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Il. PREFACID

El presente trabmjo aporta datos nuevas referentes a la patogénesis del
dengue durante |2 infeccion del endolelio vascular, dichas aportaciones giran
en tomo a diférentes aspectos ain poco conocidos de la pakogenia de esig
enfermmerdad que a continuagidn se mencionan:

1.- Actualmente no existen vacunas eficaces y seguras contra ¢l
Dengue, tampaco hay modelos animales expenmentales  (ue
reproduzcan la enfermedad de ogrma similar al bumang ¥ no existen
tratamientos antivirales para la infeccion del virus del dengue,
Curanlg las manifestaciones severas de la enfermedad como el
sindrame de chogue por dengue {(SCDY o o fisbre hemomagica par
dengue (FHD), en los cuales el dang al endotelic wascular ag
consderado como un SENG patognomonico pero 1Gs mecanismos
patogenicos permanecen sin ser antendidos.

2.~ La vasculopatia observada durante la FHDISCD es ] resultadgo
de la disfuncion cndotelial causada {anto por mecanismos directos
{factores wvirales) como indwectos (factores del hospederd), que
nteractlan en el cndotelio vascular, llevando 2 1as farmas severas de
la enfermedad, pero hasta la fecha las investigaciones reahzarlag
sabre la patogénesis del dengue (casi cuarenta anos) han girado
exclusivamente en tarno a factares del hospedero; aunque existen

pocos reportes que describan factores virales involucrados en esla
fandmeno.

3.- Recienlemenle, nosolros reportamos resultados novedosos en 1os
que encontramas gue existe un dialogae cruzado en los procesos de
coagulacion e inflatnacion durante [a infeccion de 1as celulas de|
endotelio vascular ¥ sus  wvias  requlatorias  de sefalizacion,
Encontramos gue durante el dang al endotelio vascutar cavsados por
un aislade agresivo del VD, el Factor Tisgtar (FT), es sobre-
expresado vy esto favorece la generacion de trambina y la ackivacion
del receptor activade por proteasas tipe 1 (PAR-1Y el cual
desempena una importante funcion durante Ias activacion de 1as vias
de sehalizacion gue invalucran la fosforilacion de p38 y ERK1/2 enla
activacion de NFE-kl3. Demoslramos lambién gue 1a expresion |0
receplores PAR-1 (inflamacidn) y & FT (coagulacion} pueden ser
inhibides en presencia de as inhibidores de p38 y ERK1/2,
suginendo con eslo la existencia de un puente enlre la coagulacion
la inRamacidn,
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Las nuevas aportacicnes del trabajo:

1- En el presente trabajo reportamos por primera vez, gue la
infeccidn de las calulas del endotelio vascular por el virus del dengue
puede inducir 1la modificacion de |a via citoproleciora de la proteing
C {inflamadian- coagulacion y apaptosis).

2.- Mostramos datos novedosas que indican que  durante la
aclivacion (dafio) del endotelio vascular por el virus del dengue, se
induce la liberacion de la Trombomodulina {TM}, [a cual afecta la
formacion del compleje Trombomadulina-Trombina- prateina C. Esto
favorece gue el endotelic vascular cambig su estado fisiologico
normal {anti-trombotico/anti-inflamatario) a un estado aiterado (pro-
coagulamie/pra-inflamatorio) que ayudar a entender el dafio vascular
observado durante la FHDYSCD.

3.- Repottamos por pHmera vez que la infeccion del endotelio
vascular por e virus del dengue modifica la via citeprotectora de la
Proteina ¢ Activada, en la cual & su ver estan involucradas p-38 y
ERK1/2, asi como tambicn log recepiores PAR-1 y EPCR,

4.- Este estudio proporciona nuevas perspectivas y puede fener
implicaciones en ol disefio de terapias apropiadas (por ajemplo;
admimstracion farmacelogica de PCA) a hlancos trombolicos e
inflamatorios que se presentan durante la FHDSCD,

- A
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RESUMEN

Daspués de la malaria, |z Fiebre por Dengue es [g enfermedad viral mas
prevalante de humanos transmitida por artropodos. No hay vacunas dispenibles,
tampoco exisle un modelo experimental animal y no exste un iratamiento
aspesifico fantviral) contra la infeccion por el viruz del dengue (VD). Los
mecanismas patogenicos de las formas severas de la enfermedad, lales como e
sindrome de chogue par dengue {(SCDY v ficbre hemorragica por dengue (FRO),
en la cual el dafio al endotelio es el signo patodnomonico, no es tatalnents
cnriendido. Observaciones clinicas revelan anormalidades significativas &n gl
sistemna de [@ coagulacion & inflamacion, con niveles incrementados de
Irombooduling soluble {Thds) en el plazma de pacientes con FHEYSCD {grados Il v
1Y), La ThMs en sangre ha side considerada como un marcador temprano de SCD
durante la fase febrit de 12 enfermedad, Sin embargo, el papel del VD en el dano aj
endotelic durante el SC0 no es clara. En este trabajo presenlamos datos nuevos
de la parigipacion del WD en la meodificacion de la formacion del complejo
Trombomodulina-Trombina-Proteina € en 'a superficie endotelial, ¢an uha
reduccion en la prateina C activada (PCA). La PCA es la proteina vasaprotactiva
mas importanie ya que regula lageneracion de trombina (inactiva a los factores
procoagulantes Va v Villa) v tiene tambien propedades anti- inflamatorias, anti.
apoptoticas y prateccitn dea barrera. Estas funciones binldgicas de PCA estin
asociadas coh el receptor de la pratgina © endotslial {EPCR) v can la via de
sefalizacian del veceptor aotivado per proteasas 1 {PAR-1), a2 cusd responde a ia

inflamacion- coagulackin. Mosotros  demoslramos glileraciones en las  vias

-
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citoprolectiva de 1a proteina C y anti-trombética durante la infeccidn de células del
endatelic vascular humanoe por el VO, |as cuales pueden explicar los cuadros de
vasculopatia observados durante la FHDUSCD, El esclarecimicnto de los principics
basicos que regulan estos procesos tienen importantes implicaciones para &l

disefo de Nnuevas estrategias terapéuticas para el tralamiento de FHOYSCD.

Summary

Aftar of malaria, Dengue fever (DF) is the most prevalent arthropod-bome viral
disease of humans. No sate vaccine s available, there 1z no experimental animal
midel and not exist a specific reatment (antiviral) for dengue virus (DV) infection,
The pathogenic mechanisms of the severs forms af the disease, such as dengue
shock syndrome (DS5) and dengue hemaorrhagic fever {OHF), in which endothehal
darmage is lhe pathognomaonic sign, are not fully understood. Clinical observations
have revealed significant abnormalities in the coaqulation and  inflammatian
systemns. with incréased levels of seluble thrombomodulin (T} in the plasma of
patients with DHEDOSS (grade Wl or IV), Blood sTM was proposed as an early
predictar of DSS during the febirile stage. However, the role of the DV in endothelial
mjury during D335 15 unclear. Hare, we present novel insights into the partcipation
of DV in the downregulation of the thrombomodulin—thrombin—peatein C complex
formation at the endathelial surface. with a reduclion in activated prolein C (APC).
APC 33 the most important vasoproteciive protein because it downregulatos
thrombin gensration (by the naclivation of procoagulant factors Wa and Yila) and

has  anti-imlammatory, anliapeptolic, and barrier protection propertics, Thesc

-
L.
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higlogical functions of APC are associaled with the endotnelial protein G recoptor
(EPCR) and protg ase-activated receptor 1 (PAR-1) signaling palthways, which link
the coagulation—inflammalicn  responses. We  found  altgrations  in lhe
antithrombatic and cytoprotective protein U pathiways during TV infection of human
endothclial vascular cells, which may explain the vasculopatiy observed during
DHF/DSS. Clanfication of the basic principies that underlie these processes has

important mplications for the design of new therapeutic strategies for DHE/DSS.
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1. INTRODUCCION

1.1 Origen del Virus del Dengue

La primera gran epidemia de una enfermedad parecida al dengue fue descrita
entre 1779 y 1780 en tres continentes: Asia, Africa y América del Norte (1). Sin
embargo, se han reportado cuadros clinicos similares a los de dengue en la
Enciclopedia China de la Dinastia Chin (265-420 d. C.); los antiguos chinos ya
pensaban que la enfermedad estaba relacionada a insectos voladores asociados
al agua. El término "dengue" se origind en América en 1827-1828, a raiz de una
epidemia en el Caribe en la que se presentaba con fiebre, artralgias y exantema.
Los esclavos provenientes de Africa identificaron a esta entidad nosolégica como
dinga o dyenga, homoénimo castellano del dialecto swahili "Ki denga pepo" que
significa ataque repentino (calambre o estremecimiento) provocado por un

"espiritu malo" (1).

En el siglo XX la primera epidemia de Dengue Clasico en América, comprobada
por laboratorio, ocurrié en la region del Caribe y en Venezuela entre 1963 y 1964,
el virus dengue 3 fue el serotipo circulante. En 1953-54 en Trinidad se aislo por
primera vez el agente causal de tipo 2 a partir de casos no epidémicos. En 1977 el
serotipo 1 fue introducido en América por Jamaica el cual se disemin6 a la

mayoria de las islas del Caribe causando diferentes epidemias. El serotipo 4 fue
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introducido en 1981 y desde entonces los tipos 1,2 y 4 han sido transmitidos
simultaneamente en muchos paises en donde el Aedes aegypti esta presente. El
serotipo 3 reaparecié en 1994 en Nicaragua, constituyendo un factor de riesgo
importante ya que epidemiolégicamente se han asociado prototipos a la forma

hemorragica de la enfermedad (2).

1.2 Agente Etiolégico

En 1906, Ashburh y Craig identificaron por primera vez al virus del Dengue
como el agente etioldgico de la Fiebre por Dengue (FD). En 1943 y 1944, Kimura y
Hotta aislaron por primera vez al VD en el laboratorio, adaptando dos cepas de
este virus a tejido neuronal de raton. En 1954, Casal y Brown separaron los
Arbovirus (“arbo” acrénimo del inglés arthropod-borne, transportado por
artrépodos) en grupo “A” para alfavirus y grupo “B” para flavivirus, basandose
tanto en sus diferencias antigénicas como en la respuesta humoral de reactividad
cruzada durante ensayos de Inhibicién de la Hemaglutinacién (IHA). En 1984, el
Comité Internacional para Taxonomia de Virus (ICTV) establecié al VD como un
flavivirus perteneciente a la Familia Flaviviridae, ubicado en el grupo “B” de los
Arbovirus. (3).

Actualmente se han descrito cuatro serotipos diferentes pero denominados:
DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4 circulando en el mundo (4). Estos virus son
transmitidos al humano mediante la picadura de la hembra hematéfaga de los

mosquitos Aedes (Ae) aegypti y Ae albopictus (5).

1.3 Estructura y ciclo de vida del Virus del Dengue
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Los virus del dengue tienen una estructura similar a otros flavivirus es decir, son
esféricos de 40-50 nm de diametro, con una envoltura lipidica la cual se deriva de
la célula infectada, la envoltura cubre a la nucleocapside de 30-35 nm de
diametro.

El virus esta constituido por tres proteinas estructurales designadas como
proteina C (capside), M (proteina de membrana) y E (proteina de envoltura). La
morfologia de estos virus se ha observado por microscopia crioelectrénica
tomando en cuenta la organizacion de la bicapa lipidica y la glicoproteina de
envoltura. Esta técnica ha permitido construir imagenes tridimensionales del virus
del dengue y establecer un modelo estructural, el cual ha permitido proponer que
tiene una estructura que el VD muestra un arreglo icosahédrico de 90 dimeros de

la proteina E (Figura 1) (6,7).
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Familia: Flgviviridoe Género:Flavivirus \
Serotipos: Den 1,2,3,4

5" c- prm{M}- E- N51-NS2A-N32B-N53-N54A-N548-N55-3°

© _ fn Bicapa

W——a Lipidica

Proteina E

“ {51 . ipside
ARN +
\ 40-50 nm /
Figura 1. Estructura del virus del Dengue. Constituido por tres proteinas

estructurales (E, C y M), y siete proteinas no estructurales (NS1-NS2-
NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5, genoma de una sola cadena en sentido positivo.

La glicoproteina E esta expuesta en la superficie del viridn y es la que presenta
las funciones bioldgicas del virus del dengue que incluyen la adhesion del virus al
receptor celular asi como la fusién de la membrana en endosomas a pH acido. Asi
mismo, la glicoproteina E, es también la principal proteina antigénica que activa la
produccion de anticuerpos neutralizantes (8, 9,10).

El genoma viral es de ARN de una sola cadena en sentido positivo de
aproximadamente 11000 nucledtidos que al ser traducido da origen a una
poliproteina de aproximadamente 3400 amino acidos, la cual es procesada co-
traduccionalmente por la accion de proteasas virales y del hospedero para
producir proteinas virales individuales tales como: tres proteinas estructurales (C,
prM y E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b

y NS5. Las proteinas no estructurales estan relacionadas en la replicacion del
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ARN viral como una parte del complejo de replicacion (11,12). La glicoproteina
NS1 es muy importante ya que el antigeno de fijacion del complemento, induce
una respuesta protectora (13). La NS3, por otra parte se caracteriza por tener
actividades variadas como proteasa, nucledsido trifosfato, helicasa y de ARN
trifosfato (14). En general, la proteina NS5, en todos los Flavivirus tiene actividad
de ARN polimerasa dependiente ARN. Las proteina NS2a, es un cofactor de NS3

y las proteinas 4ay 4b funcionan como cofactores de NS5 (15). (Figura 2)
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Figura 2. Diagrama del genoma del virus del Dengue. Esta constituido por regiones que
codifican proteinas estructurales y no estructurales. Hay una region cap (1) 5" y la regiones
no codificantes (NCR) 5’y 3". La poliproteina y los productos generados son cortados en
los sitios marcados con flechas, las cajas indican a los precursores de las proteinas
maduras son designadas por las letras. Las proteinas estructurales estan representadas en
color rojo mientras que las no estructurales estan en color negro y blanco. Existen sitios de
corte para proteasas del hospedero (rombos) y sitios de corte de proteasas virales
denotadas por las flechas negras. Ademas existen otros sitios que son cortados por furinas
(triangulo) o por proteasas desconocidas celulares.
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La infeccion de las células hospederas por el virus del dengue se da por la
unidn a factores de adhesion y receptores celulares. El virus entra mediante
endocitosis mediada por receptor, en la que la glicoproteina E promueve la fusién
de las membranas del endosoma y de la membrana del virus. La replicacién del
virus esta asociada con cambios de las estructuras de membrana inducidas por el
virus dentro del citoplasma de las células infectadas. El ensamble de las particulas
virales esta asociado con las membranas del reticulo endoplasmico.

En un inicio las particulas virales son ensambladas como particulas inmaduras
que contienen proteinas prM no covalentemente unidas con la proteina E en un
complejo heterodimérico. Los viriones son transportados hacia la membrana
plasmatica en vesiculas y son liberados por exocitosis (Figura 3). Durante la
morfogénesis tardia de los virus del dengue, la glicoproteina prM es procesada
proteoliticamente por proteasas parecidas a subtilisina en la via exocitica de la red

del trans-Golgi, originando a la proteina M (16,17, 18).
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Figura 3. A). Estructura del virus,
los viriones inmaduros contienen
dos proteinas asociadas a la
membrana (prM y E) formando un
complejo heterodimérico, en el
curso de la maduracion del virus,
la prM es cortada y da origen al
rearreglo de la proteina E en
homodimeros (virones maduros).
El producto del corte de la regién
carboxilo-terminal de prM (la
proteina M) permanece asociada
a la membrana viral.
Posteriormente las proteinas de
superficie son empaquetadas en
las particulas virales. B) El
genoma es de ARN de una sola
cadena en sentido positivo de
aproximadamente 11000
nucledtidos y contiene un solo
marco de lectura abierto que
codifica para las proteinas
estructurales C, prM/M y E.
También codifica para siete
proteinas no estructurales. El
marco de lectura abierto esta flanqueado por regiones no codificantes en ambos lados. C) La entrada del
virus es por endocitosis mediado por recepto y el pH en el endosoma induce modificaciones estructurales en
la proteina E que inducen la fusién de membranas de la nucleocapside en el citoplasma. Posteriormente el
genoma de ARN es traducido para iniciar la replicacion del virus. El ensamble de las particulas virales ocurre
en el reticulo endoplasmico (RE) y lleva a la formacién de particulas inmaduras que son transportadas a
través de la via exocitica. Hay evidencias de que el pH acido en el trans-Golgi produce cambios
conformacionales irreversibles en el complejo prM-E que es requerido para el corte y maduracién por furinas
celulares o por proteasas liberadas por la célula. Finalmente las particulas infecciosas son liberadas por
exocitosis.




1.4 Receptores celulares putativos para el Virus del Dengue

La entrada del VD se inicia con la adsorcidn y la penetracion a la célula hospedera. Durante
la adsorcion la proteina E se une a receptores celulares especificos (Figura 3).

Se han realizado diversos trabajos para caracterizar los probables receptores celulares para
el VD en la infeccidn primaria, que incluyen tanto proteinas como glicosaminoglicanos (GAGs),
sugiriendo una dependencia en el tipo de célula huésped y el serotipo viral para la interaccion
inicial entre el VD y la célula blanco. Entre las proteinas descritas como posibles receptores
virales en células de mamifero, se encuentran proteinas susceptibles a tripsina (19), proteinas
no identificadas de pesos moleculares diversos que oscilan entre 27 y 182 kDa (20-26), el
receptor de 37 kDa/67 kDa de alta afinidad por laminina (27), el receptor de manosa (28),
proteinas de choque térmico HSP90 y HSP70 (del inglés heat shock protein) (29), la proteina
asociada al antigeno de diferenciacién mieloide CD14 (30) y la proteina regulada por glucosa
GRP 78 (BiP) (31).

