha demostrado directamente en
células de mosquitos o en el intestino medio de mosquitos Ae. aegypti. En
consecuencia nosotros determinamos si la enolasa es una proteina de
membrana que se une especificamente al DENV, para ello se utilizaron
anticuerpos especificos anti-enolasa que fueron probados en; ensayos de
inhibicion viral y en ensayos de co-localizacion de enolasa con la proteina
E de DENV. Ademas, tres modelos de prediccion de dominios
transmembranales nos indican que la proteina enolasa tiene secuencias
aminoacidicas que pueden localizarla en la membrana celular. También, la
interaccion entre enolasa y la proteina E del DENV se model0 in silico
utilizando los programas PatchDock y FireDock. Nuestros resultados
demostraron que la enolasa se encuentra en la membrana de las células
C6/36 y midgut de mosquitos Ae, aegypti; el DENV y enolasa co-localizan
en la membrana celular; y que anticuerpos especificos anti-enolasa
inhiben la infeccién en células de mosquito C6/36. Esto sugiere que la
enolasa participa en el mecanismo de entrada de DENV-2 en las células

de mosquito.




Abstract
Dengue is an infection caused by the dengue virus (DENV), 4 serotypes

have been described that are mainly transmitted by the vector mosquitoes
Aedes aegypti (Ae. Aegypti) and Aedes albopictus (Ae. Albopictus).
Currently, the disease is treated with bed rest and oral hydration since
there are no effective antivirals to cure it. One of the efforts to stop
transmission is focused on DENV receptors in the mosquito Aedes sp. to
control vector transmission. Up to date, there are different putative
receptors described including the protein enolase. However, the binding of
DENV with the cell has not been demonstrated directly in mosquito cells or
in the midgut of the Ae. aegypti mosquitoes. Consequently, we determined
whether enolase is a membrane protein that binds specifically with DENV
using anti-enolase specific antibodies and by co-localisation of enolase
and E protein of DENV-2. In addition, three models for the prediction of
transmembrane domains indicate that enolase protein has amino acid
sequences that can locate it in the cell membrane. Additionally, the
interaction of enolase with DENV E protein was modelled in silico using the
programs PatchDock and a refinement by FireDock . Our results
demonstrated that enolase is located in the membrane of C6/36 cells and
midgut cells of Ae. aegypti mosquitoes; the DENV and enolase co-
localized; and specific antibodies against enolase inhibited cell infection.
This suggests that enolase protein participates in the entry mechanism of
DENV-2 into the cells.




1.- Introduccion.

El dengue es una infeccion causada por el virus del dengue (DENV), se
han descrito 4 serotipos, que son transmitidos principalmente por los
mosquitos vectores Aedes aegypti (Ae. aegypti) y Aedes albopictus (Ae.
albopictus) (Mousson, 2005; Gubler, 2002). Conforme a la estimacion mas
reciente, se ha calculado que se producen 390 millones de infecciones por
dengue cada afio (intervalo creible del 95%: 284 a 528 millones), de estos,
96 millones (67 a 136 millones) se manifiestan clinicamente (Bhatt et al.,
2013). Otro estudio sobre la prevalencia del dengue estim6 que mas de
3,970 millones de personas, de 128 paises estan en riesgo de contraer la
enfermedad (Brady et al., 2012).

La enfermedad del dengue se puede presentar como; dengue o dengue
severo (WHO, 2015; Barniol et al., 2011; Amin et al., 2018). El dengue es
una enfermedad viral sistémica aguda que se ha establecido en casi todo
el mundo generando ciclos de transmision endémicos y epidémicos (Bhatt
et al., 2013).

La infeccidbn con DENV en humanos se presenta a menudo sin sintomas
de la enfermedad (Simmons et al., 2012), pero en ocasiones las
manifestaciones clinicas van desde una fiebre leve hasta el sindrome de
choche por dengue que puede ser mortal (WHO, 2009). La diversidad de
los signos y sintomas pueden deberse en parte, a que después de la
infeccion por dengue de uno de los 4 cuatro serotipos se genera
inmunidad contra ese serotipo especifico (Halstead, 1988; De Alwis,
2014) y es frecuente que una infeccion secundaria por otro serotipo del

DENV cause una infeccion de mayor severidad (Simmons et al., 2012).

La infectividad del virus depende de factores del hospedero (Navarro et

al., 2003) tales como; sistema inmune (Tang et al., 2015), capacidad de




glicosilar viriones (Naik & Wu, 2015), o infecciones por un segundo
serotipo del mismo DENV en el cual ocurre el mecanismo llamado
“Antibody-dependent enhancement” (Halstead, 1988; Simmons et al.,
2012; De Alwis, 2014; Katzelnick, 2017).

Las particulas virales del DENV contienen RNA de cadena simple de
polaridad positiva, son envueltas y tienen aproximadamente 44-52 nm de
diametro, pertenece a la familia Flaviviridae del género, Flavivirus (Acosta
et al., 2008; Murphy & Whitehead, 2011).

No existen antivirales para el tratamiento de la enfermedad producida por
el DENV (Flipse et al., 2015) y el tratamiento es solo de apoyo, a base de
reposo Yy rehidratacion (WHO, 2009) La transfusion de sangre esta
indicada solamente cuando una hemorragia intensa ocasiona un descenso

real del indice de hematocrito (Benenson, 1997).

Ademas hasta la fecha no hay una vacuna efectiva contra los 4 serotipos
del virus del dengue (Stephen, 2014; Enahoro et al., 2018). Por ello los
esfuerzos para frenar la transmision del virus del dengue se basan en la
eliminacién del vector utilizando agentes quimicos, biolégicos y en la
destruccion de criaderos (WHO, 2009).

El ciclo de infeccion del DENV inicia cuando las proteinas de la envoltura
del virus se unen a su receptor, este reconocimiento del virus por su célula
blanco permite la internalizacién del virus que generalmente ocurre por
endocitosis (Acosta et al., 2008). Posterior a la internalizacion el RNA viral
se libera al citoplasma (Pierson & Keilian, 2013), este RNA es de cadena
sencilla y de sentido positivo, el cual funciona como RNA mensajero y
subsecuentemente es traducido por la maquinaria celular (Talarico &
Damonte, 2007), después se da la replicacién y se generan viriones de
novo (Heaton & Randall, 2011) al ensamblarse en el reticulo

endoplasmatico, estos viriones pasan al aparto de Golgi donde son




transportados por la red trans Golgi y son secretados, con lo cual se
vuelve a iniciar el ciclo del virus (Yu et al., 2009).

El reconocimiento del DENV por sus células blanco depende de la
interaccidn entre proteinas virales y componentes de la membrana
plasmatica (Cruz et al., 2015) por ello conocer las moléculas que actdan
como receptor al DENV nos permitira desarrollar antivirales especificos o
generar mosquitos transgeénicos carentes de receptores para el DENV o

modificados estructuralmente.

Ya que un estudio previo identificd a enolasa como una proteina de unién
al DENV o al Dominio Il de la proteina de la Envoltura (E) mediante
cromatografia de afinidad y espectrometria de masas (Mufioz et al., 2013),
en este trabajo nos enfocaremos a estudiar la interaccién de la enolasa
con el DENV al inicio de la infeccién, para poder discernir el papel de esta

proteina en el reconocimiento e internalizacion del virus del dengue.

1.1.- Caracteristicas del virus del dengue.

El dengue es una enfermedad causada por el dengue virus (DENV) el cual
pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae, es un virus de
RNA de cadena simple y positiva (SSRNA+), de aproximadamente 11
kilobases, el genoma esta insertado en una nucleocapside icosaedral y
con envoltura lipidica, (Talarico & Damonte, 2007) se conocen 4 serotipos
de este virus (Heaton & Randall, 2011); DENV-1, DENV-2, DENV-3y
DENV-4. Este virus es transmitido principalmente por los vectores Ae.
aegypti o Ae. albopictus (Heaton & Randall, 2011). El ciclo replicativo del
DENV en células Vero es efectuado entre las 12 y 16 horas (Talarico &
Damonte, 2007).

Mediante microscopia electrénica de transmision se ha determinado que el
tamafo de la particulas virales unidas a invaginaciones electrodensas en
la membrana plasmatica es de 44-52 nm en células de mosquito C6/36,

estas particulas virales requiere endocitosis mediada por clatrinas, lo que




sugiere que el DENV-2 requiere el reconocimiento de receptores para su
internalizacion en células C6/36 (C6/36); también se demostrd que este
endosoma requiere de un pH acido para la desencapsidacion del genoma

viral e infeccién productiva (Acosta et al., 2008).

El RNA viral es traducido en un solo marco de lectura abierto (Talarico &
Damonte, 2007) y es subsecuentemente cortado por proteasas virales y
celulares, que da como resultado la liberacion de 10 proteinas virales; 3
estructurales que mantienen la forma y estructura de la particula viral y 7
proteinas no estructurales, que se encargan de mediar los procesos
replicativos, de transcripcion, traduccién, ensamblaje y evasion de la
respuesta inmune mediada por la célula hospedera (Heaton & Randall,
2011) (Tabla 1).

La replicacion del DENV ocurre en invaginaciones del reticulo
endoplasmatico (Wang et al., 2009). Por otro lado la autofagia modula la
fisiologia celular al tener un papel indirecto en la replicacion del DENV al
modular el metabolismo lipidico de la célula, DENV induce la formacién de
autofagosomas que eliminan los triglicéridos celulares contenidos en gotas
lipidicas produciendo el incremento de B-oxidacion y produccion de
energia (Heaton & Randall, 2011). Ademas se ha propuesto que el DENV-
2 y DENV-3 puede replicar en anfisomas de células HepG2 (Panyasrivanit
et al., 2009; Khakpoor et al., 2009).

El ensamblaje de las particulas virales infecciosas requiere del
empaquetamiento del genoma dentro de la nucleocapside. DENV ha sido
encontrado en vesiculas dentro de la via secretora del Golgi lo que indica
gue este ensamblaje puede ocurrir en este organelo para su posterior

secrecion por la via de secrecion trans Golgi. (Wang et al., 2009).

1.2 Mosquitos vectores del DENV.
El mosquito Aedes. aegypti Linnaeus, 1762 (Ae. Aegypti), es el principal

vector del DENV, el cual produce la enfermedad del dengue, que ha




estado presente durante siglos en América, esta enfermedad es

principalmente urbana (Nelson, 1986; Lee & Rohani, 2005; Mercado et al.,

2008; Kamgang et al., 2019), el ciclo de transmisién es hombre - Ae.

aegypti - hombre, sin antecedentes de ciclos silvestres en el continente

(Nelson, 1986). El vector secundario de esta enfermedad es Ae.

albopictus (Ibafiez & Martinez, 1994; Lee & Rohani, 2005; Kamgang et al.,
2019).

Tabla 1. Funciones descritas de las proteinas estructurales y no

estructurales del DENV.

Proteina |Funcion Referencia
Forma el core del DENV, se une a RNA g/loazme.t al.,
C; de simple cadena, ademas puede .’
. . , . Freire et al.,
Capside translocar acidos nucleicos a través de ]
2013; Zhang et
las membranas celulares.
al., 2003
Interactia y estabiliza a la proteina E, el
, prM se mantiene unido al Dominio Il de
pr; la proteina E hasta la secrecion del Zheng et al
Precursor | .. . . . N
virion. Mientras que M se mantiene unida | 2010; Yu et al.,
ade ! : -
a la proteina E hasta la nueva infeccion, |2009
membrana 2
M también da formay estructura al
virion.
Se une a la proteina C y forma la
) - , Zhang et al.,
envoltura viral, el ectodominio contiene 3 > )
L S . 2013; Modis et
dominios; Dominio | participa en el i
0| . . - al., 2005;
a |E; cambio conformacional en el endosoma .
< S L ; - : Modis et al.,
= Envoltura |acido en el inicio de la infeccion, Domino 2004
5 Il involucrado en la fusién a la membrana .
S " Mondotte et al.,
= celular, Dominio Il se une a receptor
0 2007.
w celular.
Participa en la replicaciéon y traduccion Cervantes et
NS1 del RNA gendmico del DENV, su funcion
o : al., 2015.
especifica no se ha descrito.
" Replicacion del RNA viral, ensamblaje
o - - -
2 INS2A d.ell virion, pgrtlmpa en la secrecion del Wu et al., 2015
5 virion, media respuesta antiviral del
‘g hospedero
= . Kim et al 2013.
0
8 [NS2B Es cofactor de la pr(_)tea_sg V|_raI NS3. Yuetal.,
2 Interviene en la replicacion viral. 2012

10




Actividad de helicasa, trifosfatasa y de gggjrroch,
NS3 proteasa. . Padmanabhan
Inhibe la respuesta mediada por | ,
Interferén et al 2006
' Yu et al., 2012.
Reorganiza la membrana del reticulo
endoplasmatico, estructurando los
complejos de replicacion viral. Induce McLean_et al.,
NS4A . , : 2011; Miller et
autofagia de la célula, lo que favorece la
SRR . . ) al., 2007.
replicacion viral. Inhiben sintesis de
Interferon.
Interactta con el domino helicasa de la ~
. . , Mufioz et al.,
NS4B protel,na NS3 viral y libera a esta _ 2005; Tajima et
proteina del RNA simple cadena. Inhibe ;
. . ; al., 2011.
la sintesis de Interferon.
Zou et al.,
NS5 RNA polimerasa dependiente de RNAy |2011;
actividad metiltransferasa. Chung et al.,
2010

1.2.1 Taxonomia
Aedes sp; Clasificacion taxondmica de los vectores del dengue virus:
Reino Animalia, Phyllum Artropoda, Orden Diptera, Suborden Nematocera,
Familia Culicidae, Subfamilia Culicini, Género Aedes, Subgénero
Stegomyia, (Bates, 1970).

Se ha postulado que Ae. aegypti es originaria de Africa (Nelson, 1986;
Moore et al., 2013), y se encuentra en el Continente Americano, muy
probablemente porque fueron introducidas las formas inmaduras en los
barriles de agua de los barcos durante las primeras exploraciones y
colonizaciones europeas en los siglos XVI y XVII (Nelson, 1986; Oldstone,
2002).

1.2.2 El ciclo de vida del vector.
El desarrollo del mosquito Ae. aegypti comprende huevo, cuatro estadios
larvales, uno de pupa y adulto (figura 1), la duracion del desarrollo larval

esta en funcion de la temperatura, la disponibilidad de alimento y la
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densidad de larvas en el criadero, el periodo desde la eclosion hasta la
fase adulta es de entre 10 a 16 dias (Nelson, 1986; Méndez et al., 1996;
Thirion, 2010). La funcidbn més importante del adulto de Ae. aegypti es la
reproduccion (Nelson, 1986). Antes de 24 horas ambos sexos estan listos
para el apareamiento (Kettle, 1993). En el laboratorio los mosquitos
adultos de Ae. aegypti viven durante meses, en condiciones naturales

hasta 4 semanas (Joy et al., 2012).

El mosquito Adulto: es oscuro con bandas blancas basales en los
segmentos tarsales, las escamas blancas del clipeo y las de los palpos se
conservan permitiendo la identificacion de la especie. El macho se
distingue de la hembra por sus antenas plumosas y palpos mas largos
(Nelson, 1986).

El cuerpo del adulto es pequeiio, menor de 5 mm de longitud, antenas con
numerosos artejos, alas delgadas con venas en diferente proporcion
ornamentadas por escamas; la proboscis de la hembra esta adaptada
para alimentarse de sangre. Tienen definida la regién cefélica, toracica y
abdominal, y poseen exoesqueleto de quitina (Martinez, 1987).

12
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Figura 1.- Ciclo de vida del mosquito Ae. aegypti (Tomado y modificado de
Coon et al., 2014). El mosquito hembra adulto deposita los huevecillos en
un deposito acuatico, éstos huevecillos eclosionan en una larva que se
alimenta y crece durante 4 estadios, hasta llegar al estadio de pupa, ésta
pupa realiza la metamorfosis y se convierte en un mosquito adulto que

sale del medio acuatico y se aparea, con lo que se inicia el ciclo.

