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RESUMEN
PARTICIPACION DEL ACIDO SIALICO EN LAS INTERACCIONES
TEMPRANAS DEL VIRUS DENGUE CON CELULAS DIANA (MONOCITOS Y
HEPATOCITOS)

El Dengue es un problema de salud publica que anteriormente se limitaba a las areas
tropicales y subtropicales del mundo. Sin embargo, debido a la elevada expansion
demografica humana y al cambio en la ecologia del mosquito vector Aedes aegypti, su
distribucion se ha expandido. Anualmente se registran entre 50 y 100 millones de casos
de fiebre por Dengue a nivel mundial, de los cuales entre 200,000 y 500,000 presentan las
formas severas de la enfermedad como son sindrome de choque por Dengue o fiebre
hemorréagica por Dengue con una tasa de mortalidad del 2.5%. La infeccion por Dengue
es causada por cualquiera de los 4 serotipos del Virus Dengue (DENV). Este virus es
capaz de infectar varios tipos celulares, sin embargo, el receptor no esta definido
claramente. En nuestro laboratorio se encontré que el Acido Sialico (Sia) participa durante
la infeccion del DENV en células de mosquito, por lo que el objetivo del presente trabajo
fue determinar la participacion de Sia en las interacciones tempranas del DENV en las
principales células humanas dianas como son los monocitos y hepatocitos. Se encontré a
través de ensayo de co-localizacion, que Sia de la superficie de monocitos humanos
interacciona de manera importante con el DENV pero muy pobremente en la superficie de
hepatocitos. Mediante ensayos de retrotranscripcién acoplada a la reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) se encontr6 que al retirar al Sia con
neuraminidasa de superficie celular de los monocitos humanos, la internalizacion del

DENYV se redujo casi completamente, mientras que en hepatocitos el efecto fue inverso.
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PARTICIPACION DEL ACIDO SIALICO EN LAS INTERACCIONES TEMPRANAS DEL VIRUS
DENGUE CON CELULAS DIANA (MONOCITOS Y HEPATOCITOS)

1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia

El Dengue es un problema de salud publica en regiones tropicales y subtropicales
del mundo. Anualmente se registran entre 50 y 100 millones de casos de Fiebre
por Dengue (FD) a nivel mundial, de los cuales entre 200,000 y 500,000 presentan
las formas severas de la enfermedad como son el Sindrome de Choque por
Dengue (SCHD) y la Fiebre Hemorragica por Dengue (FHD) con una tasa de
mortalidad del 2.5 % Sin embargo, en ausencia de un tratamiento oportuno, la
letalidad puede elevarse al 20% (OMS, 2009; Guha-Sapir y Schimmer, 2005). El
Dengue se ha reportado en mas de 100 paises. Sin embargo, actualmente se esta
expandiendo a nuevas areas debido entre otros, a cambios en la ecologia del
mosquito, el cambio climéatico, el incremento en la demografia humana, incluyendo
la expansion urbana, el incremento en la densidad del vector, el crecimiento de las
poblaciones y el incremento en los viajes. Se estima que 2500 millones de
personas viven en areas en riesgo para el Dengue (Figura 1.1) (Coffey et al.,

2009).
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Figura 1.1. Las lineas de contorno de los isotermas de enero y julio indican los posibles limites geogréficos de
los hemisferios norte y sur para la supervivencia durante todo el afio del mosquito Aedes aegypti, principal
vector de los virus del Dengue. Se muestra en amarillos los paises o areas donde se han reportado casos de
Dengue. Tomado de la OMS, 2009.
La infeccion sintomatica por el virus Dengue (DENV), inicialmente se agrupo en
tres categorias: Fiebre Indiferenciada, Fiebre por Dengue y Fiebre Hemorragica
por Dengue. Asimismo, la FHD se clasifico en cuatro grados, segun su gravedad,
en donde los grados Il y IV corresponden al SCHD. Recientemente se han
observado diferentes inconvenientes con el uso de esta clasificacion,
principalmente en la aplicacion de los criterios clinicos para el diagndstico preciso
de la FHD, aunado al aumento en los casos graves que no cumplen con los
estrictos criterios diagndsticos, favorecid la reconsideracion de esta clasificacion.
La OMS, recientemente reclasifico a la FHD en Dengue Severo y Dengue No

Severo. Sin embargo, la anterior nomenclatura (FD, FHD/SCHD) continda

utilizandose ampliamente (OMS, 2009).
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La FD es una de las enfermedades transmitidas por vector mas importante a nivel
mundial la cual se ocasiona por cualquiera de los cuatro serotipos del DENV
(DENV 1-4) que son transmitidos al humano por mosquitos del género Aedes
(aegypti y albopictus) (Figura 1.2). La hembra del mosquito adquiere al virus
cuando se alimenta de una persona infectada, el DENV se replica en el vector y
llega a ser infectivo después de un periodo de incubacion de aproximadamente 7-
14 dias. Posteriormente, el mosquito es capaz de transmitir al virus por el resto de
su vida en cada alimentacion. A. aegypti es un mosquito doméstico que se
reproduce en contenedores artificiales como tanques de agua, llantas, tinas,
charcos, etc. EI comportamiento de alimentacion repetida de A. aegypti y su
preferencia por el hospedero humano, contribuyen a la dispersion y extensiéon del

DENV aun en presencia de una poblacion pequefia de vectores (Teo et al., 2009).

Figura 1.2. Aedes Aegypti, mosquito transmisor del virus dengue.

En la actualidad, no existe un tratamiento antiviral especifico para el Dengue. El
manejo apropiado de los fluidos para corregir la hipovolemia en los casos de
SCHD, ha tenido éxito para reducir la tasa de mortalidad; aunque el acceso a los

11



servicios meédicos representa un problema en ciudades subdesarrolladas. En
ausencia de un diagnodstico temprano y un tratamiento oportuno de los casos
severos del Dengue, la tasa de letalidad puede exceder el 20% (OMS, 2009). El
control del mosquito, el cual es costoso y a veces inefectivo, es hasta ahora el
anico método disponible de prevenir la enfermedad. Por lo que el desarrollo de

una vacuna efectiva y segura contra el DENV ha sido prioritario para la OMS

1.2 El virus del Dengue

El DENV pertenece a la familia Flaviviridae que incluye un nimero importante de
patbgenos humanos como los virus de la Fiebre amarilla, West Nile, el virus de la
Encefalitis japonesa y el virus de la Hepatitis C, entre otros. Esta familia contiene
mas de 70 miembros que estan organizados en tres géneros: los Flavivirus (virus
transmitidos por artrépodos), los Pestivirus y los Hepacivirus, que incluyen a los
virus de la Hepatitis C y Hepatitis G (Tomlinson et al., 2009). EI DENV presenta 4
serotipos diferentes pero genéticamente relacionados denominados DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4 (Guzman and Kouri, 2002). El viridn tiene un genoma
de RNA de cadena sencilla de polaridad positiva (ya que funciona como
mensajero) de 11 kb que codifica para 3 proteinas estructurales y 7 no
estructurales. Los DENV son particulas icosahédricas que tienen un didmetro
aproximado de 50 nm. Estan conformados por una envoltura constituida por la
proteina de envoltura 0 E; una bicapa lipidica procedente del hospedero en la que
se encuentran la proteina de membrana 6 M y la proteina de la capside 6 C, que

junto con el RNA forman la nucleocéapside viral (Figura 1.3). El genoma de los
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Flavivirus presenta en el extremo 5' una 7-metilguanosina (cap), una region no
traducible (5’UTR), un marco abierto de lectura y una regién 3’'UTR; Sin embargo,
el RNA no esta poli-adenilado. ElI genoma viral, codifica para 7 proteinas no
estructurales llamadas; NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 cuya sintesis
ocurre en el citoplasma de la célula hospedera y entre las que se encuentran las
enzimas necesarias para la replicacion viral (Gubler, 1998; Kurane, 2007;

Noisakran y Perng, 2008).

Figura 1.3. Particulas virales maduras detectadas por Microscopia Electrénica. El cuadro resalta una
particula viral con el arreglo icosahédrico de la proteina E o de la envoltura. Tomado del Centro de Control
de Enfermedades, CDC.

Cada uno de los cuatro serotipos del DENV es capaz de causar un espectro
clinico muy amplio que va desde la infeccion moderada autolimitante (FD) hasta la
enfermedad potencialmente letal (FHD/SCHD). La infeccion con uno de los
serotipos induce inmunidad protectora a lo largo de la vida para ese serotipo pero
solo inmunidad parcial o temporal para los otros serotipos (Gubler, 2006). La
circulacion de mas de un serotipo en éareas endémicas (hiperendemicidad

regional) puede aumentar el riesgo de presentar las formas severas de la
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enfermedad. Sin embargo, no hay estrategias efectivas para prevenir el progreso
de FHD/SCHD, ya que los mecanismos patogénicos aun son poco conocidos (Lin

et al., 2006).

El ser humano es el principal huésped del DENV. El ciclo de transmision viral inicia
cuando el virus es ingerido por mosquitos hembra durante su alimentacién a
través de la picadura a un humano en periodo de viremia. El virus inicialmente
infecta el intestino medio del mosquito y, posteriormente, se propaga en los
diferentes tejidos, llegando finalmente a las glandulas salivales en un periodo
aproximado de 8 a 12 dias, este periodo se conoce como periodo de incubacion
extrinseca. Posteriormente el virus se puede transmitir a otros seres humanos
durante la picadura y alimentacion subsiguiente del mosquito. El periodo de
incubacion extrinseco esta en parte influenciado por las condiciones ambientales,
especialmente la temperatura. Posteriormente, el mosquito permanece infeccioso
durante el resto de su vida. El A. aegypti es uno de los vectores mas eficientes
para los arbovirus, debido a que es muy antropofilico, frecuentemente pica varias
veces antes de completar la oogénesis y prolifera en estrecha proximidad a los
seres humanos. Cuando el mosquito se realimenta transmite el virus a una
persona no infectada, el virus infecta sus células hospederas, se replica y se
propaga causando una viremia detectable aproximadamente de 7 u 8 después de
la picadura del mosquito. Este periodo se conoce como periodo de incubacion

intrinseca (Figura 1.4) (OMS, 2009).
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Figura 1.4. Periodos de incubacion intrinseca y extrinseca del virus del Dengue.

1.3 Cuadro clinico

El Dengue tiene un amplio espectro de manifestaciones clinicas, a menudo con
una evolucion y desenlace clinico impredecible. Mientras que el 95% de los
pacientes se recuperan después de un cuadro moderado y auto limitante, el 5%
restante progresa a la enfermedad severa, caracterizada principalmente por fuga
de plasma con o sin hemorragia. La rehidratacion intravenosa es la terapia de
eleccion, esta intervencién puede reducir los casos fatales a menos del 1%. La

progresion del Dengue no severo al Severo es dificil de predecir (OMS, 2009).

La infeccidbn por dengue es una enfermedad sistémica y aguda. Después del

periodo de incubacion, la enfermedad inicia abruptamente, presentando tres fases

de evolucion: la etapa febril, la fase critica y la de convalecencia (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Fases de evolucién de la infeccion por Dengue (OMS, 2009).

1.3.1 Fase febril, Dengue clasico (DC) o fiebre por Dengue (FD)

La fase febril, Dengue clasico (DC) o FD, es un sindrome que esté asociado con la
aparicién de fiebre elevada, abrupta que dura de 2 a 7 dias y a menudo esta
acompanada de rubor facial, cefalea, mialgias, artralgias y salpullido, con
presencia de leucopenia (Rigau-Perez et al.,, 1998). También es comuin la
anorexia, nauseas y/o vomito. En la fase febril temprana, es dificil distinguir
clinicamente el Dengue de otras enfermedades febriles. Si la prueba del torniquete
resulta positiva en esta fase, aumentan las probabilidades del Dengue Severo.
Pueden presentarse grados variables de trombocitopenia y hemorragia cutanea.
Los casos severos con artralgia incapacitante (fiebre rompe-huesos) son comunes

en adultos (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Fase febril, clinica y de convalecencia del dengue

1 Fase febril Deshidratacion; la fiebre alta puede causar trastomos neuroldgicos y
convulsiones febriles en nifios pequeiios.

2 Fase critica Choque a causa de la extravasacion de plasma; hemomagia imporante; deterioro
de drganos.

3 Fase de convalecencia Hipervolemia (solo si la terapia de liquidos infravenosos ha sido excesiva
0 se ha extendido a esta [ase)

16



1.3.2 Fase Critica

La fase critica se inicia cuando se presenta la disminucion de la fiebre, la
temperatura disminuye a 37.5°C o 38°C y permanece por debajo de este valor,
usualmente en los dias 3 a 7 de la enfermedad, se puede presentar un aumento
en la permeabilidad capilar junto con el incremento en los valores del hematocrito.
El periodo de extravasacion de plasma dura generalmente entre 24 y 48 horas. La
leucopenia progresiva seguida de una rapida disminucion del nimero de plaguetas
precede usualmente a la extravasacion del plasma. En este momento, los
pacientes que no presentan un aumento en la permeabilidad capilar, mejoran o de
lo contrario, pueden agravar como resultado de la pérdida del volumen plasmético,
presentando choque hipovolémico. El derrame pleural y la ascitis se pueden
detectar clinicamente dependiendo del grado de extravasacién de plasma. La
temperatura corporal puede estar debajo de lo normal cuando el paciente entra en
choque, la hipoperfusiéon organica (disminucion del flujo de sangre que pasa por
un O6rgano) consecuente puede generar dafio organico progresivo, acidosis
metabolica y coagulacion intravascular diseminada (CID). Esto favorece un cuadro
de hemorragia ocasionando el decremento del hematocrito presente en el
sindrome de choque. Asimismo, puede presentarse dafio en diferentes 6rganos
causando hepatitis, encefalitis, miocarditis. La hemorragia severa se puede
desarrollar de forma independiente al sindrome de choque. Cabe mencionar que
los pacientes que mejoran después de la defervescencia (60% de los casos) no

cursan con Dengue Severo.
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1.3.3 Fase de recuperacion

Durante la fase de recuperacion, si el paciente sobrevive a la fase critica, en las
siguientes 48 a 72 horas tiene lugar una reabsorcion gradual de los liquidos del
compartimiento. El hematocrito se estabiliza o puede ser menor debido al efecto
de dilucion de los liquidos reabsorbidos. El conteo de leucocitos generalmente
sube inmediatamente después de la disminucion de la fiebre, aunque la
recuperacion del numero de plaquetas generalmente es posterior al del nimero de

leucocitos.

1.3.4 Dengue grave o Sindrome Hemorragico por Dengue/ Sindrome de
choque por Dengue (SHD/SCHD)

El Dengue grave o también denominado SHD/SCHD se define por una o mas de
las siguientes condiciones: (i) extravasacion de plasma que puede conducir a
choque hipovolémico (choque por dengue) o acumulacion de liquidos, con
insuficiencia respiratoria o sin ella, o ambas (ii) sangrado grave o deterioro de

6rganos grave, o ambos.