Asimismo, se ha descrito que la union del VD a células dendriticas se produce a través de
proteinas DC-SIGN (del inglés dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin). Estas
proteinas de membrana contienen un dominio extracelular de lectina tipo C que une
carbohidratos con alto contenido de manosas, presentes en la superficie del viribn del VD
(32,33). Para las células de mosquito C6/36, se identificaron proteinas de pesos moleculares
entre 40 y 80 kDa (34,35) asi como también una proteina que une laminina (36) como posibles

receptores del VD.
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Ademas de los informes de proteinas como probables receptores para el VD, se ha
demostrado la participacion de heparan sulfato (HS) en la unién del VD tipo-2 a diversas

células de mamifero (37-41).

1.5 Aspectos Epidemiolégicos del virus del dengue

Se estima que cerca de 2.5 billones de personas (un tercio de la poblacién mundial)
procedentes de zonas urbanas, peri urbanas y rurales estan en riesgo de contraer la infeccion,
con una incidencia anual de 50-100 millones de casos de FD y de 25-500 mil casos de FHD
(42).

La OMS considera al Dengue como la segunda infeccién re-emergente mas importante
entre las enfermedades tropicales y como una de las principales enfermedades virales
transmitidas al hombre por artrépodos (43, 44, 45). La FHD es la principal causa de
hospitalizacion y muerte de nifios en paises del Sudeste Asiatico (46). Los vectores del VD
son los mosquitos del género Aedes, y la especie mas importante en la transmision es Aedes
aegypti. Otro vector de importancia epidemiologica es Aedes albopictus, el cual tiene gran
distribucién en Brasil.

El vector que mantiene eficientemente la enfermedad en Asia introduciéndose
posteriormente tanto en América como en varios paises del mundo. Ambos vectores
pertenecen al subgénero Stegomya. Aedes aegypti es un artrépodo perteneciente a la clase
Insecta, orden Diptera, familia Culicidae y subfamilia Culicinae, que incluye los géneros Aedes

y Culex. El adulto de Aedes aegypti, transmisor de Dengue y Fiebre Amairilla, tiene un dorso
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con bandas de color plateado o amarillo blanquecino sobre fondo oscuro, y un dibujo

caracteristico en forma de lira en el dorso del térax. Las patas estan conspicuamente

bandeadas y
el ultimo
artejo de las

patas

posteriores

es blanco.

Este género esta extensamente distribuido dentro de los limites de las latitudes 40°N y 40°S

(Figura 4) y es altamente susceptible a temperaturas extremas y climas calidos secos.

Figura 4. El principal vector transmisor del virus del dengue es el Aedes aegypti y su distribucion
a nivel mundial.

1.6 Caracteristicas Clinicas de la Enfermedad

El dengue presenta un amplio espectro clinico que puede ir desde la forma leve de la
enfermedad conocida como Dengue Clasico (DC; 95% de los casos), hasta las formas
severas como la Fiebre hemorragica por Dengue y/o el Sindrome de Choque por Dengue
(FHD/SCD; 5% de los casos) (47).

La fiebre por dengue (FD) se caracteriza por una aparicién repentina de fiebre asi como
la presencia de signos y sintomas no especificos, incluyendo dolor retro-orbital, cefalea,

mialgias, artralgias, nauseas, vomitos y debilidad generalizada.

El dengue hemorragico, durante la fase aguda es dificil de diferenciar con la FD, sin
embargo, durante la defervescencia (cuando cede la temperatura y la viremia)

abruptamente se manifiestan sintomas de falla circulatoria (4-6 horas) y/o se pueden
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presentar manifestaciones hemorragicas. Los signos y sintomas incluyen: hemorragias
epiteliales tales como petequias, purpura, equimosis, epistaxis, sangrado de encias,
hemorragias gastrointestinales y un aumento en la permeabilidad del endotelio vascular
favoreciendo alteraciones hemostaticas que pueden favorecer la presencia de choque
hipovolémico. Los cambios hemostaticos involucran principalmente tres
factores; alteraciones vasculares, trombocitopenia y multiples defectos en el sistema de la
coagulacion—fibrindlisis (48). De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
FHD puede clasificarse en cuatro grados de severidad que dependen de las caracteristicas

clinicas que se presenten (Figura 5).

# Grades de severidad cincs

i
L e g
* FHD O SCD | SEVERIDAD
e WHO)
FiEaRe PoR | :
DENGLIE
ks . |
[oirs =wn--iis F | ; S THCTI
v [ 4 PEraEAmLIOAD | ALTERACION i |
|| WvascuaR | HEMOSTASIA :
[Femocoscrmracon | [ Persmace masus | [ roamocromse | | CoamaOFATM il
HIPCRAOL LA, MOMCHRAGE, | S
| COLAPS '
{ CHRCLRATONDG |— +
L . :;v
CHOGLE | v
. by F Figura5.
[ MUERTE | Clasificacion  de

los grados de
severidad de la FHD de acuerdo a la OMS.

El espectro clinico de la enfermedad del Dengue va desde una enfermedad febril conocida como fiebre por dengue
caracterizada por fiebre alta, dolor de articulaciones en general, particularmente artralgias y mialgias. Este cuadro
clinico puede evolucionar, generalmente en la etapa de defervescencia y presentarse falla circulatoria y aumento de
permeabilidad de membranas del endotelio vascular y con esto establecerse la Fiebre Hemorragica por Dengue o
Sindrome de Choque por Dengue. Una de la caracteristicas mas importantes de la FHD/SCD es el aumento de la
permeabilidad de la membrana del endotelio vascular que trae como consecuencia la pérdida del plasma y un aumento
en la hemoconcentracion, que finalmente pueden generar el choque hipovolémico que junto con la hemorragia puede
converger en el colapso circulatorio y finalmente en la muerte.
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Se desconocen cuales son los mecanismos involucrados en la aparicién de las formas
severas de la enfermedad (FHD/SCD). Sin embargo, en un principio se propusieron dos
hipotesis que intentan explicar los mecanismos patogénicos del FHD/SCD: a) La facilitacion
inmunoldgica y b) La variacion antigénica de los aislados virales con incremento en la
virulencia de las cepas. La primera fue postulada por Halsted en 1974, quien propone que en
el curso de una infeccion secundaria la presencia de anticuerpos heterotipicos no
neutralizantes, incrementa la formacién de complejos antigeno-anticuerpo, facilitando la
entrada del virus a las células blanco (macrofagos), favoreciendo la activacion de los
macréfagos, los cuales a su vez activan diferentes sistemas como el del complemento,

fibrinolisis y coagulacién (Figura 6) (48).
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anticuerpos heterotipicos no neutralizantes circulantes incrementa la formacién de complejos antigeno-
anticuerpo, facilitando la entrada del virus a las células blanco, desencadenando con ello la activacién de los
macrofagos, los cuales a su vez activan diferentes sistemas como en la via del complemento, fibrindlisis y/o
coagulacioén predisponiendo a la hemorragia.

La segunda hipétesis fue propuesta por Ledn Rosen (49), con base en la existencia de casos

de Dengue hemorragico en el curso de una epidemia de Dengue Hemorragico de tipo
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primario, en los cuales se demostro que las personas afectadas no habian estado expuestas a
una primo-infeccion por dengue u otro Flavivirus por lo que independientemente del status
inmunologico del huésped, los factores virales podrian estar jugando un papel importante (50).

Para tratar de explicar estos casos, Ledn Rosen propuso que la variabilidad antigénica que
sufren las cepas mientras circulan en la naturaleza (como un incremento en la virulencia de
las cepas) es un factor de riesgo importante en la aparicion de la manifestacion hemorragica

(Figura 7).
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Figura 7. L.

Rosen,

Interaccidn de diferentes factores que puede Intervenir en la generacion de
FHD/SCD durante una primo-infecciéon. La combinacién de factores puede
influir en la patogenia de virus del dengue.

Sin embargo, actualmente se han se han descrito varias hipotesis sobre el desarrollo de la
FHD/SCD en individuos infectados con el virus del dengue. Estas hipotesis se derivan
principalmente de informacién obtenida de estudios realizados en regiones donde la
enfermedad se manifiesta de forma pandémica y de experimentos in vitro. Se han descrito
varias hipoétesis sobre el desarrollo de la FHD/SCD, en individuos infectados con el virus del

dengue. Estas hipotesis se derivan principalmente de informacién obtenida de estudios
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realizados en regiones donde la enfermedad se manifiesta de forma pandémica y de
experimentos in vitro. Estas hipotesis incluyen a la patogénesis mediada por anticuerpos, la
patogénesis mediada por células (51), el fendbmeno de la tormenta de citocinas (52), el fondo
genético de los individuos (53), las diferencias entre las cepas virales (54,55), el nivel de virus
circulando en los individuos durante la fase aguda de la enfermedad (56) y el estatus
nutricional de los individuos infectados (57).

En general para todas estas hipdtesis han sido dificiles discernir los mecanismos
patogénicos de la infeccion por el virus del dengue ya que no hay modelos animales que
permitan reproducir estas teorias y por consiguiente el mecanismo patogénico preciso que
lleva al desarrollo de la FHD/SCD permanece como un enigma.

Existen otros factores que no se han estudiado con detalle y que estan estrechamente
relacionados con la infeccion por el virus del dengue, como los factores denominados como
hipertérmicos, en los que la fiebre, como un marcador de la infeccién por el virus del dengue,
genera la produccion y liberacién de diferentes citocinas tales como TNF-' |, IL-1 e IL-6 como
las principales activadores de la fiebre; asi como también inhibidores de la fiebre como TGF-
beta e IL-10 (58). La cantidad y/o calidad de estos factores circulando en la sangre pueden
alterar o aumentar los parametros observados en pacientes infectados con el virus del dengue
y pueden ser criticos en la definicién de la infeccidn.

El estatus fisico del virus durante la viremia se refiere concretamente a la forma en que
pueden estar asociadas las particulas virales en la circulacidbn sanguinea; pueden estar
asociadas a plaquetas, linfocitos o monocitos por lo que su eliminacion es mas dificil que
cuando estas particulas virales se encuentran libres en el plasma (59).

La patogénesis de la FHD/SCD involucra fendmenos biolégicos que afectan la hemostasia
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(60), la cual es uno de los mecanismos de defensa mas importante del organismo ya que
mantiene un balance entre la actividad del sistema de coagulacién y el sistema fibrinolitico.
La coagulacién sanguinea se inicia por la activacion de dos vias: la via extrinseca también
conocida como via del factor tisular (FT) y la via intrinseca o de contacto. La via extrinseca es
activada cuando los factores del plasma entran en contacto con el FT el cual se expresa en la
membrana de la célula endotelial cuando estas ultimas son estimuladas o existe alguna lesion
en el endotelio vascular. Ambas vias (intrinseca y extrinseca) favorecen la generacion de
trombina (TB) (61).

La TB es una proteasa sérica multifuncional que actua sobre diferentes vias tanto en el
sistema de la coagulacion como con el sistema plaquetario. En la coagulacién, la TB actua
sobre el fibrinbgeno generando mondmeros de fibrina para formar la matriz del coagulo. Asi
mismo activa al factor XIII de la coagulacién, el cual estabiliza la polimerizacion de la fibrina

(Figura 8).
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Figura 8. El sistema hemostatico es muy complejo y se activa cuando el endotelio es estimulado.
El Factor tisular se expresa e interacciona con el Factor Vlla y activan al Factor Xa. Este complejo a
su vez activa al factor V y lo activa para que finalmente este complejo genere trombina a partir de
protrombina.

La unién de TB con la trombomodulina (TM) forman un complejo (TB-TM) el cual modula
el encendido de otra via que determina la regulacion de la cascada de coagulacion, esta se
conoce como Vvia de la anticoagulacion de la proteina C Activada (PCA) (62).

La TM es una glicoproteina transmembranal de superficie de la membrana del endotelio
vascular de 557 aminoacidos sin actividad enzimatica intrinseca. Aproximadamente la mitad
de su dominio extracelular N-terminal consiste de un subdominio globular con una secuencia
similar a la de lectinas tipo C de animales (63). Este dominio participa en la regulacién del
crecimiento de tumores (64), también regula la funcién endotelial en la inflamacion (65). El
resto de la porcidn extracelular de la TM esta integrada de seis subdominios similares al factor
de crecimiento epidermal (66). Existen regiones ricas en serina/treonina entre los
subdominios parecidos al factor de crecimiento epidermal y la regién transmembranal, también
contiene algunos sitios blanco para N y O-glicosilacion post- traduccional, en particular la
adicion de motivos de condroitin sulfato y cuenta también con una pequefia region
citoplasmatica (67). La funcion anticoagulante de la TM esta mediada por su interaccion con

la trombina y con la proteina C.
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Figura 9. Complejo TB-TM, la interaccion de este complejo favorece la activacion de la PC a nivel de la membrana del
endotelio vascular; asi mismo la participacién del EPCR propicia que la activacion de PC sea mas contundente. Los
subdominios 4-6 de la TM son requeridos para la activacién de PC a través de la TB.

Por otra parte la TM unida a la membrana del endotelio vascular forma complejos de alta
afinidad con la trombina y esto inhibe la interaccién de la trombina con el fibrindbgeno y con el
receptor activado por proteasas (PAR-1) a través del exocitio-1. Este mismo complejo también
es un potente activador de la proteina C que aumenta mas dos 6rdenes de magnitud la
activacion de la proteina C dependiente de trombina (68).

La trombina se une a la TM via, exocitio-1, a los subdominios 5y 6 (69). Para la union de la
proteina C se requiere la participacion del subdominio 4 y del dominio rico en serina/ treonina.
La region rica en condroitin sulfato junto con la regiéon rica en serina/treonina de la TM
proporciona un segundo sitio de unién a la trombina, el cual participa en la activacion de la
proteina C (figura 9) (70).

El complejo TB-TM inactiva a los factores Va y Vllla de la coagulacion, los cuales son
determinantes en la generacion de la TB (Figura 10). Esta funcién determina la produccion de

TB, de ahi el nombre de via anticoagulante de la proteina C.

Figura 10. Via anticoagulante de la proteina
C. La via anticoagulante de la proteina C se
activa cuando la TB interacciona con la TM y
juntas llevan a cabo la activacion del
zimégeno de la proteina C. cuando esta
proteina es activada actua directamente sobre
el factor Va y Vllla interrumpiendo asi la
generacioén de TB.
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Independientemente de la participacion de la PCA en la via anticoagulante, (regulando la
produccion de trombina) la PCA también desempena funciones fundamentales en la
regulacion del proceso inflamatorio, suprimiendo la sintesis de citocinas proinflamatorias
mediante la inhibicion de la translocacion al nucleo del factor de transcripcion NF-kB (71), el
cual controla la expresion de diversos genes de quimiocinas proinflamatorias y de moléculas
de adhesiéon como ICAM, VCAM vy E-Selectina, previniendo asi la acumulacion y la
extravasacion de leucocitos (Figura 10). Asi mismo Cheng y col, han reportado que la PCA
protege al endotelio vascular de la apoptosis mediada por p53 (72).

Se ha determinado que estas funciones citoprotectoras de PCA estan determinadas por la
participacion directa de Receptores Activados por Proteasas (PAR), principalmente por PAR-
1. Estos receptores pueden ser activados bajo el contexto fisiolégico normal o durante la
activacion leve del endotelio vascular por PCA unida a su receptor denominado como
Receptor de la Proteina C Endotelial (EPCR) y activar diferentes vias de sefalizacion que
promuevan la expresion de genes de sobrevivencia celular (Figura 11), los cuales regulan la
inflamacion, apoptosis y estabilidad de la barrera endotelial por lo que se denomina via

citoprotectora de PCA.



Carlos Cabello Gutiérrez_1IB, UNAM

A::mm
I l:chlll:'rdln

Xasa

Proombinasa

Trarribinm

"If Exprasion de
Genas de

\ apoplosis

PCA

de sobrevivencia s

T

%

-,
S

-
oy,

AM-
__.__,_---.__---___.E-M 2 ~Selecting
- 'gfjcm-l
& -
E:aprnlﬂﬂdiglnl-:‘_.-" “v, JNF-
? IL=8
i
g
Transciipaon de genes o

\

HF-KR

mediados por HF-KE

- -
- =
— e
— =
S - s o SR

—

Figura 11. La Proteina C Activa, ademas de su funcidon como una proteina reguladora de la produccion
de Trombina durante la cascada de la coagulacion; suprime los efectos mediados por TNF-a al bloquear
la translocacion al nucleo de NF-KB, bloquea la expresién de genes inflamatorios y moléculas de
adhesion celular, asi como la modulacién de genes anti-apoptoticos.

Similarmente, la TM ademas de jugar un papel

importante en la regulaciéon de la

hemostasia como un cofactor en la activacion de la via anticoagulante de la PCA, también

participa de manera indirecta en la regulacién del proceso inflamatorio mediante la

participacion de la Trombina, la cual modifica la actividad plaquetaria por un lado y por otro

inhibe la expresion de moléculas de adhesién y disminuye la sintesis de la sintetasa del oxido

nitrico, la cual actua como un potente quimiotactico de monocitos y neutrofilos (73).

. PREFACIO

El presente trabajo aporta datos nuevos referentes a la patogénesis del

dengue

durante la infeccion del endotelio vascular, dichas aportaciones giran en torno a diferentes
aspectos aun poco conocidos de la patogenia de esta enfermedad que a continuacién se

mencionan:
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1.- Actualmente no existen vacunas eficaces y seguras contra el Dengue,
tampoco hay modelos animales experimentales que reproduzcan la enfermedad
de forma similar al humano y no existen tratamientos antivirales para la infeccion
del virus del dengue. Durante las manifestaciones severas de la enfermedad
como el sindrome de choque por dengue (SCD) o la fiebre hemorragica por
dengue (FHD), en los cuales el dafio al endotelio vascular es considerado como
un signo patognomonico pero los mecanismos patogénicos permanecen sin ser
entendidos.