Por lo general, el intervalo de tiempo que transcurre entre la alimentacion
sanguinea y la oviposicion (ciclo gonotréfico) es de 48 horas. La hembra
de Ae. aegypti no se desplaza mas alla de 5,000 metros de distancia de
radio de vuelo en toda su vida, permanece fisicamente en donde emergio,
siempre y cuando no haya algun factor que la perturbe o no disponga de

huéspedes, sitios de reposo y de postura (Nelson, 1986; Kettle, 1993).
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1.2.3 Importancia como vector del dengue.

La biologia y la capacidad genética del mosquito es determinante en la
competencia vectorial, entre los factores intrinsecos que influyen en la
infeccion, multiplicacion, diseminacion y transmision de los arbovirus,
sobresalen los factores genéticos que permiten la susceptibilidad y
habilidad de cada especie de mosquito a infectarse y transmitir al virus
(Vazellle et al., 2001; Black et al., 2002). Las poblaciones de mosquitos y
virus son genéticamente cambiantes, la susceptibilidad a infeccion oral y
parenteral es diferente entre cepas de mosquitos de areas geograficas
distintas, las cepas africanas de Ae. aegypti son mas resistentes a la
infeccion oral, también hay diferentes mutantes con cambios en su
morfologia, habitos alimenticios, de reproduccion y resistencia a
insecticidas. (Hardy, 1988; Secretaria de Salud, México 1993; Black et al.,
2002; McAllister et al., 2012). Ademas, la temperatura ambiental influye en
el desarrollo de Ae. aegypti y con ello se afecta la competencia y eficacia
vectorial (Estallo et al., 2015)

Para que ocurra la transmision, el huésped vertebrado necesita desarrollar
una viremia que permita la infeccion del vector artropodo (Joy et al., 2012).
Después de ingerir sangre infectada con DENV, los titulos del virus en el
artropodo disminuyen, esta fase de eclipse dura de uno a cuatro dias
dependiendo de la dosis ingerida, de la especie de mosquito y la
temperatura ambiente. La fase de eclipse posiblemente ocurre al
recubrirse el virus durante la infeccion de las células epiteliales del
mesenteron, por inactivacion debida a las enzimas digestivas, por la
oclusion de la membrana peritréfica, por carencia de receptores en las
microvellosidades de la membrana o porque el virus es excretado.
Posterior a esta fase viene una rapida replicacion viral con efectos
patoldgicos tolerantes, ocurrida la multiplicacion en las células epiteliales
mesenterales y la introduccién del virus en el hemocele, pasa el umbral de

la infeccidén y la barrera mesenteral (Secretaria de Salud, México 1993). La
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diseminacion del virus en la hemolinfa facilita la infeccioén y multiplicacion

del virus en las células de las glandulas salivales (Salazar et al., 2007).

El DENV al entrar al aparato digestivo del mosquito invade el epitelio del
intestino medio (Midgut), estableciendo la infeccion y replicacion del
DENV, después este virus pasa al hemocele y de alli se da la invasion del
DENV en las glandulas salivales (Black et al., 2002). Para que se logre la
propagacion del DENV en el mosquito, éste debe cruzar la barrera de
infeccion del intestino medio (MIB), la cual incluye unién del DENV a su
receptor celular, desencapsidacion y traduccion del RNA viral,
posteriormente el DENV debe pasar la barrera de escape del intestino
medio (MEB) la cual incluye la restriccion del DENV a salir del intestino
medio y pasar al hemocele, este bloqueo se presenta a nivel de la lamina
basal o en el proceso de maduracion viral (Black et al., 2002; Caicedo et
al., 2018). Una vez que el DENV pasa la MEB puede pasar a glandulas
salivales (Chen et al., 1993) y alli debe eludir la barrera de infeccion en
glandulas salivales (SGIB) (Black et al., 2002).

Existen diferentes cepas de mosquitos Ae. aegypti que tienen diferente
susceptibilidad a la infeccion por el DENV, por ejemplo la cepa DS3
carece de MIB y MEB, lo que la convierte en una cepa vector del DENV en
un 95-100%, otro ejemplo es la cepa DMEB la cual tiene MEB y es
infectada en células epiteliales del intestino medio, pero solo el 27 %
desarrolla una infeccion diseminada (Bennett et al., 2005) otro ejemplo es
la cepa IBO-II que es refractaria a la infeccion por tener MIB (Bosio et al.,
1998; Caicedo et al., 2018).

El mosquito Ae. albopictus es considerado un vector secundario a pesar
de ser mas susceptible a la infeccion via oral por los cuatro serotipos del
dengue (Ibafiez & Martinez, 1994; Vazeille et al., 2001) y de estar mejor
dotado para la transmision transovarica o hereditaria y transestadial de los
4 serotipos del virus en la naturaleza, lo que lo convierte también en

reservorio importante de la enfermedad, su frecuencia es de 2 a 14 % de
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los mosquitos analizados (Hunter et al., 1973; Rosen, 1983; Lee & Rohani,
2005) es el responsable de los principales brotes de dengue ocurridos en

Asia, con antecedentes de transmision en Hawai (Pratt & Moore, 1993).

1.3 Definicién de la enfermedad por el virus del dengue.

El dengue es una enfermedad virica febril aguda, caracterizada por
comienzo repentino, fiebre de tres a cinco dias de duracion, cefalea
intensa, dolores retroorbitales, articulares y musculares, anorexia,
alteraciones gastrointestinales y eritema generalizado temprano (WHO,
2009). En la fase febril pueden aparecer fenbmenos hemorragicos de
poca intensidad, como petequias. La recuperacion puede acompafarse de
fatiga y depresion duradera. Es frecuente la linfadenopatia y la leucopenia
con linfocitosis relativa, con menor frecuencia se observa trombocitopenia
con menos de 100 mil plaquetas por mm?, e incremento de transaminasas.
Las epidemias tienen caracter explosivo, con tasa de letalidad muy baja
menor al 1% (Benenson, 1992, Secretaria de Salud, México, 2020). Los
signos y sintomas adicionales son tos, diarrea, nausea y vomito, que lo
hacen confundible con padecimientos gastrointestinales o respiratorios
(Gomez & Rodriguez, 1994).

1.3.1 Dengue en México.

La historia reciente del dengue en México se inicia en 1966-1967 con la
reintroduccion del vector que favorece la circulacion del DENV-1, su pico
de actividad habia sido en 1980, desde entonces la incidencia mostraba
un descenso. El serotipo DENV-1 muy probablemente ha estado presente
en todas las regiones del pais en donde ha ocurrido este padecimiento. En
1983 son identificados los serotipos DENV-2 y DENV-4 (Narro & Gomez,
1995). La dispersién geogréfica del vector ha aumentado, el nimero de
localidades con transmisién en el 2009 es de 31 estados que han

reportado ocurrencia de casos autoctonos (Thirion, 2010).

El reporte del primer caso de dengue hemorragico en México ocurrié en un

brote causado por DENV-4 en el estado de Yucatan en 1984, en el que se
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reportaron seis casos hemorragicos, de los cuales cuatro fallecieron
(Montesano & Ruiz, 1995). En la figura 2 se pueden observar el nUmero

de casos de dengue presentados en México hasta Abril de 2020.

1.3.2 Mecanismo de transmision.

La transmision es por la picadura de mosquitos infectados Ae. aegypti 0
Ae. albopictus, principalmente (Nelson, 1986; Lee & Rohani., 2005;
Kamgang, et al., 2019), la transmision no ocurre directamente de una
persona a otra, los enfermos suelen transmitir el virus a los mosquitos
desde el cuarto hasta el doceavo dia de la infeccion (Martinez, 2008), el
mosquito se vuelve infectante de ocho a doce dias después de haberse
alimentado con sangre de individuos con viremias elevadas y continuara

infectante durante toda su vida (Gubler, 1998; Novelo et al., 2019).

1.3.3 Estabilidad del RNA gendmico.

El mapeo de ARN ha mostrado de 50 a 75% de variacion en la
composicién de los oligonucledtidos en el serotipo DENV-1 del Sudeste
Asiatico, Africa y el Caribe, el genoma de este mismo serotipo es inestable
en funcién del tiempo, la homologia de la cepa DENV-2 Jamaica
disminuy6 al 86% al analizarla cuatro afios después, y la homologia de las
cepas Nigeria bajo al 79% en un intervalo de 10 afios. El serotipo DENV-2
del Caribe comparte de 80 a 90% de sus oligonucle6tidos con los aislados
en el Sudeste Asiatico. Los serotipos DENV-4 aislados en la epidemia del
Caribe en 1981-1982 resultaron diferentes a los de Filipinas, pero muy
relacionados a los del Pacifico Sur y las Islas Niue (Secretaria de Salud,
México; 1993; Thirién, 2010; Dwivedi et al., 2017)

1.3.4 Inmunidad
Los 4 serotipos de DENV tienen afinidad por las células mononucleares, a
mayor numero de células infectadas menor duracion del periodo de

incubacion con aumento de la severidad de la infeccién (Blacksell, 2012).
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Los anticuerpos de las infecciones primarias son IgM que actian contra
los determinantes antigénicos especificos del virus. Las infecciones
secundarias producen anticuerpos IgG contra los antigenos del grupo
Flavivirus (Chien et al., 2010). Los complejos formados por IgG1 e IgG3
son las subclases que mas se producen en infecciones virales, activan al
complemento en su componente C1 uniéndose a los receptores Fc de
monocitos y macrofagos. El complejo antigeno - anticuerpo que se forma
en la infeccion secundaria facilita la invasion de otras células
mononucleares. Los monocitos son el blanco del mecanismo inmune que
al ser atacados liberan mediadores quimicos que aumentan la
permeabilidad capilar, activan al complemento y liberan tromboplastina,
gue en conjunto causan cambios fisiopatoldgicos caracteristicos del
dengue grave. Las defunciones se deben a los cambios fisiol6gicos que
ocasionan el aumento de la permeabilidad capilar y la inflamacion
(Secretaria de Salud, México 1993; Murphy & Whitehead, 2011; Flipse &
Smit, 2015).

En las infecciones por el virus del dengue se ha hallado elevada
produccion de interleuguina 2 y gammainterferén, evidencia de activacion
de linfocitos T. La inmunopatologia de este padecimiento esta relacionada
con respuestas de células T, la activacion de estos linfocitos ocurre en
pacientes con dengue, pero en los casos de dengue grave los niveles de

activacion son superiores (Thirién, 2010).

En los pacientes con dengue severo se han encontrado anticuerpos de
reaccion cruzada contra el plasminégeno, que podria causar o favorecer
las hemorragias, por tratarse de anticuerpos contra la glicoproteina E de la
envoltura viral. La secuencia de los aminoacidos de esta proteina revel6
grandes similitudes con una familia de factores de la coagulacion, que
incluyen la urokinasa, el factor X, la protrombina, el plasminégeno y su
activador. Estos factores participan en la generacion de fibrina o en la
fibrindlisis (Markoff et al., 1994).
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1.3.5 Diagnéstico

Las técnicas inmunoldgicas auxiliares en el diagnostico son las pruebas de
inhibicion de la hemaglutinacion, fijacion del complemento, neutralizacion,
técnica de ELISA (Kuno et al., 1991) y captacion de anticuerpos IgG e
IgM. El virus se aisla de la sangre y se inocula en células de mosquitos
por técnicas de cultivo celular (Ae. aegypti, Ae. albopictus, mono,
hamster), ratones u otros vertebrados, después se identifica con
anticuerpos monoclonales con especificidad de serotipo (Benenson,
1992). Los niveles de DENV en plasma se pueden determinar por el
ensayo rt-PCR cuantitativa (Duong et al., 2011); por RT-PCR y
recientemente se hizo en suero sanguineo y en mosquitos infectados
mediante una técnica de microarreglo (Diaz et al., 2014; Adirajlyer et al.,
2014)

El tratamiento especifico del choque hipovolémico, que es resultado de la
pérdida de plasma por un incremento repentino de la permeabilidad
vascular, suele mejorar con la oxigenoterapia y reposicion rapida de una
solucion de liquidos y electrolitos (Benenson, 1997). El ritmo de
administracion de liquidos y plasma debe determinarse segun las perdidas
medidas, la transfusion de sangre esta indicada solamente cuando una
hemorragia intensa ocasiona un descenso real del indice hematocrito
(WHO, 2015; Lum et al., 2015).

1.3.6 Magnitud del problema

Casos registrados con dengue en México durante el periodo 1941 — 2020
(Figura 2 y tabla 2). A partir de 1978-1979 se inicia la historia reciente del
dengue en México, registrandose un total de 958,458 casos hasta Mayo
de 2020, estos datos muestran tendencia continua a la alza consistente en
los dltimos afios. Figura 2. Con un promedio anual de 23, 922 casos por
afio (Thirion, 2010; Secretaria de Salud 2020).
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Figura 2.- Casos de dengue, en México 1941 — 2020. Se muestran los
casos del dengue en México durante los ultimos 80 afios, en la cual se
observa en los ultimos afios una tendencia a la alza en el nUmero de

pacientes. Fuente: Secretaria de Salud 2020; Thirion, 2010).

Tabla 2. Se observa el nimero de paciente con dengue, por afio para

México.
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1.4 Union del DENV al receptor celular.

La interaccion entre el virus por sus células blanco depende de la
interaccion entre las proteinas virales y los componentes de la membrana
plasmatica, otro factor importante es la concentracion de virus en la
superficie celular, ya que al tener una mayor concentracion del virus es
mas probable la unién del virus a su célula blanco (Grove & Marsh, 2011).
La susceptibilidad de los tejidos del hospedero al virus depende de la
abundancia y distribucion de los receptores virales, por ello el
conocimiento de los receptores podria permitir desarrollar farmacos
antivirales. Debido a la amplia investigacion que se ha llevado para el
DENV se han reportado diferentes receptores especificos para este virus
(Hidari & Suzuki, 2011; Cruz et al., 2015). Asi mismo se han descrito
muchos receptores putativos o proteinas sin su identificacion como
receptores putativos al DENV tanto en células de mamiferos Tabla 3,

como en células de mosquito tabla 4 (Cruz et al., 2015).

1.4.1 Receptores putativos en células de mamiferos.

Entre los receptores se ha propuesto a los glicoaminoglicanos (GAG) que
se producen como proteoglicanos con moléculas de heparan sulfato (HS),
los cuales son polisacéaridos lineales en todos los tejidos animales
presente en la superficie celular, se ha observado que el pretratamiento
con heparina, heparan sulfato altamente sulfatado (10 moléculas de HS) o
suramina, se disminuye la infeccién del DENV en células Vero (Chen et
al., 1997). Se ha demostrado por mutagénesis sitio dirigida que al cambiar
la secuencia que codifica para la lisina 291 y lisina 295 del Dominio Il de
la Proteina E, la union a HS se ve disminuida (Watterson et al., 2012),
pero la unién del Dominio Il a células mutantes carentes de HS se ve
débilmente afectada lo que sugiere que hay otro u otros receptores para el
DENV (Hung et al., 2004).

Ademas de los GAGs, los glicoesfingolipidos podrian mediar la entrada del

DENV a células de mosquito AP-61 (Aedes pseudoscutellaris), el
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compuesto L-3 (GIcNAcB1-3ManB1-4GlcB1-1°Cer) fue identificado como
molécula de union a DENV-2 y el compuesto nLc4Cer (GalB1-4GIcNAcB1-
3GalB1-4GlIcp1-1’Cer) de células LLC-MK2 (células de rifidbn de mono
rhesus) se une a DENV-2 (Wichit et al., 2011).