Las caracteristicas clinicas de la FHD/SCHD son similares en muchos aspectos a
las de FD durante la fase febril temprana. Sin embargo, puede presentarse dafio al
endotelio vascular con pérdida del plasma como resultado de un incremento en la
permeabilidad vascular con alteraciones de la hemostasia, que ocurren en algunos
pacientes que cursen tanto con primo-infeccibn como durante una infeccion

secundaria. Los mecanismos causantes de FHD/SCHD aun se desconocen. La
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sintomatologia clinica de FHD incluye: Fiebre, dolor de cabeza, mialgias, artalgias,
leucopenia, trombocitopenia severa y manifestaciones hemorragicas. Se sugiere
gue la hemorragia sea resultado de multiples factores, incluyendo trombocitopenia,
coagulopatia y vasculopatia. La disfuncion endotelial, la trombocitopenia severa y
el desequilibro de los factores coagulantes y anticoagulantes estan involucrados
en el desarrollo de FHD. La extravasacion del plasma en FHD es el resultado de la
disfuncién del endotelio vascular causada tanto por efectos directos del virus como
por mediadores inflamatorios y/o el sistema inmune (Lin et al, 2006). La efusion
pleural, ascitis y la hemoconcentracion son indicadores de la pérdida del volumen
intravascular. Las manifestaciones hemorragicas oscilan desde un torniquete
positivo hasta el sangrado espontaneo de la nariz y el tracto gastrointestinal (Lei et

al., 2001).

A medida que progresa la permeabilidad vascular en el Dengue Severo, la
hipovolemia empeora y termina en choque. Generalmente tiene lugar cuando baja
la fiebre, en el dia 4 6 5 de la enfermedad. En la etapa inicial del choque, el
mecanismo de compensacion que mantiene normal la presion sistélica también
produce taquicardia y vasoconstriccion periférica con reduccion de la perfusion de
la piel (llevar oxigeno y nutrientes a un tejido por medio de la sangre), lo que
favorece la presencia de extremidades frias y llenado capilar lento. ElI choque
hipotensor prolongado y la hipoxia pueden conducir a falla multiorganica y a un
curso clinico extremadamente dificil. El paciente presenta compromiso circulatorio

o choque (pulso débil o indetectable). Se considera que el paciente presenta
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choque si la presion arterial es de < 20 mm de mercurio Hg. También puede
presentarse compromiso gastrointestinal que se manifiesta por vomito persistente,

dolor abdominal intenso, hepatomegalia e ictericia.

Los pacientes con Dengue severo pueden presentar alteraciones importantes en
el sistema de la coagulacion. Cuando se presentan hemorragias severas casi
siempre se asocia con un choque profundo lo que en combinacién con la
trombocitopenia, hipoxia y acidosis puede llevar un falla organica mdultiple (falla
hepatica y renal agudas, cardiopatias, entre otras menos usuales) y CID (Figura

1.6).

DENGUE + SENALES DE ALARMA DENGUE GRAVE

1. Extravasacion del plasma

2. Hemorragia grave

3. Compromiso grave de drganos

-

CRITERIOS PARA EL DENGUE CON SIGNOS DE ALARMA Y SIN ELLOS CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

Dengue probable Signos de alarma* Extravasacién grave de plasma que conduce
vivir en dreas endémicas de * Dolor abdominal intenso o abdomen a:
dengue/viajar a ellas doloroso a la palpacion » Choque (SCD)
Fiebre y dos o mas de los siguientes ~ + Vomitos persistentes * Acumulacién de liquidos con insuficiencia
criterios: + Acumulacion clinica de liquidos respiratoria
= Nauseas, vomito * Sangrado de mucosas
* Erupci6n cutanea * letargia, agitacion Sangrado intenso
+ Molestias y dolores + Hepatomegalia >2 cm segiin la evaluacion del médico tratante
= Prueba de tomiquete positiva « laboratorio: aumento del hematocrito
* leucopenia concurente con rapida disminucién Compromiso orgdnico grave
+ Cualquier signo de alarma del nimero de plaquetas + Higado: AST o AIl 1000
* Sistema nervioso central: Alteracion de la
Dengue confirmado por laboratorio  *(requiere estiicta observacion e conciencia
(importante cuando no hay signos  intervencién médica) + Corazn y ofros drganos

de extravasacion de plasma)

Figura 1.6. Clasificacion de los casos de Dengue y niveles de gravedad.
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1.4 Fisiopatologia del Dengue Severo (FHD/SCHD)

Para explicar las formas severas de la enfermedad se han propuesto dos hipotesis
principales. La primera en donde Scott Halstead (1970) propone que la infeccion
subsecuente de individuos preinfectados con un serotipo diferente de DENV
podria exacerbar la enfermedad, un fenédmeno que se denomind facilitacion
mediada por anticuerpos (ADE). En una infeccion secundaria, el DENV vy
anticuerpos heterotipicos no-neutralizantes forman complejos virus-anticuerpo y
facilitan su entrada a las células portadoras del receptor Fcy (FcyR). Se espera
qgue el aumento en el numero de células infectadas resulte en una mayor carga
viral y la induccion de una sdlida respuesta inmunitaria del huésped, que incluye
citocinas y mediadores inflamatorios, algunos de los cuales pueden contribuir a la
extravasacion de plasma (Figura 1.7). La participacion de los receptores que
reconocen la regién constante de IgG, FcyRI y FcyRIl, fueron identificados como
actores clave durante el proceso de ADE a través de la internalizacion del
complejo formado entre el anticuerpo anti-dengue, el DENV y el receptor Fc,
cuando los anticuerpos son de reaccién cruzada pero no neutralizantes o cuando
estan presentes en concentraciones sub-neutralizantes (Halstead yO’Rourke,
1977). Ademas, existen reportes que proponen que la entrada por los receptores
Fcy suprime la respuesta inmune antiviral. Se ha demostrado que la infeccién con
DENV de células THP-1 por la via FcyR suprime la transcripcion y la produccion
de IL-12, IFNy, TNFa y 6xido nitrico pero estimula la expresién de citocinas anti-

inflamatorias IL-6 e IL10 (Chareonsirisuthigul et al., 2007).
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Figura 1.7. Facilitacion mediada por anticuerpos durante la infeccion del DENV. Tomada de Whitehead et. al,
2007.

De acuerdo con la hipétesis de la variacion antigénica viral, propuesta por Leon
Rosen (1986), las variantes del DENV son responsables de los casos severos. Los
serotipos de DENV pueden ser clasificados en diferentes genotipos con base en
las variaciones de nucleotidos, las diferencias genéticas virales han sido
asociadas con diferencias en la virulencia (Leitmeyer et al.,, 1999). Se ha
demostrado que las cepas de DENV de diferentes zonas geograficas o diferentes
serotipos pueden variar en su habilidad para infectar diferentes tipos celulares o
causar enfermedades severas (Vaughn et al., 2000). La introduccién del genotipo
Asiatico coincide con la aparicion de FHD en diferentes paises en América,
mientras que el genotipo Americano solo se asocié con FD (Rico-Hesse et al.,
1997). La observaciébn de que ciertos genotipos de DENV asiatico son mas
virulentos que las cepas americanas puede ser debido a las deferencias en el
genoma del virus que afectan la habilidad de DENV para replicarse en células
dendriticas y macrofagos (Cologna et al., 2005). Se reporté que los determinantes

de virulencia residian en el aminoacido 390 de la proteina E, en la regiéon no
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traducible 5’ y 300 nucleétidos rio arriba de la regién no traducible 3’ (Leitmeyer et

al., 1999).

1.5 Factores de Riesgo

Diferentes estudios epidemiolégicos indican que los factores genéticos constituyen
componentes importantes en la susceptibilidad a la enfermedad. El sistema del
antigeno leucocitario humano (HLA) comprende al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) que es el primer paso en el reconocimiento celular y la
presentacion de virus a células inmunes. DENV se presenta en células infectadas
por la via del MHC clase | que procesa proteinas virales intracelulares y los
presentan en la superficie celular para alertar y estimular a las células de
respuesta (Coffey et al, 2009). Muchos alelos humanos HLA clase | y Il estan
asociados con el desarrollo de FHD. Asimismo, se ha observado que algunos
polimorfismos tienen efectos especificos en el resultado de la enfermedad y
frecuentemente actlan en conjunto con otros polimorfismos y factores de riesgo
del ambiente, esto eventualmente resulta en enfermedades complejas y variables
(Bracken, 2005). El polimorfismo en los genes del TNF-a, el receptor Fcy, el
receptor de vitamina D, CTLA-4 y el factor transformante del crecimiento  han
sido asociados con el desarrollo de FHD/SCHD. Ciertos factores del hospedero,
como la deficiencia de la deshidrogenasa de glucosa-6-fostato (G6PD), podrian
también contribuir a la replicacion de DENV en monocitos (Martina et al., 2009).
Se demostro que el polimorfismo en el gen de la lecitina que une manosa 2

(MBL2) estd asociado con trombocitopenia y un incremento en el riesgo de
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desarrollar FHD. MBL es un miembro importante de la familia de las colectinas y
se asume que tiene un papel importante en los patrones de reconocimiento y la
defensa inmune innata (Thiel et al., 2006). El riesgo de desarrollar FHD/SCHD
después de la infeccion con DENV probablemente este determinado por una
combinacion de multiples caracteristicas genéticas comunes, cada una con
efectos moderados, predisponen a las formas severas de la enfermedad (Martina
et al., 2009). Se ha propuesto que los casos mas graves de la enfermedad sean
resultado de un conjunto de factores tanto individuales (del hospedero),
epidemioldgicos como virales, que en su conjunto predisponen a la poblacion a

desarrollar Dengue Severo (Figura 1.8).

Edad Presencia de una masa
Critica de poblacién

Raza susceptible

Enfermedades Presencia de un alta

cronicas densidad del vector

—\nm‘fn-qm\ Permisividad de las
preexistentes cepas del vector,
capacidad vectorial

Estatus inmunolégico

Amplia circulacidn de
Serotipo los virus y serotipos
Virulencia de la cepa viral
DV2.DHF /DV3.DF

Genotipo asiatico-DHF /americano-DF

Figura 1.8. Interaccién de factores que determinan el cuadro clinico del Dengue Severo (DS). Tomado del
CDC 2009.
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1.6 Patogénesis de la FHD

En la FHD se presenta una coagulopatia por consumo asociada a CID (Lei et al,
2001). La patogenia de las formas severas de FHD grados | y Il adun se
desconoce, pero se ha propuesto que podria ser explicada por una elevada
concentracion de citocinas pro-inflamatorias que causan un incremento en la
permeabilidad vascular. La mayoria de los mediadores que favorecen la
vasculopatia afectan la organizacion de las uniones adherentes (AJ, Adhesion
Junction), una red compleja de proteinas de adhesion que estan unidas al
citoesqueleto celular (Dejana et al., 2009), causando retraccion de las células
endoteliales (CE) y apertura de los espacios intercelulares. Los sitios anatémicos
dafiados en pacientes con trombocitopenia severa son los espacios intercelulares
en las vénulas postcapilares, que son ricas en AJ (Nachman y Rafii, 2008). Las
plaquetas tiene un papel importante en mantener la integridad de los AJ, al liberar
una serie de factores como el factor de activacion plaquetario y la esfingosina-1-
fosfato, que se liberan como resultado del estrés del flujo (Aoki et al., 2007). Por lo
tanto, la interrupcion de la interaccion plaqueta-CE por la trombocitopenia severa o
la disfuncién plaquetaria podrian llevar al incremento en la permeabilidad vascular,

resultando en hemorragias o tendencias incrementadas de hemorragia.

Las alteraciones funcionales del endotelio vascular probablemente son causadas
por efectos de la liberacion de las citocinas o mediadores inflamatorios durante la
infeccion. El DENV puede infectar CE in vitro, lo cual lleva a la produccion de
citocinas y quimiocinas como IL-6, IL-8 y RANTES (Huang, 2001). Aunque la

infeccion con DENV puede inducir apoptosis de células endoteliales in vitro, este
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efecto depende del aislado de viral (Avirutnan et al., 1998). Las CE infectadas con
DENV son capaces de activar al complemento e inducir la expresion de moléculas
de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1. La expresion de ICAM-1 junto con la
produccién de quimiocinas como IL-8 y RANTES incrementan la adherencia de
células polimorfonucleares y mononucleares, respectivamente, resultando en un
incremento de la vasopermeabilidad que favorece la liberacion de la
Trombomodulina, la cual es un marcador de dafio celular endotelial. Los
anticuerpos anti-DENV co-incubados con CE infectadas también producen
incremento en la vasopermeabilidad y Trombomodulina en ausencia del
complemento. Se ha propuesto que tanto el efecto citopatico inducido
directamente por DENV como el dafio mediado por el sistema inmune favorecido
por el reclutamiento de leucocitos y anticuerpos anti-DENV pueden causar dafo
estructural a las CE infectadas. Ya que el endotelio tiene un papel crucial en el
mantenimiento de la hemostasia, el dafio a CE por la infeccién puede afectar el
balance procoagulante-anticoagulante del endotelio e incrementar la tendencia al
sangrado, el secuestro de plaguetas por las CE activadas podria también
contribuir al desarrollo de la trombocitopenia (Lei et al., 2001). La infeccién de
células endoteliales derivadas de cordon umbilical humano (HUVEC) inhibe la
produccion de endotelina 1 (ET-1) y de prostaciclina 2 (PGI2), que afectan a las
funciones normales de secrecion de moléculas vasoactivas lo que favorece un
incremento en la permeabilidad vascular y un desequilibrio en la hemostasia y la

coagulacion sanguinea (Jiang et al, 1999).
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Durante la infeccion aguda por DENV, los parametros de la coagulacion estan
alterados como el niamero de plaquetas, el tiempo de tromboplastina parcial
activado (APTT) y los parametros fibrinoliticos como el activador del plasminégeno
tisular (tPA) y el inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1). APTT se
prolonga mientras que el tPA decrece. La coagulacion y la fibrindlisis estan
activados y esta activacion es mas severa en pacientes con FHD/SCHD que en
FD (Huang et al., 2001a). APTT y el tiempo de protrombina son indicadores de las
vias intrinseca y extrinseca de la coagulacién, respectivamente. Solo APTT, pero
no el tiempo de protrombina, se prolonga en la infeccién por DENV, sugiriendo que
un defecto ocurre en la via intrinseca de la coagulacién. Esto puede ser causado
por la regulacién negativa de la sintesis de factores especificos o por un consumo
incrementado de los factores. La hiperfibrinolisis durante la fase aguda de
FHD/SCHD es causada por una produccion incrementada de tPA. Por lo tanto, la
coagulacion y la fibrindlisis se activan en la fase aguda de la infeccion y son
neutralizadas por plaquetas y niveles de PAI-1 incrementados en la etapa de
convalecencia, un desequilibrio entre la coagulacion y la fibrinélisis puede causar

hemorragia en FHD/SCHD (Lei et al, 2001).

La trombocitopenia estd presente casi siempre en pacientes con Dengue,
involucrandose diferentes mecanismos. La supresion de la medula Osea
combinada con un incremento en la destruccion periférica de las plaguetas

durante las fases febril y de convalecencia temprana de la enfermedad pueden
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llevar a una trombocitopenia profunda con un conteo plaquetario tan bajo como

5000 células por ul (Mitrakul, 1987).