2.- La vasculopatia observada durante la FHD/SCD es el resultado de la
disfuncion endotelial causada tanto por mecanismos directos (factores virales)
como indirectos (factores del hospedero), que interactuan en el endotelio
vascular, llevando a las formas severas de la enfermedad, pero hasta la fecha
las investigaciones realizadas sobre la patogénesis del dengue (casi cuarenta
afnos) han girado exclusivamente en torno a factores del hospedero; aunque
existen pocos reportes que describan factores virales involucrados en este
fenémeno.

3.- Recientemente, nosotros reportamos resultados novedosos en los que
encontramos que existe un dialogo cruzado en los procesos de coagulacion e
inflamacion durante la infeccién de las células del endotelio vascular y sus vias
regulatorias de sefializacion. Encontramos que durante el dafio al endotelio
vascular causados por un aislado agresivo del VD, el Factor Tisular (FT), es
sobre-expresado y esto favorece la generacion de trombina y la activacién del
receptor activado por proteasas tipo 1 (PAR-1) el cual, desempefa una
importante funcién durante las activaciéon de las vias de senalizacion que
involucran la fosforilacion de p38 y ERK1/2 en la activacion de NF-«B.
Demostramos también que la expresion los receptores PAR-1 (inflamacién) y el
FT (coagulacién) pueden ser inhibidos en presencia de los inhibidores de p38 y
ERK1/2, sugiriendo con esto la existencia de un puente entre la coagulacién y la
inflamacion.

Las nuevas aportaciones del trabajo:

1.- En el presente trabajo reportamos por primera vez, que la infeccion de las
células del endotelio vascular por el virus del dengue puede inducir la
modificacién de la via citoprotectora de la proteina C (inflamacion- coagulacion y
apoptosis).

2.- Mostramos datos novedosos que indican que durante la activacion (dafio) del
endotelio vascular por el virus del dengue, se induce la liberacion de la
Trombomodulina (TM), la cual afecta la formacion del complejo
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Trombomodulina—Trombina- proteina C. Esto favorece que el endotelio vascular
cambie su estado fisioldgico normal (anti-trombdtico/anti-inflamatorio) a un
estado alterado (pro-coagulante/pro-inflamatorio) que ayudar a entender el dafio
vascular observado durante la FHD/SCD.

3.- Reportamos por primera vez que la infeccion del endotelio vascular por el
virus del dengue modifica la via citoprotectora de la Proteina C Activada, en la
cual a su vez estan involucradas p-38 y ERK1/2, asi como también los
receptores PAR-1 y EPCR.

4.- Este estudio proporciona nuevas perspectivas y puede tener implicaciones en
el disefo de terapias apropiadas (por ejemplo: administracion farmacolégica de
PCA) a blancos trombdticos e inflamatorios que se presentan durante la
FHD/SCD.

RESUMEN

Después de la malaria, la Fiebre por Dengue es la enfermedad viral mas prevalente de
humanos transmitida por artrépodos. No hay vacunas disponibles, tampoco existe un modelo
experimental animal y no existe un tratamiento especifico (antiviral) contra la infeccién por el
virus del dengue (VD). Los mecanismos patogénicos de las formas severas de la enfermedad,
tales como el sindrome de choque por dengue (SCD) y fiebre hemorragica por dengue (FHD),
en la cual el dano al endotelio es el signo patognomonico, no es totalmente entendido.
Observaciones clinicas revelan anormalidades significativas en el sistema de la coagulacién e
inflamacion, con niveles incrementados de tromboodulina soluble (TMs) en el plasma de
pacientes con FHD/SCD (grados Ill y IV). La TMs en sangre ha sido considerada como un
marcador temprano de SCD durante la fase febril de la enfermedad. Sin embargo, el papel del
VD en el dafio al endotelio durante el SCD no es claro. En este trabajo presentamos datos
nuevos de la participacion del VD en la modificacion de la formacion del complejo

Trombomodulina-Trombina-Proteina C en la superficie endotelial, con una reduccioén en la
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proteina C activada (PCA). La PCA es la proteina vasoprotectiva mas importante ya que
regula lageneracion de trombina (inactiva a los factores procoagulantes Va y Vllla) y tiene
también propiedades anti- inflamatorias, anti-apoptoticas y proteccion de barrera. Estas
funciones biolégicas de PCA estan asociadas con el receptor de la proteina C endotelial
(EPCR) y con la via de sefializacion del receptor activado por proteasas 1 (PAR-1), la cual
responde a la inflamacion- coagulacion. Nosotros demostramos alteraciones en las vias
citoprotectiva de la proteina C y anti-trombdética durante la infeccion de células del endotelio
vascular humano por el VD, las cuales pueden explicar los cuadros de vasculopatia
observados durante la FHD/SCD. El esclarecimiento de los principios basicos que regulan
estos procesos tienen importantes implicaciones para el disefio de nuevas estrategias

terapéuticas para el tratamiento de FHD/SCD.

Summary

After of malaria, Dengue fever (DF) is the most prevalent arthropod-borne viral disease of
humans. No safe vaccine is available, there is no experimental animal model and not exist a
specific treatment (antiviral) for dengue virus (DV) infection. The pathogenic mechanisms of
the severe forms of the disease, such as dengue shock syndrome (DSS) and dengue
hemorrhagic fever (DHF), in which endothelial damage is the pathognomonic sign, are not fully
understood. Clinical observations have revealed significant abnormalities in the coagulation
and inflammation systems, with increased levels of soluble thrombomodulin (sTM) in the
plasma of patients with DHF/DSS (grade Il or IV). Blood sTM was proposed as an early

predictor of DSS during the febrile stage. However, the role of the DV in endothelial injury
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during DSS is unclear. Here, we present novel insights into the partcipation of DV in the
downregulation of the thrombomodulin—thrombin—protein C complex formation at the
endothelial surface, with a reduction in activated protein C (APC). APC is the most important
vasoprotective protein because it downregulates thrombin generation (by the inactivation of
procoagulant factors Va and Vllla) and has anti-inflammatory, antiapoptotic, and barrier
protection properties. These biological functions of APC are associated with the endothelial
protein C receptor (EPCR) and protease-activated receptor 1 (PAR-1) signaling pathways,
which link the coagulation—inflammation responses. We found alterations in the antithrombotic
and cytoprotective protein C pathways during DV infection of human endothelial vascular cells,
which may explain the vasculopathy observed during DHF/DSS. Clarification of the basic
principles that underlie these processes has important implications for the design of new

therapeutic strategies for DHF/DSS.



2. Planteamiento del Problema

Las principales manifestaciones patolégicas en FHD/SCD producidas por el
virus del dengue se caracterizan por el aumento de la permeabilidad vascular y la
alteracién de la hemostasia, [Hemorragia y/o coagulopatia (CID)] (74). En éste
proceso patologico el endotelio vascular juega un papel determinante ya que este
tejido regula tanto a la hemostasia (coagulacion y fibrindlisis), como a la
permeabilidad vascular (75). La TM, expresada por las células endoteliales
desempefia un papel clave en la regulacién anticoagulante ya que forma el
complejo TB-TM que activa a la proteina C, cuya forma activa (PCA) es capaz de
regular la produccién de Trombina (76).

Independiente a la participacion de PCA en la regulacion de la coagulacion,
esta misma proteina interacciona con PAR-1 y favorece un aumento en la
expresion de moléculas anti-apoptéticas, como Bcl2-A1, eNOS, IAP, entre otras.
Ademas de reducir la produccion de moléculas proinflamatorias como la
interleucina IL-8 y moléculas de adhesion como ICAM y VCAM a través de la
inhibicién de la traslocacion al nucleo de NF-KB (77).

En pacientes con FHD se ha reportado la presencia de niveles elevados de TM
libre en el plasma como resultado del dafio endotelial (78, 79,80). Por otro lado,
Raghupathy y col. en 1998 (81), establecieron que en el plasma de pacientes con
FHD existe IL-8 libre, sugiriendo que el virus del dengue ademas de favorecer el
proceso inflamatorio, puedan estar afectando el sistema de la anticoagulacion
dependiente de la via citoprotectiva de la Proteina C Activada (la cual es regulada

por la participacion de la TM y EPCR) (61).






3. HIPOTESIS

El virus del Dengue es capaz de modificar la via citoprotectora de la PCA en

el endotelio vascular humano.
4. Objetivo general

Evaluar si durante la infeccion del endotelio vascular por diferentes aislados del

VD se modifica la funcién citoprotectora de PCA
Objetivos particulares

e Establecimiento del cultivo primario de células endoteliales de corddn

umbilical humano (HUVEC)

e Determinar si la infeccion por el virus del dengue (clasico y hemorragico)
modifica la expresion de TM en la membrana de células endoteliales

provenientes de corddn umbilical humano (HUVEC)

e FEvaluar si existen alteraciones en la activacion de la Proteina C en cultivos
primarios de HUVEC, en presencia de diferentes aislados del virus dengue

(clasico y hemorragico), mediante ensayo cromogénico
e Determinar si la infeccién de HUVEC con el VD induce la produccion de IL-8

e Determinar la posible via de sefializacion involucrada en la produccion de

IL-8 de HUVEC infectadas con los diferentes aislados virales

e Evaluar el efecto citoprotector de PCA (produccion de IL-8, permeabilidad
vascular y apoptosis) durante la infeccion del endotelio vascular por el virus

del dengue



o Establecer si el efecto citoprotector de PCA esta relacionado con la

participacion de PAR-1 en HUVEC infectadas con el virus dengue



5. METODOS

5.1 Aislados Virales. Se emplearon dos aislados diferentes del serotipo 2 del virus
dengue. Uno proveniente de un caso fatal, de Dengue Hemorragico (D2) y otro proveniente de
un caso de Dengue Clasico, ambas cepas fueron donadas por el Center for Desease Control

(CDC) Fort Collins, Colorado. U.S.A.

5.2 Linea Celular. Para la propagacion y purificacion de los diferentes aislados virales, se

utilizaron cultivos de células LLC-MK2 derivadas de rindbn de mono verde africano (ATCC)

5.3 Propagacién del virus Dengue. Se sembraron células LLC-MK2 en botellas de 25
cm? a una densidad aproximada de 2x10° células, una vez confluentes las monocapas
celulares, fue retirado el medio de cultivo por succion y se lavaron dos veces con PBS pH 7.4
estéril. Se inocularon los diferentes aislados virales (FD y/o FHD) con 6x10* unidades
formadoras de placa (ufp), para tener una multiplicidad de infeccion de 0.01 ufp en 1.0 ml de
D'MEM. Se incubaron durante 2 horas en atmosfera de 5 % de CO; a 37°C. Se elimino el
inoculo por succién, y se lavaron las monocapas dos veces con PBS estéril y agregamos 5 ml
de D'MEM sin suero. Incubamos en las mismas condiciones hasta que se observoé el efecto
citopatico (redondeamiento celular en forma de racimos). Cuando el efecto citopatico fue
mayor del 80% de la monocapa, cosechamos el virus transfiriéndolo a criotubos de 1.5 ml con

albumina al 0.5% mas D'MEM y se almacenaron a -70°C.
5.4 Titulacion del virus dengue mediante ensayo de placa litica.

Se tripsinizéd una botella de 25cm? con células LLC-MK2 y se resuspendieron en 11ml de
medio D'MEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Se agregd 0.5 ml de esta
suspensién por pozo en una caja multiple de veinticuatro pozos (CM24) (Nunclon, E.U.). Una

vez confluentes las monocapas se lavaron con PBS y se llevaron a cabo diluciones del VD en



medio sin suero de 10 hasta 107 y se depositaron 0.1 ml de cada diluciéon en cada pozo por
duplicado, las muestras se incubaron durante 2 horas a 37°C con 5% de CO, para permitir su
adsorcion. Posteriormente, eliminamos el inoculo y lavamos las monocapas; adicionamos 1.5
ml de medio incompleto (MI) con metil celulosa al 2.3 % estéril por cada pozo y se incubaron
en cadmara humeda en presencia de CO;, (5%) a 37 °C hasta observar el efecto citopatico

caracteristico (6-8 dias).

Después de este tiempo se determind el titulo viral contando directamente el numero de
placas liticas observadas en la mayor dilucion, tomando en cuenta el factor de dilucién
(UFP/ml= # placas x 10 x FD) en donde, FD es el factor de dilucion; y 10 es el factor de

correccion que corresponde a 0.1 ml de inoculo.

5.5 Establecimiento del cultivo primario de células endoteliales de cordén
umbilical (HUVEC)

Las HUVEC se aislaron a partir de cordones umbilicales frescos utilizando la metodologia
descrita por Olsen en 1994 (82). Brevemente, se canulo la vena del cordon umbilical y se lavd
este conducto con soluciéon salina y HEPES [Na Cl 0.75 M, K CI 5 mM, HEPES 5 mM,
Glucosa 6 mM, PH 7.5 (SIGMA E.U.)]; se agregd un volumen de 5 ml de solucion de tripsina-
verseno al 0.075% (Gibco BRL Gaithersburg MD USA) y se incub6 en bafo Maria durante 20
minutos a 37 °C. Después de la incubacion, la suspensién celular se centrifugd durante 5
minutos a 1500 rpm, resuspendiendo las células en medio de cultivo M 199 (Gibco BRL,
Gaithersburg MD USA ) suplementado con 10% de suero fetal bovino ( Gibco BRL,
Gaithersburg MD USA ), 100 mg/ ml de heparina porcina (Gibco BRL, Gaithersburg MD
USA), 50 U/ml de penicilina/ estreptomicina (Gibco BRL, Gaithersburg MD USA) y 25 mg/ml

de factor de crecimiento endotelial vascular (SIGMA, USA).



Las células obtenidas fueron sembradas en cajas de cultivo de 25cm? (Corning
Incorporated, USA) cambiando el medio de cultivo cada dos dias. Las células utilizadas en
todos los experimentos fueron las correspondientes al tercer pase. Verificamos los cultivos
tanto por su tipica morfologia de empedrado (coblestone) como por la presencia del factor de

von-Willebrand mediante inmunofluorescencia indirecta.

5.6 Deteccion de Trombomodulina en la membrana de HUVEC mediante
citometria de flujo

Para determinar la expresiéon de trombomodulina (TM) en la membrana de las células
endoteliales, se llevaron a cabo diferentes ensayos de citometria de flujo. Se infectaron
monocapas confluentes de células HUVEC, utilizando diferentes multiplicidades de infeccion
(0.01, 0.1 y 1.0) de ambos aislados del VD (clasico y hemorragico) y se analizaron 24 y 48
horas post-infeccién. Por otro lado, se utilizaron monocapas confluentes de HUVEC vy se
estimularon durante 48 horas con 10 ng/ml de TNF-a para disminuir la expresiéon de TM
(control positivo) de acuerdo a Hirokawa y col (83). Posteriormente, lavamos las células dos
veces con PBS y se desprendieron de la caja de cultivo con una solucién de PBS-EDTA 0.5
M.

Las células se resuspendieron en 1ml de PBS con el anticuerpo monoclonal anti-
trombomodulina a una dilucion de 1:100. Después de incubar durante una hora a 4°C, las
muestras se centrifugaron a 1300 rpm por 3 minutos y se lavaron dos veces con buffer A
(150mM de NaCl, 2.5 mM de CaCl,, 5mg/ml de albumina sérica bovina (BSA), 20mM detras-
HCL, pH 7.4), después se agregd un anticuerpo secundario anti- IgG de humano conjugado
con FITC y se incub6é durante una hora a temperatura ambiente (Santa cruz Biotechnology,
Inc. EU.) Se lavaron las células tres veces con el mismo buffer y la pastilla celular la

resuspendimos en amortiguador A (150 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2, 5 mg/ml bovine serum



albumin [BSA] 20 mM Tris-HCI [pH 7.4]) y analizamos la intensidad de la fluorescencia
mediante citometria de flujo.
5.7 Colocalizacion de los receptores EPCR Y PAR-1

Se utilizaron monocapas de HUVEC confluentes en portaobjetos multipozos, a los cuales
se infectaron con DF-DV y DHF-DV a una M.O.l.=1 y se analizaron por separado 48 horas
post-infeccion. Las monocapas se fijaron con paraformaldehido al 2% y posteriormente se
incubaron con anticuerpos monoclonales especificos contra los receptores EPCR y PAR-1
(SANTA CRUZ) a una diluciéon de 1:100 durante 1.5 horas a temperatura ambiente,
posteriormente se lavaron con PBS-BSA (1%) tres veces y se incubaron con dos anticuerpos
secundarios acoplados con fluorocromos distintos, para EPCR se emple6 un IgG monoclonal
de raton acoplado a TxR (VECTOR, CA) a una dilucion de 1:100 y para PAR-1, se utilizé un
anti-lgG monoclonal de raton acoplado a FITC (ZYMED, CA.) a una dilucion de 1:100 y se

incubaron las muestras durante 2 horas a temperatura ambiente.

Los portaobjetos inmunotefidos fueron cubiertos con medio de montaje fluorescente
(Vectashield, Vector, Burlingame, CA) y evaluados con ayuda de un microscopio de
epifluorescencia (Nikon Eclipse) equipado con filtros para los fluoroscromos empleados. Los
campos seleccionados fueron analizados con un microscopio confocal LSM 5 PASCAL Zeiss
equipado con un laser de argdén/krypton. Las imagenes fueron adquiridas con una apertura
numeérica de 1.30 con aceite de inmersion y objetivo 40X. Para evitar falsos positivos, el FITC
fue excitado con la longitud de onda de 488 nm y la luz emitida fue captada con los filtros de
520-550 nm, el TXR 594 fue procesado a 543 nm y la luz emitida con los filtros de 650nm.
Las imagenes fueron adquiridas por separado empleando monitores a color, mostrando el
color verde, para FITC, rojo para TxR y amarillo para la colocalizacién. La colocalizacion fue

analizada empleando los sistemas de analisis IMARIS 6.0 BITPLANE e IMAGE PRO Media



cybernetics y la colocalizacion de EPCR y PAR-1 se determind como la intensidad relativa de

fluorescencia de ambos fluorocromos.