Otro proteina que se ha propuesto como receptor a DENV es el DC-SIGN
(molécula no integrina de adhesion intracelular de células dendriticas),
esta es receptor de lectina presente en células dendriticas y macrofagos,
Su propuesta como receptor se debe a que células dendriticas (CD)
tratadas con anti-DC-SIGN reducen la infeccion por DENV comparadas
con las CD no tratadas, ademas la expresién transgénica de DC-SIGN en
células que no expresan DC-SIGN de manera natural hace susceptibles a

estas células a la infeccién por DENV (Tassaneetrithep et al., 2003).

En monocitos y macréfagos el receptor a Lipopolisacéaridos (LPS) también
llamado CD14, ha sido asociado con la union del DENV a su célula
blanco, debido a que al afiadir LPS al medio e infectar con el DENV se
inhibid la replicacion del virus, lo que sugiere que el DENV depende del
complejo CD14-LPS (Chen et al., 1999). Otra explicacion a lo observado
con el CD14 surgi6 cuando las proteinas HSP70 y HSP9O0 fueron
identificadas como ligandos a la proteina E, si HSP70 y HSP90 son
receptores de LPS y tratamos a las células con LPS los receptores
HSP70, HSP90 no estan disponibles para en DENV y se previene la
replicacion del virus (Reyes & del Angel, 2005).

El receptor a manosa (RM) se ha identificado como posible receptor del
DENV en macroéfagos, ya que cuando se tratan con anti-RM se bloguea la
infeccion (Miller et al., 2008).

La proteina regulada por glucosa (GRP78) es una chaperona del reticulo
endoplasmatico y se localiza en la superficie celular, esta fue identificada

como posible receptor del DENV, debido a que en células HepG2 se
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reduce la infeccion al tratarlas con anti-GRP78 (Jindadamrongwech et al.,
2004).

El receptor de alta afinidad a laminina es especifico de unién a DENV-1,
ya que al tratar las células HepG2 con anti-receptor de laminina o con
laminina soluble se inhibe la union del DENV, mientras que la union de los
DENV-2, DENV-3 y DENV-4 no se inhibe al tratar las células HepG2 con

anti-receptor a laminina o con laminina soluble (Thepparit & Smith, 2004).

Los receptores TIM y TAM de células de mamiferos estan encargados de
mediar la remocion de células apoptoéticas y de la fagocitosis mediada por
fosfatidilserina y sabiendo que la endocitosis puede ocurrir con interaccion
de la fosfatidilserina se estudio la interaccion entre los receptores TIM y
TAM con el DENV, encontrdndose que al interferir los RNA mensajeros de
TIM y TAM o bloquear los receptores con anticuerpos especificos la union
del DENV es disminuida, proponiéndose asi a los receptores TIM y TAM

como posibles receptores del DENV (Meertens et al., 2012).

La proteina Claudina-1 es el principal componente estructural de la

uniones estrechas y su expresion es sobreregulada en estadios tempranos
de la infeccién con DENV en células Huh-7, la cual podria facilitar la unién
del virus a su célula blanco. En células Huh-7 knock-down para la proteina

Claudina-1 se atenua la propagacion del DENV (Gao et al., 2010)

Aungue se han descritos varias proteinas que modulan la entrada del
DENV a su célula blanco, todavia no se ha generalizado una proteina
receptor del DENV, quiza le entrada de este virus dependa de varias
proteinas para su internalizacion, es decir que requiera de un complejo
multipréteico, para el inicio de la infeccién o que exista mas de un receptor

para el DENV a sus células hospederas.

Ademas la via de internalizacion del DENV puede ser alterada
dependiendo de las células que se utilicen para la propagacion del virus;

por ejemplo DENV propagado en C6/36 al entrar en células Vero se
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internaliza sin endocitosis mediada por clatrinas, pero si el DENV es
propagado en células Vero y se infectan células Vero el DENV si utiliza la
endocitosis mediada por clatrinas para su internalizacion (Acosta et al.,
2014).

Existe otro mecanismo de entrada del DENV a células de mamiferos
llamado Antibody Dependent Enhancement (ADE), el cual ocurre cuando
un anticuerpo no neutralizante a el DENV aumenta la infeccion de células
gue expresan los receptores Fcy, ya que facilita la entrada de virus no
neutralizado, este fendmeno ha sido hipotetizado como el responsable de
la forma severa del dengue, el cual genera fiebre hemorragica por dengue
o sindrome de choque por dengue (Halstead & O’rourke, 1977; De Alwis et
al., 2014; Katzelnick et al., 2017). En un estudio realizado en células COS-
7 se cambio la estructura del dominio de activacion ITAM en posicion
citoplasmatica y se observé que la infeccién por dengue era menor
comparado con el dominio ITAM sin mutagenizar, lo que sugiere que los
receptores Fcy-RIIA aumentan la infeccion producida por el DENV (Chien
et al., 2010).

Moreno, et al., 2002, identific6 en macrofagos derivados de monocitos 4
proteinas de membrana como posibles receptores al DENV-2, estas
proteinas tienen masas moleculares de 27, 45, 67 y 87 kDa, los ensayos
se realizaron por medio de Cromatografia de afinidad,
inmunofluorescencia, western blot y VOPBA.

A continuacion se agrega una tabla (Tabla 3) con los receptores putativos
al DENV descritos para células de mamiferos, esta tabla incluye el nombre
de la molécula que actia como receptor, el tipo de molécula, el tipo de
célula en el cual se esta caracterizando a este receptor, el tipo de serotipo
gue fue inhibido y la referencia bibliogréfica. (Tabla tomada de Cruz et al.,
2015).
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1.4.2 Receptores putativos en células de mosquitos.

La proteina prohibitina fue identificada por espectrometria de masas como
un receptor putativo al DENV en células C6/36, CCL25 (linea celular de
Ae. aegypti) y en Ae. aegypti en su fase adulta, la infeccién por DENV se
inhibio al tratar a las células C6/36 con anti-Prohibitina o con RNA de
interferencia (SIRNA) para el RNA mensajero (mMRNA) de prohibitina
(Kuadkitkan et al ., 2010). Esta proteina actia como chaperona en la
membrana mitocondrial y se ha asociado con la regulacion del ciclo
celular, ya que colocaliza en el nucleo interactuando con retinoblastoma e
histonas deacetilasas (Nijtmans et al., 2000; Gamble et al., 2007).

Dos glicoproteinas de 40 y 45 kDa se unen a DENV-4 en células C6/36, y
al generar anticuerpos policlonales contra estas 2 glicoproteinas y tratar
células C6/36 con estos anticuerpos antes de infectarlas se previene la
union DENV-4 a células C6/36, estas glicoproteinas de 40 y 45 kDa se
reconocieron en intestino medio, ovario y glandulas salivales de mosquito
Ae. aegypti (Mendoza et al., 2002).

Ademas una proteina de 50 kDa fue revelada en un ensayo VOPBA
utilizando proteinas de células C6/36, esta proteina también fue
reconocida por el anticuerpo anti-receptor de laminina de alta afinidad,
este anticuerpo inhibio la proliferacion de DENV-3 y DENV-4 en células
C6/36, pero no inhibe la proliferacion de DENV-1 o DENV-2 en estas
mismas células (Sakoonwatanyoo et al., 2006).

En glandulas salivales de Ae. aegypti se identificaron 4 proteinas de 37,
54,58 y 77 kDa, mediante la técnica de VOPBA, utilizando la misma
técnica se identificaron 5 proteinas de 48, 50, 54, 58 y 77 kDa a partir de
glandulas salivales de Ae. polynesiensis (Cao, 2009).

Ademas 2 proteinas de 67 kDa (R67) y 80 kDa (R80) de células C6/36 se
unieron a los 4 serotipos del DENV, estas proteinas fueron purificadas por
cromatografia de afinidad, en la cual se pasaron extractos proteicos de
intestino medio de Ae, aegypti y de células C6/36, posteriormente se

generaron anticuerpos para estas proteinas, con los cuales se realizaron
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ensayos de inhibicidn de la infeccion realizados con DENV-2, el resultado
fue que si se inhibio la propagacion del DENV-2 por los anticuerpos anti-
R67 o anti-R80 (Mercado et al., 2006).

Posteriormente se realizo la identificacion de estas proteinas por
Espectrometria de masas y los resultados obtenidos sugieren que
caderina, el factor de elongacién de la traduccién EF-1 alfa/Tu, la cinasa
del receptor beta adrenérgico y enolasa se unen Dominio Il del DENV y
podrian ser el receptor al DENV (Mufioz et al., 2013).
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Tabla 3. Receptores putativos para el DENV en células de mamiferos.
(Tabla tomada de Cruz et al., 2015).

Molecule Type Cells Serotype Reference(s)
Heparan sulfate GAG Vero DENV 2 Chen et al. (1997)
CHOK1
nLe4Cer (Galp1-4GlcNAcs1-| Glyco- K562 DENV 2 Aoki et al. (2006)
3Galp1-4Glkcp1-1'Cer) sphingolipid BHK-21 Wichit et al. (2011)
DC-SIGN C-type lectin | THP-1 DENV1,2,3and4 | Navarro-Sanchez et al. (2003)
Monocyte-derived dendritic cells Tassaneetrithep et al. (2003)
CD14 Protein Monocytes/macrophages DENV 2 Chen et al. (1999)
HSP90 Protein U937 DENV 2 Chen et al. (1999)
HSP70 SK-SY-5Y Reyes-Del Valle et al. (2005)
Monocyte-derived macrophages
Mannose receptor Protein NIH3T3 DENV 1,2, 3and 4 | Miller et al. (2008)
Monocytes
Macrophages
GRP78 Protein HepG2 DENV 2 Jindadamrongwech
et al_ (2004)
Upanan et al. (2008)
High-affinity laminin Protein HepG2 DENV1,2and 3 Thepparit and Smith (2004)
receptor PS Clone D Tio et al. (2005)
TIM-1 Protein ASA9 DENVZ2and 3 Meertens et al. (2012)
Huh7 5.1
Vero
AXL Protein ASA9 DENV2 and/ Meertens et al. (2012)
Vero or DENV3
Human primary kidney
epithelial cells
Human primary astrocytes
Claudin-1 Protein Huh.7 DENV 2 Gao et al. (2010)
Huh 75
65kDa Protein NIE-115 DENV-2 Ramos-Castaneda
SK-NSH etal (1997)
44 and 74 kDa Protein Vero DENV-4 Martinez-Barragan
and del Angel (2001)
29,34 and 43 kDa Unknown ECV304 DENV-2 Wei et al. (2003)
Diverse Protein HepG2 DENV 2, 3and 4 Jindadamrongwech
and Smith (2004)
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A continuacion se agrega una tabla (Tabla 4) con los receptores putativos

al DENV descritos para células de mosquitos, esta tabla incluye el nombre

de la molécula que actia como receptor, el tipo de molécula, el tipo de

célula en el cual se esta caracterizando a este receptor, el tipo de serotipo

que fue inhibido y la referencia bibliografica. (Tabla 4. Tomada de Cruz et

al., 2015).

Tabla 4. Receptores putativos para el DENV en células de mosquitos.
(Tabla tomada de (Cruz et al., 2015).

Molecule

Type

Prohibitin Protein

40 and 45 kDa Glycoprotein

50 kDa Protein

67 (enolase) and Protein

80 kDa

77,58, 54 and 37 kDa | Unknown

67, 56, 54, S0 and Unknown

48 kDa

Cells and tissues

C6/36
CCL-125

C6/36 cells
Diverse mosquito tissues

C6/36
A. aegypti midguts

A. aegypti salivary glands

A. polynesiensis salivary
glands

Serotype

DENV 2

DENV 4

DENV 2,3and 4

DENV 1,2,3and 4

DENV 1,2,3and 4

DENV1and 4

Reference(s)

Kuadkitkan et al. (2010)

Salas-Benito and del Angel (1997)
Reyes-del Valle and del Angel (2004)
Sakoonwatanyoo et al, (2006)
Munoz et al. (1998)

Mercado-Curiel et al. (2006)

Mercado-Curiel et al. (2008)
Munoz Mde et al. (2013)

Cao-Lormeau (2009)

Cao-Lormeau (2009)

Debido a que no existen antivirales para el DENV (Flipse et al., 2015) y

gue no hay una vacuna totalmente efectiva contra los 4 serotipos del

DENV (Stephen, 2014) el tratamiento para dengue es solo de apoyo, a

base de reposo y rehidratacion (WHO, 2009), por ello, los esfuerzos para

frenar la transmision del DENV se basan en la eliminacion del vector

utilizando agentes quimicos, biolégicos y en la destruccion de criaderos

(WHO, 2009). Ademas, se estéa realizando la adaptacion de la bacteria

endosimbionte Wolbachia de Drosophila en Ae. aegypti, la cual reduce el
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tiempo de vida del mosquito y bloquea la transmision del DENV (Walker et
al., 2011; Hoffman et al., 2011), ademas se han generado mosquitos Ae.
aegypti genéticamente modificados (OX513A), los cuales llevan un gene
dominante letal que se expresa en ausencia de tetraciclina, la liberacion
de mosquitos OX513A machos al ambiente favorecera el apareamiento
con mosquitos silvestres Ae. aegypti hembras lo que producira
descendencia que morira por la falta de tetraciclina en el medio (Harris et
al., 2011).

Debido a que en nuestro equipo de trabajo Mufioz et al., 1998
demostraron que DENV-2 interactta con 2 polipeptidos de 67 y 80 kDa vy
gue posteriormente Mufioz et al., en 2013, identificaron a enolasa
mediante cromatografia de afinidad y espectrometria de masas, como
una proteina de union a DENV, nos dimos a la tarea de realizar una
revision de las funciones que se han investigado para enolasa y con base
a los articulos cientificos encontrados se decidi6 investigar el papel que
tiene enolasa como posible receptor a el DENV.

1.4.3 Funciones descritas para la proteina Enolasa.

Enolasa o fosfopiruvato hidratasa, fue descubierta en 1934 por Lohmann y
Mayerhof, es una proteina que en citoplasma tiene actividad enzimatica en
el metabolismo de la glucosa, ésta cataliza la deshidratacién de 2-
fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato durante la glucolisis o la reaccion inversa
durante la gluconeogénesis. (Zhang et al., 1997; Pancholi, 2001), su masa
molecular es alrededor de los 50 kDa, es una metaloenzima que requiere

del ion magnesio (Mg2+) para su activacion (Diaz et al., 2012).

Esta proteina es encontrada desde arqueobacterias hasta mamiferos y su
secuencia es conservada (Feo et al., 2000; Piast, 2005). Enolasa tiene 3

isoformas: a-enolasa (ENO-1), la cual se encuentra en todos los tejidos en
humanos, y-enolasa (ENO-2), que solo se ha descrito en tejido neuronal y
neuroendocrino (Marangos et al., 1978) y B-enolasa (ENO-3), encontrada

en tejido muscular (Feo et al., 1995), la formacion de homodimeros o
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heterodimeros se requiere para la actividad enzimatica de esta proteina
(Kato et al., 1983).

Enolasa es un factor neurotrofico (Takei et al., 1991), una proteina de
choche térmico (HSP48) (Lida & Yahara, 1985), proteina de estrés a
hipoxia (Aaronson et al., 1995) Ademas, a-enolasa forma parte del
cristalino de los vertebrados (Mathur et al., 1992), se une a actina, a
tubulina (Walsh et al., 1989) y ha sido localizada en centrosomas de
células HelLa (Johnstone, 1992).