Una propuesta creciente ha sido asociar la severidad de la enfermedad a la
inmunopatogenia por células T, denominado el “pecado original antigénico”.
Durante una infeccién secundaria por DENV, la expansion de células T de
memoria de baja afinidad precede a la respuesta de células T nativas, con mayor
afinidad por el nuevo serotipo. Las células T de baja afinidad que dominan la
respuesta a infecciones secundarias por DENV no son eficientes para eliminar a
las células infectadas (Halstead, 2007). Existe evidencia que indica que la
infeccion secuencial con los diferentes serotipos del DENV podria alterar la
respuesta de citocinas de células T CDA4+, resultando en la produccion de
citocinas proinflamatorias contribuyendo con una respuesta alterada de células T
CD8+, con una liberacion excesiva de citocinas (Mangada et al., 2002). El pecado
original antigénico en la respuesta de las células T podria suprimir o retardar la
eliminacion viral, llevando a una elevada viremia asociada con la inmunopatologia

(Basu y Chaturvedi, 2008)

También se ha propuesto que la elevada carga viral y la activacion incrementada
de células T no protectoras, favorecen la presencia de una “tormenta” de citocinas
por-inflamatorias, llevando al incremento en la fuga de plasma, presente en la
FHD/SCHD. Se ha encontrado un incremento en los niveles plasmaticos de IL-1(,

IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18, TGF-13, TNFa, e IFNy en pacientes
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con infeccion severa por DENV, en particular en pacientes con SCHD (Tabla 1.2).
Otros mediadores y factores solubles que se incrementan en las formas mas
severas incluyen al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de
estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos, la proteina quimio atrayente
de monocitos 1 (MCP-1), el factor de inhibicion de migracién de macréfagos, la
Trombopoietina, VCAM-1, ICAM-1 soluble, factor de von Willebrand,
Trombomodulina, E-selectina, factor tisular (TF), PAI-1 y tPA. Niveles elevados de
IL-18 podrian estar asociados con trombocitopenia y niveles elevados de enzimas
hepéaticas (Martina et al, 2009). IL-8 podria tener un papel importante
incrementando la severidad de la enfermedad y la muerte. La coagulopatia que se
observa en la FHD puede ser atribuida al menos en parte a los efectos de IL-8.
Los niveles locales de IL-8 se asocian a la efusion pleural (Chaturvedi et al., 2000).
Durante la infeccién por DENV, se demostrd que las células T CD4+ producen una
citocina Unica llamada factor citotéxico (CF), la mayoria de los pacientes con
Dengue muestran presencia de CF elevada en el suero en los casos severos de
FHD/SCHD (Agarwal et al., 1998; Chaturverdi et al., 1999). Cuando el CF aislado
del suero de pacientes con FHD fue inoculado en ratones, se incrementd la
permeabilidad capilar y el dafio en la barrera hematoencefalica sugiriendo su

participacion en la patogenicidad (Mukerjee et al., 1997).
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Tabla 1.2. Niveles de citocinas en pacientes con dengue, tomado de Chaturvedi et al,

Cyvtokines levels in patients with dengue
Cyiokines DF DHF
TL-Ip — —

1L-2 11 T

1L-4 1 T

IL-6 1 T

IL-8 1 T
1L-10 1 T
1L-12 11 L

TL-13 1 T
IL-18 1 T
THNF- TT TT
TFN-y T T
TGF-} 1 T

hCF 1 1

— . no change:; |, decrease; T, increase; T 7T, marked increase.

El sistema del complemento es uno de los principales componentes humorales de
la inmunidad innata el cual interactia cercanamente con el sistema hemostético
para proveer la primera linea de defensa contra los patdégenos. En lo que respecta
al DENV, se ha reportado que dentro del periodo de defervescencia, se detectan
niveles elevados de los productos de activaciéon C3a y C5a en el plasma, seguido
por un consumo acelerado y una reduccién marcada de los componentes del
complemento (Nishioka, 1974). Por lo tanto, se ha propuesto que la activacion del
complemento tiene un papel importante en la patogénesis del Dengue. Se ha
propuesto que la proteina NS1 favorece la activacion del complemento. La unién
de anticuerpos (heterotipicos) dirigidos contra NS1 que se expresa en células
infectadas podria inducir la activacién del complemento. Ademas, se propone que
la proteina NS1 que es secretada de las células infectadas puede activar a los
factores del complemento presentes en la fase fluida (Korosu et al., 2007). El
complejo C5b-C9 puede desencadenar reacciones celulares y estimular la
produccion de citocinas pro-inflamatorias que estan asociadas con el desarrollo de

FHD/SCHD (Avirutnan et al., 2006). EI complejo C5b-C9 puede desencadenar
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diferentes efectos locales y sistémicos que estan asociados con la CID. Es
importante entender que las enzimas de la coagulacion pueden activar también al
sistema del complemento, ilustrando la interaccion que existe entre el

complemento y el sistema de coagulacion (Martina et al., 2009).

Los anticuerpos de reaccion cruzada dirigidos a las proteinas virales,
especialmente NS1 y plaquetas, sugieren un papel importante en el dafio
plaguetario durante la infeccion por DENV (Falconar, 1997). La produccion de
autoanticuerpos cuyas afinidades se potencian en infecciones secundarias no solo
explicaria la destruccion inmune de plaquetas, también plantea una cuestién
importante referente a la seguridad de la vacuna contra el Dengue. EI mimetismo
molecular entre el DENV vy proteinas del huésped deberia ser considerado en la
presencia de autoinmunidad durante la infeccion por DENV (Lei et al., 2001). Los
anticuerpos anti-NS1 actldan como autoanticuerpos que tienen reaccién cruzada
con CE no infectadas induciendo sefializacion para la produccién de 6xido nitrico y
apoptosis, esto ha sido confirmado en pacientes con FHD/SCHD, donde los
anticuerpos contra NS1 reaccionan con CE e inducen apoptosis por la via
dependiente de caspasas y causan lisis celular en presencia del complemento (Lin

et al., 2003).

El higado se encuentra frecuentemente involucrado durante la infeccion por DENV
tanto en humanos como en el raton. Diferentes reportes sugieren una asociacion

entre niveles elevados de enzimas pancreaticas y tendencia espontanea de
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sangrado. Algunos casos de hepatitis asociados con Dengue se caracterizan por
la presencia de necrosis hepatocitica moderada de la zona media, esteatosis
microvesicular y cuerpos concejales (Halstead, 1988). Aunque el DENV fue
encontrado en una proporcién significativa en hepatocitos y células de Kupffer, se
observé poca inflamacion dentro del higado indicando que probablemente la
apoptosis y la necrosis observadas fueron inducidas por el virus, la elevada
prevalencia de apoptosis sobre la necrosis explica la limitacion observada en el
higado, similar a lo que se observa en la fase temprana de la Fiebre Amarilla o la
Fiebre Rift Valley. Se ha propuesto que el dafio hepético observado en la Fiebre
Amarilla, la Rift Valley y la infeccion por Ebola resulta en una disfuncion en la
funcién hepatica, lo que se asocia con disminucion de la sintesis de factores de la
coagulacion y el desarrollo de la coagulopatia (Chen y Cosgriff, 2000). Las
concentraciones altas de enzimas hepéticas en pacientes con FHD sugiere que el
higado esta afectado, pero la participacion del dafio hepatico en la coagulopatia y
la severidad de la enfermedad deben ser establecidos (Martina et al, 2009). Los
pacientes con infeccion por DENV tienen niveles altos en suero de RANTES
comparados con los de otras infecciones virales. RANTES es una quimiocina que
participa en el reclutamiento de linfocitos y células NK a sitios de inflamacién,
como el higado que es conocido por ser el sitio de sintesis de la mayoria de los
factores de la coagulacion. Niveles reducidos de estos factores son el resultado

del consumo incrementado o de la sintesis dafiada (Lei et al, 2001).
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1.7 Ciclo replicativo del DENV

Se ha propuesto que la internalizacion de los Flavivirus en células blanco, se lleva
a cabo por endocitosis mediada por receptor. EI DENV se replica en el artrépodo
vector antes de ser transmitido a humanos. En una infecciobn natural, los
mosquitos infectados depositan los virus en la piel (intradérmicamente) durante la
bldsqueda e ingesta de sangre. Las células dendriticas son residentes normales de
la piel que expresan DC-SIGN en su superficie. Esta lectina es especifica para
carbohidratos tipo manosa que estan presentes en los viriones producidos en
células de insectos. Recientemente se ha observado que los dos posibles sitios de
glicosilacion que estan presentes en la proteina E del DENV se utilizan
especificamente para el reconocimiento de DC-SIGN. El sitio correspondiente a
Asn-153 esta conservado entre los diferentes Flavivirus, mientras que el sitio Asn-
67 es unico para el DENV (Navarro-Sanchez et al., 2003), lo que sugiere que esta
lectina tetramérica podria necesitar interactuar al mismo tiempo con mas de un
azucar para la internalizacion eficiente del DENV. Los Arbovirus en la naturaleza
se transmiten entre artropodos y vertebrados, estos virus deben adaptarse a los
receptores conservados en ambos hospederos o diversificarse para interactuar
con receptores multiples en hospederos diferentes (Wu et al., 2000; Davis et al.,
2006; Klimstra et al., 2003). La replicaciébn es lenta, alrededor de 15 horas

posteriores a la infeccion (Gubler, 1998).

Una vez en el interior de la célula diana, el genoma viral debe ser transcrito. Las

particulas virales entran a la célula hospedera por endocitosis mediada por

33



receptor como se mencioné anteriormente, la proteina E viral se trimeriza y media
la fusion de la membrana viral y la celular por acidificacion del endosoma. El virus
se internaliza, lo que permite la entrada de la nucleocapside al citoplasma con la
liberacion del genoma viral. Durante la transcripcion del RNA se sintetiza un
intermediario de cadena negativa, el cual sirve como templado para la produccion
de multiples copias de RNA viral. Rondas sucesivas de traduccion producen
niveles elevados de proteinas virales. La proteina C, la prM y la E, junto con el
RNA viral se ensamblan en viriones que se transportan al aparato de Golgi y son
secretados. La traduccion de la poliproteina se asocia con membranas derivadas

del reticulo endoplasmico (RE) (Figura 1.9) (Tomlinson et al., 2009).
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Figura 1.9. Diagrama esquemadtico de las proteinas del dengue involucradas en las fases del ciclo de replicacién
viral. (A) Diagrama de la poliproteina del dengue con representaciones gréaficas de las proteinas estructurales (C,
prM, E) y las no estructurales (NS1, NS2, NS3, NS4, NS5) involucradas en la replicacion viral. (B) Resumen de
ciclo replicativo del virus del Dengue, destacando las proteinas virales que probablemente regulen cada etapa de
la replicacion. La composicion detallada del complejo de replicacion viral ain no es bien conocido pero se cree
aue involucra muchas (aunaue no todas) las proteinas no estructurales. Modificado de Tomlinson et al, 2009




La poliproteina del DENV es procesada co- y pos-traduccionalmente en tres
proteinas estructurales (C, PrM y E) y siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5). El tamafio limitado de los genomas de los virus RNA
necesita maximizacion de la capacidad codificante de los genes; por lo tanto,
muchas de las proteinas estructurales y no estructurales llevan a cabo mdltiples
funciones en el ciclo viral. La proteina prM es procesada en proteina M madura en
el compartimento trans-Golgi por una furina. Este evento de maduracion es
necesario para exponer el dominio de union al receptor de la proteina E y por lo
tanto para la infectividad del virus. Se ha propuesto que prM protege a E de la
reorganizacion inducida por un pH acido y de la fusién prematura durante la
secrecion y posiblemente sirve como chaperona para el plegamiento propio de la

proteina E (Clyde et al., 2006).

En viriones maduros, la proteina E se presenta en forma de homodimero, con el
péptido de fusion inaccesible previo a la endocitosis. La proteina esta anclada a la
membrana viral, pero durante la acidificacion del endosoma, presenta cambios
conformacionales que inducen la fusibn de la membrana del virus y las
membranas celulares promoviendo la liberacién de la nucleocéapside dentro del
citoplasma de la célula infectada. La conformacion de la proteina E cambia entre
los estados inmaduro, maduro y de fusion (Perera et al., 2008). La proteina E del
DENV esté glicosilada diferencialmente de acuerdo con el serotipo y el tipo celular
en el que el virus se propaga, la glicosilacion de E se ha implicado tanto en la

union al receptor como a la fusion endosomal (Pokidysheva et al., 2006; Navarro-
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Sanchez et al., 2003). La glicoproteina E tiene dos sitos potenciales para la
glicosilacion tipo N en las posiciones Asn 61 y Asn 153, las cuales se utilizan
diferencialmente por los cuatro serotipos (Jonhson et al., 1994). Por otro lado, se
conoce que la proteina E contiene los principales epitopos de reconocimiento para
los anticuerpos neutralizantes. Estos epitopos son especificos tanto dentro del

grupo DENV como dentro del grupo de los Flavivirus (Kurane, 2007).

La proteina C es necesaria para empacar y liberar particulas virales maduras de la
célula. La region hidrofébica terminal de C contiene una secuencia sefal para el
anclaje de la proteina a la membrana del RE y compartimentacion de la proteina
prM a la membrana. La porcion hidrofébica de la proteina C promueve la
asociacion de la proteina de la cipside y la membrana del RE y se ha demostrado
que en otros Flavivirus es importante para el ensamble viral, las regiones basicas
de la proteina C han sido implicadas en interaccién con el RNA viral (Tommilson et

al, 2009).

De las proteinas virales no estructurales, las mas caracterizadas son la proteina
NS3, su cofactor NS2B y la NS5. NS3 presenta diferentes dominios como son:
Una proteasa de serina que requiere del cofactor NS2B. NS3 también tiene
funciones de trifosfatasa de nucledtidos y helicasa requeridos para la sintesis de
RNA viral (Li et al., 1999). La proteina NS5 sirve como RNA polimerasa y
metiltransferasa. La glicoproteina NS1 se expresa en tres formas; una residente

del RE que se co-localiza con el complejo de replicacion viral, una forma anclada a
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la membrana y una forma secretada (Lindenbach and Rice, 2003). Las proteinas
menos caracterizadas son las proteinas hidrofébicas NS2A, NS4A y NS4B (Figura

1.10).
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Figura 1.10. Elementos estructurales de la poliproteina del DENV. Las estructuras se muestran para
proteinas del dengue individuales determinadas a resolucion atémica adecuada para la estructura basada en
el descubrimiento y el disefio de farmacos. Las flechas verticales indican sitios de corte de la poliproteina
reconocidos por las proteasas NS2B-NS3 del dengue. Modificado de Tomlinson et al, 2009.