5.8 Ensayos de actividad de PCA en la superficie de HUVEC

La actividad de la PC se evalué utilizando monocapas confluentes de HUVEC (1X 10°
células/pozo) en cajas de cultivo de 24 pozos. Los cultivos fueron incubados con distintas
dosis (0.01, 0.1 y 1.0 ufp) de los aislados virales (clasico y hemorragico) durante 48 horas,
paralelamente se utilizaron monocapas confluentes de HUVEC tratadas con 10 ng/ml de TNF-
o a 37 °C, y 5% de CO,., ya que es conocido que el TNF-a favorece la disminucién de la TM
en la superficie de las células endoteliales (83). Posteriormente, las células fueron lavadas
tres veces con amortiguador A y después se agregaron 100 ul del mismo amortiguador que
contenia 1.5U/ml en de trombina humana, 150 nmol/l de la proteina C humana (Sigma, EU) y
5 mM de CaCl, (Sigma, EU) se incubaron los cultivos durante 2 horas a 37 °C. Transcurrido
el tiempo, se tomaron 50 ul del sobrenadante al cual afiadimos 450 pl del sustrato
cromogénico de proteina C activada (S2266, 2 mmol/L, Chromogenix) y 2.5 U/ml de hirudina,
Sigma,EU).

Finalmente, la reaccion se detuvo después de 30 minutos afiadiendo 200 uyl de acido
acético al 50% (vol/vol) y la actividad amidolitica de la proteina C generada fue leida a 405 nm
con ayuda de un espectrofotometro. La activad de Proteina C Activada se midié en unidades

arbitrarias. Este ensayo se esquematiza en la siguiente figura
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Modelo empleado para medir la actividad de PC. El endotelio vascular participa de forma determi nante a través de la
TM, la cual forma el complejo TM-TB que activa a cimégeno de la proteina C a proteina C Activa. Finalmente actividad
amidolitica de PCA es medida empleando el sustrato especifico para PCA.

5.9 Ensayos de Western- blot

Tanto las células control (sin infectar) como las monocapas infectadas con el virus del
dengue fueron lisadas por adicion de buffer de lisis frio durante 10 minutos (50mM de Tris-
HCL, pH 7.4, 150 mM de NaCl, 1mM de EGTA, 0.25% de deoxicolato de sodio, 1 mM de
Nas;VOs, 1 mM de NaF, 1% de Tritbn X-100 y 1 ug/ml de aprotinina, leupeptina y pepstatina)
(Sigma EU). Posteriormente las muestras se colectaron y centrifugaron a 4 °C a 14000 g por 3
minutos, se resuspendieron las muestras en buffer de muestra 2X; estas muestras se hirvieron
durante 10 minutos a 100 °C y se analizaron mediante electroforesis en un gel SDS-PAGE al
10%. Las proteinas se transfirieron (durante 3.5 horas) a membranas de nitrocelulosa de 0.45
pm (BIO-RAD, EU) y se bloquearon los sitios inespecificos con solucion de bloqueo [Tris-
buffer salino-Tween 20 (TBST): 10 mM Tris-HCI, pH 7.6, 150 mM NaCl, 0.05% de Tween 20
(vol/vol)] que contiene 5% de leche en polvo sin grasa o 5% de albumina sérica bovina
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar las membranas con TBST (cuatro

veces por 10 minutos), se incubaron en una solucion 1:1000 del anticuerpo primario durante



toda la noche a 4 °C o por 2 horas a temperatura ambiente (anti-TM) (Santa Cruz,
Biotecnology,EU). El anticuerpo unido lo detectamos con ayuda de un anticuerpo policlonal
secundario conjugado con peroxidasa y (ZYMED, Laboratories, EU) diluido 1:2000 en TBST
durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas fueron lavadas y las
proteinas se detectaron usando ECL (Amersham Pharmacia Biotech, EU).

Para determinar si la infeccion por el VD puede favorecer la induccion de la fosforilacién de
MAPK’s (ERK 1/2); se infectaron monocapas confluentes de HUVEC con una dosis infecciosa
(MOI) de 1.0 ufp del virus durante diferentes tiempos. Empleamos extractos totales de las
proteinas celulares, las cuales fueron resueltas en geles al 10% de SDS-PAGE, las proteinas
fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa siguiendo el procedimiento antes
mencionado. Las membranas se incubaron con un anticuerpo monoclonal (SANTA CRUZ)
anti-p-ERK empleando una dilucion de 1:1000. Posteriormente a estos experimentos,
llevamos a cabo ensayos de inhibicion de la fosforilacién de ERK, para lo cual antes de
infectar con los diferentes aislados virales, se incubaron las monocapas celulares con el
inhibidor especifico de la fosforilacion de ERK (PD09859 10 mM) durante diferentes tiempos

(1,4 y 6 horas).

5.10 Determinacién de IL-8 mediante ELISA

Determinamos los niveles de IL-8 a partir del sobrenadante de cultivos de HUVEC
infectadas con los diferentes aislados del VD a diferentes dosis infecciosas (1.0, 0.1 y 0.01)
mediante ELISA. Las condiciones del ensayo fueron optimizadas mediante la titulacién del
anticuerpo recombinante humano para IL-8 (rh IL-8). EI método de ELISA fue modificado del
procedimiento descrito por Kittigul y col (84). Brevemente, una placa de microtitulacion (Nunc
Inter Med, Roskilde, Demark) fue cubierta con 100 ul del anticuerpo monoclonal anti-IL-8
(R&D Systems, Inc. EU) a una concentracién de 10 pg/ml en buffer de bicarbonatos a pH de

9.6 incubando a 4°C durante toda la noche. Posteriormente lavamos la placa con PBS-Tween



(PBST) al 0.05%, pH 7.4. Los sitios de union no especificos de la placa fueron
bloqueados anadiendo 200 ul de una solucién de BSA-PBS al 1% por 2 horas a temperatura
ambiente.

Posteriormente, lavamos la placa cuatro veces con PBST. Después de estos lavados se
afiadieron 100ul de la proteina rh-IL-8 (R&D Systems, Inc. EU) y los sobrenadantes de cultivo
de células infectadas con los denguevirus (clasico y hemorragico), los sobrenadantes de los
cultivos estimulados con 10 ng/ml de TNF-a y los sobrenadantes de las células preincubadas
con el inhibidor de ERK (PD98059). Incubamos las placas durante 1.5 horas a 37 °C,
realizando cuatro lavados, afiadiendo posteriormente 100 ul/pozo de anticuerpo anti- IL-8
biotinilado (R&D Systems, Inc. EU) a una concentracion de 5ug/ml e incubamos la placa
durante 1.5 horas a 37 °C lavando nuevamente la placa. Después afiadimos 100 pl/pozo de
streptavidina-peroxidasa (Sigma, EU) diluida 1:5000 a cada pozo e incubamos 1 hora a 37
OC. Finalmente, lavamos la placa y adicionamos 100 ul del sustrato tetrametil benzidina
(Sigma, EU) para permitir el desarrollo del color durante 15 minutos; la reaccion fue detenida
por la adicion de 50 pl/pozo de acido sulfurico 0.05 M. La densidad 6ptica se determino con

ayuda de un lector de ELISA (Thermolab system, EU) a 490 nm.



6. RESULTADOS
6.1 Ensayos de titulacion mediante placa litica

El titulo viral se determin6 por el ensayo en placa litica en células LLC-MK2. Utilizamos
diferentes concentraciones de metil celulosa (MC), iniciamos con 1% pero no fue posible
observar placas liticas ya que la fluidez del medio de cultivo a esta concentracién, no lo
permitié. Después de evaluar concentraciones crecientes de metil celulosa, se lograron
obtener placas liticas utilizando 2%, de MC observando placas claramente formadas hasta la
dilucién de 107. Asi mismo, esta técnica nos permitié observar diferencias en el tamario de la
placa que forma cada aislado viral, siendo mas grandes las producidas por el aislado

hemorragico (Figura12).
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Figura 12. Ensayo en placa litica de FHD-VD y FD-VD en LLC-MK2. La generacién de
placas liticas en diferentes diluciones del virus del dengue permite calcular el numero de particulas
virales activas y determinar la dosis infecciosa correspondiente a un determinado volumen de inoculo viral.

6.2 Establecimiento del cultivo primario de células endoteliales de cordén
umbilical humano (HUVEC)
Para poder realizar todos los experimentos del presente trabajo establecimos el cultivo

primario de HUVEC a partir de cordones umbilicales humanos. Las monocapas utilizadas en



nuestros experimentos fueron las correspondientes al tercer pase para asegurarnos de tener
un monocultivo de células endoteliales. Después del tercer pase observamos una monocapa
con la morfologia caracteristica del endotelio vascular. Cada experimento requirié de estas
células ya que por ser cultivo primario se aislaron y propagaron continuamente células
nuevas. La figura 13 muestra imagenes a diferentes aumentos de las HUVEC aisladas y

propagadas hasta el tercer pase y se observan monocapas celulares homogéneas.

Figura 13. HUVEC del tercer pase, aisladas a partir de cordones umbilicales humanos morfologia tipica de
endotelio vascular. Se considera que después del tercer pase el cultivo puede estar homogéneo.

6.3 Disminucion de TM en la membrana de HUVEC infectadas con los diferentes
aislados del virus del Dengue

Para determinar si la infeccion de las HUVEC por el virus del dengue puede modificar la
expresion de TM en la superficie de la membrana del endotelio vascular, llevamos a cabo la
deteccion de esta molécula mediante citometria de flujo en cultivos de HUVEC infectados
durante 48 horas empleando distintas dosis infecciosas (0.01, 0.1 y 1.0 ufp) tanto del aislado
clasico como del aislado hemorragico. Para cada condicion se cuantificaron cien mil eventos y

la presencia de TM fue asociada con la intensidad de fluorescencia media (IFM). Como control



positivo de la disminucién de TM, se utilizaron cultivos celulares estimulados con TNF-a (10

ng/ml) ya que esta citocina induce la liberacion de la TM.

En la figura 14 se observa la disminucién en la expresién de la TM en la superficie celular
en un 85% cuando las HUVEC fueron infectadas con el aislado hemorragico a una MOI=1.0 y
que esta disminucion fue aun mas grande que el obtenido en presencia del TNF-a (35%;
Figura 14 By 14 D, barra verde). En los cultivos infectados con el aislado clasico, (Figura 14
C y 14 D, barra rosa) se observé una reduccion de la TM en un 28% a la dosis infecciosa mas
alta (MOI=1.0). Asi mismo, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica en HUVEC
infectadas durante 48 horas con ambas cepas virales a una MOI=1.0 y se observé que la TM
disminuy6 de forma mas evidente en las células infectadas con el aislado hemorragico (Figura
14 E, panel 3) comparadas con las células no infectadas; (control negativo) (Figura 14 E,
panel 1). El aislado clasico mostré un efecto similar a las células no infectadas (Figura 14 E,
panel 4). Estos resultados fueron congruentes con los ensayos de citometria y nos puede
indicar que los ensayos de inmunoistoquimica pueden ser muy sensibles para detectar a la

TM.
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Figura 14. Deteccion la Trombomodulina durante la infeccion de HUVEC por el virus del dengue. A-D Determinacion de
la TM constitutiva en HUVEC mediante citometria de flujo. Los histogramas (A) y las barras (B) corresponden a los siguientes
tratamientos: control negativo (rojo); control positivo (verde), HUVEC estimulados con 10 ng/ml TNF-a; células no infectadas
(negro); HUVEC infectadas con FHD-VD a una MOI=0.01 (azul), a una MOI=0.1 (morado) y a una MOI= 1.0 (rosa). Los
resultados representan el promedio de tres experimentos independientes, * indica el valor de p cuando las muestras en
presencia del virus del dengue fueron comparadas con células no infectadas (p<0.05)

Para demostrar que la disminuciéon de TM no es resultado de la muerte celular, realizamos
ensayos de viabilidad celular mediante la tincion de HUVEC con azul de tripan a las 48 h de
infeccion en presencia de ambos aislados virales (MOI= 1.0, 0.1 y 0.01). Estos ensayos
demostraron que la viabilidad celular se mantuvo alrededor de 90-96% en todas las muestras
(Figura 15), demostrando que el efecto de la disminucién de TM no se debe a algun efecto

citotoxico inducido por la infeccidén de los DV.
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6.4 Evaluacion de la liberacién de TM y colocalizacion de EPCR y PAR-1

Los resultados anteriores nos permitieron demostrar que la infeccion de células
endoteliales por los DV favorece una disminucién de la TM en la membrana celular pero no
permiten saber que sucede con esta proteina Por esta razén nos propusimos evaluar la
posible liberacién de TM de sobrenadante de células infectadas (MOI=1.0) durante diferentes
tiempos (6, 12, 24 y 48 h p.i.). Por lo que se evalud las proteinas presentes tanto en los
sobrenadantes como en extractos de proteinas de membrana de las mismas células mediante
ensayos de Western blot. La forma constitutiva de la TM fue detectada en la membrana
células no infectadas (Figura 16 A, carril 1), observamos que la presencia de esta proteina fue
decreciendo gradualmente de forma proporcional al tiempo de infeccién (Figura 16 A, carriles
2-5). No logramos detectar TM libre en el sobrenadante de HUVEC no infectadas (Figura 16
A, carril 6). Sin embargo cuando se analizaron los sobrenadantes de HUVEC infectadas
durante 36 y 48 h, se detecté la presencia de TM en los sobrenadantes (Figura 16 B, carril 2 y

3). No se detecté TM en los sobrenadantes de las células no infectadas (Figura 16 B, carril 1).
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Figura 16. Identificacion de Trombomodulina en cultivos de HUVEC por ensayos de Western blot. A) carril
1, TM de células no infectadas. Carriles 2-5, HUVEC infectadas con FHD-VD a una MOI=1.0 durante 6, 12, 24
y 48 horas respectivamente. El carril 6 muestra la ausencia de TM en el sobrenadante (SN) de HUVEC sin
infectar. B) Presencia de TM en los SN de HUVEC infectadas durante 36 y 48 horas (carriles 2 y 3). El carril 1
muestra la ausencia de TM en SN de HUVEC no infectadas.

Asi mismo, se evaluo la presencia de PAR-1 y EPCR en células HUVEC infectadas con
cada aislado viral. Observamos mediante ensayos de inmunolocalizacién (empleando doble
marcaje y microscopia confocal) que EPCR y PAR-1 colocalizan durante la infeccion viral
como lo muestra la intensidad de fluorescencia (Figura 17, |I-J, L.M) a nivel de la superficie de
las células endoteliales (Figura 17, H-P). La intensidad de fluorescencia relativa mas alta se

observd en presencia del FHD-VD.
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Figura 17. Colocalizacion de EPCR y PAR-1 por microscopia confocal. La colocalizacion de EPCR y
PAR-1 es representada por la zona amarilla de los histogramas. El panel H muestra las células no
infectadas. El panel | muestra la colocalizacion en HUVEC infectadas con FHD-VD. El panel J indica la
colocalizacién de EPCR y PAR-1 de células infectadas con FD-VD. Los paneles K-P muestran la
colocalizacion de PAR-1 y EPCR por inmunotincion. El panel K, HUVEC no infectadas. Panel L, indica la
inmunolocalizacion de PAR-1/EPCR en células infectadas con FD-VD. Panel M, indica la inmunolocalizacion
de PAR-1/EPCR en células infectadas con FHD-VD. Los paneles N-P, indican las inmunotinciones por
separado de PAR-1 y EPCR. Los valores de intensidad de fluorescencia son arbitrarias ( p<0.005).

6.5 Actividad de PCA en HUVEC infectadas con VD

Con el propésito de evaluar el efecto de la disminucién de TM en la activacion de la
proteina C, se realizaron ensayos de actividad de PCA utilizando monocapas de HUVEC
infectadas con los diferentes VD asi como en presencia de TNF-a (control positivo). Después
de 48 h de infeccion, la actividad amidolitica de la PC en presencia del aislado hemorragico,
fue la mas evidente ya que disminuydé en un 70% (Figura 18, barra E) con respecto a las
células HUVEC no infectadas (control positivo), las cuales fueron consideradas como el 100%

de actividad de PCA (Figura 18, barra A).



La actividad amidolitica de la PCA en las células infectadas con el FD-VD a la misma dosis
infecciosa (MOI=1.0) produjo una reduccién de aproximadamente del 40% con respecto al
control positivo (Figura 18, barra H). En las células que fueron tratadas con TNF-a (control
negativo) observamos una disminucion de la actividad amidolitica del 30% aproximadamente
(Figura 18, barra B). Los cultivos infectados con el FHD-VD a una MOI= 0.1 y 0.01
presentaron una disminucion en la actividad de PCA aun mayor que en los cultivos tratados
con TNF-a (Figura 18 barras C y D) mientras que las células infectadas con FD-VD no
mostraron este efecto (Figura 18, barras F y G). Estos resultados nos sugirieron que la
infeccion por los dengue virus posiblemente afecte la formacion del complejo TM-TB-PC
generando una menor activacién de PC, principalmente en HUVEC infectadas con el aislado

hemorragico
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Figura 18. Ensayos de actividad amidolitica durante la infeccion de HUVEC por el virus dl
dengue. A) Células endoteliales sin infectar (control positivo). B) HUVEC estimuladas con 10 ng/ml
de TNF-a. C, D y E; HUVEC infectadas con diferentes MOI (0.01, 0.1 y 1.0) de FHD-VD. Las barras
F, Gy H indican la actividad de PCA de HUVEC infectadas con FD-VD a una MOI de 0.01, 0.1y 1.0
respectivamente. Los valores mostrados representan el promedio de tres experimentos
independientes. * indican el valor de p (p<0.05) cuando las muestras en presencia del virus del
dengue fueron comparadas con cultivos sin infectar.