Enolasa ha sido asociada a cancer ya que, la traduccién del mRNA es
sobreexpresado durante el crecimiento celular y es practicamente
indetectable en fases quiescentes, ésta proteina regula negativamente la
transcripcion de protooncogenes, por usar un codon de inicio alternativo,
con esto el MRNA de la enolasa codifica para una proteina de 37 kDa la
cual es llamada proteina-1 de unién al promotor de c-myc (MBP-1), que se
localiza en el nacleo y puede unirse al promotor P2 de c-myc, asi regula
su transcripcion de manera negativa (Feo et al., 2000). El incremento de la
expresion de enolasa se ha correlacionado con la progresiéon de tumores,
de tipo neuroblastoma y ha sido considerada marcador en el diagnéstico
de muchos tipos de tumores (Eriksson, 2000; Diaz et al., 2012). Ademas
es considerada como una proteina multifuncional o moonlighting (Figura
3).
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Figura 3.- Actividades especificas de enolasa. Se describe la presencia
de enolasa en diferentes compartimientos celulares y su contribucion en

procesos fisioldgicos y patolégicos. Tomada de Didisova et al., 2019.

Se ha reportado que enolasa se expresa en la superficie celular de
miocitos en diferenciacion y que la inhibicion de la union de ENO-1 con
plasmindgeno bloquea la fusion de los miocitos y la regeneracion muscular
en ratones, lo que sugiere que ENO-1 tiene una funcion en el proceso de
remodelamiento extracelular en la miogénesis (Suelves et al., 2007; Bryer
& Koh, 2007). Por otro lado, la expresion de ENO-1 en la superficie celular

ha sido asociado con fiebre reumatica aguda (Fontan et al., 2000).

ENO-1 ha sido detectada en la superficie de diferentes células, tales como
monocitos, células T, células B, células neuronales y células endoteliales,
como un fuerte receptor a plasminogeno modulando la actividad
fibrinolitica pericelular (Miles et al., 1991; Vanegas et al., 2007; Vega et al.,
2013; Sawney et al., 2015). ENO-1 aumenta la activacion de

plasminégeno en la superficie celular, concentra la actividad proteolitica en
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la periferia celular y protege a la plasmina de su inhibidor a2-antiplasmina
(Feo et al., 2000), una vez activada la plasmina degrada componentes de
la matriz extracelular, directamente o indirectamente por activacion de
metaloproteasas (Diaz et al., 2012). ENO-1 también puede activar
prohormonas o factores de crecimiento (Figura 4. Tomada de Diaz et al.,
2012).

La enolasa esta generalmente conservada en sus residuos cataliticos en
todas las especies, sin embargo existen diferencias importantes entre la
enolasa de tripanosoma y su hospedero, en tres residuos cercanos al sitio
catalitico, lo cual puede resultar en un blanco para disefar drogas contra

este patdgeno (Avilan et al., 2011).

Se ha observado en células HepG2 que los patrones de secrecion de
ENO-1 se incrementan cuando estas se infectan con DENV, este aumento
es dosis dependiente (Higa et al., 2008), puesto que ENO-1 se une a
plasminégeno y modula su activacion, se ha especulado que el incremento
de la secrecion de ENO-1 de células hepéticas podria llevar a la disfuncion
homeostatica observada en pacientes con dengue grave, incluyendo la
promocién de fibrindlisis y alteraciones en la permeabilidad vascular
(Higa et al., 2014).
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Figura 4.- Representacion esquematica de la interaccion del
plasminogeno con la proteina a-enolasa en la superficie celular.
Abreviaciones. PLG, plasminogeno; Pli, plasmina; a2-AP, a2-antiplasmina;
uPA, activador de plasminégeno tipo urocinasa; uPAR, receptor del
activador de plasminogeno tipo urocinasa; ECM, matriz extracelular;
MMPs, metaloproteasas; GF, factor de crecimiento. (Tomada de Diaz et
al., 2012).

1.5 Antecedentes Directos

Mufioz et al., 1998 demostraron que el virus del dengue serotipo 2 (DENV-
2) interactda con 2 polipéptidos de 67 y 80 kDa y que anticuerpos
policlonales anti-membrana de células C6/36 bloquean la union del DENV-
2 a células C6/36, estos resultados sugieren que los polipéptidos de 67 y
80 kDa son parte de los receptores al DENV-2. En el 2006 Mercado et al.,
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realizaron un ensayo de VOPBA y cromatografia de afinidad con proteinas
de células C6/36 e intestino medio de Ae. aegypti y al revelar con DENV-2
marcados con radioactividad identificaron 2 proteinas de 67 y 80 kDa
(llamadas R67 y R80). Asimismo anticuerpos especificos por las proteinas
R67 y R80, inhibieron la infeccion del DENV-2. Adema4s, estas 2 proteinas
fueron reveladas al utilizar particulas virales radioetiquetadas de los otros
3 serotipos (DENV-1, DENV-3y DENV-4), por lo que ellos sugieren que
R67 y R80 son receptores de los 4 serotipos de dengue en células de

intestino medio de mosquitos A. aegypti y de células C6/36.

Mercado et al., en 2008 concluyeron que las proteinas R67 y R80, estan
relacionadas con la competencia del vector del virus del dengue en

mosquitos Ae. aegypti.

Finalmente Mufioz et al., en 2013, identificaron posibles receptores al
DENV en midguts de mosquitos y de células C6/36, purificados por
cromatografia de afinidad utilizando el dominio Il de la proteina E del
DENV-2 o particulas virales de DENV unidos covalentemente a columnas
de Sepharosa 4B.

Para determinar la identidad de estas proteinas de 57, 67 y 80 kDa ellos
realizan espectrometria de masas, los resultados obtenidos mostraron 4
proteinas, la enolasa, la cinasa del receptor beta adrenérgico (ARK-beta),
el factor de elongacion de la traduccion EF-1 alfa/tu y caderina, de los
cuales la enolasa ha sido reportada como una proteina de membrana y
receptor de plasminégeno en diferentes células eucariotas (Diaz et al.,
2012).

Por ello, nosotros blogueamos parcialmente la propagacién del DENV en
células C6/36 mediante anticuerpos especificos anti-enolasa, se identificd
la localizacidon en membrana de esta proteina en células de mosquito
Aedes albopictus y observamos colocalizacion de enolasa y el DENV a

nivel de la membrana celular. Adicionalmente modelamos in silico la unién
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de enolasa con la proteina E del DENV y realizamos la busqueda de

dominios transmembranales en enolasa.

Los resultados sugieren que DENV requiere a enolasa para su
propagacion, sin embargo este bloqueo de enolasa mediante anticuerpos
no es suficiente para bloquear la completa propagacion del DENV por lo
gue deben existir otros elementos celulares que compensen la carencia de
enolasa, por ello més estudios deberian ser llevados a cabo para poder
conocer las moléculas necesarias por el DENV para el reconocimiento y
unién de los receptores celulares, lo que podra permitir desarrollar
farmacos antivirales o generar mosquitos transgénicos que sean

refractarios a la propagacion del DENV.

1.6 Justificacion
Debido a que no existe una vacuna o tratamiento especifico contra DENV

es necesario conocer los elementos celulares del mosquito tales como; las
proteinas de union al virus y sus factores de internalizacion, para prevenir

la enfermedad desde el vector sin afectar la salud humana.

1.7 Hipotesis.
Los resultados obtenidos, por espectrometria de masas a partir de una

columna de afinidad utilizando el Dominio 11l de la proteina E del virus del
dengue, sugieren que la proteina enolasa podria estar participando
directamente en el reconocimiento o unién del dengue virus a células de

mosquitos del género Aedes.

1.8 Objetivo General
Identificar el papel de la enolasa en el reconocimiento y unién del DENV-2

a las células del midgut del mosquito Aedes aegypti y células C6/36.

1.9 Objetivos particulares.
e Evaluar la interaccion de Enolasa con el DENV

¢ Inhibir la unidn del DENV en células C6/36 mediante anticuerpos

anti-enolasa.
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¢ Identificar la localizacion de la enolasa en el midgut de mosquitos
Ae. aegypti y en células C6/36.

e Observar la colocalizacidon de la proteina E con enolasa por IMF

e Analizarin silico la interaccion de Enolasa con la Proteina E del
DENV.

e Localizar in silico los dominios transmembranales de la enolasa.

¢ Inhibir la unién del DENV en células C6/36 con plasmindgeno

e Realizar los ensayos de Co-IP utilizando enolasa y la proteina E
del DENV

e Clonary expresar el gene de la enolasa de la cepa DS3 (sensible)
en la cepa IBO-II (resistente) para incrementar la infeccién por
DENV

e Determinacion de elementos presentes en la unién del DENV a
células C6/36 mediante HRSEM

2.- Materiales y Métodos

2.1 Linea celular y cepa viral

La linea celular C6/36 fue crecida y mantenida bajo condiciones estandar
a 28 °C en medio MEM con 100u de penicilina, estreptomicina (100ug mi™;
Gibco), suplementada con L-glutamina 2mM (Gibco), aminoacidos no
esenciales 100mM (Gibco), piruvato de sodio (Gibco) y suero fetal bovino
(SFB) al 5% (Kuno et al., 1985). El DENV-2 (VER/MEXSO008A/06) utilizado
en los ensayos de este estudio fue tomado de una coleccion de DENVs de
sueros de pacientes (Gardella et al., 2008). Las cepas de referencia, que
sirvieron como control para la serotipificacion; DENV-1 (US/Hawaii),
DENV-2 (Jamaica) y DENV-3 (H87) fueron proporcionadas por la Dra.
Maria de Lourdes Mufioz Moreno
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2.2 Serotipificacion del DENV

El RNA viral fue extraido del sobrenadante de células C6/36 infectadas
con DENV, la extraccion se realizo con Trizol LS siguiendo las
recomendaciones del proveedor (Invitrogen, Life technologies), las cuales
fueron agregar 750 ul de Trizol LS a 250 ul de sobrenadante de células
infectadas y dejar por 5 minutos a 25 °C, adicionar 200 pl de cloroformo y
centrifugar a 12000 g por 10 minutos a 4°C, se lava dos veces el RNA con
etanol y se resuspende en agua DEPC, por ultimo, la muestra se

cuantifico en nanodrop y se utilizé6 inmediatamente.

2.3 Reverso transcripccion y reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion de rt-PCR se realizo utilizando el Sistema de RT-PCR
Platinum™ SuperScript™ Ill One-Step con ADN polimerasa Tag Platinum,
la mezcla de reaccién se preparé siguiendo las recomendaciones de €l
proveedor, utilizando 20 picogramos de cada primer, una unidad de
enzima, 25 ul del buffer 2X, 100 ng de RNA y se aforo a 50 pl con agua
DEPC, los primers utilizados fueron D1, D2, TS1, TS2, TS3y TS4
reportados por Lanciotti et al.,1992, los tiempos para la rt-PCR fueron 50
°C durante una hora, 4 minutos a 98 °C, 35 ciclos de 94°C un minuto,
52°C un minuto y 68 °C un minuto, la extension se dejé 5 minutos a 68°C y
se paso la mezcla a -20°C hasta que se observé en Un de agarosa al 1.5
%, solo el fragmento de 511 pb correspondiente a la muestra
VER/MEXSO008A/06 fue secuenciado utilizando el kit BigDye ™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing y la secuencia obtenida fue sometida a un BLATSn
utilizando el programa del National Center for Biotechnology Information,

con lo que se determing el serotipo del DENV.

2.4 Anticuerpos
Anticuerpos policlonales obtenidos de conejo anti enolasa (sc-15343) y
anticuerpos anti-actina alfa obtenidos de raton (sc-32251) fueron

proporcionados por Santa Cruz Biotechnology, anticuerpos monoclonales
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obtenidos de raton anti Proteina E del DENV (clona D1-4G2-4-15) fueron
proporcionados por Merck. Anticuerpos secundarios anti-conejo con
fosfatasa alcalina (111-055-003), anticuerpos secundarios anti-raton
fluoresceinados (115-095-003) y anticuerpos secundarios anti-conejo
rodaminado (111-025-003) fueron proporcionados por Jackson
ImmunoResearch. Anticuerpos policlonales obtenidos de conejo anti
proteina E del DENV (GTX127277) y anticuerpos secundarios anti-raton
con fosfatasa alcalina (GTX26729) fueron proporcionados por GeneTex.
Las concentraciones utilizadas para cada anticuerpo fueron determinadas

experimentalmente.

2.5 Cromatografia de afinidad

Particulas virales completas DENV-2 (6X10’ UFP/ml) se unieron
covalentemente a 1 g de Sefarosa 4B activada con bromuro de cian6geno
como recomienda el proveedor (Amersham Biosciences). A continuacion
se describe el método, se toma 1 g de Sefarosa 4B y se lava 3 veces con
agua miliQ, se resuspende en 1 mM de HCIl y se mezcla con el DENV-2 en
NaHCO30.1 M a pH 8.3 con NaCl 0.5 M a 4 °C durante toda la noche,
después se lava con NaHCO30.1M a pH 8.3 con NaCl 0.5 M, por ultimo
se realizan 3 ciclos alternados de lavado con acetato de sodio pH 4, 0.1 M
con NaCl 0.5 My TrisCl 0.1 M pH 8 con NaCl 0.5 M y la columna de
Sefarosa 4B acoplada a DENV-2 se mantuvo en azida de sodio al 0.002%
a 4°C hasta su uso.

Extracto de proteinas de células C6/36 se obtuvieron como describe
Mufioz et al., 2013) y 300 ug de proteina fueron aplicadas a la columna de
Sefarosa 4B-DENYV, los lavados se realizaron con Tris-Cl 0.05 M, NaCl 0.1
My Triton al 0.05% pH 7.5 y la elucion de las proteinas unidas a DENV se
realizé con glicina 0.1 M con Triton 0.05 % a pH 2.7, la proteina eluida fue
cuantificada por el método de Bradford (Bradford, 1976), concentrada por
precipitacion con acetona (Fic et al., 2010), separadas en un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE al 12% (Laemmli, 1970), tefildas con azul de

38




coomasie o transferidas en membranas de nitrocelulosa (Towbin, 1979), a
esta membrana se le aplicaron anticuerpos anti-enolasa 1/1000 durante
toda la noche a 4°C y anticuerpos secundarios anti-conejo 1/2000 durante
1 hora a 25°C y se revelo con el sustrato NBT/BCIP (Biorad). Como
control de carga se utiliza el anticuerpo anti-actina 1/1000.

2.6 Inhibicion de la infeccion e inmunoblot

Para la inhibicién de la infeccion 5X10° células C6/36 fueron crecidas en
placas de 12 pozos durante 24 horas en condiciones estandar; las células
se pasaron a 4°C en Medio MEM sin suero durante 30 minutos y se
incubaron a 4°C durante 1 hora con 4 ug/ml de anticuerpos especificos
anti-enolasa (sc-15343, Santa Cruz Biotechnology) o 4 ug/ml de
anticuerpos 4G2 (clona D1-4G2-4-15, Merck) o 4 ug/ml de anticuerpos
secundarios anti-conejo (111-055-003, Jackson ImmunoResearch) o sin
anticuerpos, posteriormente se retird el medio y las C6/36 se infectaron
con DENV-2 a MOI de 0.5 durante una hora a 4°C, después se retiro el
medio y se agregd medio MEM con 2.5% de SFB y se dejaron durante 24
horas. Transcurridas las 24 horas se extrajo la proteina total de la
monocapa y se cargaron por duplicado en un gel de poliacrilamida, uno se
tind con azul de coomasie y el otro se transfiri6 a membrana de
nitrocelulosa para comparar la cantidad de proteina viral de la envoltura
del DENV mediante Inmunoblot utilizando en anti-E que reconoce a la
proteina E del DENV (GTX127277, Gene Tex) normalizada con actina del
hospedero, los anticuerpos secundarios tenian acoplada a la fosfatasa
alcalina (AP) y las bandas se revelaron con NBT/BCIP. Por ultimo los
datos obtenidos en el inmunoblot se cuantificaron utilizando el programa

ImageJ.