1.8 Tropismo celular del DENV

In vitro, se ha demostrado que en el humano el DENV es capaz de infectar
diferentes  tipos  celulares, incluyendo  células  dendriticas  (CD),
monocitos/macréfagos, células B, células T, CE, hepatocitos y células neuronales,
ademas de un numero de lineas celulares usadas para la propagacion viral
(Anderson, 2003). Aunque hay un consenso en referencia a que las células del
linaje mononuclear fagocitico (monocitos, macréfagos y DC) son los blancos
primarios in vivo. Recientemente se ha postulado que durante la alimentacion del
vector, el DENV presumiblemente se deposita en la epidermis y la dermis,
resultando en la infeccién de células de Langerhans inmaduras (CD epidermales)

y queratinocitos (Limon-Flores et. al., 2005). Las células infectadas migran del sitio
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de infeccibn a los nddulos linfaticos, en donde se reclutan monocitos y
macrofagos, por lo que se convierten en blancos de la infeccion. En consecuencia,
la infeccién se amplifica y el virus se disemina a través del sistema linfatico. Como
resultado de la viremia primaria, varias células del linaje mononuclear, incluyendo
monocitos derivado de sangre, CD mieloides y macréfagos del higado y de la

médula son infectados (Martina et al. 2009).

Jessie y colaboradores (2004) estudiaron diversos tejidos obtenidos de pacientes
con FHD/SCHD postmortem, de biopsias antemortem y de muestras de sangre
para demostrar la infeccibn por DENV usando anticuerpos fluorescentes,
inmunohistoquimica (IMC), hibridacién in situ (ISH) y técnicas de microscopia
electronica. Se mostraron antigenos virales en células de Kupffer y CE
sinusoidales del higado; macrofagos, células multinucleadas y células linfoides
reactivas en la medula; macréfagos y endotelio vascular del pulmén; en los tubulos
del rindn y monocitos y linfocitos de las muestras sanguineas. Se detect6 RNA
viral en las mismas células de la médula y de las muestras de sangre por IHC. La
sefal positiva por ISH en estas células indica un alto nimero de copias de RNA
viral, lo que sugiere replicacion. No se detect6é dafio en CE, sin embargo Limonta y
colaboradores (2007) mostraron la presencia de células apoptoticas en pulmén,
intestino cerebro y linfocitos en muestras de casos fatales de FHD/SCHD en Cuba.
La conclusion del estudio fue que los macrofagos, los monocitos de sangre
periférica, las células linfoide reactivas esplénicas y los linfocitos periféricos
podrian ser las células dianas de la replicacion viral del dengue en la infeccion

natural en humanos (Jessi et al., 2004).

38



2. ANTECEDENTES

2.1 Interaccion virus-receptor

El primer paso en el ciclo de replicacion viral es la union del DENV con sus
posibles receptores. La existencia de estas moléculas es un prerrequisito para la
susceptibilidad a la infeccion de la célula hospedera y es considerada como un

determinante del rango de hospedero y del tropismo celular. (Hyypia, 2006).

Los receptores son moléculas de superficie celular que participan en diferentes
funciones celulares. Las moléculas receptoras a las cuales se unen los virus en
general son principalmente proteinas de membrana y/o carbohidratos. A pesar de
la diversidad de los receptores, parece que ciertas proteinas de superficie y
carbohidratos son reconocidos preferentemente por los virus, incluyendo la
superfamilia de las inmunoglobulinas, las integrinas, ademas de
glicosaminoglicanos como el heparan sulfato (Olofsson and Bergstrom, 2005).
También se ha descrito una preferencia por moléculas involucradas en adhesion
celular. Los virus pueden haber evolucionado para unirse a receptores celulares
abundantes, o para unirse con alta afinidad a receptores que tienen relativamente
baja afinidad por sus ligandos naturales, o para unirse con receptores que tienen

ambas caracteristicas (Dimitrov, 2004).

La mayoria de los virus requieren mas de una molécula de superficie celular para
unirse e internalizarse (Zeng et al., 1996). Se propone que la interaccion celular
temprana involucra la concentracion de particulas virales a través de un elemento

de unién de baja afinidad que ayuda a la presentacion y/o transferencia a un
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segundo receptor de alta afinidad capaz de unir especificamente e internalizar al
virus (Cabrera-Hernandez y Duncan, 2005; Smith y Helenius, 2004). Este
elemento de union de baja afinidad, comiunmente conocido como factor de
reconocimiento (co-receptor) o receptor de baja afinidad, concentra las particulas
virales en la célula hospedera, estableciendo las condiciones favorables para la
union al receptor de alta afinidad. Se ha propuesto que este receptor interactla
con los virus inicialmente por interacciones electrostaticas de amplio rango,
posiblemente no especificas basadas en la atraccion de la superficie celular
negativamente cargada con cargas positivas en las particulas virales (Sieczkarski
and Whittaker, 2004). Las interacciones de baja afinidad entre las proteinas virales
y Sus receptores involucran una pequefia area de interacciéon entre los receptores
virales y los celulares que no lleva a cambios conformacionales en las proteinas
de entrada al contrario de las interacciones de alta afinidad ya que estas
involucran un &rea de interaccion amplia entre los receptores celulares y virales y
frecuentemente involucran cambios conformacionales importantes (Dimitrov,

2004).

La union multiple del virus lleva a incrementar la avidez y hace que el virus se una
virtualmente de manera irreversible. La unién al receptor lleva a la entrada del
virus, frecuentemente dentro de endosomas y también desencadena eventos de
sefalizacion en la célula. Asi mismo, funciona como una sefial que induce

cambios conformacionales en paralelo o en sucesion (Kalia and Jameel, 2001).
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Estos eventos son prerrequisitos para el desnudamiento, el trafico y la fusion

necesarias para la entrada (Sieczkarski and Whittaker, 2004).

2.2 Receptores descritos para el DENV en hepatocitos y monocitos

Los DENV se unen a la superficie celular del hospedero a través de receptores. La
proteina de envoltura del DENV se ha implicado como la proteina de
reconocimiento viral (Chen et al., 1996), la identificaciébn del receptor viral en la
célula hospedera es menos clara. Se ha sugerido que hay un complejo de
internalizacion que involucra receptores tanto de baja afinidad para concentrar los
virus en la superficie como de alta afinidad ademas de receptores especificos que
permiten la unién e internalizacion viral (Cabrera-Herndndez y Duncan, 2005).
Diferentes grupos han observado que los glicoconjugados participan en la union
del DENV en diferentes lineas celulares humanas, lineas celulares de mamifero y
lineas de insectos. Se ha propuesto que el DENV se une al heparan sulfato, el
cual actia como un co-receptor ayudando a concentrar los virus en la superficie
celular (Germi et al., 2002). Se han propuesto un nimero de diferentes receptores,
entre otros; las proteinas de choque térmico de 70 kDa (hsp70) y hsp90 (Valle et
al., 2005), GRP78/BiP (Jindadamrongwech et al, 2004), CD14 (Chen et al., 1999),
y el receptor de alta afinidad a laminina de 37-kDa/67-kDa (Thepparit and Smith,
2004), ademas de DC-SIGN (Tassaneetrithep et al., 2003).

Las células del linaje monocito/macrofago han sido postuladas como principales
blancos para el DENV. Los monocitos tienen un papel fundamental en la

exacerbacion de la viremia durante una infeccidn secundaria. En humanos se ha
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propuesto que el DENV infecta a los monocitos-macrofagos ya sea mediante la
unién de un complejo virus-anticuerpo el cual es reconocido por el receptor Fc del
macrofago (facilitacion mediada por anticuerpos) o mediante su interaccion directa

con un receptor especifico (el cual no esta totalmente definido hasta ahora).

Chen y colaboradores en 1999 reportaron la inhibicion de la infeccion por DENV
de monocitos humanos en presencia de LPS (dependiente de CD14), sugiriendo
que una molécula no identificada acoplada a CD14 actia como receptor del
DENV. Reyes del Valle y colaboradores en 2005 identificaron una proteina de 84

kDa como la proteina de choque térmico de 90 kDa (hsp90). Las hsp son una
familia de chaperonas moleculares altamente conservadas con una localizacion
intracelular amplia y que asisten en la estructura correcta de las proteinas in vivo,
participando en la respuesta al estrés. Ademas de su locacion intracelular, algunos
miembros de la familia se localizan en la superficie, en microdominios resistentes
a detergentes (balsas lipidicas), donde participan en una variedad de funciones

como co-receptores para diferentes ligandos y virus.

Otro 6rgano que tiene un papel importante durante la infeccion por DENV es el
higado. Los estudios clinicos sefialan que los casos de Dengue Severo
frecuentemente se asocian con hepatopatia presentando un incremento en las
enzimas aspartato aminotransferasa (AST) y aminotransferasa de alanina (ALT)

en el suero, proponiéndose como indicadores de severidad.
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Aunque el dafio al higado en las formas severas del Dengue ha sido bien
documentado, no es claro cual es el receptor que participa en el contacto inicial
entre el virus y los hepatocitos. En 2004, Thepparit y Smith identificaron el receptor
de alta afinidad a la laminina de 37/67 kDa expresado por la linea celular HepG2
como posible receptor del DENV. El cual es un receptor tipo no-integrina de
superficie celular que media interacciones de alta afinidad entre las células y la
laminina, que se expresa en varios tipos de tejidos incluyendo las células
hepéticas, ademas de estar sobre-expresado en células de carcinoma hepético
(Kim et al.,, 2005). Se ha sugerido una asociacion de este receptor con otras
glicoproteinas de superficie, incluyendo al heparan sulfato. Thepparit y Smith
reportaron que existe un efecto aditivo en la internalizacién de DENV entre el
heparan sulfato y el receptor de alta afinidad a la laminina de 37/67 kDa. Sin
embargo, ya que el receptor de 37/67 kDa se expresa en muchos tipos celulares
mientras que solo algunas de ellas son susceptibles a la infeccion por DENV

(Cabrera-Hernandez y Duncan, 2005).

Asimismo, en 2004 Jindadamrongwech y colaboradores identificaron a la proteina
relacionada con la glucosa GRP78 (BiP) como proteina de unién al DENV. GRP78
es un homadlogo de las proteinas de choque térmico y se localiza principalmente
en el RE donde podria funcionar para asistir en el plegamiento correcto de las

proteinas. Su presencia en la superficie celular también se ha demostrada.
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2.3 Glicoconjugados como receptores

La presencia ubicua de diferentes glicoconjugados de superficie celular en
diferente tejidos ha sido utilizada por varios microorganismos patdgenos, durante
la adhesidn e invasion tisular (Tabla 2.1) (Rostand y Eskon, 1997). El
reconocimiento de receptores glicosilados representa una interaccion temprana
crucial para una serie de eventos complejos durante la invasion celular de

microorganismos patogenos (Dinglasan y Jacobs-Lorena, 2005).

Tabla 2.1. Ejemplos de los componentes de superficie involucrados en la entrada de mas de un

virus en las células. Tomado de Baranowski et al., 2001.

Receptor class Cellular structure® Virus (Family)*
Cell adhesion and cell-cell CXCR4 (TM7 family) HIV, SIV, FIV (Retroviridae)
contact proteins CD4 (Ig superfamily) HIV, SIV (Retroviridae); HHV-T (Herpesviridae)
w-Dystroglycan LCMV, Lassa fever virus (Arenaviridae)
Integrins Adenovirus 2, 3, 12 (Adenoviridae); FMDV, coxsackievirus (A9, B1, B3,

B5), echovirus (1, 8, 9 Barty); human parechovirus 1
(Picornaviridae); hantavirus (Bunyaviridae); human papillomaviruses
(Papovaviridae); rotavirus SA17 (Reoviridae)

ICAM-1 (lg superfamily) Major group HRV, coxsackievirus (A13, A18, A21) (Picornaviridae)
MHC | (Ig superfamily) SV40 (Papovaviridae); adenovirus 5 (Adenoviridae); coxsackievirus A9,
echovirus 7 (Picornaviridae)
Complement control CD46 Measles virus (Paramyxoviridae); HHV-6 (Herpesviridae)Coxsackievirus
protein superfamily DAF (CD55) (A21, B1, B3, B5), echovirus (3, 6, 7, 11-13, 20, 21, 24, 29, 33),
enterovirus 70 (Picornaviridae)
Other proteins Aminopeptidase-N Human coronavirus 229€, TGEV, FIPV, CCV (Coronaviridae)
CAR (lg superfamily) Coxsackievirus (B1-B6) (Picornaviridae); adenovirus 2, 5 (Adenoviridae)
LDLR protein family Minor group HRV (Picornaviridae); HCV, BVDV (Flaviviridae); subgroup
A avian leukosis and sarcoma virus (Retroviridae)
PVR and related proteins HveB and Poliovirus (Picornaviridae); HSV (Herpesviridae)
HveC (lg superfamily)
Extracellular matrix Heparan sulfate glycoaminoglycan HSV, human cytomegalovirus, BHV, PRV (Herpesviridae);
components and sugar HIV (Retroviridae); vaccinia virus (Poxviridae); adenovirus 2, 5
derivatives (Adenoviridae); AAVZ (Parvoviridae); Dengue virus, CSFV

(Flaviviridae); FMDV (Picornaviridae); Sindbis virus (Togaviridae);
HRSV (Paramyxoviridae); human papillomavirus (Papovaviridae)

Sialic acid (N-acetylneuraminic acid, Influenza virus (Orthomyxoviridae); reovirus type 3, group A porcine
N-acetyl-9-0-acetylneuraminic acid, rotavirus (Reoviridae); human coronavirus OC43, BCV, TGEV
N-glycolylneura-minic acid) (Coronaviridae); adenovirus 8, 19a, 37 (Adenoviridae); Sendai virus,

human parainfluenza virus 3, NDV (Paramyxoviridae); bovine
enterovirus, TMEV strain DA, HRV B7 (Picornaviridae)

*Abbreviations of cellular structures: CAR, coxsackievirus-adenovirus receptor; DAF, decay-accelerating factor; Hve, herpesvirus entry protein; ICAM-1, intracellular adhesion malecule
type 1; Ig, immunoglobulin; LDLR, low-density lipoprotein receptor; PVR, poliovirus receptor; TM7, transmembrane seven. Abbreviations of virus names: AAVZ, adeno-associated virus
type 2; BCV, bovine coronavirus; BHY, bovine herpesvirus; BVDY, bovine viral diarrhea virus; CCV, canine coronavirus; C5FV, classical swine fever virus; ECMV, encephalomyocarditis
virus; FIPV, feline infectious peritonitis virus; FIV, feline immunodeficiency virus; FMDV, foot-and-mouth disease virus; HCV, hepatitis C virus; HHV, human herpesvirus; HIV, human
immunedeficiency virus; HRSY, human respiratory syncytial virus; HRY, human rhinovirus; HSV, herpes simplex vires; LCMVY, lymphocytic choriomeningitis vires; NDV, Newcastle
disease virus; PRV, pseudorabies virus; SIV, simian immunodeficiency virus; W40, simian virus 40; TMEV, Theiler's encephalomyelitis virus; TGEY, transmissible gastroenteritis virus.

La superficie externa de las células procariotas y eucariotas, estan cubiertas con
una densa capa de glicanos (oligosacaridos o polisacéaridos), los cuales se
revelaron por primera vez mediante microscopia electronica y a los que se les

llamo glicocalix. Estos azucares estan unidos covalentemente a proteinas o
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lipidos, y forman varias estructuras que son especificas de cada tipo celular. En
células eucariontes, los principales mecanismos para que las superficies celulares
se glicosilen, se lleva a cabo a través de la via biosintética del RE-aparato de
Golgi (Varki, 2007). La glicosilacion favorece el incremento en la diversidad y

funcionalidad de las proteinas.