6.6 Efecto anti-inflamatorio de PCA en HUVEC infectadas con FHD-VD y FD-VD

Se ha establecido que independientemente de su funcion en la cascada de coagulacion, la
PCA tiene efectos citoprotectivos mediante el bloqueo de la trasladacion al nucleo del factor
de transcripcion NF-KB y con esto favorecer la inhibicion de la produccion de quimiocinas
proinflamatoria como IL-8 (71). Con base en lo anterior, evaluamos la produccion de esta
quimiocina, por lo que determinamos la produccion de IL-8 por ensayos de ELISA en los
sobrenadantes de HUVEC infectadas con ambos aislados virales, observando que después
de 48 h de infeccion, el FHD-VD favorecié la produccion de IL-8 en concentraciones altas
para todas las dosis infecciosas utilizadas; siendo la mas significativa la MOI=1.0, la cual fue
de 190 pg/ml; mientras que para la MOI=0.1 y 0.01 fueron de 160 y 150 pg/ml
respectivamente (Figura 19 A, barra 6, 5 y 4) con respecto al control de células no infectadas

(Figura 19 A, barra 1).

El FD-VD también favorecio la produccion de IL-8 pero en concentraciones mas bajas que
la obtenida con 10 ng/ml de TNF-a (control positivo), la cual fue de 115.61 pg/ml mientras que
para la MOI= 1.0 solo fue de 28.33 pg/ml (Figura 19 A, barras 2 y 9). Una vez establecido el
ensayo de la produccién de IL-8 en nuestro modelo, nos preguntamos si la presencia de la
PCA se podria modificar la produccion de esta quimiocina, por lo que llevamos a cabo
ensayos de ELISA (para IL-8) en células preincubadas con PCA recombinante (10 ng/ml)

durante 48 h y después infectadas con FHD-VD y FD-VD a una MOI=1.0.



El efecto citoprotector de PCA que observamos para ambos aislados se muestran en la
figura 19. La produccion de IL-8 de HUVEC infectadas con FHD-VD se redujo hasta en un
90% con respecto a las HUVEC infectadas con este aislado pero en ausencia de PCA (Figura
19 B, barra 6 y 5). Este mismo efecto se observé tanto en las células tratadas con 10 ng/ml de
TNF-a (Figura 19 B, barra 3 y 2) como en las HUVEC infectadas con el FD-VD (Figura 19 B,
barra 7 y 6).
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infeccion del virus dengue aun no se conoce, sin embargo, para otros virus hemorragicos
como Ebola y Bluetongue, asi como durante el choque séptico, se ha sugerido la participacion

de MAPK’s (ERK 1/2) en la produccién de IL-8 (85). Nosotros evaluamos la participacion del



virus dengue también en la activacion de esta via, durante la produccion de IL-8, por lo que
llevamos a cabo ensayos de Western-blot y ELISA. Los resultados obtenidos muestran que la
infeccion de HUVEC por el FHD-VD a una MOI=1.0 indujo la fosforilacién de ERK 1/2 desde
los primeros 5 minutos de interaccion, continuando de forma gradual hasta los 90 minutos;
después de 180 minutos la fosforilacion de ERK 1/2 comenzé a disminuir (Figura 20 A).
También se determino la presencia de la forma constitutiva de ERK (Figura 20 B).

Para determinar si la fosforilacion de esta cinasa esta involucrada en la produccion de IL-8,
se realizaron ensayos de ELISA en sobrenadantes de HUVEC infectados con FHD-VD pre-
incubadas con PD98059 (inhibidor de la fosforilacion de ERK) durante 1, 4 y 6 h y
posteriormente a la infeccidén con el VD durante 48 h y observamos que la produccion de IL-8
fue solo de 39 pg/ml en los sobrenadantes preincubadas por 6 h comparadas con los
sobrenadantes de HUVEC sin PD98059 las cuales produjeron 190 pg/ml (Figura 20 C).

El efecto de PD98059 también lo observamos en la fosforilacion de ERK 1/2 como se

muestra en el recuadro de la Figura 19, en la que se observa que cuando preincubamos con
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Figura 20. Fosforilacion de MAPK (ERK 1/2) en HUVEC infectadas con el virus del dengue. A) Fosforilacién de ERK 1/2 fue
detectada mediante ensayos de Western blot en presencia de FHD-VD durante los primeros 5 minutos y gradualmente la
fosforilacion se incrementa con respecto al tiempo de interaccion con el virus del dengue. La maxima fosforilaciéon de ERK fue
obtenida a los 90 minutos y a los 180 minutos disminuye. B) ERK constitutiva C) Efecto del inhibidor de ERK (PD98059) sobre la
produccién de IL-8 en HUVEC pre-incubadas durante 1, 4 y 6 horas con PD98059 y posteriormente infectadas con FHD-VD a una
MOI= 1.0, se observa en estas células la disminuciéon de IL-8; mientras que las HUVEC no tratadas con el inhibidor de ERK,
mantiene la produccion de IL-8. El recuadro muestra el efecto de PD98059 en la fosforilacion de ERK (I) y ERK sin inhibidor (ll). *
indica el valor de p cuando las muestras en presencia de PD98059 fueron comparadas con células infectadas con FHD-VD en
ausencia del inhibidor de ERK.

Ademas de la cinasa ERK, también evaluamos la posible participacion de p38 durante la
infeccion del VD ya que la activacion de esta cinasa se ha asociado con la producciéon de
quimiocinas inflamatorias como IL-8 por lo que llevamos a cabo ensayos de Western-blot de
proteinas de cultivos celulares endoteliales infectadas con FHD-VD (MOI=1.0) y estimuladas
con IL-8 (10ng/ml) recombinante. Observamos que el control positivo estimulado con TNF-
a, induce la fosforilacion de p38 de forma similar al observado por la estimulacién de FHD-
DV e IL-8 recombinante después de 30 minutos (Figura 21 A, carriles 2, 3 y 4). Para evaluar
de forma especifica estos hallazgos, empleamos 10 uM del inhibidor de la fosforilacion de p38
(SB203580) y observamos una clara disminucion en la fosforilacion de p38 para ambos

tratamientos claramente (Figura 21 A, carriles 5 y 6).

Previamente se ha reportado que PCA ejerce su funcion anti-inflamatoria a través de la
activacién de los receptores activados por proteasas (PAR), los cuales a su vez activan
diferentes genes citoprotectores involucrando la fosforilacion de ERK 1/2. Para establecer una
posible via de sefalizacion que nos permitiera relacionar la produccion de IL-8 con el papel

citoprotector (anti-inflamatorio) de PCA, realizamos ensayos de Western-blot primero para



establecer la participaciéon de ERK por PCA a través de PAR-1 y posteriormente mediante

ensayos de ELISA para IL-8 asociando la participacion de PAR-1.

Encontramos que ERK 1/2 es fosforilada por PCA recombinante (Figura 21 B, carril 2) y al
parecer involucra la participacion de PAR-1 ya que cuando pre-incubamos las células con una
anticuerpo anti-PAR-1 la fosforilacion disminuye considerablemente (Figura 21 B, carril 6).
Este mismo efecto lo observamos cuando infectamos con FHD-DV lo que nos indica que el
VD pueda favorecer la activaciéon de PAR-1 por algun mecanismo similar al de PCA (Figura 21
B, carril 5). La produccion de IL-8 disminuyé considerablemente en los sobrenadantes de
HUVEC pre-incubadas con el anticuerpo anti-PAR-1 y después infectado con ambos aislados
(Figura 21 C, barra 4 y 6) comparados con los que no fueron tratados con el anticuerpo anti-

PAR-1 (Figura 21 C, barras 3 y 5) los cuales mantuvieron los niveles de IL-8 producidos en los

experimentos anteriores.
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(carriles 5 y 6). B) Activacion de MAPK’s ERK 1/2 en HUVEC pre-tratadas con 10 ng/ml de PCA (carril 2), ERK 1/2 en
células infectadas con FHD-VD (carril 4) y en presencia de TNF-a. La fosforilacion de ERK 1/2 disminuyé cuando las



HUVEC fueron pre-incubadas con el anticuerpo especifico para PAR-1 (carriles 5y 6). Estos resultados son representativos
de una serie de tres experimentos independientes. C) Produccion de IL-8 en cultivos infectados con FHD-VD pre-incubados
con anti-PAR-1. La figura 5C muestran el promedio de experimentos independientes realizados por triplicado. El anti-PAR-1
inhibe la produccion de IL-8 en HUVEC infectadas con FHD-VD y FD-VD (carriles 4 y 6) comparados con cultivos sin anti-
PAR-1. *, indica el valor de p (p<0.05) de las células infectadas con VD pero en ausencia de anti-PAR-1.

6.7 Participacion de PCA, MAPK’'s (ERK 1/2 y p38) en la permeabilidad del
endotelio vascular infectado por el virus del dengue

La principal caracteristica clinica durante el FHD/SCD es el aumento de la permeabilidad del
endotelio vascular, sin embargo los mecanismos que participan en la instalacion de ésta no
estan descritos. Se ha propuesto que durante el aumento de la permeabilidad vascular
inducida por la infeccion del virus de Ebola en macacos, la participacion de p38 es

determinante ya que favorecen el rearreglo del citoesqueleto de actina (85, 86).

Tomando en cuenta estos datos, nosotros evaluamos la participacion de PCA, ERK 1/2 y
p38 MAPK's en la funcion de barrera del endotelio vascular durante la infeccién del endotelio
vascular con ambos aislados virales (MOI=1.0), empleando un kit de permeabilidad vascular
(Chemicon), como lo indicamos en la metodologia. Las células no infectadas fueron
consideradas como control positivo de integridad celular, (Figura 22, barra B). Se
predeterminaron algunos pozos en los cuales no sembramos células de modo que se
consider6 como el 100% de permeabilidad vascular ya que no existe barrera celular,
permitiendo el paso de la molécula permeable (FITH-dextran) como se muestra en la figura

22, barra A.

Las células infectadas con FHD-VD mostraron un incremento notable en la permeabilidad

vascular (Figura 22, barra F) de manera similar a las HUVEC estimuladas con TNF-a ,control



positivo de permeabilidad, o en presencia de |IL-8 (Figura 22, barras C y D). Cuando
infectamos las células con FD-VD, observamos que la permeabilidad vascular fue similar al
control de integridad celular (Figura 22, barra H). Los cultivos celulares pre-incubados tanto
con 10 ng/mL de PCA como con los inhibidores de MAPK’'s p38 y ERK 1/2 (SB203885 y
PD98059 respectivamente) y que posteriormente fueron infectados con FHD-VD y FD-VD
mostraron un efecto de disminucién en la permeabilidad vascular (Figura 22, barras 1, J y K)

con respecto a las células no tratadas con estos inhibidores (F,G y H).
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Figura 22. Ensayos de permeabilidad vascular. Participacion PCA y de MAPK’s (ERK 1/2 y p38) en la funcién de
barrera endotelial durante la infeccion de HUVEC con VD. B) muestra las HUVEC en presencia de medio de cultivo y
representa la integridad de la monocapa celular. A) insertos de la caja de cultivo sin células y representa el 100% de
permeabilidad vascular. Permeabilidad vascular de HUVEC en presencia de: TNF-a (C), IL-8 (D), PCA+IL-8 (barra E),
FHD-VD MOI=1.0 (barra F), PCA+FHD-VD (barra G), FD-VD (barra H), PCA+FD-VDB (barra ), SB203885+FHD-VD
(barra J) y PD09859+FHD-VD (barra K). Los resultados son el promedio el promedio de tres experimentos
independientes. *, indica el valor de p (p<0.05) cuando todas las muestras fueron comparadas con HUVEC infectadas
con VD. , indica el valor de p (p<0.05) cuando las células infectadas con FD-VD fueron comparadas con las células
tratadas con PCA+FD-VD.

6.8 Ensayos de citoproteccion de PCA durante la infeccion de HUVEC con el
virus del dengue



Se ha descrito ampliamente el papel citoprotector de PCA durante la lesion en diferentes
tejidos (87,88,89). En nuestro modelo, evaluamos la posible participacion de PCA en células
endoteliales infectadas con ambos aislados del virus dengue (MOI=1.0), mediante ensayos de
tincion de nucleos pro-apoptéticos con ioduro de propidio. Las células infectadas con FHD-VD
durante 48 horas mostraron gran acumulacién de ioduro de propidio en los nucleos celulares
(Figura 23 C), similar a las células estimuladas con TNF-a 10 ng/ml (control positiva) (Figura

23 B).
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UV, E) Células endoteliales pre-incubadas con 10 ng/ml de PCA y estimuladas TNF-a, F) HUVEC
infectadas con FHD-VD pre-incubadas con PCA. Los resultados son representativos de tres series
de experimentos con resultados similares.
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Por otra parte, en HUVEC pre-incubadas durante 72 horas con PCA (10 ng/ml) y
posteriormente infectadas con FHD-VD, la acumulacion de ioduro de propidio disminuyo
notablemente comparadas con aquellas que no fueron tratadas con PCA (Figura 23 F); asi
mismo las células tratadas con TNF-a y pre-incubadas con PCA, mostraron una disminucién

considerable de ioduro de propidio en los nucleos celulares (Figura 23 E). Las células no



infectadas (control negativo) mostraron acumulacién minima de ioduro de propidio mientras
que las células tratadas con virus inactivados, mostraron presencia de nucleos pro-apoptoticos

en un menor numero que aquellas HUVEC infectadas con FHD-VD (Figura 23 Ay D).

6.9 Replicaciéon del virues del dengue (FHD-VD y FD-VD) en HUVEC y su
relacion con la colocalizaciéon de EPCR y PAR-1

Con el propésito de establecer si existen diferencias en la expresion de ag virales en la
superficie celular entre ambos aislados virales, llevamos a cabo ensayos de cartometria de
flujo. Las células endoteliales fueron infectadas utilizando la misma dosis infecciosa
(MIO=1.0) durante 48 horas. La presencia del antigeno viral para la proteina E de los VD,
referida como intensidad de fluorescencia (FITC), fue mayor para el FHD-VD que para el FD-
VD en practicamente una orden de magnitud logaritmica (Figura 24, C) comparada con las

HUVEC no infectadas (Figura 24 A)
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Figura 24. Presencia de antigenos virales en HUVEC infectadas con FHD-VD y FD-VD




Para confirmar estos resultados, paralelamente llevamos a cabo ensayos de
inmunofluorescencia indirecta y observamos que las células infectadas con el FHD-VD
expresan en mayor proporcion el antigeno viral (proteina E) que las infectadas con FD-VD

(Figura 24 Dy E) y que los cultivos no infectados.



6.10 Discusion de Resultados

El problema mas importante que en la actualidad se presenta para entender la patogénesis
del FHD/SCD, es la inexistencia de un modelo animal que permita reproducir la enfermedad

del dengue como se presenta en el humano.

L. Rosen y S. Halstead (48, 49) han propuesto dos hipétesis que tratan de explicar los casos
severos de la enfermedad como son la fiebre hemorragica por dengue y el sindrome de
choque por dengue. Ambas teorias estan basadas tanto en datos epidemiolégicos como

experimentales.

La teoria de Rosen postula la virulencia de los aislados virales (49) mientras que la
hipétesis de Halstead se basa en aspectos inmunopatogénicos en el curso de una infeccion
secundaria (49). Ambas hipétesis no son excluyentes una de la otra, sin embargo de manera
individual no explican claramente los mecanismos patogénicos de la enfermedad. Es
importante mencionar que durante la FHD/SCF, factores epidemiolégicos tales como; el status
inmunoldgico del paciente, la edad, sus caracteristicas genéticas, la recurrencia a la infeccion
y la virulencia de las cepas virales entre otras; son factores de riesgo para generar las formas
graves de la enfermedad. Ambas hipotesis, no explican claramente la presencia de algunas
manifestaciones clinicas tales como trombocitopenia y hemoconcentracion como resultado de

la activacion y dafio al endotelio vascular (EV).

El dafio endotelial puede ser reflejo de la disfuncion del tejido vascular, el cual puede ser
activado de forma directa por los VD, o bien de forma indirecta, por la respuesta del huesped.
De esta manera el EV puede hacer las veces de “campo de batalla” y asi determinar la
severidad de la enfermedad (90). El endotelio vascular se ha utilizado como modelo infeccioso

para evaluar posibles mecanismos patogénicos que se generan durante la infeccion del virus



del dengue (92, 93). Estos modelos de estudio han permitido incursionar en los mecanismos
celulares basicos de activacion celular como consecuencia de la presencia de los virus del
dengue. De esta manera, diferentes grupos de investigacion han proporcionado datos ex vivo
(94,95, 96, 97), in vitro Rosen L (49), Bonner S y O'Sullivan MA, (91), Peyrefitte ChN (92),
Basu A y Chaturvedi UC (90) e in vivo Limonta D y col (96), Jessie K 'y col (97), Barth OM y col
(98) han demostrado claramente activacion del endotelio vascular durante la infeccién del
virus del dengue. De este modo, Bonner S y O’Sullivan MA, han propuesto que el endotelio
vascular es un modelo celular apropiado para el estudio del sindrome de choque por dengue.
Con base en estos antecedentes, se utilizaron cultivos primarios de HUVEC como modelo
experimental en donde se encontraron datos novedosos referentes a la participacion del VD

en la modificacion de la via citoprotectora de la proteina C.