2.7 Conteo de sincitios en células C6/36 infectadas con DENV
Para corroborar si anticuerpos anti-enolasa inhiben la union del DENV a

células de mosquitos, células C6/36 fueron crecidas en placas de 48
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pozos hasta una confluencia de 90-95% en medio MEM con suero,
posteriormente las células se lavaron 2 veces con PBS y se dejaron en
MEM sin suero a 4°C durante 30 minutos, después se incubaron con
medio MEM con o sin anticuerpos durante 1 h a 4°C, se retir6 el medio, se
realizaron 2 lavados con PBS y se infectaron con DENV a MOI 0.5 durante
una hora a 4°C, después el medio fue removido y se dejaron las células en
medio MEM con 2.5% de SFB, a las 24 y 48 horas el nimero de sincitios
fue contado en todo el pozo utilizando un microscopio de campo claro a 10
X'y 40 X, el nUmero de sincitios por tratamiento se registro y se analizé
con el programa Statgraphics centurion. Las células fueron divididas en 4
grupos experimentales; mock infectadas, sin anticuerpos, Ig no especifica
4 pyg/ml o anti-enolasa 4 ug/ml. Se realizaron 2 ensayos independientes y

cada ensayo fue hecho por triplicado.

2.8 Viabilidad

La viabilidad celular fue detectada con tincién por exclusién utilizando azul
de tripano (Strober, 2001). Para ello 6X10* células C6/36 en cada pozo
fueron crecidas en placas de 96 pozos durante 24 horas en condiciones
estandar; después las células se pasaron a 4°C en Medio MEM sin suero
durante 30 minutos y se incubaron a 4°C durante 1 horacon 0.4,203 4
Mg/ml de anticuerpos especificos anti-enolasa, transcurrido el tiempo se
retiré el medio y se agregd medio MEM con 2.5% de SFB y se dejaron
durante 48 horas, finalmente las células fueron tefiidas con azul de tripano
y se contaron las células en camara de Neubauer para conocer el

porcentaje de células vivas.

2.9 Inmunofluorescencia Indirecta

Para la observacién de enolasa y DENV-2 en membrana, 1X10* células
C6/36 fueron sembradas en cubreobjetos y se dejaron en condiciones
estandar durante 24 horas, transcurrido este tiempo las células se

mantuvieron a 4°C durante 30 minutos y se infectaron con DENV-2 MOI

40




20 durante 1 hora a 4°C, posteriormente se fijaron con glutaraldheido al
0.5 % mezclado con formaldheido al 1.8 % durante 1 hora a 25°C, el
bloqueo se realizé con 5% de SFB y 0.3% de BSA y se aplicaron
anticuerpos anti-proteina E (clona D1-4G2-4-15, Merck), anticuerpos anti-
enolasa (sc-15343, Santa Cruz Biotechnology), anticuerpos secundarios
anti-raton fluoresceinados (115-095-003), anticuerpos secundarios anti-
conejo rodaminado (111-025-003) y DAPI.

Para la observacion de enolasa y DENV-2 en el interior de las células se
sembraron 1X10* células C6/36 en cubreobjetos bajo condiciones
estandar durante 24 horas, se retiré el medio y se incubaron con el DENV-
2 a 28 °C durante 1 hora, después se retiré el medié con el DENV-2 y se
colocé MEM con 2.5% de SFB, se dejaron durante 24 horas y las
muestras se fijaron con glutaraldheido al 0.5 % mezclado con
formaldheido al 1.8 % y se permeabilizé con triton-X-100 0.3 % en PBS,
se bloqued con 5% de SFB y 0.3% de BSA, se aplicaron los anticuerpos y
DAPI como se describio anteriormente.

Finalmente las muestras se montaron en portaobjetos, se observaron en
un microscopio confocal Leica TCS SP8 y las imagenes se analizaron en

el software LasX de Leica Microsystems.

2.10 Docking Molecular

La estructura tri-dimensional de la proteina E del DENV fue obtenida del
Banco de datos de proteinas (Protein data bank; PDB:10OAN). La
estructura tri-dimensional de enolasa de Ae. albopictus fue obtenida
utilizando el programa lterative Threading ASSEmbly Refinement (I-
TASSER) (Zhang, 2008; Roy et al., 2010; Yang et al., 2015), ya que no se
ha reportado en el banco de datos de proteinas El algoritmo PathDock
(Duhovny et al., 2002; Schneidman et al., 2005) fue utilizado para realizar
el modelo tri-dimensional in silico de la interaccion entre enolasa de
células C6/36 y la proteina E del DENV. Enolasa y la proteina E fueron

utilizados como receptor y ligando respectivamente y se utilizaron los
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parametros estandar para este algoritmo. Los resultados obtenidos con
PatchDock fueron refinados y rerranqueados con el algoritmo FireDock
(Andrusier et al., 2007; Mashiach et al., 2008) y el modelo con la menor
energia de interaccion se utilizé en este estudio. La visualizacion de la
interaccion entre las proteinas se realizo con el programa PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrédinger, LLC.

2.11 Busqueda de dominios transmembranales

La prediccion de la region transmembranal de la proteina enolasa se
realiz6 utilizando 3 programas con los parametros estandar en cada
programa, lo cuales fueron: (1) TMpred (Hofmann & Stoffel, 1993), (2)
SACS MEMSAT (Jones et al, 1994), (3) CCTOP (Dobson et al, 2015). Los
nameros de acceso de las proteinas enolasas fueron tomados del
GeneBank: enolasa de Ae. albopictus XP_019548794.1, enolasa de Ae.
aegypti EAT47221.1 y enolasa de Homo sapiens CAA47179.1.

2.12 Inmuno Microscopia Electrénica de Barrido y espectrometria de
dispersion de energia de rayos X

Para este ensayo se sembraron 4000 células C6/36 en vidrio y se dejaron
durante 24 horas en medio de crecimiento MEM con SFB al 5 %,
posteriormente se retird el medio y las células se dejaron 30 min a 4°C, a
continuacion se dejaron en MEM sin suero a 4°C y se incubaron con
DENV-2 MOI 20 o sin DENV-2 durante 1 hora a 4°C en MEM sin suero,
después se retird el medio y se lavd 2 veces con PBS, se fijaron las
células con paraformaldheido al 4 %, durante 2 horas, se bloguearon con
glicina 100mM/BSA 1%, se colocaron anticuerpos anti proteina E del
DENV-2, anticuerpos secundarios anti ratdbn con 1gG con oro de 10
nanometros, se fijaron con glutaraldheido al 2 %, tetréxido de osmio al 1
%, se secaron al punto critico de CO2, se colocaron en un porta-muestras
de aluminio, adheridas con cinta de carbon y cubiertas con 20 a 25 nm de

carbon, para inducir conductividad. Las micrografias fueron colectadas
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utilizando un microscopio electrénico de barrido ambiental (XL30, Philips,
Inglaterra). La composicion quimica fue determinada a través de un
detector espectro de rayos X de energia dispersiva (Edax, EUA) acoplado
al microscopio electrénico ambiental, utilizando el software “Microanalysis
System Software” version 3.31XL. Los analisis fueron realizados por

triplicado en 2 ensayos independientes

2.13 Microscopia de fuera atébmica

Para este ensayo se sembraron 4000 células C6/36 en vidrio y se dejaron
durante 24 horas en medio de crecimiento MEM con SFB al 5 %,
posteriormente se retird el medio y las células se dejaron 30 min a 4°C, a
continuacion se dejaron en MEM sin suero a 4°C y se incubaron con
DENV-2 MOI 20 o sin DENV-2 durante 1 hora a 4°C en MEM sin suero,
después se retird el medio y se lavod 2 veces con PBS, se fijaron las
células con paraformaldheido al 4 %, durante 2 horas, se bloguearon con
glicina 100mM/BSA 1%, se colocaron anticuerpos anti proteina E del
DENV-2, anticuerpos secundarios anti raton con IgG con oro de 10
nanometros, se fijaron con glutaraldheido al 2 %, tetroxido de osmio al 1
%, se secaron al punto critico de CO2, se colocaron en un porta-muestras
de aluminio, adheridas con cinta de carbén y cubiertas con 10 a 15 nm de
oro, para inducir conductividad. Las micrografias fueron colectadas

utilizando un microscopio fuerza atdmica.

2.14 Andlisis estadistico
La normalizacion de los datos, analisis de varianzas y andlisis post-hoc, se
realizaron con el software SPSS statistical, se tomo el valor p < 0.05 para

todos los ensayos con diferencia estadisticamente significativa

3.- Resultados

3.1 Serotipificacion de la muestra clinica con DENV
VER/MEXSO0O08A/06
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En este estudio realizamos ensayos en los cuales demostramos que la
proteina enolasa de Ae. albopictus se requiere en la union del DENV a
células C6/36, para ello realizamos la serotipificacion del DENV
(VER/MEXS008A/06) de una muestra previamente caracterizada (Gardella
et al., 2008), para esto realizamos la extraccion del RNA viral utilizando
Trizol LS a partir del sobrenadante de células C6/36 infectadas con este
DENV o con 3 serotipos de referencia los cuales son DENV-1 (US/Hawaii),
DENV-2 (Jamaica) y DENV-3 (H87), durante 72 horas, los resultados
obtenidos muestran que los amplificados serotipo especificos concuerdan
con lo reportado por Lanciotti et al., 1992; los cuales son: DENV-1 482
pares de bases (pb), DENV-2 119 pb, DENV-3 290 pb utilizando los oligos
D1 en mezcla con TS1, TS2, TS3 y una banda de 511 pb para cualquier
serotipo utilizando los primers D1y D2 (Figura 5 A), de estos, solo el
amplificado de 511 pb correspondiente a la muestra VER/MEXS008A/06
fue secuenciado, esta secuencia fue sometida a Blastn del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) y con ello se determiné que la
muestra es de él serotipo 2, esta muestra se abreviard como DENV-2 en
este estudio (Figura 5 B).
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Figura 5. Serotipificacion del virus del dengue muestra
VER/MEXS008A/06. (A) rt-PCR anidada con primers reportados por
Lanciotti et al., 1992, se observan los amplicones de las muestras de
referencia y la muestra clinica, el RNA de todas las muestras fue tomado
de sobrenadantes de C6/36 infectadas o no infectadas (control -). Carril 1.-
Control (-), RNA de C6/36 no infectadas y primers TS1, TS2, TS3y D1,
carril 2.- RNA de DENV-1/Hawaii y primers TS1, TS2, TS3y D1, carril 3.-
RNA de DENV-2/New Guinea C y primers TS1, TS2, TS3y D1, carril 4.-
RNA de DENV-3/H87 y primers TS1, TS2, TS3 y D1, carril 5.- RNA de
(VER/MEXS008A/06) DENV-2 y primers TS1, TS2, TS3y D1, carril 6.-
Marcador de peso molecular (MPM), carril 7.- RNA de DENV-1/Hawaii y
primers D1 con D2 y carril 8.- RNA de DENV-2 y primers D1 con D2. (B)
Resultado del Blastn de secuencia obtenida del amplicon de carril 8 del

panel A de esta figura.

3.2 Cromatografia de afinidad acoplando DENV-2 a Sefarosa 4B
Debido a que nuestro equipo de trabajo publicd que las proteinas enolasas

de células de C6/36 de Ae. albopictus y de intestino medio de Ae. aegypti
son aisladas mediante cromatografia de afinidad con DENV-2 o DIl de la
proteina E acoplada a Sefarosa 4B (Mufioz et al., 2013), nosotros
preparamos una columna de afinidad acoplando DENV-2 a Sefarosa 4B y
las proteinas que se retuvieron por afinidad se eluyeron con glicina pH 2.7,
estas proteinas se corrieron en 2 geles de poliacrilamida en paralelo, uno
se tifié con azul de Coomasie (Figura 6 A) y el otro se utiliz6 para transferir
las proteinas a membrana de nitrocelulosa, esto para identificar a la
proteina enolasa mediante anticuerpos especificos, los resultados
mostraron una banda de 47 kDa que corresponde a enolasa, lo que
sugiere que enolasa se une a DENV-2, (Figura 6 B).
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Figura 6. Identificacion de enolasa en proteinas obtenidas por
cromatografia de afinidad con DENV-2 acoplado a Sefarosa 4B. (A) Carril
1.- marcadores de peso molecular, carril 2.- proteinas eluidas de la
columna de afinidad tefiidas con azul de coomasie en gel SDS-PAGE. (B)
Inmunoblot, carril 1.- proteinas eluidas de la columna de afinidad, las
cuales se transfirieron a membrana de nitrocelulosa, se aplicaron
anticuerpos anti-enolasa, seguida por la incubacién con anticuerpos anti-
conejo con AP, carril 2 proteinas eluidas de la columna de afinidad, las
cuales se incubaron con anti-conejo con AP. La proteina enolasa se revelo
con el sustrato NBT/BCIP.
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3.3 Inhibicién de lainfeccion del DENV-2 con anti-Enolasa
Ya que se observo la interaccion entre la enolasa y el DENV-2, probamos

si los anticuerpos anti-enolasa bloquean la union del DENV-2 a células
C6/36, para esto se incubaron 4X10° células C6/36 en placas de 12 pozos
durante una hora a 4 °C sin anticuerpos, con 4 pg/ml de anti Ilg no
especifica, 4 pg/ml de anti-enolasa o 4 pg/ml de anti-proteina E (4G2),
transcurrida la hora se retir6 el sobrenadante, se lavaron las células 2
veces con MEM sin suero y se infectaron con DENV-2 M.O.I 0.5, después
se colocoé medio de mantenimiento y las células C6/36 se incubaron
durante 24 horas a 28 °C, posteriormente se retir0 el sobrenadante y se
extrajo la proteina de la monocapa celular, esta proteina se carg6 un gel
de poliacrilamida y transferi6 a membrana de nitrocelulosa para comparar
la cantidad de proteina E viral en cada condicion probada, la
normalizacion se obtuvé con actina del hospedero (Figura 7 A), los datos
obtenidos del inmunoblot se cuantificaron utilizando el programa ImageJ,
los cuales muestran una reduccion significativa p < 0.05 en la proliferaciéon
viral al incubar las células C6/36 con anti-enolasa o con anti-E (4G2)

comparado con un anti-Ig o sin anticuerpos (Figura 7 B).
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Figura 7.- Inhibicidn de la infeccion con anticuerpos anti-enolasa.- (A)
Inmunoblot de proteinas totales de células C6/36 infectadas con DENV-2
durante 24 horas a 28 °C, las cuales fueron previamente incubadas a 4°C

una hora, sin anticuerpos carril 1, con anticuerpos Ig inespecificos carril 2,
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con anticuerpos anti-proteina E carril 3, o anticuerpos anti-enolasa carril 4,
la banda de 54 kDa muestra la cantidad de proteina viral en cada
condicion y anti-actina se utilizé para normalizar la cantidad de proteina
cargada en el gel. (B) cuantificacion de las proteinas observadas en panel
A, actina es la proteina que se utilizé para normalizar la proteina cargada
en cada carril. Las bandas fueron reveladas con el sustrato NBT/BCIP.
Los ensayos se repitieron 2 veces y cada ensayo se hizo por triplicado *, p
< 0.05.