Se han descrito tres tipos de glicosilacion: N, O y C (Rogers y Heise, 2009). Los
glicanos son macromoléculas esenciales para numerosos procesos celulares,
como sefalizacién, soporte estructural, interacciones célula-célula, adhesion,

crecimiento, proteccion y tréfico vesicular (Roseman, 2001).

2.4 El &cido Sialico

2.4.1 El 4cido Siélico como receptor viral.

El &cido Sialico (Sia) es una molécula con carga negativa, que es muy abundante
en la superficie celular en diferentes glicoconjugados. Estas moléculas han sido
propuestas como co-receptores de adhesion de baja afinidad para diferentes virus,
participando en el tropismo y propagacion viral, determinando el rango de
especificidad del hospedero durante la infecciébn por virus (Eash et al., 2004).
Algunos ejemplos de virus que interaccionan con Sia son los reovirus,
favoreciendo la concentracion de particulas virales en la superficie celular y por lo
tanto, incrementar la probabilidad de interaccion con algun receptor de elevada
afinidad (Barton, et. al, 2003). En el caso del virus de la influenza humana, la

infeccion de células diana se lleva a cabo mediante el reconocimiento de Sia en
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conformacion a2,6, mientras que los virus aviares se unen preferencialmente al
Sia en configuracion a2,3, lo que confiere especificidad de especie (Sugrue, 2007).
Por otra parte, los virus pertenecientes a la familia Adenoviridae también
interactdan con estructuras sialidadas. EI Ad37 se une preferentemente a Sia en
uniones a2,3 en la cérnea y células conjuntivales (Arnberg et al., 2000). El
enterovirus 70 también reconoce Sia a2,3 como receptor y estqd asociado a
conjutivitis menos severa pero mas contagiosa, designada como conjuntivitis
aguda (Nokbeth et al., 2005). Asimismo, Sia es un elemento crucial en el complejo
del receptor de los virus BK y JC los cuales permanecen a la familia
Polyomaviridae y causan infecciones subclinicas. La activacion de virus BK
produce nefropatia en transplantes de rifibn mientras que la activacion del virus JC
estd asociada con la leucoencefalopatia progresiva multifocal en pacientes con
inmunosupresion severa. La unién del virus JC a células permisivas (células
gliales y células B) depende de Sia en union a2,6 (Liu et al., 1998), el virus BK se
une a gangliosidos que contienen Sia a2,3 como GD1a (Sinibaldi et al., 1990).
Otro ejemplo de virus que interactdan con Sia son los virus adenoasociados (AAV)
tipos 4 y 5. Estos virus pertenecen a la familia Parvoviridae y son conocidos por no
causar enfermedad clinica en el humano por lo que los miembros de la familia
AVV han sido considerados como vectores virales para la terapia génica. A pesar
de pertenecer a la misma familia, los virus AVV4 se unen preferencialmente a Sia
a2,3 localizados en O-glicanos e infectan células epidermales mientras que los
AVV5 se unen a Sia a2,3 y a2,6 unidos a N-glicanos e infectan preferencialmente

células parenquimales (Kaludov et al., 2001).
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2.4.2 Estructura y funcion del acido sialico

El termino acido sialico indica un nombre general para los azucares de nueve
carbonos que incluyen al acido N-acetilneuraminico, acido N- glicolilneuraminico y
al acido 2-ceto-3-deoxi-D-glicero-D-galactononico (a-D-KDN) (Blix et al., 1956).
Los Sia comparten un esqueleto de nueve carbonos y son los azucares mas
diversos encontrados en las cadenas de glicanos de las superficies celulares de
mamiferos. Una variedad de uniones a la cadena en la posicion 2 y varios tipos de
sustituciones en las posiciones 4, 5, 7, 8, y 9 generan esta diversidad (Varki and
Varki, 2007). El &cido sidlico se encuentra tipicamente terminando las cadenas de
N-glicanos, O- glicanos y glicoesfingolipidos (gangliésidos), usualmente esta unido
a galactosa y el mas frecuente en humanos es el acido N-acetilneuraminico, que
se presenta principalmente en 3 configuraciones: 02,3, 02,6 y a2,8 (Figura 2.1)
(Kumlin et al., 2008). Cada especie expresa un “sialoma” distintivo, un término
definido como el arreglo total de los tipos de Sia. El sialoma difiere entre el tipo
celular, variando con respecto al tiempo, espacio y condiciones ambientales. La
expresion elevada de Sia en las membranas celulares, en el interior de las
membranas lisosomales y en las glicoproteinas secretadas sugiere que tiene un
papel en la estabilizacion de moléculas y membranas, ademés de modular
interacciones con el ambiente. El Sia puede proteger moléculas y células del
ataque de proteasas o glicosidasas, extendiendo su vida y su funcion. Ademas,
pueden regular la afinidad de los receptores y modular procesos involucrados con
la sefalizacion transmembranal, crecimiento y diferenciacion (Varki et.al., 1999).

Los Sia han sido encontrados en el reino animal, desde los equinodermos hasta
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los seres humanos. Estan ampliamente distribuidos en tejidos humanos y en
diferentes fluidos incluyendo el suero, fluido cerebro-espinal, saliva, orina, fluido
amniético y leche materna, encontrandose en niveles elevados en el cerebro,
glandulas adrenales y el corazén (Matsuno and Suzuki, 2008). Asimismo, Sia se

presenta en algunos protozoos, virus y bacterias (Traving and Schauer, 1998).

Galactosa H

Figura 2.1. Estructura del acido sidlico y sus enlaces glicosidicos con sacaridos adyacentes.
1corresponde al sitio de N-acilacion (glicolil o acetil) y el 2 corresponde al sitio de enlaces
glicosidicos a2,3; 02,6 ya2,8 entre el Sia y la galactosa o Sia adyacentes.

Debido a su carga negativa, los Sia estan involucrados en la unién y el transporte
de moléculas con cargas positivas, ademas en el fendbmeno de atraccion y
repulsion entre células y moléculas. Su posicién terminal en las cadenas de
carbohidratos, ademas de su tamafio y su carga negativa les permite funcionar
como un escudo protector de la parte terminal de la molécula (impidiendo que las
glicoproteinas sean degradadas por las proteasas) o de la célula (como en el caso
de la capa mucosa del epitelio respiratorio) (Figura 2.2). Durante la infeccién

bacteriana, la colonizacion de bacterias puede ser limitada por la cubierta de Sia
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de la superficie celular, otro fendmeno importante es el efecto de propagacion que
se ejerce en las moléculas que contienen Sia debido a las fuerzas de repulsion
gue actlan entre las cargas negativas, esto estabiliza la conformacion correcta de

diferentes enzimas y/o de glicoproteinas membranales (Traving and Schauer,

1998).
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Figura 2.2. Diversidad de la presentacion de Acido Sidlico. Los Sia se encuentran tipicamente en las
posiciones terminales de N- y O-glicanos unidos a la superficie celular o en glicoproteinas secretadas,
también en glicoesfingolipidos expresados en la superficie celular. Ac, O-acetil ester; Fuc, fucosa; Gal,
galactosa; GalNAc, N-acetilgalactosamina; Glc, glucosa; GIcNAc, N-acetilglucosamina; Man, manosa; S,
sulfato ester. Tomado de Varki and Varki, 2007.

Este grupo de azucares forman parte de diferentes determinantes antigénicos de
la superficie celular, por ejemplo, en la superficie de los eritrocitos formando los
grupos sanguineos. Es un componente necesario de los receptores de muchas
moléculas endégenas como hormonas y citocinas. Mas aun, el contenido de Sia
en los fluidos corporales se han convertido en un método de diagndstico de
cancer, porque la alteraciéon de los glicanos refleja la influencia de varios tipos de

tumores (Narayanan, 1994).
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Otro papel importante del Sia es que puede actuar de manera dual al enmascarar
0 reconocer sitios especificos en la superficie celular. En el primer caso,
enmascara sitios antigénicos, receptores y residuos de galactosa. Después de la
remocion del Sia, las moléculas y las células pueden unirse, por ejemplo, por
macréfagos y hepatocitos, por la via de receptores que reconocen galactosa, y

pueden ser absorbidas y degradadas (Figura 2.3) (Traving and Schauer, 1998).

Sialidasa
—_— —_—

a b c d

Figura 2.3. La funcion de enmascarar de los &cidos siélicos: mecanismo de union (b) y fagocitosis (c) de
los eritrocitos tratados con sialidasa por los macréfagos. La sialidacion permite a estas células un tiempo
de vida largo en circulacion. <=, Sia cargados negativamente; @, residuo de galactosa; ©, otros

componentes de membrana; ™, lectina especifica para galactosa en la superficie de los macréfagos.
Tomado de traving and Schauer, 1998.

Se postula que los residuos de Sia puedan actuar como ligandos de lo propio que
contribuyen al establecimiento de umbrales de activacién apropiados ya que
interactan con Siglecs (Sialic Acid Binding Protein). Los siglecs son miembros de
la superfamilia de Inmunoglobulinas que unen acido sialico y estan principalmente
expresados en células de sistema hematopoyético. El reconocimiento del Sia por
los Siglecs podria tener un papel en la regulacion del sistema inmune innato
(Varki, 2007). Los Sia forman parte de una gran variedad de procesos de

reconocimiento entre células y moléculas. Por lo tanto, el sistema inmune puede
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distinguir entre estructuras propias y no propias de acuerdo a los patrones

superficiales de Sia.

Por otro lado, Sia puede servir como ligando de una variedad de lectinas animales
y microbianas (Varki et al., 1999). Ademés de los efectos bien conocidos del Sia
microbiano en la repulsion electrostatica, la inhibicion de la activacion de la via
alterna del complemento por el reconocimiento del factor H y el enmascaramiento
de diferentes residuos antigénicos, se ha propuesto recientemente que el acido
sidlico de patdgenos reconoce a los Siglecs inhibitorios presentes en las células
del sistema inmune innato. Por lo tanto, al interactuar con estos Siglecs, los
patbgenos mandan una falsa sefal de lo propio a las células innatas y evitan (6

evaden) el ataque o la respuesta hacia ellos (Figura 2.4) (Chen y Varki, 2010).

Receptor extrinseco

Mimetismo
molecular
». Meningococcus
() EcoliK1
Gonococcus
Campylobacter
Trypanosoma
Group B
Streptococcus
etc.

. Propio

'\ T

Receptor intrinseco

O—‘—\ = Glicano sialidado

M

Microorganismo o toxina

Figura 2.4. Los acidos sidlicos funcionan como componentes de los sitios de unién de varios patégenos y
toxinas. En la mayoria de las interacciones, una proteina de union en el patégeno (receptor extrinseco)
reconoce ciertas formas de Sia presentes en uniones especificas en cadenas glicocidicas definidas. Los
Sia también funcionan como ligandos para receptores intrinsecos como los Siglecs y el factor H. Se
muestran las posibles interacciones entre Sia (como glicanos sialidados) expresados en las células
hospederas (propio) con los receptores intrinsecos expresados en la misma o en diferentes células
hospederas. Otra funcion de los Sia es el “mimetismo molecular”, en el cual el patégeno expresa por si
mismo Sia, ayudando a la evasién de la inmunidad del hospedero. Estas funciones variadas de los Sia son
antagonistas, provocando una carrera evolucionaria en la cual los hospederos vertebrados necesitan
mantener los Sia para las funciones criticas endégenas a pesar de cambiarlos constantemente para evitar
rapidamente a los patdégenos que estan uniéndose o evadiéndolos.
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2.4.3 Metabolismo del &cido siélico

Las reacciones de la sintesis y degradacion del Sia estan distribuidas entre los
diferentes compartimentos celulares, el azlUcar se sintetiza a partir del N-
acetilmanosamida-6-fosfato y de fosfoenolpiruvato en el citosol. Después de la
desfosforilaciéon del producto de reaccion, Neu5Ac-9-fostafo, la molécula es
activada en el nacleo por la trasferencia de un residuo de citidina monofosfato
(CMP) desde una citidina trifostafo (CTP) a través de la CMP-Neu5Ac sintasa.
Este nucledtido es el unico caso natural de una union B entre el Sia y otro
componente, pues en los glicoconjugados siempre es a, el CMP-Neu5Ac es
entonces translocado en el aparato de Golgi o el reticulo endoplasmico. Ahi, el Sia
es activado y puede ser transferido por una sialiltransferasa a una molécula
aceptora, que es una cadena de oligosacéaridos de un glicoconjugado naciente. El
Sia unido puede ser modificado por O-acetilacion u O-metilacibn antes del
transporte del glicoconjugado maduro a la superficie celular, mientras la
modificacién Unica que tiene lugar antes de la transferencia en el glicoconjugado
es la hidroxilacion del grupo N-acetil del CMP-Neu5Ac, que lo lleva a CMP-
Neu5Gc en el citosol. La enzima clave en el catabolismo del Sia es la sialidasa.
Los residuos de Sia pueden ser eliminados de la superficie celular o de los
sialoglicoconjugados del suero por sialidasas unidas a la membrana. Usualmente,
los glicoconjugados que estan proximos a la degradacion son absorbidos por
endocitosis mediada por receptor. Después de la fusion del endosoma con un
lisosoma, los residuos de Sia terminales son eliminados por sialidasas

lisosomales. Las moléculas de Sia libres son transportadas a través de la
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membrana lisosomal al citosol desde donde pueden ser recicladas para la
activacion y transferencia de otro glicoconjugado en el Golgi. Como alternativa son
degradadas a acilmanosamina y piruvato con la ayuda de un liasa acilneuraminato

citosolica (Figura 2.5) (Traving and Schauer, 1998).
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Figure 2.5. Metabolismo de los &cidos Sialicos. Se muestran las reacciones enzimaticas involucradas
en en la biosintesis, activacién, transferencia, modificacion y catabolismo del acido sialico con su
localizacién intracelular. Tomada de Traving and Schauer, 1998

Las sialiltransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de moléculas
activadas de CMP-acido sialico hacia un sustrato aceptor en la red trans-Golgi
después de su transporte a través de la membrana del aparato de Golgi. Las

estructuras primarias de las sialiltransferasas de muchos tejidos de mamiferos y
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de algunas especies de bacterias son conocidas, y hoy existen alrededor de 15
miembros que catalizan las uniones a 2,3. 2,6 2,8 y 2,9 entre el Sia y el azucar
aceptor, usualmente a una estructura que termine en una galactosa u otro residuo

de acido sialico (Traving and Schauer, 1998).

Las sialidasas o neuraminidasas, son exoglicosidasas que catalizan la remocion
de los Sia terminales de los sialésidos y sialoglicoconjugados en la naturaleza.
Muchos patégenos expresan sialidasas como enzimas destructoras de receptores
como el del virus de la influenza o para liberar Sia para propdsitos nutricionales o
descubrir receptores subyacentes. Una clase especial de sialidasas son la trans-
sialidasas, las cuales catalizan el corte de un enlace sialosidico existente y la
formacién de uno nuevo simultdneamente. Para muchos patégenos microbianos,
se hipotetiza que las sialidasas actian como factores de virulencia, permitiendo
una competencia exitosa con el hospedero favoreciendo su expansion en el tejido
del hospedero. Otro posible papel de las sialidasas de parasitos es
desenmascarar las estructuras subterminales de la célula hospedera, la cual sirve

como receptor de parasitos y las toxinas.