Se ha demostrado que durante diferentes procesos como la inflamacion-coagulacion,
apoptosis, y proteccién de barrera endotelial se activan mecanismos citoprotectores de la
célula endotelial en respuesta al dafio al tejido. Bajo este contexto, la participacién de los
receptores activados por proteasas (PARs) durante estos procesos, es determinante ya que
varios de estos eventos interaccionan en algun punto (crosstalk) via PARs. Estos receptores
son proteinas acopladas a proteinas G, las cuales estan involucradas en diferentes vias
regulatorias de senalizacion (99,100). El inicio de los eventos citoprotectivos estan
estrechamente asociados al endotelio vascular (101), ya que este tejido localiza y promueve
diversos procesos bioquimicos involucrados en la via citoprotectiva de la proteina C de
manera independiente de su funcidon regulatoria en la cascada de coagulacion. Estas
propiedades pleiotropicas de PCA, han permitido emplear a la PCA en el tratamiento de

trastornos complejos como la sépsis, la trombosis y la isquemia entre otros (102, 103).



En éste trabajo se evaluaron los mecanismos basicos que pueden estar involucrados en la
regulacion de estos procesos durante la infeccion de células del endotelio vascular por el VD.
Asi mismo evaluamos si durante la infeccion del EV por los VD se modifica el complejo TM-
TB-PC a nivel de la superficie del endotelial, el cual es determinante en la generacion de PCA.
Recientemente, Buttep P y Sosotikul D (79,80) han reportado la presencia de niveles elevados
de TM soluble (TMs) en el plasma de pacientes con FHD-VD durante la fase aguda de la
enfermedad, sugiriendo dafio o activacién especifica del endotelio vascular. Estos autores
demostraron que los pacientes con SCD (FHD grado Ill o IV) muestran niveles de TMs en

plasma mas elevados que los pacientes con FHD-VD grado | y II.

En ambos estudios los niveles de esta proteina correlacionaron con la severidad de la
enfermedad. Se ha propuesto que la TMs libre en el plasma puede ser un marcador temprano
de dafo al endotelio durante el SCD durante la fase febril, sin embargo, el papel del virus del
dengue en el desarrollo de las alteraciones vasculares presentes durante el SCD no ha sido
descrito. Nosotros observamos mediante ensayos de citometria de flujo que en presencia del
FHD-VD (MOI=1), la cantidad de TM en la superficie de la membrana endotelial se reduce
hasta en un 85% comparados con las células no infectadas (Figura 14 A y B). Este efecto fue

mas evidente que en los cultivos celulares estimulados con TNF-a (control positivo).

En las células endoteliales infectadas con el FD-VD a la misma dosis infectiva (MOI=1.0),
encontramos que la TM disminuye en un 28%. El cual es un valor similar al del control positivo
(Figura 14 D). Asi mismo, demostramos que la TM a nivel de la membrana endotelial
disminuy6é de forma gradual dependiendo del tiempo de infecciéon (Figura 16 A), este dato
correlacioné con el aumento gradual de la TMs en los sobrenadantes de estos cultivos siendo

mas evidente a las 36 y 48 horas post- infeccion (Figura 16 B). Estos datos sugieren la



participacion del VD en la alteracion endotelial vascular. Este hallazgo ayuda a explicar la
presencia de TM soluble presente en el plasma de los pacientes con FHD durante la fase
febril de la enfermedad con riesgo de desarrollar SCD, de acuerdo con Buttep y colaboradores

(79).

La TM es un receptor celular que juega una funcidn determinante en la actividad
anticoagulante del endotelio vascular, gracias a su actividad como cofactor en la activacion de
la proteina C (la molécula vaso protectora mas importante). Es bien conocido que la
disminucién de TM en la membrana endotelial se correlaciona con bajos niveles de PCA
favoreciendo la instalacion de fendmenos procoagulantes y proinflamatorios por parte del

endotelio vascular (101,104).

Nosotros evaluamos la actividad de PCA en cultivos de HUVEC infectados con ambos
aislados y observamos que la formacién del complejo TM-TB-PC se modifica y que la
actividad de PCA disminuye de forma proporcional a la dosis infecciosa empleada para cada
aislado del virus dengue (Figura 17), modificando el estado anti-trombdtico de la membrana
del endotelio vascular. La transformacion de un fenotipo anticoagulante/anti-inflamatorio a un

fenotipo pro-coagulante/ pro-inflamatorio es determinante durante el dafo tisular.

Por otra parte, al analizar la accion pro-inflamatoria del VD encontramos altos niveles de IL-8
en los cultivos infectados con FHD-VD (Figura 18 A) que concuerdan con las observaciones
clinicas reportadas por Ragupathy y colaboradores (81), quienes reportan una correlacion
entre los niveles de IL-8 en pacientes con FHD/SCD con grado de severidad Il y IV y

pacientes con FD.

Los presentes hallazgos nos permitieron confirmar la participacion de PCA en la respuesta

anti-inflamatoria del endotelio vascular durante la infeccion del virus dengue (Figura 18 B), ya



que al pre-incubar las células con 10 ng/ml de PCA y posteriormente infectarlas, observamos
una disminucidén en la produccion de IL-8 (efecto citoprotector). Nuestro modelo celular
también nos permitié demostrar la participacion de MAPK's (ERK 1/2 y p38) en la produccién
de IL-8 durante la infeccion de HUVEC por el VD. La especificidad de estos resultados fue
comprobada mediante de inhibicién de la fosforilacion de estas cinasas asociadas con la
disminucién en la produccion de IL-8 (Figura 19 C y 20 A). Se ha descrito también que la
PCA activa rutas de sefializacion intracelular a través de la activacidén de los receptores PAR y
EPCR (90,91). Nuestros resultados mostraron que en ausencia de TM, PAR-1 y EPCR estan

presentes (Figura 17 H-M) lo cual sugiere su participacion en este proceso.

Estudios recientes de Bae JS y colaboradores, sugieren que los mecanismos de
sefalizacion dependientes de PAR-1, estan asociados a EPCR y a caveolina-1 en balsas
lipidicas de células HUVEC, en las que la asociacion de EPCR con APC puede llevar a la
disociacion de EPCR de caveolina-1 y reclutar a PAR-1 para activar una via de sefializacién
citoprotectora (99). Los resultados de la figura 20 C indican que los cultivos de HUVEC pre-
incubados con anti-PAR-1 y posteriormente infectados con FHD-VD, muestran una
disminucién en la produccion de IL-8. Similarmente, cuando las células fueron pre-tratadas

con PCA, o con anti-PAR-1, la fosforilacién de ERK1/2 disminuy6 (Figura 21 B).

Talavera y colaboradores (105); asi como también Lee y colaboradores, (106); reportaron
que la produccion de IL-8 esta estrechamente relacionada con un aumento en la
permeabilidad del endotelio vascular, durante la infeccion del virus del dengue a nivel del

endotelio vascular.

En nuestro modelo mostramos datos novedosos que sugieren la funcidn citoprotectora de

PCA en la estabilizacién de la barrera endotelial durante la infeccién del endotelio vascular por



el virus dengue. En los ensayos de permeabilidad (Figura 22, barras E y G) mostramos que
las HUVEC pre-incubadas con PCA y posteriormente infectadas con VD, son menos
permeables que las células no tratadas con PCA. También mostramos la posible participacion
de ERK1/2 y p38 en la funcion de barrera endotelial. Finalmente, mostramos la participacion
de PCA en la disminucion de la apoptosis inducida por la infeccion del virus del dengue en
células HUVEC. Matsuda y colaboradores, asi como también, Espina y colaboradores
(106,107), han propuesto que la apoptosis es una caracteristica importante durante la

induccion de la patogénesis del huésped por virus el virus del dengue.

El efecto citoprotector de PCA en la prevencion del dafo al tejido ha sido demostrado en
modelos de sépsis en animales de laboratorio reduciendo la apoptosis en el endotelio cerebral
humano (109). Existen evidencias de que la funcién anti-apoptética de PCA se lleva a cabo
de manera independiente de sus propiedades anticoagulantes, como lo indican los
experimentos en los que mutantes de la PCA que presenta una funcion anticoagulante

sustancialmente reducida, mantienen su funcién anti-apoptética (88).

Estudios clinicos e investigaciones basicas con PCA, sustentan las propiedades
citoprotectoras de PCA (110, 111,). Nuestros resultados apoyan estos hallazgos. La figura 25
es una representacion esquematica de los datos que obtuvimos en nuestro modelo
experimental, en el cual mostramos los posibles eventos del endotelio vascular durante la

infeccién del virus del dengue (FHD-VD).
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endotelio vascular. Esta propuesta podria explicar diferentes aspectos de la patogénesis de la FHD-VD. A) homeostasis
fisiolégica del endotelio vascular en términos de los efectos citoprotectivos y anti-trombéticos en células no infectadas. Sin
embargo, durante la infeccion de HUVEC con FHD-VD (panel B), observamos que la superficie de la membrana endotelial
experimenta una cambio de un estado anti-inflamatorio/anti-coagulante a un fenotipo pro-inflamatrio/pro-coagulante. El virus
del dengue induce la liberacion de TM (TMs), afectando la formacion del complejo TM-TB, modificando las vias
anticoagulantes y citoprotectiva de la proteina C modificando asi la funcién de barrera del endotelio vascular y aumento en la
permeabilidad vascular. Durante todo este proceso quedoé establecido la participacion de MAPK's (p38 y ERK 1/2) y PAR-1.

La Figura 25 A muestra tanto las condiciones fisiolégicas (homeostasis) del endotelio
vascular via anti-trombosis, como las funciones citoprotectoras del endotelio no infectado.
Mientras que durante la infeccidn virus del dengue (FHD-VD, principalmente) del EV
observamos una serie de cambios en la superficie endotelial que se pueden interpretar como
cambios del estado anti- inflamatorio y anti-coagulante celular a un fenotipo pro-coagulante y
pro-inflamatorio. Observamos que el virus dengue favorece la liberacién de TM (TMs), la cual
afecta la formacion del complejo TM-TB, promoviendo la alteracion de la funcion
anticoagulante y citoprotectora de la via de la PC. Es importante destacar que en el presente
trabajo logramos determinar la participacion de las MAPK's (ERK 1/2 y p38) en estos
procesos. Finalmente consideramos que estos hallazgos abren la posibilidad para utilizar
nuevas estrategias que impliquen el desarrollo de nuevas medidas terapéuticas relacionadas
a la inhibicion del proceso trombdético e inflamatorio presentes durante la FHD/SCD. Es
plenamente conocido que el uso farmacologico de PCA reduce la mortalidad asociada con
sepsis severa tanto en humanos (Recombinant Human Protein C Worldwide Evolution in
Severe Sepsis [PROWESS]) como en modelos animales (110,111).
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Dsinfectud EYC

Thz prasence of Tiee trombomodulin in the sopemstants (5M]
ol T enlbumes imfacded wich TETF-TA OV = 1.0 wess (-
lermmimea l allear 364 arel 28 b by Wesdem blol =ssey, ax previnasly
dzseribed. The samples were cerdrifiged and concertralad in
<1 Deforrwciw Lobes (hlillipere, Ailleros, Ma. [T5a)

Codacallzsation of PAR-| and EFCR by confocal
micrmecopy

We evzluaswed the colecalEation of EFCE aad BAR- 1 at cell sur
Face Jawel in TS fectes] TITNYTIC. ConlMiesi moieilayens wene
i Mol s sl ane ol liwells slides arel nrecessal Rardanetle im-
cincfiworeszence. Briafly, DV infectad cells with DEF-DV ar
OF-TW (P00 = |, 4R By ar nepadive conlnls, were Sl (2%
paraformaldetyday, washed 13 1ures PHE BEA 1% ] and inow
bated 1.7 b &t oo semperaimes (separabalys with specific and
PaR=! ani! TPRC animsclios 12100 Sania Cros) Sliales wene
waghed |3 times FEE BEA 1Y) and incobabed with secandary
un libwdies leowven! imewmesiining,. Fre ERCR o momaslew]
IEgi comple T Lo Tel wow csed (1 DKL Wectn, Rudimame, O4,
L5a) and & fAnocesceinconfugsted mopoclon:l ancilzG
[ fz 0wy ernphipuel Gr PAR- ! Cmesense teily s exclodsd
b Agpatisvg ComTel 1D (BI%EC N0 iMmUDosiammg | Don-in
fected calhuares in presence of the s2me salutions, Samples wege
st Al covera ] wilh Mecrescenl maon e o biom e b=
Lriald, Vectars nd exxamined with an epifluarescer s mecoscope
[Mikim Folipe ) ogpmipres] seitleNillers B BITE sl ToR e
iihers, The sampies wery Turiber analyvsel witl a confizal T 5%
3 PASL AL Lelss microscope equippsd with arzooikrypion lasar
Bemannss weenee el loclend wich 1300 nuieericnl nperivre (M4 ) -
Imimeession 100 Xy objective, los avald biead-througl, FITC &
bl weare escibal with e 455 L aomd oo P light was baad-
revszaa] wikle 32055000 m filler ami ToR Ltk warne excilal with
tha 343 lim2 and emiifed Hght was bog-peezed with 430-rn
ik e Cvm G ey s abinininge uyinge s sopuemle pheke-
eltplier chennals, 2ALRer ComelrTenl by of 179 s2aarate Tirs. Im
ag@s were saparately projeciad and mernsd wsing a psrudocclar
Hispins shawimge prreen Ge FITC, mal fe TaR o zimd wellwg i oso-
lacalsation. Confocal images wara anafread with the balp ol the
wwitsliel confnal poogmme IMARIS 540 SITFLANE aod
IMAAGE PR

Protain © activation assay in D¥-infected endothelml
endle

I72 arntdolytic wofviny of AR was avalusied uzing @ chromo
i aEEl w8 dserinel vy Catloere (21 The AN sy wus
priormec using confivept momalayers (2 = D07 eellsowell] dn
J-welloalium shiesinfatad sldiTeran MOT0 000, [or LLD

of DF DV ar DEE-DV for438 k. As the pestiva contral, HUVEC
wirc stz iod wiih [ng ml THF-c.. The caliunes were washed
wilty BualTer A, Do whech wes mbded T80 gl ol baller & plee
L5 [Vl hamzn tkrombing [50 2k bumae PO (Slema 5L
Fonrie, W10, TO5 80zl 5w Ol L o Sinema ) The ool were fns
cubeled fir 3 el 5L We collar il Mgl ol the caliune supe-
rotants snd added 450 pl of ATC chromagerds aubstrote (32205,
Ao Choravogeasy i e presence of 2.5 Timl hinakn
(Slzmap o inhibit aoy fee thooniaia, Adber 30 min, the reaction
wns stoaped with 200 ! of 3004 (viol'val) ecetic ackd. The amid-
1wl azbivily AP wes et Al 405 pe

Phuogphorylation of mitogen-activated procein kinases
(HAPKI|Ip3E and MAPKI/ERK 11}

Endiochelial calle stirmulated with THF @ oo infected with DHF
T W00 = 100 v Tysed wilfy oodid besin S e (30 o Tris-
HCE [pH 747 130 mbd MaCL | mbf BETA, 0.25% soadium oay
cholate. 1 oedd Ma, VO, | b MaF, 1 b of phenyinedlzulfo
] Muoricte, e Tritom 30000, 7 pgeeon! pmolesse inbibilors for
10 min The samples wece cerdri finged | 11200 rpn for 3 minh &
4707 el resaspeemdea] ywe in sanple haiTer, boilal Do 100nin,
anl amalysa ] by STS-PAGT [ I0% ] The andzins ware 1o
ferred (3.8 ) to 0012 o nitrecellulvse merbrape and hiocked
T | lhad BT jeiige TIRST (ol ) with 5% Tal=Mres powi kel
ral Lk 3z ibe blc king solubion. The menbrznes were washed with
PBS and 005% Tween 20 (PBST) ard incwabed averalzht
4707 i The preserwce o 0L DO prienary soibealy [zolisphispliaos
ERE, apii ERE. amtiphospho p3%, or anii-PaR | [ATAPE
Sty Crue Bioladmelegey ] Tha bovaed smtibeny wis ckeeiasl
wilhi A penodilasescnjameel secorglare anlitoady [Fyined Tahe
cratories, Samb San Frazcisca, CA, USa) diloted at 1:2 000
with BRA (2.5 mpmil) in PRE, e | bl BT, The membrees
were wached and b2 provedns fetaciad with 3 Western Dot lumd
pol reagent. W pecfornsed 3 paraliel assay o evzlame sny
claees i e phesphangtation o7 WM AR Bineses (M APE | arpid
and MLAPES or ERE 1 i N nkecsed BV C pretraated tor 2 h
wilh vithuor pospasifie inhihitr of FRE phaspiocyiatiom (P
S EE, Tty diMerend limes 1, 4 or £, & speci5Be pos ks
rase Lnhibdbor (50 U530, | k), APL (Ieneml ), 3 spackiic
unki-Ta -1 anbils el v, o recommminan? o icledeakin §00-8,
I pgemndy. |2 sanples wane ana fresd e Western biotiing

IL-& datmrmination

L& |eweds were Celzominad in the sppematanis of L infected
HITAEC (R0 = 1.0 0], e T b eneepmie-linki] irmmora-
sarber| f8:ay (L LIS, Comdinione wers oadrised 17rarn g tha
recambdvant bumar 1L jth L ¥ a6 descnibed by ke 122),
Bricfly, wmic niter plane o oot with TE0pd O D pgrm) of
anil- 1L -8 monc onal aniiaoedy (KD Sviiems oG, Avinneapo

lise MM, USA) I bivaroenuly bufe (pH 260 and mewduisal
recrmight sl 450, The e wns washel with 00320 FRRT (pH
W) and blocked wilk Z00 U of B5A-PEN S 1 hoat BL Lhe
sruples were wisind in PEET aod 16D k! al b flrsing =ul-
Fanoes wae pdoed: recambinazi aumae [L-¥ peob#n of the
oipermitant (SMp of Dhintected <eollss the 5% ol aminfecrad
HUVECD, e 8V el EVC simmluted wilh [0 na‘m! THEF-z and
of fhe SW of LYC arefmearad wiih the LR tnbabdtor PUREDSY.
The euiiuaes wore inubeivd for L3 het 5750 woeleed and dxn

e
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T plewell of Biodinvlarzd entl L% antdbody (2 pp'mly was
added and the pells were morbased tor 1.3 hat 3370 Adter e
armples bl teen wadend iree tivvee O plfwel] ol sirepliei-
din-pereice sc Cripme ) diluted 125,000 was acded and the czlis
wane monraiad oy Tk oar S50 rnikrsed By rhnea roomas o
washing. Ihe ook was developed 00 L5 min using DOl o fer
rearee ey Thereidire aubsimde (Sipme), The reaction wes syl
with 50 psell of 005 M osotfurdc acid. The opticel densitics
wantd dlalermmesl meoan B ISA resiler &1 A58k rore ol sl i
rimes. A paralled assay waz parfarmad on culbures that bac Baan
e resalicd with 1 el AT woilvw o speis Gie enli-TAR-1 nnl-
biadw for 2 b Dafora they werz infected with DHE-TA (MO -
1.0,