La inhibicion de la infeccidn a nivel de la membrana celular, fue
corroborada mediante el conteo de sincitios, ya que el nimero de sincitios
correlaciona con la replicacién viral (Winschmann and Stapleton, 2000;
Fukushima et al., 2019 ), para ello células C6/36 no infectadas o
infectadas con DENV e incubadas sin anticuerpos o con anticuerpos
inespecificos o anticuerpos anti-enolasa a 4°C durante una hora fueron
evaluadas, en el conteo de sincitios, se contabiliz6 una menor cantidad de
sincitios a las 24 h postinfeccion de células incubadas con el anti-enolasa,
sin embargo no hubo diferencia significativa con respecto a células
infectadas con DENV sin incubacién con anticuerpos (Figura 8 A), por otro
lado, el nUmero de sincitios a las 48 h postinfeccion en células C6/36
infectadas con DENV e incubadas con el anticuerpo inespecifico o sin
anticuerpos fue mayor de manera significativa p<0.01 con respecto a
células C6/36 infectadas con DENV e incubadas con anticuerpos anti-
enolasa (Figura 8 B), estos resultados sugieren que enolasa es una

proteina de unién a DENV en membrana de células C6/36.
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Figura 8. Inhibicion de la infeccibn mediante anticuerpos anti-enolasa. (A)
Células C6/36 crecidas a 90 % de confluencia se trataron bajo 4
condiciones; i) MOCK infectadas, ii) infectadas con DENV, iii) incubadas
con anticuerpos inespecificos e infectadas con DENV o iv) incubadas con
anticuerpos anti-enolasa e infectadas con DENV, después de 24 horas se
realiz6 el conteo de sincitios. (B) Células C6/36 bajo las mismas
condiciones que en panel A de esta figura, las cuales se dejaron 48 horas
y se contaron los sincitios. ***Diferencia estadisticamente significativa
p<0.01. Los anticuerpos se incubaron una hora a 4°C, y la infeccién se
dej6 24 o 48 horas a 28°C.

3.4 Viabilidad celular con anticuerpos anti-enolasa
Para demostrar que la inhibicion de la infeccion esta mediada por los

anticuerpos y no por el menor nimero de células o la muerte celular, se
realizaron ensayos de viabilidad, la cual fue detectada con tincién por
exclusion utilizando azul de tripano (Strober, 2001), el ensayo fue
realizado 2 veces por triplicado en placas de 96 pozos sin o con

anticuerpos anti-enolasa a 4 diferentes concentraciones las cuales fueron:
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0.4, 2, 3, and 4 pg/ml. Los resultados muestran que la aplicacion de los
anticuerpos no generan disminucion en la viabilidad de células C6/36 en
medio de mantenimiento a las 48 horas, se incluyeron células fijadas con
glutaraldehido 0.5%/formaldheido 1.8% para corroborar la eficiencia del
azul de tripano (figura 9).

100

% de viabilidad

50

Figura 9. Viabilidad de células C6/36. Las células fueron incubadas por
una hora a 4°C con anticuerpos anti-enolasa y después se dejaron con
medio de mantenimiento durante 48 horas, de izquierda a derecha las
barras representan células sin anticuerpos y fijadas con glutaraldehido
0.5%/formaldheido 1.8%, células sin incubacion de anticuerpos, células
con 4 pg/ml de anticuerpos, células con 3 pg/ml de anticuerpos, células
con 2 pyg/ml de anticuerpos y células con 0.4 ug/ml de anticuerpos. No se

encontré diferencia estadisticamente significativa en los tratamientos sin o
con anticuerpos.
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3.5 Localizacion de enolasa en células C6/36

Debido a que nuestros resultados muestran inhibicién de la infeccion por
anticuerpos anti-enolasa, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia
indirecta para identificar la localizacion de la proteina enolasa y asi
soportar que enolasa puede ser un receptor para DENV en células C6/36,
las células fueron observadas en un microscopio confocal Leica SP8 y se
observé a enolasa en el nacleo (triangulo blanco), citoplasma (flecha con
linea punteada) y en la superficie de la células (flecha continta) (Figura 10
A), en el control negativo, el cual fue células C6/36 sin anticuerpos anti-
enolasa, solo se observo la fluorescencia en el nicleo emitida por el DAPI
(Figura 10 B).

Figura 10. Localizacion de enolasa en células C6/36 mediante microscopia
de imnunofluorescencia indirecta. (A) Células C6/36 con anticuerpos anti-
enolasa, anticuerpos secundarios rodaminados y DAPI, se observa a
enolasa en nucleo (triangulo blanco), citoplasma (flecha con linea
punteada) y membrana celular (flecha continua). (B) control negativo,

células C6/36 anticuerpos secundarios rodaminados y DAPI.
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3.6 Colocalizacion de Proteina E del DENV-2 y enolasa en membrana
celular

Debido a que la proteina E del DENV-2 esta asociada con el proceso de
reconocimiento y union al receptor celular (Modis et al., 2004; Watterson et
al., 2012; Huerta et al., 2008) y que enolasa ha sido observada en la
membrana celular, realizamos ensayos de inmunofluorescencia indirecta
para detectar la colocalizacion entre la proteina E del DENV-2 y enolasa
en la membrana de células C6/36 fijadas y no permeabilizadas. Para ello
se crecieron células C6/36 en cubreobjetos a una confluencia del 80-90%
en medio MEM, después se lavaron con PBS, se incubaron con DENV-2
MOI 20, durante una hora a 4°C, se lavo el virus con PBS, se fijaron con
glutaraldehido 0.5%/formaldheido 1.8% por una hora a 25°C y se aplicaron
los anticuerpos anti-proteina E del DENV y anti-enolasa, posteriormente se
incubaron con anti-ratén FITC y anti-conejo Rodaminado y por ultimo de
incubaron con DAPI, los resultados observados muestran que enolasa se
puede localizar en la membrana celular (Figura 11, panel A), el DENV-2 se
une a la membrana celular (Figura 11, panel B), enolasa y la proteina E
del DENV-2 colocalizan a nivel de membrana celular (Figura 11, panel C)
y la ubicacién de enolasa y la proteina E del DENV-2 se observa
principalmente en la membrana celular (Figura 11, panel D), los ensayos
se realizaron por triplicado en dos ensayos independientes. Estos
resultados sugieren que enolasa une al DENV-2 en la membrana de
células C6/36.
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Figura 11. Colocalizacion de DENV-2 y enolasa en la superficie de células
C6/36. Panel A, C6/36 con DAPI (azul) y anti-enolasa (rojo); panel B
C6/36 con anti-E (verde) y DAPI; panel C, C6/36 con anti-enolasa y anti-
E, la flecha indica sitios de colocalizacion entre el virus y enolasa; panel D,
C6/36 con DAPI, anti-enolasa y anti-E, amplificacion del recuadro del
panel C. Anti-E 1/200, anti-enolasa 1/40, anti-raton fluoresceinado 1/100 y

anti-conejo rodaminado 1/100.
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3.7 Colocalizacion de Proteina E del DENV-2 y enolasa en nucleo
celular
Debido a que enolasa ha sido descrita como un factor de transcripcion

(Feo et al., 2000), nosotros determinamos la colocalizacion de enolasa y la
proteina E en el nacleo (tefiido con DAPI) de células C6/36 infectadas con
DENV-2 durante 24 a 28°C. Los ensayos de inmunofluoresencia muestran
la localizacién de enolasa (en fiusha) en el nacleo (figura 12 panel A), y
DEVN-2 alrededor del nucleo (en verde) (figura 12 panel B), esta
colocalizacion entre enolasa y DENV-2 se observa en el nucleo (en
amarillo, figura 12 panel C), la colocalizacion fue amplificada para
distinguir la coloracion amarilla de la roja y la verde (figura 12 panel D).
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Figura 12. Colocalizacion de enolasa y DENV-2 en nucleo de células
C6/36. Inmunofluorescencia indirecta de C6/36 infectadas con DENV-2
durante 24 horas a 28°C. Panel A, C6/36 con DAPI y anti-enolasa; panel
B, C6/36 con DAPI y anti-E del DENV-2; panel C, C6/36 con anti-enolasa
y anti-E, fueron observadas colocalizando en el nucleo; panel D,
amplificacion del recuadro del panel C de esta figura que muestra la
colocalizacion de enolasa y la proteina E del DENV-2. Anti-E 1/200, anti-
enolasa 1/40, anti-ratdn fluoresceinado 1/100 y anti-conejo rodaminado
1/100.

3.8 Colocalizacion de enolasa y proteina E del DENV en midgut
Para corroborar si enolasa y la proteina E del DENV colocalizan en el

midgut, nosotros disectamos mosquitos Ae. aegypti, aislamos el midgut y
este se colocé en medio MEM sin suero, después los midguts fueron
incubados con DENV-2 a 28 °C por una horay se fijaron con
glutaraldehido 0.5%/formaldheido 1.8%, se permeabilizaron, se
bloquearon y se incubaron con anticuerpos primarios; anti-E (de ratén),
anti-enolasa (de conejo), posteriormente se incubaron con anticuerpos
secundarios anti-raton fluoresceinados y anti-conejo rodamindos, se
incubaron con DAPI y se observaron en un microscopio confocal Leica
TCS SP8, el DENV-2, (figura 13, panel A) enolasa (figura 13, panel B) y la
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colocalizacion de estas 2 proteinas fue observada en el midgut de Ae.

aegypti (figura 13, panel C).

Figura 13. Colocalizacion de enolasa y proteina E del DENV en midgut.
Mosquitos Ae. aegypti fueron disectados y el midgut fue aislado e
incubado a 28°C con DENV-2. (A) DENV-2 en color verde y DAPI en azul,
(B) Enolasa en color rojo y DAPI, (C) Colocalozacion de enolasa y DENV-

E en color amarrillo.

3.9 Busqueda in silico de dominios transmembranales de enolasa
Puesto que ha sido reportado que enolasa es una proteina de membrana

y receptor a plasmindgeno (Diaz et al., 2012, Vega et al., 2013; Sawhney
et al., 2015), se procedio a realizar in silico la busqueda de dominios
transmembranales (TM) de esta proteina utilizando 3 diferentes
programadas SACS MEMSAT, CCTOP y PRED-TMR, las secuencias de
las proteinas enolasas que se utilizaron fueron de Homo sapiens (No. de
acceso NCBI; CAA47179.1), Ae. aegypti (No. de acceso NCBI,
EAT47221.1) y Ae. albopictus (No. de acceso NCBI; KXJ70801.1). Los
programas TMpred y SACS MEMSAT indicaron la presencia de un
dominio transmembranal, mientras que el programa CCTOP indico la

presencia de 2 posibles dominios transmembranales (Tabla 5).
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Tabla 5. Prediccién de dominios transmembranales de enolasa.

H. Ae. Ae.
ESPECIES ' ' .
sapiens aegypti albopictus
REFERENCIA
PROGRAMA Dominio Posicién de Aminoacidos
Transmembranal
Hofmann and
TMpred 1 113-132 108-131 108-131
Stoffel, 1993
SACS Jones et al.,
1 116-132 106-124 106-124
MEMSAT 2 1994
112-132 104-124 102-124 Dobson et al.,
CCTOP 2
145-165 140-160 138-160 2015

3.10 docking molecular entre la proteina E del DENV-2 y enolasa

Con la finalidad de sustentar la interaccion entre Enolasa de Ae. albopictus
y la proteina E del DENV-2 se llevé a cabo el docking molecular entre
estas 2 proteinas, sin embargo como la estructura 3D de la enolasa de Ae.
albopictus no se ha publicado, se realizé un modelo utilizando la
secuencia anotada en el NCBI (No. de acceso; KXJ70801.1) en el
programa Iterative Threading program ASSEmbly Refinement (I-TASSER),
este modelo junto con la estructura 3D de la proteina E del DENV-2
(PDB:,10AN) fueron utilizados en el ensayo de interaccion in silico, para
ello se utilizo el programa PathDock (Duhovny et al., 2002; Schneidman et
al., 2005) y los resultados obtenidos fueron refinados y reranqueados en
base a los valores de AG por medio del programa FireDock (Andrusier et
al., 2007; Mashiach et al., 2008). La interaccion con menor AG (-25.14) fue
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visualizada en el programa Pymol, esta identificacion muestra que el
dominio Il (en rojo) de la proteina E del DENV puede interaccionar con la
proteina enolasa (figura 14, panel A), ademas este programa es capaz de
predecir los posibles contactos polares de los aminoacidos entre la 2
proteinas que interactian, los aminoacidos identificados fueron Gly 174
(figura 14, panel B) y Gly 235 (figura 14, Panel C) de enolasa que
interactdan con el aminoacido Lys 388 de la proteina E del DENV-2,
mientras que los aminodacidos Gly 238 (figura 14, panel D) y Gly 241
(figura 14, panel E) de enolasa interactian con el aminoacido Asn 390 de
la proteina E del DENV-2.

AG -25.14
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Figura 14.- Docking molecular de la proteina Enolasa de Ae. albopictus
(No. de acceso NCBI; KXJ70801. 1) con la proteina E del DENV-2
PDB:10AN. (A) modelaje del docking, en verde enolasa modelada por I-
Tasser y en azul la proteina E del DENV-2, en rojo se sefiala los
aminoacidos que corresponden al Dominio Il de la proteina E. (B)
Acercamiento del putativo enlace polar entre Gly 174 de enolasa y Lys 388
del DIl de la proteina E. (C) Acercamiento del putativo enlace polar entre
Gly 235 de enolasa y Lys 388 del DIl de la proteina E. (D) Acercamiento
del putativo enlace polar entre Gly 238 de enolasa y Asn 390 del DIl de la
proteina E. (E) Acercamiento del putativo enlace polar entre Gly 241 de
enolasa y Asn 390 del DIlI de la proteina E. Docking con Patchdock,
refinado con firedock.
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3.11 Expresién de enolasa en Ae. aegypti y Ae. albopictus
Se ha reportado que las células de mosquito C6/36 contienen 3 variantes

para el gene de enolasa (Chen et al., 2016), por lo cual se probaron en
ensayos de Inmunoblot 3 anticuerpos especificos para 3 isoformas del
gene enolasa; ENO-alfa (Eno 1), ENO-Beta (ENO-3) y ENO-Gamma (Eno-
2) en extractos proteicos de células C6/36 y en extractos proteicos de
intestinos de 3 cepas de mosquitos de Aedes aegypti; DS3, DMEB e IBO-
I, los resultados obtenidos muestran una banda de 47 kDa en las 4

muestras al utilizar el anticuerpo anti-ENO alfa (Figura 15 A), al probar el
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anti-ENO gamma se revelo una banda de 25 kDa en las 4 muestras
ademas de una banda de 47 kDa en la linea celular C6/36 (Figura 15 B)
mientras que al utilizar el anticuerpo anti-ENO beta se observé una banda
de 47 kDa en la cepa DS3 (Figura 15 C).

Figura 15. Expresion de enolasa en Intestinos de Ae aegypti y células
C6/36. Panel A, Inmunoblot utilizando anti-ENO alfa en intestinos de 3
cepas de Ae aegypti y células C6/36, Panel B, Inmunoblot utilizando anti-
ENO gamma en intestinos de 3 cepas de Ae aegypti y células C6/36,
Panel C, Inmunoblot utilizando anti-ENO beta en intestinos de 3 cepas de
Ae aegypti y células C6/36.
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Siguiendo con el propésito de conocer los perfiles de expresion de enolasa
en células de los mosquitos Aedes sp, realizamos ensayos de
inmunofluorescencia utilizando los 3 anticuerpos especificos para enolasa
en 3 cepas de mosquito Aedes aegypti, las cuales son DS3 (figura 16),
DMEB (figura 17) e IBO (figura 18) el DAPI se incubo para localizar los

nucleos de las células y nos da referencia en el control negativo de cada

. Eno Dapi Eno-Dapi

Control

ensayo.

Figura 16. Las 3 isoformas de enolasa fueron observadas en la cepa DS3
de Ae. aegypti. Mosquitos Ae. aegypti fueron disectados y el midgut fue

61




fijado con glutaraldheido al 0.5 % / formaldheido al 1.8 % durante 1 hora a
25°C, cada anticuerpo se coloc6 en midguts independientes para su

visualizacion en microscopia con focal, DAPI fue aplicado para identificar

Eno Dapi Eno-Dapi

Control

los ndcleos celulares. El panel inferior solo se traté con anticuerpos
secundarios y DAPI, como control. Anti-eno alfa 1/40, anticuerpo

secundarios fluoresceinados 1/200.