54



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha observado que los glicoconjugados superficiales son moléculas importantes
en el reconocimiento de diferentes agentes virales, especificamente aquellos que
contienen &cido sidlico (Smith and Helenius, 2004). De éstos, el ejemplo mas
estudiado es el que se lleva a cabo entre la hemaglutinina del virus de la influenza
humana A con el acido sialico de las células del tracto respiratorio.

En nuestro laboratorio, se llevo a cabo un estudio referente a la participacion del
acido sialico en las interacciones tempranas del DENV en diferentes tejidos del
mosquito Aedes aegypti, que es el principal vector de este virus. Se observé que
el acido sialico tiene un papel importante en el reconocimiento especifico del
DENV en glandulas salivales e intestino del mosquito, estos tejidos son los
principales sitios de replicacion del DENV en el vector. Esto fue un hallazgo
importante ya que los DENV mantienen su ciclo de vida entre el huésped humano
y el vector, y la utilizacion de receptores compartidos es una propuesta alin no
estudiada. Por lo tanto, en el presente trabajo se propuso estudiar la participaciéon
del acido sialico en las interacciones tempranas del DENV en monocitos y
hepatocitos humanos, pues ambos tipos celulares tienen papeles importantes en

el desarrollo de la infeccion por DENV.
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4. JUSTIFICACION

El Dengue es un problema de salud publica muy importante a nivel mundial. En el
90-95% de los casos se presenta como una enfermedad autolimitante, pero en un
5-10% se presentan las manifestaciones severas (FHD/SCHD) de la enfermedad.
Los mecanismos patogénicos involucrados en el establecimiento de los casos més
severos de la enfermedad, hasta la fecha no han podido ser dilucidados (ya que
no existe un modelo animal para su estudio) a pesar de numerosos estudios que
se han llevado a cabo en los ultimos afios. Actualmente no existe una vacuna
segura y efectiva ni un tratamiento antiviral especifico, por lo que el conocimiento
de las interacciones tempranas entre el virus y su célula blanco es importante para
identificar la(s) molécula(s) de posible reconocimiento del virus en la superficie. Se
eligio a los monocitos ya que se han descrito como las principales células de
replicacion del virus y en el caso de los hepatocitos, una de las caracteristicas
principales de la enfermedad es la hepatomegalia y la deficiencia de enzimas

hepéticas. Con base en estos antecedentes se propuso la siguiente hipétesis:
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5. HIPOTESIS

El &cido sialico presente en la superficie celular de monocitos y hepatocitos
humanos puede participar en las interacciones tempranas (union e internalizacion)

del virus dengue con sus células diana.
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6. OBJETIVO GENERAL
Determinar la posible participacion del 4cido siélico (Sia) durante la infeccion por el

virus dengue (DENV) tanto en monocitos como en hepatocitos humanos.

6.1 Objetivos particulares

o Corroborar la presencia de Sia en la superficie de
monocitos humanos y hepatocitos mediante el uso de lectinas y por
citometria de flujo.

o Evaluar la posible participacion de Sia en el
reconocimiento del DENV en monocitos y hepatocitos humanos mediante
ensayos de co-localizaciéon con microscopia confocal.

o Evaluar la posible participacion de Sia en la
internalizacion del DENV (en células con y sin tratamiento de

neuraminidasa) en monocitos y hepatocitos humanos.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Mantenimiento de las
lineas HepG2

Aislamiento de
monocitos humanos a
partir de sangre
periférica

Cultivo, propagacion y
aislamiento del DENV en células

LLC-MK2

Ensayo de Unién con
Lectina (SNA)

l

Citometria de flujo

Co-localizacién del DENV con
Sia por microscopia confocal.

l

Células con/sin tratamiento
de neuraminidasa

v

Cuantificacion de
particulas virales
internalizadas por RT-
PCR en tiempo real
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1. Cultivo, amplificacién y titulacion del virus Dengue en células LLC-MK2.

Durante el desarrollo del presente estudio, se utiliz6 un aislado viral procedente de
un caso de Dengue clasico serotipo-2, que es la cepa prototipo del DENV-2,
llamada DENV-2 Nueva Guinea-C. Este aislado se propago, tituldé y purificé en
células de rifidn de mono verde africano LLC-MK2. El serotipo viral se confirmd
con ayuda del anticuerpo monoclonal especifico Mab8702 (Millopore 92590). La
amplificacion viral se llevé a cabo en células LLC-MK2 con una confluencia del
80% las cuales se inocularon con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.1 y se
incubaron a 37°C con 5% de CO, hasta observar que el efecto citopatico (ECP)
fuera aproximadamente del 90% (alrededor de 6-8 dias). Los sobrenadantes (sn)
de cultivo se colectaron y se clarificaron de restos celulares mediante
centrifugacion a 900 g por 10 minutos a 4°C. Posteriormente, los sn se
centrifugaron a 16 000 g durante 45 minutos, colectando el precipitado, el cual se
almacené a -70°C hasta su uso. El titulo viral se determind mediante ensayo de
placa litica, para lo cual, las células LLC-MK2 se sembraron en placas de cultivo
de 24 pozos con medio MEM (Biowest L415-500) y se incubaron a 37°C con 5%
de CO; hasta obtener una monocapa al 90% de confluencia. Estos cultivos se
inocularon por duplicado, con 100 pL de DENV-2 utilizando diluciones seriadas en
base 10 y se incubaron por 2 h a 37°C con 5 % de CO,. Posteriormente se elimin6
el virus no adsorbido y los cultivos se lavaron con PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI 2.7
mM, Na;HPO, 8.1 mM, KH,PO, 1.76 mM; pH 7.4). Las monocapas celulares

infectadas se cubrieron con 1 mL de medio D-MEM completo (Biowest L0107-500)
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con 2% de metil-celulosa y posteriormente se incubaron hasta observar ECP.
Finalmente, las células se fijaron con metanol y se tifieron con cristal violeta al 1%
durante 15 minutos. El titulo viral se determiné de acuerdo a la siguiente formula:
PFU/mL= n (10) (factor dilucién) en donde:

n, nimero de placas contadas

10, factor de correccion

Factor de dilucion, dilucién correspondiente a la columna en donde se hizo el

conteo de placas liticas

8.2 Aislamiento de monocitos de sangre periférica

Para evaluar la interaccion de monocitos con el virus DENV-2 se decidio utilizar
monocitos humanos extraidos de sangre periférica de donadores sanos del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Estas células
se aislaron y se confirmaron como monocitos con el anticuerpo anti-CD14
(Biolegend, 325606). Brevemente: 40 mL de sangre total de donadores sanos se
centrifugd a 2500 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. Con este
procedimiento se separ6 el suero del paquete globular. El paquete se diluyé con
PBS 1X a 1:2 volumenes, y se vertié en tubos que contenian 15 ml de Ficoll-
Paque PLUS (GE Healthcare 17-1440-03) a 4°C, los cuales se centrifugaron a
3300 rpm durante 30 minutos. Posteriormente, se tomdé cuidadosamente el anillo
de células polimorfonucleares y se transfiri6 a tubos con PBS 1X y se
centrifugaron a 2100 rpm durante 10 minutos a 4°C. En seguida se decanto el sn,
se resuspendié el botén celular en PBS 1X y se repiti6 2 veces el lavado. A
continuacion se lisaron los eritrocitos adicionando 2.5 ml de soluciéon de lisis
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(NH4CI 385 mM, NaHCO3; 100 mM, EDTA 0.5 mM) incubandose 3 minutos en
hielo. Transcurrido el tiempo, se completé el volumen a 50 ml con PBS 1X a4°Cy
se centrifugaron durante 5 minutos a 2100 rpm. Se repitid 2 veces este Ultimo
lavado.

Paralelo al aislamiento de las células, se llevd a cabo la inactivacion del suero
autologo para adicionarlo al medio de cultivo y asi poder obtener mayor porcentaje
de adherencia, el suero que se obtuvo de la primera centrifugacion se coloco en
tubos eppendorff de 1.5 mL y se inactivd a 56°C durante 30 minutos, después se
centrifug6 a 4600 rpm durante 40 minutos a temperatura ambiente. Se colocé el sn
en un tubo nuevo y se centrifugd a 4600 rpm durante 40 minutos nuevamente,
enseguida se calenté 5 minutos a 40°C y finalmente se filtr6. Una vez que se
tuvieron las células y el suero autélogo, se suplementé el medio RPMI 1640
(Biowest, L0O500-500) con Suero Fetal Bovino (SFB) (Biowest, S1650-500) al 2%,
el suero autdlogo obtenido al 10% y con antibiéticos, el botdén celular se
resuspendid con este medio y se colocaron 2 ml de las células en placas de cultivo
de 24 pozos. Finalmente, las células se incubaron a 37°C con 5% de CO; durante
24 horas para permitir el proceso de adhesion. Previo al uso para cualquier
experimento se lavaron con medio incompleto para retirar los leucocitos no

adheridos.
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8.2.1 Determinacion de monocitos mediante Citometria de Flujo

Los monocitos humanos adheridos a las placas de cultivo, se lavaron 2 veces con
medio RPMI 1640 incompleto y se observaron al microscopio 6ptico con un
aumento de 50X. Una vez que se retiraron las células no adheridas, se les
adicion6 100 pl del anticuerpo anti-CD14 (Biolegend, 325606) a una dilucion de
1:100 en PBS 1X y se incubd por 2 horas protegido de la luz. Posteriormente se
lavaron las células agregandoles PBS-Albumina Sérica Bovina (BSA) al 0.5% a
temperatura ambiente y se procedié a despegarlas, para lo cual, se adicioné 1 ml
de PBS 1X a 4°C y se colocaron 5 minutos en hielo. Después, se rasparon con un
gendarme y el precipitado celular se centrifugé a 3000 rpm durante 5 min. Al botén
celular se le agregé PBS-BSA al 0.5% y se centrifugd 5 min a 1000 rpm, se repitié
el lavado 2 veces. Después las muestras se resuspendieron en buffer de
adquisiciéon (FacsFluid®). Finalmente las muestras se analizaron mediante
citometria de flujo (Facscalibur). Los datos de los histogramas se evaluaron con el

software CellQuest® y WinMD® Version 2.9.

8.3 Evaluacion de la presencia de Acido Sidlico en la superficie celular
mediante marcaje fluorescente con lectina SNA (Sambucus Nigra Agglutinin)
Para evaluar que Sia estuviera presente en la superficie de las células humanas
gue se utilizaron en el presente trabajo, se llevé a cabo un marcaje fluorescente
con la lectina Sambucus Nigra la cual reconoce Sia en union a2,6. El experimento
se llevo a cabo de la manera siguiente: Las células de los cultivos de monocitos de
sangre periférica se desprendieron como anteriormente se menciond, se contaron

en un hemocitémetro (Bright-Line, Hausser Scientific, USA), utilizando 1 x 10°
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células monociticas, las cuales se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 5
minutos a temperatura ambiente en un portaobjetos de vidrio salinizado
(Fisherbrand, 12-550-15), después se lavaron 2 veces con PBS 1X durante 5
minutos. Posteriormente se incubaron con 50 pl de SNA (SIGMA, L6890)
previamente biotinilada a una dilucién 1:300 en PBS Mg?*/Ca** a temperatura
ambiente protegida de la luz, durante 2 horas. Se repiti6 el lavado con PBS 1X dos
veces mas. A continuacion se incub6 con 50 pl de estreptavidina acoplada a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (SIGMA, S3762) a una dilucion de 1:100 en
buffer de bicarbonatos (NaHCO; 0.1M, NaCl 0.1M, pH 8.3) a temperatura
ambiente protegido de la luz durante 1 hora. Se lavaron dos veces nuevamente.
Finalmente se afiadieron 10 pL de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en solucién
de montaje (Vectashield, Vector Laboratories Inc., 94010). Se colocé un
cubreobjetos sobre la muestra, sellando los bordes de la laminilla con esmalte
incoloro. Se protegieron de la exposicion a la luz hasta su evaluacién por
microscopia confocal (Microscopio Olympus BX51W!I equipado con una unidad de
disco giratorio -DSU- y una cadmara EM-CCD Hamamatsu). La captura se realiz6
con el software Stereolnvestigator® (MicroBrightfield.) y el andlisis se llevé a cabo
utilizando el programa ImageJ.

Para el caso de los hepatocitos, se utilizd la linea celular HepG2 (derivada del
tejido hepatico de un hombre caucasico americano de 15 afios con un carcinoma
hepatocelular bien diferenciado), el procedimiento fue el mismo con la siguientes
modificaciones: a partir de hepatocitos cultivados en una caja de cultivo con medio

DMEM alto en glucosa suplementado con SFB al 10%, las células se tripsinizaron
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durante 5 minutos hasta observar que presentaban una morfologia redonda.
Posteriormente se retird la tripsina, se resuspendieron en medio y se resembraron
en un camara deslizable con 8 compartimentos individuales con cubreobjetos
(Nunc, 177402). Se incubaron a 37°C con 5% de CO, durante 24 horas para
permitir el proceso de adhesion y antes del ensayo de marcaje fluorescente se
lavaron todos los compartimentos con PBS 1X.

Para ambos casos, el control negativo no se incubd con la lectina SNA en su lugar

se adicion6 PBS Mg**/Ca?*, pero si se incub6 con estreptavidina acoplada a FITC.

8.4 Evaluacion de la presencia Acido Sidlico en superficie celular mediante
Citometria de Flujo con lectina SNA.

Paralelamente al experimento anterior, con el objetivo de evaluar por otro método,
la presencia de Sia en superficie de los monocitos humanos y hepatocitos, se llevo
a cabo un ensayo de citometria de flujo utilizando la lectina SNA. Primero, las
células se desprendieron de sus cajas de cultivo agregandoles PBS-BSA al 0.5%
a 4°C, se rasparon con un gendarme y se centrifugaron a 2000 rpm x 5 minutos.
Se decant6 el sn y el boton celular se resuspendié con medio de cultivo al 2% de
SFB y se agregaron 5 x 10° células en tubos eppendorff individuales. Se
centrifugaron nuevamente y se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 5
minutos. Posteriormente se lavaron con PBS 1X y se centrifugaron a 2000 rpm por
5 minutos. Se descarto el sn y se incubaron con 500 pl de SNA biotinilada a una
dilucién 1:300 en PBS Mg**/Ca?* durante 2 horas protegidas de la exposicién de la

luz. Posteriormente, se lavaron con PBS 1X y se centrifugaron nuevamente. Se
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incubaron con 500 pl de estreptavidina-FITC a una diluciéon 1:300 en buffer de
bicarbonatos durante 1 hora. Se realizé otro lavado y se resuspendio el botén
celular en buffer FACS. Finalmente las muestras fueron analizadas mediante
citometria de flujo (Facscalibur). Los datos de los histogramas se evaluaron con el
software CellQuest® y FlowJo® Version 7.6.1.