Pregidium igdide amabysis

DIHE L¥ b — EO-infected HLYEC, DHE DY inmected
TS preteslad with 1 mn ml APC amd TIETVEE slimmd alal
with %o M il ) owene Disedd will 4 menslirrsddahyde
far | hunt ET. washed with PES (oH 7.451. and inewbatad with
LE mg'rl BMasa, L2 smples were tained with progidiam 1o
gl €30 eyl Siproa foe L3 ovmeond BT, and wsasinn ] willi PES.
[Tz marrngtles wers zealyeecl uncer a Mimresosice imcmscinpe

Wazeular parmeabll vy azeay

An omowilm wenkn pemnsdiliy naay (Chomicon Ki
T was performed asinp ?dawell collume plaes conlaine-
irg coluce ioscrs witk symmzicical pores end pobvetkylenc
mmnhranee, which perel Lhe dilTa-san of melecales Boelly,
HUVEC were scedod at 2 x 107 ¢ells por collepen-saahed insert
] g b cunMsenee, amt Then infectxl wich TIE-DR or
OHF-DNV (W01 o stimulnied with TRE-oc dpositive coo-
tral] lae A8 b, PPN claslrar wa- Pram akled b the -amplies o
I . Pasallzl assmys were performed uzing pretceatzd insers with
1 mppanl TR, 1N ppfml APC, sneeiflic MATE inhibiles
(PLAE05Y tor EXE 102 apd SHZDE3E0 for p3 8], crapaciic ant
TaRal antiboily. Thesxien | ool perreabilily wasikd errmimal
by measuring the fluorcsczaceof the salation incach well at 402
o ¢ in A licusas,

Seatistical anmalysis

Diate froma gk beast ikree independent cxperimenns assoved nrip-
lic-le wiena empressecd A mesns = shobnd daviafiom =077 aml
evaleaied with Siadet’s [-1est and tha Manp-WEIDey L' raar,
wsinn the Sulistee] fversiom &) pogeeom. The sipniCGemas Tee)
wak ggt gt peo (0

Pzl

Deetecthon of T In DY nfecned EVE

ThA vorim clsttec el oy D soorTaces of TASINTecte] ITETVTC (00
= OO L e | I by AR T e presswm wits coormelales] wailh
the mean flacreense ntansity [MFIL As a posilive control,
IIL VRS ware elimmiacsd with 10 agmi L)f o We chaarvad
Il T wstset” (e devapmewubiioe of ThS im FYOL 1 shwr in
Fypare TA-LL TR expnzsorn decreased o 35 % 0P 1A aml 1§,
pink and purpls 2ars) in a2 preszece of DHF-OV at 48 b postin-
Tasism I_|'|.| SO = Lo DOTh AN th = &1eCt %a8 mioke armi
e e thul ohesers il im Uhe presesnne of THF-ae [35% oo

bar, iz |1k and L3 IDDWVEC infectad witk LML showsd a
8% radaction I WKL (Flg 1L 200 4 pink bar) o the Doesance
1l e Riphexd disse (RAC = 10 Ter confinm these dala, we mer-
fermed o paccllel immusehistochericol assoy of DE-ZV or
TR0 AT = LD)-ArFacted 19069 far 4 b W nasaraed the
poesenca of constinEive 1M 37 ke suriaces of npioiacied cells
(Fipy, 1T, pane] D Mowsever, Uhe nmacimmoom reabd ion o T was
chseryed in DEF-DV-infocted HUWEC (Fip. 1E. pencl 31, Thesc
striptless presabed boewer arnoumlsed 1R D P peoesalive ciecnol
[ UM2oe ip 1L, panal 3) Meverthelese, ip prazanca of LDV
(Fijp 1 B, purasl 45 0he coll surfiee TR g ircoant s ssmilor G e
consitciva T (Flp. 1B, panel 1), Thesedzia corralata with our
celorlhmwooednis resubs, To el e whedlier fha rslaction in
1.1 levala s e rasc i of deleferion s effasia or N intaciinr on
2l wiubilily, wa pecforomed o w2l viabilily wesus usioe Lrypun
biug stammg af HUN BC culiures infecbad with BF - L of DHEF
I malales (RGO = 0000, 0.0, o 1OV Ge 2R b T vishilil g
(e T e ]l 90 WS e gl secles slecte] Al
negative and acsitive contrel colks), demonsrating fioa thars was
ro el deatq srribucatle to Langus cyteoxieiiy,

Evalumation of TH release and PAR=|/EPCR
colocalisation

I'he poesible lsarstion of T (zIk) Irom the sallolsr mem
bermie U e ool soipernnbumss ol TYTHE-TI nfecan] HUIVEC
(AT = 10 moms ewit Il el weithon Wisslern bl ssseny. W eaame
izzd the prawelns prescrt in the memmbronc cxiracts ond thess o
he sapermatanis Al ol lerenl Doses {0, 12, 240 am A2 poc ) Te
constitrive form of T wasdetected o thewninfested calls (Fig,
PG, e peone], Tuee Dy, Bl Chearnoird ool Chis protein g ually
covreesed [n DA-infeoted culmes ns the pericd of infocien in-
vresrad (g 100 nnpsr parel, nres 2050 W el nor free 1
iz the 5M of fbe tminfected oclis (Fig. LG, wper ponel ke 4],
The amajor bl el with e reensclianl entibody -
respomded T @ grobedl of approcimately 96 kA, but (o some
canes e deleded o minee dirperic faferm of T, Figome 16
(lowear penel, Jencs 2 ond 30 shows fhat DV [nfzction casscd the
relmese ol TH imo e eudlace supenslaal o 38 aed 43 B =
I was present i the SN -of the uninmschad calle (2 50. 10, Ivver
(el bne Ly b arevims by dsossed, Tow level sol T esaliin
cown ropuintien of AT cmasing orcinflommarcey dinlhesis
TR0 s i kil gl weeel 1 Slodisl aaheoepolaol ol fee s A R
Alaz alielre pobent caioprolaciive apd andinflammanney oe
R wim AT Gene- compes wilth embothetiol pmalesn ©
IEMCRD that acquires 3 different specificity, thae activating
HA =1, "Iherelome, we evslooles] The presance ol PAR<] dread
IV ar emrad Pelial a2l surtace In presense af | ¥y We abiereed
by icran sl Gssbivn g ool lube] ol conlocal mamne-
gopyi that EXCE ard PAR-T wara colocalisad |yellow bard
Fipn D Tk T ki) ol el sorfaoe Towel m TR infeclie] TMNVECS
(g | NP " The mefdive mnrmmes! nmmscersg n ey was

Fiphzr in presence of DHF-CA than in DF-I° infected 2clls,

APC activity assay in DV-nfacted EVIC

W s evatlua e A1 o rego bian o &P mush Des T annels
oivtic activity of AT in HUWED infectod with DF-D e THEF-
L1 wiih [he REIR o 3 chIMMOReric 3R AP ASIVITY Wis Te
vk i Lhe prosence o alh T Ssaln el 28 hopamlndl ckeses

919



CabeloGubarmez oz al Sytoprotectre protein © patherry during Dlengec wirus infeczior

L. Tl 1R
u <

1

— 1B
Pl e By < 1RO i

Figure |- Detection of corstibstve and froc TH during OV in-
fectiony ol EVC, -0 Delenmazion ol oxeidulive THin HUSEC by
fhore cptorct ey The bistograms (&) 234 hars (B cormespood ba phe fiod-
lzming sanples: noguve ool {red), poguss control igroen), RUVEC
walbares stinm wed with 18 ogiml TNP-os eeinlecisd ce e ks BHI-
[Xerhecred S 3m MO = 001 iklus), st MoI =101 {roepda), and zr
MO = | Gz k). Agure: FC and O comespawd 1o DF O nfected
HIUNWEC, RBosuls are the mcary 2 300 of 20 s thoe ndepondost e
pertmeras asssacd b oriplicane ¥ e dimees pesines when smpes in che
presence ol D8 were comparsd sith wnfoccd czls pe 0050 B TH
deteclor By omnuean sbochermst-r eny, Pansl | shows S consbibe-
tew darws ol T An ch ell eurtaras o nnecoad U EC sumiess. Fara
¥ show: the decrmase 8 TH e HLAVEE prerraredd with 10 ng'rd THIFr
TH wx diorenmegelaizd m DHFCOW nfecoed EYC 00 = | pand 3f armd
Lir=Uts=nplecied HLWVOCs 1MIM= 1, pane 4 sersy sindler TH wnomis of
cortitotve TH The datz fown are reprosenz e of anether Ewnes ox
perinents tat produoed sieikr result, F HUYTC viabibey azzay. Dn-
dorhelal cella surs prarearad with [Rngm TRE-000ErEy A oF in-
frar rad wien EF-DN or DHFECA 2 KO =801, 81 or L. Oner bar

(VN = 1AL CL 1, Amal LD ) eomenarzd wit thal nt she imimreied
eells winch were coreidarad o hove 1095 amidalyiic ostivity
g, ZA L The AP acteesty im LITE- D0 Enfected 17V decrassed
Ty ol the Riphest doze (Fip 2B wkich was lowver than that in
e T Fe-treuted cells dFie 2By ADRC uelivity in DF-DA-in-
fectad cells decrenzed UPG al the kighes dose (s 2L Lhess
b saproes, Bl OV mieciion aiacts the Brenobive el ke Thi-
U P complex and AP geesrtlon, ik in the presanes al
LHE-D%, wiich 15 conslelent with the cyotorametry resnlis,

Ancl-infammacory offect ofAFC In DHEF-DV-Infecoed
EVC

T ahbiticnr wrils anficrapulanl ackiviy, APC Fas anli=inlamra-
oy propertes and downnegiistes B2 eopoession of Inflarraa
ey interlencing, such as [T < We esluala] he comees jnemse ol

decreasad APC acthvyon L & production nendothelial cells in

el SiH

]

LIRSt
LT R e

Ry Ml P

L

shore the x|ty of anirdoooed HUWEC coftarcs. 30Fwas cadoulaczd for
ezl sarple. O Uper pane: TH enifizatica in HUVEOD culiures oy
wWiestern obor nssy. Limirfecksd ol Jlane Bl DHF-DWG nfrcted HUWES
(0l = L0 acdieront dme mbavak (g, 1L 29 and 42 h po faws & S
respsctheate i and e cubure mpena@ws Jane b amd He 1% wwah
Lenwer and: CTF IR i 5% of I F I T ieferned molis At 36 2nd 45
fores 2amd 3 resaoriteedy]. Unicfecned eclls dlane 1) The daka sheren
are e rescibatiae of g hoe theee assaw wich stackir reselis H) Co
Il mnan et 3R 1 and BPER rerepooss Sy eanfaesd micresooqy, The
ool ation ol FAE-1 2 EPCE s ropremimied by che yallos oo,
Fan=l H atwrss anicliecied cdla Panel | colozimtion o OF-LY infeoed
FUWTC Pamal | feeealssclan ' DFE -1 Inleenad FUSEC Thia dam
shawni ore represenmewe of arocher sheee espseriieres char froceoeed
sirnlar resohs, KCF] Locohsaton of BSE- 1 e BPCR by imounesta g,
Fanel E. wninfacese cells. Paped LEAR-PLPCR rmunalocliztion in OF -
O ifecnc codls. Pavel M 2AR. [ BPC R imrunzizaisanion in DHFDW
ireci=d culumes, Panels WD s edepaader ireeneetaning of
PR~ Bnd CPOR, The o sscands vEeE Wwehd Evan I 3" Xrary Lnic
(el HEG)

1ecter with clifarast dagag o 1% ar IRy & 05 0ol
esirg o ELISA aeson We detectedhoph levelz o [L-B at 2| dosas
ot 100U dmindacted cel'a 000 84, hams 3 5] W3 compseree
will: thol v nrznfecled cubturc: and regakive < orored Fia, 34, bar
D Fywsd wihe e pesil e ool CTNF-, L5 60 el Fig
J, baEm D AL MOL = LA, ke amyaanl oF IL-¥ wag 150 peiell al
PO — L, 0 s D60 paondy weed ol BMOT — 000, L wus L5 ppy
Eal ndplnres fnfected wiik Algh doses of L0010 QAL = 10,
2 amoumt of IL-3 was 1813 pg/ml hig. 3A, bar Wi Cyiokine
preabmd i in the prosemee o TIHF ST was =iesen (hen e e b
posfiva conital Lo evaheas: the pericipaton of AL m oymopso
lisctivn, s pemdle] ey vy performad ador OHE-TRZ in futed
ITECW T AT = 1A ihad hen ] been preiresbad wils 10 rgeret of
recombinam APC (Fig. 3B 1L 8 produziion dacreased by as
o™ ax S (T W bor 50 owill reaquex] o llzE e T TR<MNsin=
fected EVC I (22 abeence of ATC (Fiz. 3B, bar ) The sapz &f
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LH

Flmre 2 APC aedviny aamy during OV
infective of EVC, U hewd FLVED wea
rral A Cukmires prareatad wiey (0 npml
ThiFas iE). DHF-Colanfacied cols ol diiTenent
MOk OGO Land 1D askars C.Dawd E
rarpacthae e [ LT mbesrad Py ar P =
C ol and 10 kars B GLoad H, rospt
hoaly], Wahigs Pezeaserr mesaa = 510 At s kaasr
throw irdepondes, mepe-mems ssyed koo
lirane. ™ Iedicanes powalies (e 0 Ehp whan
woapls et presencs ol O wee conpaned
widi mwmlzoed cukune.

Fiut L ALEE R 21 LD

TeCh was phserved n DMy -sfimulzied Clferes premeatad wit
AP gl 21, bars 2 and 20, Dloweyar, (s poor resaczie of 1L 38
0 presenes of 122 avirul znl sirain docs nod permit 1o slonte taz
AN oty [Fip. SH bars Sand Y.

1n2 pechanizms lzvalved IJ'LL‘I.'IE e isduction of IL-5 I
D% omrlecte] 1% have movsaned ghesve Toather sl benan
chapic fowzrs, such oz Ebala or Bluctorgue. ood o scptic shack,
the '_.'ICII'II: Iparicn ct MAPERIn this PrOOCesE LEF bz estaill shad
(23 23 lhereluos, wo ascessed whether IL-2 ezpression s
vnceEr le vt af FRY 1S Limeses in e weseniar emnboibes
HLT S 'JE."!E Western Dlo; and ELESA ana FEEE EEELZ acll
vation e DL L inteersd W0 (BACT = [ Al waz delereainad.
Fipene 4 shoaws thal W APR TRE 2wy plospbwrs balen lin The
Ml 5 mie arel ihe sl poabaaly iromcss] ontil 960 o o=
'.rll:lilEh 21 L0 eAn (e Elgﬂ.“l[ Bz inic Jacreasa |'Igl.'lE 11 Znows
Thee presesroe ol coeedifolive EHE b Y T conllures, e ads
bl whalher TL-8 pracanction is unler plispto-FRE -
treel, wsing an imhikiory IL-8 ELISA W the arasence of the spe-
cific EREK L2 inbitior P7T0803% ar diffzronn time inccomls {1, 4.
ol £ ] B T infeciin. Tipwre 20 shows el [T =8 omilac-
tion was clenrly imhtited in THETRLinfoclad celkares pra-
trenied for 6 hwick POSE05T. and & concenmmion of anly 39 pa!
M L& was delectad. 12 coniirm thess esuls, 3 p&.'ﬂ;lEl. PhRE
cn bilal oy vans periommeel, HIPY R ool proincolsie:d i
4 awirth PDE8ES showed the lowest ERK phosphoryladoni Fie.
S0, 00 souare DL We lken eRAanLned she poselbdz ackivatcn of
pas dusmg D myiacton (000D MO = 1.0} of endothedial
codls, wsing 3 Westera blot assay. Fipurs 54 (lame 31 shows that,
dunng LY Inicction, plea wns phosphory tcd e 1T 50 nar.
88 I the posdiva control 1 MY o 13n2 20 grdd 82 m Eae presanza
D TR R 5 Ty sl Che spmssilien oy o] The-eilala, a pamad
el asszy wos pedformed nibe prescmee of the p3&specific ino-
hibioor, SE3U3EED (1D uld )y The doamregulaiion ot pas ach
viallizns e evicenl o bolly e DI DV imlecad cells amd 1he
FWC ireaied with B0 apdm T T=8 750 58 bies Semml 1. & recenl

gdy has pdicaed thet pares thal ar2 uoreerlaped by A0 ane
a0 induced by 2paniat peptides of FAL | 26 | erelore, we
tested wiicthes fhe APC responss = medinted by the PAR-
I-hdAPE potramy, J&ing Western blodting and ELISA. We Tirst
examomad 1ha poszible activaluon of the MAPEE LRKLZ I The
presence il AP Pigure 51 Lane 2 slnras e plesspinery adion
of ERKL2 in HUYEC culnmes pretoczrad with ATC (10 noaoml),
A paratial 3ssy was perormad Using spacicic antl- BAR 1 ant

budy, Pleosphe LRE D was doe neeealaled 1o U presence vl
unli=Fa =1 2ulibonly, as shivam im Tigore 3T1, b 6 Toasimilar
gy, podsph BRADGD was deenmingd o DHE-LY Inbacied
WO O] =10 P 21 |ama 4} inthe presanse ot paciric aml

P T awibealy A =i grofzal redoclion o phashs TREC LS
sk plse abeereeil dFie. 3R, lane 51 Tooa parale] 17-8 Blecking
3589y |USim fp22iise antl-PALL 1 aniiaocy) e DL -2 inbacten
B E N0 = 1000, 11, B proslieztion weas aban alowareplaled an
the sresarsxe of el i-TAR-1 nnlitualy oFig. 50, lomes 353 $lur
cita suzpest that the phospheoryd iton of the MAPE: EREL2in-
cineed by ARC ooy b FAR-1 dependend. (02 sindlar way o [L-8
prenbacion. Thzse ramel and impartanl Galines irdicale ihe
raain male of the MARK: pf and FRE2 in Faz AP -PAR-|
shgnnlling pochwmys reaolading 1L-5 inductioz, during OV iefioc-
tiod ol endolbzlia] cells.