Figura 17. Las 3 isoformas de enolasa fueron observadas en la cepa
DMEB de Ae. aegypti. Mosquitos Ae aegypti fueron disectados y el midgut
de fue fijado con glutaraldheido al 0.5 % / formaldheido al 1.8 % durante 1

hora a 25°C, cada anticuerpo se colocé en midguts independientes para
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su visualizacion en microscopia con focal, DAPI fue aplicado para
identificar los nucleos celulares. El panel inferior solo se tratd con
anticuerpos secundarios y DAPI, como control. Anti-eno alfa 1/40,
anticuerpo secundarios fluoresceinados 1/200.

Eno
Eno
-a

Dapi

——r—t

o - -

Figura 18. Las 3 isoformas de enolasa fueron observadas en la cepa IBO

de Ae. aegypti. Mosquitos Ae aegypti fueron disectados y el midgut de fue
fijado con glutaraldheido al 0.5 % / formaldheido al 1.8 % durante 1 hora a
25°C, cada anticuerpo se coloc6 en midguts independientes para su

visualizacion en microscopia con focal, DAPI fue aplicado para identificar
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los nucleos celulares. El panel inferior solo se tratdé con anticuerpos
secundarios y DAPI, como control. Anti-eno alfa 1/40, anticuerpo

secundarios fluoresceinados 1/200.

3.12 Columna de afinidad acoplando el anti-ENO-Gamma a Sefarosa
4B
Para corroborar la especificidad del anticuerpo anti-ENO-Gamma se

realizé una columna de afinidad acoplando el anti-ENO-Gamma a
Sefarosa 4B y se pasoé extracto total de proteina de células C6/36, se
realizaron lavados con Tris-HCI pH 7.5 con 0.1 M de NaCl y la proteina
gue se retuvo se eluyé con Glicina 0.1M pH 2.7 (figura 19), esta proteina
se separo de las sales en un gel de poliacrilamida al 12 % y se corrio
durante 15 min a 80 volts y 5 min a 120 Volts, el gel se tiié con plata, la
banda se cortd y se llevo a espectrometria de masas para su identificacion
(Figura 20, carril 2). Los péptidos identificados corresponden a diferentes
proteinas entre ellas enolasa, actina, gliceraldheido 3 fosfato
deshidrogenasa, GPR, Tubulina, HSP70 (Tabla 6). La deteccion de
diferentes proteinas aisladas con un anticuerpo se puede explicar de la
siguiente manera, las proteinas se encuentran en unién a otras proteinas
en las células y al aislar una de ellas se pueden aislar las proteinas con
las cuales interactuan, para poder aislar solamente a la proteina enolasa
se pueden probar diferentes condiciones como aumentar las
concentraciones de SDS, DTT o agregar Urea en la extraccion de

proteinas.
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Sefarosa

e Proteina QC-)SE

blanco %.

e Proteina O:‘é

Total

anti-Eno gamma

Identificacion

Figura 19. Representacion esquematica de la columna de afinidad. Se

acoplaron 80 ug de anticuerpo anti-enolasa gamma a 400 ug de Sefarosa

4B y se pasaron extractos de proteinas totales de células C6/36, se lavo la

proteina no retenida y se eluyé la proteina, esta tltima fue analizada por

espectrometria de masas utilizando cromatografia liquida (LC/ESI/MS).

Figura 20. Columna de afinidad acoplando anti-
Eno-Gamma a Sefarosa 4B. Carril 1 Marcador
de Proteinas, Carril 2 Proteinas eluidas con
Glicina 0.1 M pH 2.7, Carril 3 proteinas no
retenidas y lavadas con Tris-HCI 0.1 M pH 7.5.
El gel de poliacrilamida al 12 %, se corri

durante 20 min y se tifio con Plata, la banda se

cortd se llevo a espectrometria de masas

(LC/ESI/MS).
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3.13 Observacién del DENV mediante Inmuno Microscopia
electronica de Barrido
Con la finalidad de conocer los elementos quimicos que interviene en la

unién del DENV a la membrana de células C6/36 se realizaron ensayos de
inmuno microscopia electronica de barrido (inmuno-SEM), ya que esta
metodologia permite observar de manera especifica al DENV en la unién a
su célula huésped. Para ello se realizé un experimento en el cual células
C6/36 se infectaron con DENV durante una hora a 4°C, posteriormente se
fijaron con paraformaldheido al 4 % y se incubaron con anticuerpos
especificos que reconocen a la proteina E del DENV, después se coloco
un anticuerpo secundario con oro de 10 nanometros que se une al
anticuerpo primario (anti proteina E), las muestras se secaron al punto

critico con CO2 y se cubrieron con carbén.
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Tabla 6. Identificacion de proteinas eluidas de células C6/36 acoplando anti-Eno-Gamma a Sefarosa 4B

Id | Accession | Locus Protein Max | Iden | Peptide No | Accession Calculat
UniProtkKB score| tida aa NCBI ed mol
d (kDa)
1 | ADA182H6 | KXJ70801 | Hypothetical 40.1 | 100 | EALNLIQDAIAK 433 | KXJ70801.1 | 46,796
09_AEDA protein IEEELGSAAK
L RP20_CCG02
2453
Enolase
2 Q02987 A | ABG46341 | Actin [Aedes 54.5 | 100 | SYELPDGQVITIGNER 376 | ABG46341 43,610
EDAL albopictus] VAPEEHPVLLTEAPLNPK

DLYANTVLSGGTTMYPGIAD
R DSYVGDEAQSKR
GYSFTTTAER
DSYVGDEAQSK
AGFAGDDAPR
EITALAPSTMK
EKMTQIMFETFENTPAMYVAI
QAVLSLYASGR
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AOAO023E | XP_01953 | Nucleoside 54 100 | QILGATNPADSAPGTIR 168 | XP_0195337 | 18,540
HV4 3710 diphosphate ELVAWTPASEGWVYE 10.1
"multimer | kinase-like
interface [Aedes
[polypeptid | albopictus]
e binding]"
AOA182H | XP_01955 | 14-3-3 protein | 46 100 | SVTETGVELSNEER 248 | XP_0195538 | 28,191
AJ1l AED | 3817 zeta isoform YLAEVATGETR 17.1
AL X2 [Aedes DNLTLWTSDTQGDGDEPQE
albopictus] GGDN
AOA023E | XP_01954 | Predicted: 52 100 | LISWYDNEFGYSNR 332 | XP_0195429 | 35,391
PY3_AED |2998.1 glyceraldehyde LSKPASYDQIK 98.1
AL -3-phosphate VVDLIK
dehydrogenase GAGONIIPAATGAAK
2 [Aedes VKEAAEGPLK
albopictus] AGIQLSDTFVK
IQVFQER
AOA182G | KXJ68448 | Predicted: heat | 46.4 | 100 | GVVDSEDLPLNISR 137 | KXJ68448.1 81,626
5M6_AED shock protein NADDISQEEYGEFYK 5
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AL 83 [Aedes EDQLEYLEESK
albopictus] EGLELPEDEEEK
YTEDEELNK
HFSVEGQLDFR
YESLTDPSK
EAGTLTIIDTGIGMTK
AOA182H | XP_01954 | Tubulin alpha-1 | 59.2 | 100 | VGINYQPPTVVPGGDLAK 450 | XP_0195483 | 49,792
AM9 AED | 8309 chain [Aedes TIGGGDDSFNTFFSETGAGK 09.1
AL albopictus] AVFVDLEPTVVDEVR
DVNAAIATIK
EIVDVVLDR
AOA182G | XP_01954 | Glutathione S- |53.7 | 100 | NAPGYDLNQAGADEFK 211 | XP_0195440 | 23,715
CK6_AED | 4022 transferase 1 QPANPDNFKK 22.1
AL isoform X3
[Aedes
albopictus]
XP_02971 | Endoplasmin- 40.9 | 100 | EGFILNESEEAK 795 | XP_0297159 | 90,914
5957 like [Aedes LGIMEDPSNR 57.1
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albopictus] EEAQDFLEEDTVK
SGFQLPETADFADSIER
EYTSLADYVSR
QDLVNNLGTIAK
VEADSDDVVAK
10 | AOA182G | KXJ74736 | Malate 49 100 | ANTFIGEAAGVDPQK 337 | KXJ74736.1 | 35,311
NQ1 AED dehydrogenase DDLFNTNASIVR
AL , mitochondrial VTGYNGAENLEK
[Aedes IQEAGTEVVK
albopictus] ALANADIVIIPAGVPR
AGAGSATLSMAYAGAR
IQEAGTEVVK
11 | AOA182G | XP_01955 | Heat shock 46.4 | 100 | GVVDSEDIPLNLSR 704 | XP_0195525 | 79,755
262_AED | 2547 protein 75 kDa, ELISNASDALEK 47.2
AL mitochondrial MLLTSMNDLLEK
[Aedes NLVSVEKEMR
albopictus]
12 | AOA182H8 | KXJ70367 | hypothetical 47.7 | 100 | VNNQSQIGLGYQQK 404 | KXJ70367.1 | 43,685
99 AEDA protein VFGSLETK
RP20_CCGO02 EYGLNFSEK
3900 [Aedes DGVTLTLSTMIDGK
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albopictus]. EFGGLIYQR

Voltage- TNSGVEFNTSGSSNQDNGK

dependent

anion channel

of the outer

mitochondrial

membrane

13 | AOA182H2 | XP_02970 | ethanolamine- |50.7 | 100 | YVNEVVIGAPYSVTK 362 | XP_0297085 | 40,649

A4 AEDA | 8531 phosphate TAGVSTTDLVGR 31.1
L cytidylyltransfer GPPVFTQEER

ase isoform X2 DGSSKLGQDHSAR

[Aedes

albopictus]
Accession | Locus Protein Max | Id Peptide No | Accession Calculat
UniProtKB scor aa edmol

e (kDa)
14 | AOA182H4 | AJO53611. | heat shock 51.9 | 100 | NQLTTNPENTVFDAK 654 | AJO53611.1 | 72,485

G7_AEDA |1 cognate 70 IINEPTAAAIAYGLDK
L isoform D ITPSYVAFTADGER

[Aedes ELEDVVQPIIAK

albopictus] VEIIANDQGNR
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IVITNDQNR
DVDEIVLVGGSTR
TVSNAVVTVPAYFNDSQR
FEELNADLFR
WLDANQLAEK
DAGTISGLNVLR

15

XP_01956
1410

Ras-related
protein Rab-
5B-like [Aedes

albopictus]

34.6

100

LVLLGESAVGK
QASPNIVIALAGNK
FEIWDTAGQER

214

XP_0195614
10

23,440
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Los resultados obtenidos muestran zonas claras en células C6/36 que estuvieron
en contacto con el DENV (Figura 21, panel inferior, circulo rojo), en estas zonas se
realizé el mapeo de elementos quimicos mediante microandlisis (espectroscopia
de rayos X de energia dispersa) y se detectaron los elementos; Carbono, Oxigeno,
Sodio, Magnesio, Potasio, Calcio en células con y sin DENV, sin diferencias
estadisticamente significativas entre los elementos analizados en células C6/36
con o sin DENV mientras que el elemento Oro solo se detecté en muestras con el

DENV (Tabla 6), lo que indica que el virus esta localizado en estas zonas.

Figura 21. Inmuno SEM en células C6/36 con y sin DENV. Imagenes superiores

muestran una células C6/36 sin DENV a 3 diferentes aumentos, imagenes
inferiores muestran una célula C6/36 con DENV sefialando en un circulo rojo a
mayor aumento. Aumentos de 5000X, 15000, y 60000X.
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Tabla 7. Espectroscopia de rayos X de energia dispersa en células C6/36

C @) Na Mg K Ca Au

C6/36 con )

Promedio 19.43  39.36 4.14 1.44 0.18 4.75 0.03
DENV

DesEst 545 +6.46 +0.63 +0.33 +0.03 1.75 0.02

N 6 6 6 6 6 6 6
C6/36 sin '

Promedio 21.38 37.98 3.52 1.40 0.20 4.93 0.00
DENV

DesEst +3.87 +10.79 +0.77 +0.60 +0.08 +1.53 0.00
N 6 6 6 6 6 6 6

C, Carbono; O, Oxigeno; Na, Sodio; Mg, Magnesio; K, Potasio, Ca, Calcio; Au,
Oro; DesEst; Desviacion estandar; N, tamafio de la muestra.

Con la finalidad de complementar los resultados obtenidos mediante inmuno SEM,
se realizaron ensayos de microscopia de fuerza atbmica, para ello células C6/36
se infectaron con el DENV durante 1 hora a 4°C, se fijaron con paraformaldheido
al 4 %, se secaron al punto critico de CO2 y se cubrieron con oro, los resultados
obtenidos muestran estructuras circulares de tamafios similares al DENV, estas
estructuras se observaron solo en células que fueron incubadas con el DENV
(Figura 22 panel inferior), mientras que las células sin DENV tienen una superficie

celular sin estas estructuras (figura 22 panel superior).
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DENV

Figura 22. Microscopia de Fuerza Atomica en células C6/36 infectadas con DENV.
En panel inferior se observan estructuras circulares sefaladas con flechas blancas

que corresponden al tamafio del DENV.

4. Discusion
La interaccion entre el virus por sus células blanco depende de la interaccion entre

las proteinas virales y los componentes de la membrana plasmatica, (Villanueva et
al., 2005) mientras que la susceptibilidad de los tejidos del hospedero al virus
depende de la abundancia y distribucion de los receptores al virus, por ello el
conocimiento de los receptores podria permitir desarrollar farmacos antivirales
(Hidari and Suzuki, 2011). Ademas para virus transmitidos por vectores se podrian
generar transgénicos carentes de receptor (mediante la tecnologia gene drive) y

con ello bloquear la infeccién viral.
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El dengue es una enfermedad causada por el DENV y es transmitido por vectores
del género Aedes sp., (Mousson et al., 2005; Gubler, 2002; Paupy et al., 2010) y a
pesar de la amplia investigacion para DENV en células de mosquito que se ha
llevado a cabo, no se ha caracterizado el receptor para este virus, sin embargo se
han reportado diferentes moléculas como receptores putativos para el DENV y
solo 2 de ellas se han identificado (Cruz et al., 2015).

La primer proteina que se identific6 como receptor putativo al DENV en células de
mosquito fue revelada en un ensayo VOPBA utilizando proteinas de células C6/36,
esta proteina de 50 kDa, también fue reconocida por el anticuerpo anti-receptor a
laminina de alta afinidad, este anticuerpo inhibid la proliferacion de DENV-3 y
DENV-4 en células C6/36, pero no inhibe la proliferacion de DENV-1 o DENV-2 en

estas mismas células (Sakoonwatanyoo et al., 2006).

Posteriormente, la proteina prohibitina fue identificada como un receptor putativo
al DENV-2 en células C6/36 y CCL25, la infeccién por DENV se inhibio al tratar a
las células con anticuerpos anti-prohibitina o0 con RNA de interferencia (SIRNA)
para el mMRNA de prohibitina, sin embargo la inhibicién de la infeccién no fue total
(Kuadkitkan et al., 2010), lo que sugiere la participacién de otras proteinas que

median la uniéon del DENV.

En nuestro equipo de trabajo se ha identificado previamente mediante ensayos
VOPBA, cromatografia de afinidad y espectrometria de masas que la proteina
enolasa de intestinos medios de Ae. aegypti y células C6/36 se unieron a el
Dominio Il de la proteina E (EDIII) del DENV-2 y DENV completos de los serotipos
-1, -2 y -4 (Mufioz et al., 2013).