Para ambos casos, el control negativo no se incub6 con la lectina SNA en su lugar

se adicion6 PBS Mg**/Ca?*, pero si se incub6 con estreptavidina acoplada a FITC.

8.5 Evaluacion de la interaccion del DENV con Sia en la superficie celular
mediante ensayos de co-localizacion

Para determinar si Sia interacciona con DENV en la superficie celular se realizé un
ensayo de co-localizacion marcando ambos elementos con fluoréforos diferentes y
analizando las muestras a través de microscopia confocal. A partir de los cultivos
celulares de monocitos de sangre periférica y hepatocitos HepG2; se ajustaron 5 x
10° células que se resembraron en una camara deslizable con 8 compartimentos
individuales con cubreobjetos, y se incubaron durante 24 horas para permitir el
proceso de adhesion. Posteriormente se lavaron con PBS-BSA 0.5% en agitacion
constante en dos ocasiones. Después se incubaron con DENV-2 NGC a una MOI
de 25 durante 1 hora a 4°C, lo anterior para permitir el reconocimiento y la union a
los receptores, mas no la internalizacion. A continuacion se lavaron con PBS-BSA
0.5% durante 5 minutos. Después, se incub6é con PBS-BSA al 3% para bloquear
los sitios inespecificos y se repitié el lavado. Primero se procedié a marcar al virus

incubando la muestra con 100 pl del anticuerpo anti-DENV2 monoclonal (Millipore,
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MAB8702) a una dilucion 1:200 en PBS 1X durante 2 horas a temperatura
ambiente protegido de la exposicion de la luz, posteriormente se lavo 2 veces. En
seguida, se incub6é con 100 pl del anticuerpo secundario anti-raton Alexa 555
(Invitrogen A31570) durante 1 hora a temperatura ambiente protegido de la luz y
después se lavaron con PBS 1X durante 5 minutos. Después se procedié a marcar
el Sia incubando la muestra con 100 pl de la lectina SNA biotinilada en PBS
Mg®*/Ca®" a una dilucién 1:300 durante 2 horas, a temperatura ambiente cubierto
de la luz. Se repitio el lavado en dos ocasiones mas. Posteriormente, se incubd
con 100 pl de estreptavidina acoplada a FITC a una dilucion 1:100 en buffer de
bicarbonatos durante 1 hora a temperatura ambiente protegido de la luz. A
continuacion se realizaron 3 lavados en agitacion constante para retirar todos los
complejos sin unir. Finalmente se afiadieron 10 pL de DAPI en solucién de
montaje (Vectashield, Vector Laboratories Inc., 94010). Se colocé un cubreobjetos
sobre la muestra, sellando los bordes de la laminilla con esmalte incoloro. Se
protegieron de la exposicién a la luz hasta su evaluacién por microscopia confocal
(Microscopio Olympus BX51WI equipado con una unidad de disco giratorio -DSU-
y una camara EM-CCD Hamamatsu). La captura se realiz6 con el software
Stereolnvestigator® (MicroBrightfield.). Las imagenes obtenidas y los indices de
co-localizacion fueron analizados con el software Macbiophotonics, el cual es una
extension del programa ImageJ y se utilizaron los plugin de “Colocalization Finder”
e “Intensity Colocalization Analysis” (Rusband, 1997-2012).

Para los controles negativos, el procedimiento fue el mismo pero en células sin

infectar con y sin la incubacion de la lectina SNA y del anticuerpo monoclonal anti-
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DENV2, en su lugar se adicion6 PBS Mg?'/Ca®*" y PBS 1X respectivamente en
cada caso. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se eligié una foto

representativa de la co-localizacion.

8.6 Evaluacion de la internalizacion del DENV en presencia o ausencia de Sia
mediante retrotanscripcion acoplada a reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real (RT-PCR en tiempo real)

8.6.1 Ensayo de internalizacién viral

Para evaluar la posible participacion de Sia durante la internalizacién celular del
DENV, se llevé a cabo un ensayo de internalizacion viral en células con o sin
tratamiento de neuraminidasa, ya que esta enzima cataliza la remocion de Sia en
cualquier tipo de enlace. En los ensayos de internalizacién utilizamos la
retrotranscripcién acoplada a reacciéon en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-PCR en tiempo real). Para el tratamiento con neuraminidasa utilizamos 5 x
10° células (monocitos y hepatocitos) que se incubaron con 0.05 U/ul de
neuraminidasa de Clostridium perfringens (Roche, 1158986001) durante 2.5 horas
a 37°C, posteriormente se lavaron una vez con medio fresco. Las células con y sin
tratamiento de neuraminidasa se incubaron con DENV-2 a MOI 5 y MOI10 a 37°C
durante 1.5 horas para permitir la internalizacion viral y después se lavaron una
vez con PBS/Ca*" para retirar los virus no adheridos. A continuacién se incubaron
durante 24 horas a 37°C con 5% de CO; antes de la extraccion del RNA viral.
Todos los tratamientos se hicieron por duplicado, para los controles negativos se

utilizaron células que no se incubaron con virus y para los controles positivos se
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utilizaron células tratadas con tripsina al 0.075% durante 20 minutos a 37°C, esto

para retirar proteinas de la membrana celular y posibles receptores del DENV-2.

8.6.2 Purificacion del RNA viral

Posterior al ensayo de internalizacion se procedio a extraer el RNA viral usando el
mini kit QlAamp Viral RNA (QIAGEN, Hamburg, Germany) con varias
modificaciones. Brevemente, se adicionaron 280 pl de la solucién acarreadora-
litica a las muestras y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Después se recupero el lisado celular y se agregé etanol (100%) para precipitar
los acidos nucleicos. La muestra se transfiri6 a un cartucho de giro, el cual
contiene una columna con un tubo de recoleccién, se centrifugé a 6000 g durante
2 minutos. Después, la columna se transfirid a un tubo de recoleccion limpio, se
desechd el filtrado. Se agregaron 500 pl de buffer AW1 y se centrifugd
nuevamente. La columna se volvié a transferir a un tubo limpio, se adicionaron 500
ul del buffer AW2 y se centrifugo nuevamente. Finalmente la muestra se eluy6 en

60 pl de buffer AVE y se almacené a -70°C.

8.6.3 RT-PCR en tiempo real

Para evaluar la internalizacion del DENV en las células blanco (hepatocitos y
monocitos) se determind el numero de copias del RNA viral mediante
retrotranscripcion acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real usando el kit TagMan (Perkin Elmer Applied Biosystem). Para la

retrotranscripcion se utilizaron sondas especificas que permitieron amplificar el
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RNA del DENV-2, se utilizo la secuencia 3’'RNT (region 3" no traducible) del virus

gue es muy conservada, la cual se muestra en la siguiente tabla:

Serotipo Extremo 5 Extremo 3°

D2 10301 10708

Se utilizé la sonda anteriormente mencionada marcada con el fluoréforo 6-
carboxifluoresceina (FAM) como tinte reportero (Applied Byosistems, Part Number
4331348, life technology). Para el procedimiento se utilizaron 5 pl de RNA
purificado, adicionando 1l de sonda, 0.5 pl de la enzima multisptep 40x, 10 ul de
buffer y 20 ul de agua por cada muestra. EI RT-PCR en tiempo real se llevé a cabo
en un equipo Step-One (Applied Biosystems). Las condiciones de reaccion para la

RT-PCR fueron las siguientes:

PCR
40 ciclos

ETAPA TIEMPO (MIN) TEMPERATURA °C
Retrotranscripcion 60 37
Desnaturalizacion 15 seg 95

Union y extension 1 60

Conservacion final 10 4

Se utilizé un concentrado de DENV-2 con un numero de copias conocido
previamente como curva estandar en cada ciclo de replicacion para determinar el

namero de copias de RNA viral en cada muestra.
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9. Resultados

9.1 Amplificacion y titulacion del DENV-2 en células LLC-MK2

El cultivo, cosecha y titulacion del DENV-2 NGC, se llevé a cabo en la linea LLC-
MK2. En la figura 9.1A se muestra una monocapa homogénea de células sin
infectar, mientras que la figura 9.1B se observa un cultivo de ocho dias post
infeccion con DENV-2 a MOI1 que presenta el desprendimiento celular o la
formacién de placas liticas (Figura 9.2) debido al efecto citopéatico ocasionado por
la infeccion viral que altera la integridad de la monocapa. Una placa litica se
produce cuando una particula virica infecta una célula, se replica y posteriormente

provoca la muerte de dicha célula produciendo espacios intracelulares en la

monocapa.

Figura 9.1 Infeccion de células LLC-MK2 con el virus Dengue. (a) Células sin infectar. (b) Células
infectadas con DENV MOI 1 8 dias post infeccion. La flecha negra sefiala el efecto citopatico.

Una vez que se observo el efecto citopatico maximo en los cultivos de células
LLC-MK2, (pero antes del desprendimiento total de la monocapa celular) se

colectaron los sobrenadantes para la purificacion viral ~mediante
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ultracentrifugacion. El titulo viral del stock del DENV, se determiné mediante
ensayo de placa litica. Alrededor del dia 10 post-infeccidbn, observamos la

formacion de placas liticas completamente definidas (Fig. 9.2).

control negativo 10 10° 107 10° 107

Figura 9.2. Titulacién viral por ensayo de placa litica. Se muestra la formacion de placas liticas
por el DENV-2 en células LLC-MK2. Duplicados de las diluciones logaritmicas en base 10 del
stock viral que se realizaron para determinar la concentracion. Control negativo, células sin
infectar.
Se consideré la columna de la diluciébn mas alta en la que se pudieron contar
placas liticas: en la dilucién 10® se observaron 15 placas en promedio de los dos
pozos. El titulo viral (1.5 x 10'°) se expres6 como unidades formadoras de placa

(PFU) por ml (PFU/ml). A partir de esta muestra se llevaron a cabo todos los

ensayos del presente trabajo.

9.2 Aislamiento de monocitos de sangre periférica

Para los ensayos del presente trabajo, se decidid utilizar monocitos aislados de
sangre periférica de donadores sanos ya que las células de origen humano se
aproximan a un modelo in vivo de la infeccién por DENV y son pocos los estudios
que se han llevado a cabo a partir de monocitos de sangre periférica. Las células

extraidas durante el procedimiento se incubaron durante 24 horas para permitir su
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adhesion, se lavaron y observaron al microscopio para verificar su morfologia. Los
monocitos se observan al microscopio como células de gran tamafio y una
membrana celular poco nitida que a veces presenta pequefias proyecciones las

cuales se muestran en la figura 9.3.

Figura 9.3 Monocitos aislados de sangre periférica. Se observan las células aisladas a partir de
sangre periférica de donadores sanos, fotografia tomada con microscopio 6ptico con un aumento
de 40X.

Posteriormente, estas células se verificaron utilizando el anticuerpo anti-CD14, ya
gue el CD14 es una proteina que se considera un antigeno de superficie celular
para diferenciar monocitos, lo anterior se evalu6 mediante citometria de flujo

(Histograma 9.1).
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Histograma 9.1. Expresion de CD14 en monocitos humanos de sangre periférica. Control de isotipo
(gris), células incubadas con anticuerpo anti-CD14 (Rojo). Adquisicion de 1x 10* eventos. FL2-H,
fluorescencia emitida por las células marcadas con el anticuerpo anti-CD14 acoplado a ficoeritrina;

Eventos, representa el nimero relativo de células.

Se observé que pocas células fueron negativas para CD14, ya que la mayor parte
de la poblacion fue positiva para este marcador de monocitos por lo que decidimos

incluirlas en el ensayo, ya que efectivamente corresponden a esta estirpe celular.
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9.3 Evaluacién de la presencia de Acido Sidlico en superficie celular
mediante marcaje fluorescente con lectina SNA (Sambucus Nigra Agglutinin)
En el caso de los monocitos, como ya se mencioné anteriormente, se decidio
utilizar monocitos humanos aislados de sangre periférica, debido a la importancia
que tiene usar células humanas en los estudios de la infecciébn por DENV. Sin
embargo, para el caso de los hepatocitos que también son una célula fundamental
durante la patogenia del DENV, la utilizacién de cultivos primarios humanos tiene
una gran variedad de implicaciones bioéticas y en el caso de utilizar algun cultivo
de origen animal tiene como inconveniente principal el hecho de que ningun
modelo animal hasta ahora descrito reproduce las manifestaciones clinicas o la
patogenia que produce el DENV en humanos. Por lo anterior, se decidié utilizar la
linea celular humana HepG2 ya establecida previamente y que ademas ha sido
ampliamente usada en los estudios de infeccion por DENV en hepatocitos. Una
vez que elegimos los tipos celulares con los que se desarrollaria el presente
trabajo, se procedid a evaluar la presencia del acido sialico en la superficie celular,
ya que a pesar de que las células humanas presentan Sia superficial, el glicocalix
de cada tipo celular difiere dependiendo de su origen. Lo anterior, se evalud
mediante microscopia confocal, utilizando como marcador de Sia la lectina SNA
(Sambucus Nigra Agglutinin), la cual reconoce Sia en su conformacion o2,6.
Ambos tipos celulares fueron incubados con SNA lo cual se muestra en las figura

9.4 para monocitos y en la figura 9.5 para los hepatocitos.
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Figura 9.4. Presencia de acido sialico en la superficie celular de monocitos humanos de sangre periférica. (A) Células incubadas con lectina SNA. (B) Células del
control negativo incubadas sin lectina. Se observan en azul los ndcleos tefiidos con DAPI. Micrografias tomadas con Microscopio Olympus acoplado a unidad de
disco giratorio (DSU) con aumento de 40X.
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Figura 9.5. Presencia de acido sialico en la superficie celular de hepatocitos de la linea celular HepG2. (A) Células incubadas con lectina SNA. (B) Células del
control negativo incubadas sin lectina. Se observan en azul los nucleos tefiidos con DAPI. Micrografias tomadas con Microscopio Olympus acoplado a unidad de
disco giratorio (DSU) con aumento de 40X.




En comparaciéon con los controles que no fueron incubados con SNA en los que
solo se puede observar el nacleo celular tefiido con DAPI, ambos tipos celulares
presentaron una fluorescencia apreciable que corresponde al Sia de superficie
celular tefiido con FITC, aunque en ambas células se aprecia con una abundancia
y distribucion diferente. Mientras que los monocitos presentan Sia abundante en
toda la superficie que incluso opaca la fluorescencia del nacleo, en la linea celular
de los hepatocitos, la tincion no es uniforme y ademas se presentd en menor

intensidad.

9.4 Evaluacion de la presencia de Acido Sialico en la superficie celular
mediante Citometria de Flujo con la lectina SNA.