Role of APC and ERKIZ or g2 MAPKE: In EW¥C
pormeablliny

Wazed on ke datz prezarced hers, we olso axplarad the imaolve
cnant of ARC ond ERECL2 orp3E MalEsin ths codechelinl bar-
T ioetan dunee L indection of HU Y BOC culnmes (LAIHE-L
DA = [, p3mp 8 vaszalar permeahiliny azsa onemicen), a3
veeritusl m o Adasriaie agd metheds onlodbedial cells Dradml
with only culuse modivar. wore wsed as the positee coptrol fop
CIDOEET INCEEriy ( Flg. Gl inwhick no cell pecmeabdliiy was
Gleerved, Thewe sanples represanl U ckeceand FTLC - dex
Prmm velaes Trmeerts wihoml o1 muond avens ware comsite e e
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Fre 5: Rale nf ARC, PAR-T, and
MAFE: (p38 and ERK 1Z) in the mflam-
marery Feparse of endarhallal zalls n
the preseoce of DAV &) Actrabcn of p2E
dering LB vlecdan of INC fae 3 sr inthe
preseacs of ThFo (lone 35 and £ one 4)
Y avalinran e saacHory of desa ram s
paralel mmoy ot e presenoe of 2 pEagedic
Irbibires {lnen 5 and 3 F) Setarkan ol
MAPE: ERLID 1 EVE protrcabed wath 10 rg
nr AN [l 25 weaieh 2 sbmibar o dee scid-
wacior [ TEHF-TAveored ELAVEC fane 4) ar
i oulieres 3 ulaed v th TREac However, o
dosurcyubston of poERK LT was chaored 1
tha peasenia ol D or 04 RC-edmalmed il
tures that had been poctroated with ard-PAGR-|
marifie areinsy jlnes Sand ) The ramism
presenbed hore are represen ez of anather
Uires mapedimects with sk ~ead, 21 P
doction of I-5 in CHM-Diefected cubures
premastzd with specic ant-AaR-1 antha
The =l m Fygere 20 are e s =50 of
1T [SAST YHIT INEETEn AanT apa riesan: aneyed
in wriplicate. ¥ Irdicsss the poalue jpe D05
st LS rlected =ih BY and preirsded
will: ant =R | arczody veste comoeed wiih
@me s Intecred wich D i in aheenre of
anu-BOEL | aishody

w=EAL L2

(-2, e vten (32, 37207 aml ds ua (AT Rar The BT
partcipanor. | zereliora. Lonner and L sulliven (37 proposed
b wse of FWE s an appnaariale nexlel for smlvieg TS5 Ae-
cordimply, we emmbned de HUVEC mennlivess o5 sar modzl,
Hare, we presant novel lsignis mio the parbicipation of LY in
emdethelial <2l medificatons of the extepectastive pretéin ©
Pty IRtemmation oo gulation, apophosts, and berrker pro

Hesliom anet ezl tal paarbs ol e hesiSsdelensive esoense durmy
Nt abmmapee 057 nned Tl sevesnn carenrend saimls ol irleme-
tion forossalkl via dhe oroteasc-acduated roeprecs (AR
TeA Rs re pnnatee ulesasecplen o Cr-protei ns, which ame Simanrheadin
rozabannry signolling pattways 114, 2o 200 The st link be-
Pween thess procecaes (s meciated by e vazruize endothel um
(51, wheicsh Dol ises ] nmimeless D dive me Sivclernas] ieass
farmatkons invocved I FLe cymeanatactive AP petheay (70 e

tisatinn, APC antkamgidant adivi iy, anti-infammatary affesl
izt rospemse mrdl endanfelind orvier ek liszliong.
Berawse of Bs aleitropic activitics. al*C has o polcetial role in
il treaimient of compilie dz=ondemsg inclading sepsis aronbo-
sis, and scherale smake emong ochers G20, 306 Thereforz, wie
evalnaled the basic mechardsms tat sonlo capulaie =g pro

cesines chur npe dempras vines infectam alf FYE We saamined ihe
ThE-TH-INC cormpiex & the andothaliz] qerzee (which alayes 2
oy raleiin AP gpertion) in (e preserce of T Recenlly, Nol=
fep L6 aed Soscehdkul (=1 horw reported clevabed ST levelsin
ihe plasme af patents with D% duning the booce plass of fhe die

s e i chmaan b fnre | il mtivatem ol veealor
andoch2lial cells Panercs winn L (L LY @rade L or 1V p saaw
nigher corcerietivns o ST ban (hee ol palients w3t OF e
DHE prodes Tard 1T 12 bath shudies, sTM levels sarcelated with
the s Ty 07 e dis2ase.

Blood 5T was propesed a5 oneahy aredictor ol DES durize
the febrile zf@ge (16 However ke male of LY o the devel
cippenend al Che visaalepaiby thil presents docmg DS S @5 onclaar
W arbmearand Chal, in the pressimwee o8 TAHF-TOS (B3ACH — 1.0, Une
comant of Thi af the crdothclial sorfee wes roduesd 2 25%
mstod st 1o fhod oT nmiefeeted col® (Fip LA and B, This el
was mere Jreminent fhop those In coltures proremed with
[Advmpeoginye contealy, The DL intacted L WD { 0] =
Ly st 2 2% resluctin in MET o (e ol Mnea e rie
Enalyels. and hese c2En &0 3Ender o e 10 pespamze (1.
IT¥. W Semmnlrales] el Che reclucticn in T al he TV sor
M 2 ecanzinmial with fhe prosepee of T beeanss (b aorfae
M arodually decreesod as the infoction oreceeded (Fip. 105,
i pareed . Toowgrreereend witlndlds, e level of TR wess ediewe
ored indie W of DS infaeocd owltares, end thiswas mencevidem:
2035 AnC A8 hop.i (s 10, Lwes pazel), Inz2:ze daim sTangly
siprassl Dhe paricipelion of T D YT 2lleralom ang ey gx-
plaim the pregends of 8 LM It plasma during the F2brile paase
in efends 2l risk P TIS5, s eporial by Tolep O 6

104 is o cell-surface reveptor that plovs 3 cnlizal mk in en-
dathelial smocoggulant acivay thooogh fie cotacior fupction

924



Cahelln-Iinnamar era L Cyrnpreseiva prioceia O rardvesy currp Lengss «ines: Ivacror

& ] C pu =i r iz I 1 E
120 4
1310 4
E o
3
f‘! £ 4
o
ENE
I
L
"\-L-I:kll- Cil b THFn APT O =Dy A OF-0Os &FC SEEN®AE POREGE
b i Hy 22 [histd 2L T 105 FaYT PI=! 171 e | RYCA=E (AL % OHEF.Cw COF
LIkl = 1L-H = =T L

Eigure &r8vap wfAPC parocipadon in endothelial bamricr prc FABCDEF-D¥ (bar ) DF 0 {arHp ARZ<DELY (bar )

e e e usted e parbiisadee o A1 ol MAMG (LK1 SII0IAE5+ DL M2 = 13 dBas [, s PSS « LHEL3% M52 =
ind p3Bp © che erdochedal harmer functdor didng 0 inkecron of PSS, | & ¢har B3 are shosvs Thee damane nepreseocarkss of oo ReepewtenT
sty & vascdar permrembiily sy s dosmibed o Macnas ond esethels wiperimmks assged indriphcite and are steven 2@ aeew 30 7 b
Fipume & (bar B chaws HUNEC I8 e prezanrs of @iibire medium 2aky raran the palie [p B0 whar 81 5wt ARre eompared wich ha in-
wiedcw sepreseres the meaalzyer Inteprine of she posHse coamal. The 1 regroy conmol cedls, and wsen procreansd AR samples when rampained
seris it w0 el o obres (lar & represent e 0008 perremtilo wily D-keciad SIUWECE & redcates pvalus [ QUOS) wia OF-0F
conTe. Tes percostzgs B pormezkbiley in bwe pretorcs of ThFo weere compared wikh APC HOF LAY

e T -0 e B AP LA bar B R IE-LW PR = 12 e T

Blangalinvw Zurl cl W5 1 Banghi aF == WO

Figuere T Anbmpoplote APC activicy i
D% Indecrad EVIC Prapitium keles calning
of progpaonootie nuclsd wis dctermaned e
Il semoles: vanlsuied HUVED {imsgatives
ronTod, panal Al HLYED pramesrad wit
FF-0n 12wl B PRIE-Ldeomed Ly MG
= | & {pansd O3 OEECA LY inecrvanedy MO
| & Cmandl Ty TaFw-stnuloed BEWD pra
reaaTad wWwern 10 rgimi AFC [panai 1), 3ndd [HE -
O {MON = | 3 infectert HUATC premreseed
werli AP [parel ML T m a5ssrs e reaespge
rariva o ar keasr rhesa 2sarimante e eirile
rEsuLE

CHF 8 |Iraotaied AP o rd o THFn ASC 10 ogdmi- JH=OW

925



Cabelo-Cubame: ot al. Crloproweies protea O pathwey dormg Dengae vinc ifscaon

during ke thrombdn saiabeed actvation of aoman protain
{2 mod mpaTiant vasoprotecirne molecui2). I 15 well kmonyn
Thal Che clomsemropmbativcn ol TRA coneses bow' AP lowel & pmral-
ing procoagalant and proinflamecatory diathasis 5 6L Wa
evil ualel The AP activily o TP callires mileciEd wilh
TR me L0 D0 Ws rh@areed the cnsmres lon af tha T

TE-PC connplaa (i ZF omd Fouand that T mesfifie: e ami-
tarembsatie sate of tha 1YL eurtsce. | he ansiormation af k2
mn e egnlnniinbi-in Mummediony . sinle irdoe o procsoogudang?
o oz nmmebors pherdee o vscular p2fls ol Treancsl ime-

Whae iz knawn Abaur thiz toaple?

Thwre 16 no safe vaceine, oo exaurieroin] anisl modd
and no speclilc meaiment ansivizal] for Lengue vims
(T infestion The matharenis mechanisme of e seeers
lerars o Tl disesise, sich s | kenpue ok syndnime
(D5E% pnd Deague hocmacrhagico fover (DHE) arc ool
Tlly imdarsrsl.

The suseulopathy uibsarval during: DHEDES i= e nesul|
ol emilothelial dlysfumction causedd by baoth st {wirnd
factors) and Indirect Chost Bcors) mechanisme, bus o
clule resesrch on | lenpue madbopreres s b almiost e ckixe-
ively relicd oncstudics of host facfars. Yoy fow reponis of
vl fuctans ure avuilnble,

— PRacentiy, we foand tkat danng eadothelzl vassular call
PV irgury ante=ced by g aggiroksing TR Bobe, e
factor s up-regulated, which fxvors thrambin aeneration
and the activation of the profcase ectivated receplar
fyne-1 {PAR-1). Wa alse damonsrmsaen thak PAE- 1 m-
farnmedton| and TF (coapalat) reoepions can b down-
rapulaced m i prassnes of MAPE 2 (934 and LKD)
specific inhibizors suggesting a link bevween coagulation
arnll b babn ek

What does this paper add?

— W repartad for fhe frs dme, tha cownrezslation of the
cyloprodaciive protem LU petire sy (milaTemation coagy
Leationns, apmmgctsiig ] boercer poacedtion) in homan en-
dothlia! vascelr cells (EVC) during TV infeetion.

— Wl presen| el absbaim e spect T mslvalion D)
of LWL by 11y [hat canses thpembomodulin (1h) re-
Romiser, wlsichen Miess the femecilsen of The Thi-dkoinmin-
profen O complas and AP ganeraion, tbat modity the
lnliﬂlr:lnhii:l‘lnlj-hl'lu.nnmli.uj' slie indo s
lantprrd Tamrmalony pherns'y e ol embulhietial veeoniar
pells, whizh soaid be axplain the vassular damoac (vasse-
loaathy) obearved during DI LS.

Furthermiane, wie obeervir] thad APC cylopreteetive repu-
Raleary paal hways fivoive The MAPE s, g% and TRE |72
pathweys win FAR-1 and EPCR rocepiors codng tha DV
[P F=H TR TRAT N el

This stacy provides new peczpoectives and has imali-
codivns m e abesim ol mpprerinio fo.p. phormesoa kgl
adminisiratlon of AFL therapd 28 1o targas the throm o
il ¥ resperses Tl o or el ng, TITTTIRS.

portance. Similarly, aigh levals of 1.k pradeciaan in LR
ImEaciad culiures (FLp. 304 wera cetacied. whilch agrees with iha
ey chinizd shsorambane by Bagdogmly (433 whe demwon-
erawd a corelation becween elevated levels of IL-2 in patients
weill greacde Haor P BI85 acnll liew lewels nf 1] =R n 1)1 pa-
Nerta. § kir andy ermtTms the participatna o AP i the anil
infmanuiers cespomee ol EVC dacng DY infacinn (Fig. 38,
beczuse DL LY intaciad celle pretreated wiih 10 mg'ral AP
vhspdereead donwn rogrolaeed TT -8 peschonetiam W slsas e sl
e womlbribndion of MAPRs (DEETSE amd piR] I 1]k ga=
pression in DHF-DV-infeesed colls. The spec ificity of thosedata
waz enntirrian e fhe asssy in which WA ansspharyliain
wis inhinied beeaass the pharmocological imbibiton of thess
rrekein kimeees eossrmepulbona] T1-F prsloactisn (Fips, 40 aml
B It hes also bean repaocted that APC nidazes intracefolar sl
valbingr vies b i renlions of PAR= 1 el B receplorsd | £, 2R
W foued that in abscaceof TM(Fig. 153, PAR-1 and EFCR ez
prezeat (Fig, LH-M), which suppests thair pariipation in this
procaas. Ino2 racems sfudy, Ba= eral, (14 providad some fmsipar
it The TAR-Deperukend sjmmd e meckomisime, denansiml-
ing that 2oth EPCE. and PAR-1 are associted with cavaolin |
within linid refts cf HUWED inwhach the cccupaney of EPCR by
AP lemsls D chsmaszazmm ol AR Inep eaeea - 1and recnal
mem of PAR-L o 0 protective sipnalling patbwry, Fipurc 5C
Enowe It in LU DA tniacded cultares pracreated with sp2ciilc
anti PAR-1 antibady, T2 was doanregolaad. Similarly, when
DT im Teced ozl s wetre preimedled with & PC oc anli=-Fai- |
nrtibody, phospho-ERK L2 wes redooed (Fig. 581 Mera (34
anil Lese (4% ) ramoriel Thal e releseses o] 11K anhises an imsreses
I sascular parmeaadiiny. during L jalzetkon of 2ndothelial
el Wl proseniend mseed dina relaling e ahistheliod
barmier stabllisston medizlied Ty APC dupng DY nlaciien of
CWVT. Tigure 6 ipanels Toamd 0 shwmaes Chead TS fected cel s thal
Fansl beeti pretlreslesm] weilh AT weetren e presrenes ble b ol s na
tranted witly AIC. Wi nlzo observed that o bacrier pratective of-
tapt can e tpducad dab lesst in partp oy the MAPKS =34 and
ERE 17

I the preseml stnly, we sk observed e parficipsaiom of
APC i the downireg niaton of the eroplotic resaonse Induced by
Pher 1IN milictsen o WAL Dagme (65 aml Malskha ¢35 pos
poscd thit apoptosis contribule to pathopencsis and tizswe dan-
3g2 COFing Lengue virs mfection. AP reduces cTzan famags
in anirnyl models of sepsie ard directly praveats apaatosis in by
il o beaie @ nilkothe o (4R, 29, Thigrz is some eviileros
thar thz AT amizpopdodic funcion i ndepondent of s ari-
ciegnlan arvperbies, oo Ural bae SFCT mslanls witbasssstanladly
reduced ancicocgnians 3cvity retyin inelr antapopioiic afhers
150 Rolh basie and glinicel stodios hove posaiod 2o eclensiyve
bocy of research Inla 1@ cyloprotecove ol of (ba poedein L
retlbvmay 1210, 13, 51 Cur dula suppon Ges e Fipar: §
sEurwsa schiermalic represanlalion ol aur e paricesnizl Viretinps,
which may explain different aspects of DHFDSS polhoper 2sis,
o Ligura s, we Indiczis phyvsiclogieal LV homaogiasis v
unli Gz i el exyfapndeaive eTeds in aninfeciad eolls,
TMiwarewen, thoriogr Me T Tnfection of %0 (medinly in e pes-
oo of the momc epgressive vinal dsolatcl, we chserved oo cn-
vithalial surlacz lnrsBrrmatnm ol e anls imflanraborsiacts
coapgalant stite mta a pooccagalanbproinflamenatery pheaotvpe,
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