Debido a estos resultados nosotros probamos la union de enolasa a la proteina E,
la localizacién de enolasa en membrana, la inhibicién de la infeccion del DENV
utilizando anticuerpos anti-enolasa a nivel de la membrana, la colocalizacién entre
enolasa y la proteina E del DENV-2, la busqueda in silico de los dominios
transmembranales de enolasa y el docking molecular entre enolasa y la proteina E

del DENV-2. Para estos ensayos fue aislado y amplificado un DENV (muestra
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VER/MEXSO008A/06) a partir del suero de un paciente diagnosticado con dengue
en Veracruz, México en el afio 2009, este DENV fue amplificado en células C6/36,
al pase 5, se tomo el sobrenadante, se realizo la serotipificacion con los oligos D1
como reverse y TS1, TS2, TS3y TS4 como forward (Figura 5 A, carril 5) y se
realizo la secuenciacién del fragmento amplificado con los oligos D1 — D2
(Lanciotti et al., 1992) (Figura 5 A, carril 8). Los resultados mostraron en la PCR
anidada una banda de alrededor de 119 pb, lo que corresponde a un DENV-2 vy la
secuencia obtenida con los oligos D1 - D2 fue sometida a un BLAST y el
alineamiento muestra identidad del 99% con el DENV-2 Nueva Guinea (figura 5
B), con lo que concluimos que el DENV que se utiliz6 en este estudio es de
serotipo 2, como controles positivos se utilizaron 3 muestras con 3 DENVs
independientes, los cuales fueron DENV-1, DENV-2 y DENV-3, estos amplificaron
a las secuencias de 482, 119 y 290 pb respectivamente (figura 5 A, carriles 2, 3y
4) tal y como lo reportd Lanciotti en 1992, el control negativo fue incluido utilizando
el RNA de sobrenadante de células C6/36 no infectadas el cual no amplifico

productos (figura 5, carril 1).

Ya que teniamos el DENV-2 serotipificado nos preguntamos si la proteina enolasa
se une al DENV-2 y para ello se realizé la columna de afinidad donde acoplamos
el DENV-2 a Sefarosa 4B y pasamos extractos de proteinas de células C6/36, las
proteinas que no se unen a DENV-2 se lavaron con Tris-Cl 0.05 M, NaClI 0.1 M y
las proteinas de union a DENV-2 se eluyeron con glicina pH 2.7, las proteinas
eluidas fueron observadas en geles de poliacrilamida (figura 6, panel A, carril 2) y
transferidas a nitrocelulosa, y una banda de 47 kDa fue revelada al aplicar anti-
enolasa (figura 6, panel B, carril 1), lo que sugiere que hay interaccion entre
enolasa y el DENV-2.

Con la finalidad de investigar si la union de enolasa y la proteina E del DENV-2 es
a nivel de la membrana de células C6/36 en el inicio de la infeccion del DENV-2,

nosotros probamos la inhibicion de la infeccion mediante el ensayo de bloqueo de
la union del DENV con anticuerpos anti-enolasa aplicados en células C6/36 a 4°C

antes de colocar al DENV-2 en estas células, obteniéndose una inhibicién
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significativa del 32.5 %, con respecto a las células infectadas con DENV sin
anticuerpos o infectadas con DENV tratadas con anticuerpos inespecificos
(Figura 7), para corroborar esta inhibicion nosotros realizamos ensayos en el cual
colocamos anticuerpos anti-enolasa a 4°C durante 1 hora en células C6/36, se
retird el sobrenadante y se incubo el DENV-2 durante 1 hora a 4°C,
posteriormente se realizo el conteo de sincitios a las 24 y 48 horas y registramos
una disminucién significativa del nimero de sincitios a las 48 horas posinfeccion
en células tratadas con el anti-enolasa con respecto a células sin la aplicacion de
anticuerpos o con la aplicacion de anticuerpos inespecificos (figura 8, panel B),
estos resultados sugieren que la proteina enolasa une al DENV-2 en el inicio de la
infeccion en células C6/36, sin embargo debido a que la inhibicion no fue total, tal
y como han reportado otros investigadores (Sakoonwatanyoo et al., 2006;
Kuadkitkan et al., 2010), nosotros hipotetizamos la existencia de otras proteinas
de unién al DENV-2 como receptores a este virus en células de mosquito.

Después de observar la inhibicién de la infeccién del DENV-2 mediante
anticuerpos anti-enolasa, nosotros corroboramos que estos anticuerpos no
interfieren en la viabilidad de las células C6/36 a las concentraciones probadas en
los ensayos de este estudio (figura 9), mediante el conteo de células en camara de
Neubauer tefiidas con azul de tripano (Strober, 2001), lo que sugiere que la
inhibicién de la infeccion del DENV-2 es por la unién de anticuerpos anti-enolasa
a enolasa de la membrana de células C6/36 y no por la toxicidad de los

anticuerpos.

Debido a que los resultados anteriores sugieren la localizacion en membrana de la
enolasa nosotros realizamos ensayos para demostrar este hallazgo, mediante
inmunofluorescencia, en los cuales marcamos a la proteina enolasa con
anticuerpos primarios anti-enolasa, después incubamos con anticuerpos
secundarios anti-conejo rodaminados, teflimos los ndcleos con DAPI y
observamos las células C6/36 en un microscopio confocal, en las imagenes se
identifico la localizacién de enolasa en el nacleo, citoplasma y de manera

esperada, en la membrana (figura 10, panel A), lo que apoya la evidencia de que
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enolasa es una proteina de unién a la proteina E del DENV-2 en células de
mosquito, como control negativo se observaron células C6/36 bajo las mismas
condiciones anteriormente mencionadas a las cuales no se les aplicaron
anticuerpos anti-enolasa (figura 10, panel B), ademas para discernir el papel de
enolasa en la unién del DENV-2 en la membrana celular realizamos ensayos de
colocalizacion de enolasa con la proteina E del DENV a nivel de la membrana de
células C6/36, mediante inmunofluorescencia indirecta logramos observar a la
enolasa en la membrana (figura 11, panel A), también se observd de manera
especifica al DENV-2 en la membrana celular (figura 11, panel B) y la
colocalizacion fue registrada a nivel de la membrana de células C6/36 no
permeabilizadas (figura 11, panel C y panel D), este ensayo toma relevancia al
destacar que estas células fueron fijadas, no permeabilizadas, después de una
hora de interaccién con el DENV-2 a 4°C, con este resultado estamos
demostrando por primera vez la localizacion en membrana de enolasa en células
de mosquito y que esta interactia con el DENV-2 en la fase de reconocimiento y
union a las células de mosquito, este resultado abre una gama de oportunidades
para generar un mosquito transgénico deficiente en la produccién de enolasa que
resultara en la disminucion de la competencia vectorial y con ello se podrian
disminuir los casos de dengue en las regiones endémicas donde ésta enfermedad

es un problema de salud publica.

A continuacion, nosotros nos preguntamos si enolasa podria tener alguna otra
funcién en el ciclo replicativo del DENV-2, y para poder discernir la localizacion de
enolasa durante de infeccion por el DENV-2, células C6/36 fueron infectadas con
el DENV-2 durante 24 horas, posteriormente se lavaron con PBS, se fijaron,
permeabilizaron, se les aplicaron anticuerpos primarios conejo-anti-enolasa y
ratbn-anti-proteina E, posteriormente se aplicaron anticuerpos anti-conejo
rodaminados y anti-raton fluoresceinados y por ultimo DAPI, las imagenes nos
muestran que enolasay la proteina E del DENV se localizan en la periferia del
ndcleo en donde hay una colocalizacién (figura 12, panel C y D) lo que sugiere la
participacion de enolasa en otra fase de la propagacion viral, la cual podria ser la

transcripcion o replicacion, puesto que enolasa se ha asociado al sistema de
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transcripcion del Sendai virus (Ogino et al., 2001) y a la inhibicién de la replicacion
del virus de inmunodeficiencia humana (Kishimoto et al., 2017), sin embargo esto
requiere de ensayos dirigidos a este objetivo, lo que destacamos con este hallazgo
de enolasa en el compartimento nuclear es la colocalizacién con la proteina E del
DENV-2.

Los resultados de colocalizacion entre enolasa y la proteina E del DENV-2 en
células C6/36 nos permitieron suponer que esta colocalizacion se podria llevar a
cabo en células del midgut de mosquitos Ae. aegypti y para corroborar esta
hipotesis, se disectaron los midguts de estos mosquitos Ae. aegypti de la cepa
DS3, posteriormente se infectaron con DENV-2, fijaron, permeabilizaron e
incubaron anticuerpos anti-enolasa, anticuerpos anti-E y se tifieron los ndcleos con
DAPI, para observarlos en un microscopio confocal, los resultados nos permitieron
observar la colocalizacion de estas 2 proteinas en estos midguts (figura 13, panel
C). Estos resultados nos sugieren que enolasa podria unirse a la proteina E del
DENV-2 y participar en el ciclo de propagacion del DENV-2 en ambas especies de

mosquitos.

Con la finalidad de ubicar a enolasa como parte del complejo del reconocimiento
del DENV en membrana de células C6/36, se realizd la busqueda de dominios
transmembranales de enolasa, y los 3 programas utilizados nos detectan que
enolasa de Ae. albopictus, Ae aegypti y Homo sapiens, se puede localizar en la
membrana celular, ya que se predice al menos un dominio transmembranal en las
3 enolasas (Tabla 5), lo que sugiere que enolasa puede localizarse en la
membrana celular y funcionar como un receptor al DENV-2 en las 3 especies
mencionadas, sin embargo mas estudios enfocados a este supuesto deberan ser

realizados.

Para reforzar los resultados de esta interaccion entre enolasa y la proteina E del
DENV-2 nosotros utilizamos otra herramienta con gran valor en la prediccion de
interaccién de proteinas la cual es el docking molecular, para ello nosotros
modelamos la proteina enolasa de Ae. albopictus utilizando I-TASSER vy la

utilizamos para conocer si puede haber interaccion con la proteina E del DENV-2
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el docking se realizé con el programa PatchDock, el cual fue refinado con
FireDock, este programa nos mostrO que enolasa y la proteina E podrian
interaccion favorablemente, ya que la AG es -25.14, ademas de que la union de
enolasa es al DIll de la proteina E del DENV (figura 14, panel A), lo que sugiere

que podria interaccionar enolasa en el reconocimiento del DENV.

Los resultados anteriormente mencionados nos permiten sugerir que enolasa es
una proteina receptor para el DENV-2, sin embargo se han reportado 3 diferentes
isoformas para esta proteina en Aedes sp, por ello nosotros probamos 3 diferentes
anticuerpos anti-enolasa, los cuales son comerciales y se producen a partir de
secuencias de Eno-alfa, Eno-beta y Eno-gamma de H. sapiens, los ensayos de
expresion mediante inmunoblot, en extractos de proteinas de células C6/36 o de
midguts de 3 cepas de mosquitos Ae. aegypti, nos revelaron una banda de 47 kDa
al aplicar el anti-Enolasa alfa (figura 15, panel A), ademas también se detectaron
dos bandas una de 47 kDa y otra banda de 25 kDa en extractos proteicos de
células C6/36 y una banda de 25 kDa en los 3 extractos de las 3 cepas de
mosquitos Ae aegypti, al aplicar anticuerpos anti-Enolasa gamma (figura 15, panel
B), mientras que para el inmunoblot aplicando anticuerpos anti-Enolasa beta, solo
se detectd una banda en extractos de proteinas C6/36 (figura 15, panel C), estos
resultados nos sugieren que existen diferentes isoformas de enolasa en Ae.

albopictus y Ae. aegypti.

Con la finalidad de observar esta expresion de las 3 isoformas de enolasa en
midguts de mosquitos Ae. aegypti evaluamos la expresion de estas isoformas
mediante ensayos de inmunofluorescencia, en los cuales se observé la expresion
de las 3 isoformas en midguts de la cepa DS3 (figura 16), DMEB (figura 17) e IBO
(figura 18) de Ae. aegypti. Estos resultados nos sugieren la expresion de estas 3

isoformas en los midguts de las 3 cepas.

Debido a que los anticuerpos anti-enolasa gamma revelaron una banda de 25 kDa
en las 3 cepas de los mosquitos Ae. aegypti y en la linea celular C6/36 (figura 15,
panel B), nos preguntamos si estos anticuerpos anti-enolasa gamma estaban

reconociendo a una isoforma mas pequefia de enolasa u a otras proteinas. Por
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ello se realiz6 una columna de afinidad acoplando el anti-enolasa gamma a
Sefarosa 4B (figura 19), las proteinas de union especifica se corrieron en un gel
de poliacrilamida y se tifieron con nitrato de plata (figura 20, carril 2), estas
proteinas se cortaron del gel y se sometieron a identificacion mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/ESI/MS), los
resultados obtenidos nos muestran 15 diferentes proteinas de las cuales se

obtuvieron al menos 2 peptidos para cada proteina (Tabla 6).

De las 15 proteinas, una de ellas fue enolasa (como se esperaba) y 14 fueron
proteinas que podrian estar unidas a enolasa y por ello se detectaron en el ensayo
de espectrometria, tal es el caso de las proteinas actina y tubulina que se han
reportado formar complejos con enolasa, con lo que se podria asociar a dar
estructura al citoesqueleto o utilizar a estas proteinas para localizarse en la
membrana celular (Walsh et al., 1989; Diaz et al., 2012; Jitoboam et al., 2016),
otra proteina que se ha reportado de union a enolasa es Gliceraldheido 3 fosfato
deshidrogenasa esta unién promueve la regulacion de la actividad de canales de
potasio en célula epiteliales de rifion (Renigunta et al., 2011), entre los resultados
encontramos a la proteina Nucleosido difosfatos Cinasa-Like, las cuales
comparten homologia en la regién de reconocimiento del anticuerpo anti-enolasa
gamma, esto fue algo inesperado, ya que el anticuerpo deberia de ser especifico
para solo la proteina de interés, estos hallazgos dan respuesta a por que se

observa una banda mas pequefia en el inmunoblot (Figura 15, panel B).

La caracterizacion del proceso de union del DENV-2 a células de mosquito es
escaza y para aportar informacién acerca de este proceso, nos dimos a la tarea de
conocer que elementos quimicos presentes en esta union, para ello preparamos
células C6/36 no incubadas o incubadas con DENV durante una hora a 4°C,
fijadas, bloqueadas y con aplicacion de anticuerpos anti-proteina E del DENV
(4G2), anticuerpos anti-raton con oro coloidal de 10 nanometros para microscopia
electronica de barrido, las imagenes nos muestran que el oro se observan solo en
células incubadas con DENV-2 (figura 21, circulo rojo, panel inferior) por lo que el

microandlisis se realiz6 en sitios similares a este y los resultados de los elementos
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no muestran diferencias estadisticamente significativas (Tabla 7), cabe destacar
que solo la presencia de oro fue detectada en las células incubadas con DENV-2
(Tabla 7), entonces con este ensayo podemos sugerir que la presencia y
abundancia de elementos no se modifica por la union del DENV-2 a células de
mosquito, sin embargo es importante considerar que debido a que el ensayo se
realiz6 a 4°C, esto pudo haber disminuido el flujo de iones, ya que el metabolismo
celular disminuye a 4°C, lo que significo una subestimacion de los resultados, por
ello la propuesta es realizar la incubacion del DENV-2 a 28 °C y realizar el

microanalisis.

Por ultimo con la finalidad de apoyar la observacion de las particulas virales en la
membrana celular (figura 21), se realiz6 la observaciéon mediante microscopia de
fuerza atomica de células C6/36 incubadas y no incubadas con DENV durante una
hora a 4°C, fijjadas, secadas al punto critico de CO2 y tefiidas con oro de 10
nanometros, las imagenes nos muestras solo en células incubadas con DENV-2
particulas circulares de tamafio similar al DENV-2 en membrana celular, lo que

sugiere la presencia de DENV-2 (figura 22, panel inferior).

Conclusioén

Enolasa de Ae. albopictus es una proteina de 47 kDa, que se puede localizar en la
membrana, citoplasma y nucleo de células C6/36, esta proteina puede unirse a
particulas completas de DENV y al ser bloqueada mediante anticuerpos
especificos a nivel de membrana se puede inhibir la propagaciéon del DENV,
ademas colocaliza en mmbrana con la proteina E del DENV, por ello nosotros
proponemos que esta proteina forma parte del complejo de reconocimiento y
union al DENV en células C6/36.
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