Ademas de los ensayos (para evaluar la presencia de Sia en superficie celular) de
microscopia confocal, se decidid realizar un ensayo mediante citometria de flujo
para evaluar por diferentes métodos la presencia y proporcion de la poblacion
celular que lo expresa, ya que algunos cultivos son demasiado heterogéneos. De
manera similar al ensayo anterior, se utilizo la lectina SNA para marcar al Sia en la
superficie de ambos tipos celulares. Figuras 9.6 para monocitos y 9.7 para los

hepatocitos.
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Figura 9.6. Presencia de acido sialico en la superficie celular de monocitos humanos de sangre
periférica. (A) Histograma de fluorescencia: Poblacion 1: Control de isotipo (azul), Poblacion 2:
células incubadas con Lectina SNA (Rojo). (B) Tabla que muestra las medias de la intensidad de
fluorescencia de cada poblacién celular. (C) Dotplot que muestra la poblacién celular total y el
subgrupo que fue analizado. Adquisicién de 1 x 10* eventos. FL1-H, fluorescencia emitida por las
células marcadas con la lectina SNA biotinilada y estreptavidina acoplada a FITC; Eventos,
representa el nimero relativo de células.
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Figura 9.7. Presencia del acido sidlico en la superficie celular de hepatocitos de la linea HepG2. (A)
Histograma de fluorescencia: Poblacidn 1: Control de isotipo (azul), poblacién 2: células incubadas con
Lectina SNA (Rojo). (B) Tabla que muestra las medias de la intensidad de fluorescencia de cada
poblacién celular. (C) Dotplot que muestra la poblacion celular y el subgrupo que fue analizado.
Adquisicion de 1 x 10" eventos. FL1-H, fluorescencia emitida por las células marcadas con la lectina
SNA biotinilada y estreptavidina acoplada a FITC; Eventos, representa el nimero relativo de células.
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Para ambos tipos celulares se muestran dos grupos: Los negativos, en base a la
fluorescencia emitida por el control de isotipo, y los positivos que fueron aquellas
células que se encontraban fuera de ese rango. En el caso de los monocitos, el
99.8% de la poblacion celular del control de isotipo fueron negativas, mientras que
las restantes (0.2%) presentaron una fluorescencia inespecifica. El 99.4% de las
células monociticas marcadas con SNA fueron positivas, mientras que las
restantes (0.6%) no mostraron fluorescencia. Al comparar las medias de ambas
poblaciones, los monaocitos incubados con SNA tuvieron una media de intensidad
de fluorescencia (MIF) de 584 mucho mayor a la que presentaron las células
control que fue de 2.

En el caso de los hepatocitos, de igual manera el 99.8% de la poblacién del control
fueron negativas y el 0.2% presentaron fluorescencia inespecifica. Mientras que el
94.9% de la poblacion de células marcadas con SNA fueron positivas y el 5.1%
restantes no presentaron fluorescencia. Las células marcadas con SNA
presentaron una MIF de 382 mientras que la media del control fue de 2.33.

En coincidencia con los resultados de la microscopia confocal, observamos
también mediante citometria de flujo, que tanto los monocitos humanos como los
hepatocitos de la linea celular HepG2 presentan Sia en la superficie celular. Se
pudo observar que las poblaciones de ambos tipos celulares presentan una
fluorescencia intensa al comparar las medias de las poblaciones marcadas con
SNA con las de los controles, las cuales no fueron incubadas con la lectina. Sin
embargo, dentro de las poblaciones positivas observamos una heterogeneidad

relativa en la intensidad de la fluorescencia.
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9.5 Evaluacion de la interaccién del DENV con Sia a nivel de la superficie de
monocitos y hepatocitos humanos mediante ensayos de co-localizacion

Una vez que se confirmo la presencia de Sia en la superficie celular de monocitos
y hepatocitos humanos, se propuso evaluar la posible interaccion del DENV con
este carbohidrato como previamente se observé en los tejidos del mosquito vector.
Esto se llevo a cabo mediante ensayos de co-localizacion, utilizando microscopia
confocal, ya que permite estimar el grado de coincidencia de dos 6 mas
moléculas, usando imagenes multicolores. La co-localizacion se observa cuando
al marcar dos o mas moléculas en la misma seccion, son marcados con
fluoréforos que tienen diferentes espectros de excitacion y por lo tanto se
visualizan en diferentes colores, es decir se sobreposicionan o sobrelapan. En el
presente ensayo, Sia se detectd con FITC que tiene una longitud de onda de
absorcion de 518 nm y emite una fluorescencia verde, mientras que el DENV-2 se
detectd con Alexa 555 que presenta una longitud de onda de absorcién de 565 nm
y emite una fluorescencia roja, la co-localizacion indicaria un color proximo al
amarillo, las micrografias se pueden observar en las figuras 9.8, 9.9 para los

monocitos y 9.11, 9.12 para los hepatocitos.
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Figura 9.8. Co-localizacion del virus Dengue con el &cido sialico en la superficie celular de monocitos humanos aislados de sangre periférica. (A) Nicleos tefiidos con
DAPI, (B) acido sialico en superficie celular marcado con FITC , (C) virus Dengue en superficie celular marcado con Alexa 555, (D) Merge o sobreposicion de las tres
imagenes anteriores, (E) Colocalizacién de DENV y Sia en superficie celular, los pixeles blancos indican lugares de colocalizacion. (F) Diagrama de dispersion de color
gue muestra los pixeles verdes, los pixeles rojos y en amarillo aquellos que se encuentran colocalizando. Micrografias tomadas con Microscopio Olympus acoplado a

unidad de disco giratorio (DSU) con aumento de 40X y analizadas con el programa MacBiophotonics ImageJ.
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Figura 9.9. Co-localizacion del virus Dengue con el &cido sialico en la superficie celular de monocitos humanos aislados de sangre periférica. (A) Ndcleos tefidos con
DAPI, (B) &cido sialico en superficie celular marcado con FITC, (C) virus Dengue en superficie celular marcado con Alexa 555, (D) Merge o sobreposicién de las tres
imagenes anteriores, (E) Colocalizacién de DENV y Sia en superficie celular, los pixeles blancos indican lugares de colocalizacion. (F) Diagrama de dispersién de color
gue muestra los pixeles verdes, los pixeles rojos y en amarillo aquellos que se encuentran colocalizando. Micrografias tomadas con Microscopio Olympus acoplado a
unidad de disco giratorio (DSU) con aumento de 60X y analizadas con el programa MacBiophotonics ImageJ.
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Figura 9.10. Controles negativos de la co-localizacién de monocitos humanos de sangre periférica. (A) Monocitos sin infectar incubados con lectina y
anticuerpo secundario Alexa 555 con un aumento de 20X. (B) monocitos sin infectar incubados solo con estreptavidina y anticuerpo secundario Alexa 555 Con
un aumento de 60X. Micrografias tomadas con Microscopio Olympus acoplado a unidad de disco giratorio (DSU) y analizadas con el programa
MacBiophotonics ImageJ.
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Figura 9.11. Co-localizacién del virus Dengue con el Acido Sialico en la superficie celular de hepatocitos de la linea HepG2. (A) Nucleos tefiidos con DAPI, (b) acido
sialico en superficie celular marcado con FITC, (C) virus Dengue en superficie celular marcado con Alexa 555, (D) Merge o sobreposicion de las tres imagenes
anteriores, (E) Colocalizacién de DENV y Sia en superficie celular, los pixeles blancos indican lugares de colocalizacién. (E) Diagrama de dispersién de color que
muestra los pixeles verdes, los pixeles rojos y en amarillo aquellos que se encuentran colocalizando. Micrografias Microscopio Olympus acoplado a unidad de disco
giratorio (DSU) con aumento de 20X y analizadas con el programa MacBiophotonics ImageJ.
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Figura 9.12. Co-localizacién del virus Dengue con el acido Sialico en la superficie celular de hepatocitos de la linea HepG2. (A) Nucleos tefiidos con DAPI, (B) acido
sialico en superficie celular marcado con FITC, (c) virus Dengue en superficie celular marcado con Alexa 555, (D) Merge o sobreposicién de las tres imagenes
anteriores, (E) Colocalizacién de DENV y Sia en superficie celular, los pixeles blancos indican lugares de colocalizaciéon. (F) Diagrama de dispersion de color que
muestra los pixeles verdes, los pixeles rojos y en amarillo aquellos que se encuentran colocalizando. Microscopio Olympus acoplado a unidad de disco giratorio (DSU)
con aumento de 60X y analizadas con el programa MacBiophotonics ImageJ.
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Figura 9.13. Controles negativos de la co-localizacién de hepatocitos de la linea celular HepG2. (A)Células sin infectar incubadas con lectina y anticuerpo secundario
Alexa 555 con un aumento de 60X. (B) células sin infectar incubados solo con estreptavidina y anticuerpo secundario Alexa 555 con un aumento de 20X. Micrografias
tomadas con Microscopio Olympus acoplado a unidad de disco giratorio (DSU) y analizadas con el programa MacBiophotonics ImageJ.
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Tabla 9.1. indices de co-localizacion de cada figura.

FIGURA INDICE DE MANDEL

Monocitos
9.8 0.7516
9.9 0.579

Hepatocitos

9.11 0.2214

9.12 0.4085

La co-localizacién, como una manifestacion bioldgica, se define como la presencia
de dos o mas moléculas que se encuentran en la misma locacion fisica en una
muestra determinada. Dentro del contexto de una célula individual vista al
microscopio, la co-localizacion puede indicar que las moléculas estén unidas,
mientras que en el contexto de la imagen digital el término se refiere a los colores
emitidos por las moléculas fluorescentes compartiendo un mismo pixel en la
imagen. Con base en lo anterior, el programa McBiophotonics Image J emite una
foto en la que los pixeles que se encuentran co-localizando se ven de color blanco.
En el presente ensayo, se observé que Sia y el DENV-2 muestran una interaccion
cercana a nivel de la superficie celular tanto en los monocitos como en los
hepatocitos humanos. Asimismo, en correlacion a los estudios anteriores se
observé que cada tipo celular interacciona de manera diferente.

Para los monocitos, se pudo observar en la figura 9.8 que existe una co-

localizacion considerable y, de manera interesante, esta se presentd en las
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interconexiones celulares. En el diagrama de dispersion de color de la foto, se
muestran los pixeles verdes, los pixeles rojos y aquellos que se encuentran co-
localizando en amarillo. Se pudo observar que efectivamente hay varios de ellos
co-localizando lo que indicaria una interaccién del virus con el &cido siélico. El
indice de Mandel, se refiere al indice de co-localizacién o sobrelapamiento de los
pixeles y sus valores, que van de 0 (correspondiendo a la ausencia de co-
localizacion) a 1, siendo este valor el mayor nivel de co-localizacién. El indice para
esta fotografia fue de 0.7516 (Taba 9.1), que se consideré como un valor elevado
de co-localizacion. No todas las células interaccionaron con el virus pero en la
mayor parte de las que lo hicieron, se encontré co-localizacion.

En la foto 9.9, de igual manera que en la anterior, se pudo observar la presencia
de co-localizacién (pixeles blancos). Se puede observar una co-localizacién
intensa mientras que su indice de Mandel fue 0.579.

Los controles fueron células incubadas con SNA (Fig. 9.10A) y células sin lectina
(Fig 9.10B) a las que se les adicion6 estreptavidina acoplada a FITC y los
anticuerpos primarios y secundarios. Lo anterior, con la finalidad de observar si no
existia algun reconocimiento inespecificos por parte de los anticuerpos o la avidina
que pudiera interferir con la interpretacion de nuestros datos.

A diferencia de los monocitos primarios, en los hepatocitos hubo una menor co-
localizacion, como se puede en la figura 9.11. Se muestran pocos lugares de co-
localizacion en pixeles blancos y asi mismo en el diagrama de dispersion de color
pueden observarse pocos pixeles amarillos. El indice de Mandel fue de 0.2214

gue comparado con el de los monocitos de la foto 9.8 corresponde a menos de la
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mitad. Sin embargo, en la foto 9.12 en que se enfoca otra muestra, se pueden
observar varios puntos de co-localizacion y algunos pixeles amarillos en el
diagrama de dispersion. Aunque al analizar el indice de Mandel este correspondio

a 0.4085, que es menor que el observado en monocitos.

9.6 Evaluacién de la internalizacién del DENV en presencia o ausencia de Sia
mediante RT-PCR en tiempo real o RT-PCR en tiempo real

Se ha postulado que algunos co-receptores no solo concentran particulas virales
en la superficie de la célula hospedera sino que también participan durante la
internalizacion viral y con ello, favorecen tanto su replicacion como la infeccion
celular. Una vez que se observo la interaccion DENV- Sia a nivel de la superficie
celular tanto de los monocitos humanos y de los hepatocitos, se procedié a
evaluar si este posible receptor tiene un papel en la internalizacion de la particula
viral. Lo anterior se llevd a cabo mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real.
Una de las ventajas del RT-PCR en tiempo real es que la generacion del amplicén
se puede observar conforme la amplificaciébn progresa, la deteccion de la
fluorescencia que se genera durante la reaccion ocurre en cada ciclo de
amplificacion y es detectada por el equipo en tiempo real. La cantidad de
fluorescencia generada en cada ciclo es proporcional a la cantidad de producto de
amplificacion generado. La cantidad de copias de RNA viral se calculan a partir del
Ct (ciclo de umbral de deteccion). De esta forma, el Ct es un numero fraccional
que indica cuantos ciclos le tomo a cada amuestra generar cantidad suficiente de

fluorescencia para llegar al umbral de deteccion. El valor de Ct es directamente
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proporcional a la cantidad inicial de templado y es el fundamente para calcular la
cantidad de RNA viral. Mientras mayor la cantidad de RNA viral que se encuentra
en la muestra, menor el niumero de ciclos que requiere para alcanzar el umbral de
deteccion.

Con base en lo anterior, se evaluo la internalizacion viral en ambos tipos celulares,
tanto en presencia como en ausencia de Sia superficial, lo cual se obtuvo
incubando a las células con neuraminidasa, una enzima que cataliza la remocion
del Sia en cualquier tipo de enlace. Se utilizé como control positivo, células sin
tratamiento con neuraminidasa y como control negativo células tratadas con
tripsina al 0.075%, ya que la tripsina cataliza la digestion de proteinas de la
membrana celular. Primero llevamos a cabo el establecimiento de una curva
patron del nimero de copias del RNA viral, utilizando un stock del DENV-2, el cual
previamente se habia titulado por ensayo de placa litica (Fig. 9.14). A partir de la
curva patrén se extrapold el nimero de copias de RNA de cada una de las

muestras evaluadas.
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Figura 9.14. Curva patréon del RT-PCR en tiempo real. En rojo se muestran 5 diluciones
logaritmicas en base 10 de un stock de DENV-2 con una concentracién de 7.6X10’ copias/ml. En
azul algunas de las muestras problema. CT=Ciclo umbral, Quantity=copias de RNA viral por ml.

Posterior a la determinacion de la curva patron para el ensayo de internalizacion
viral, se analizaron todas las muestras anteriormente mencionadas y los
resultados se muestran en la figura 9.15 para los monocitos y la figura 9.16 para

los hepatocitos.
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Internalizacion de DENV en monocitos humanos
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Figura 9.15. Internalizacion del virus DENV-2 en monocitos humanos de sangre periférica con y sin tratamiento de
neuraminidasa. Control negativo, células sin infectar; MOI 5, células infectadas con DENV-2 MOI 5; MOI 5 + NEU,
células con tratamiento de neuraminidasa infectadas con DENV-2 MOI5; MOI 5 + TRIP, células tratadas con
tripsina e infectadas con DENV-2 MOI 5; MOI 10, células infectadas con DENV-2 MOI 10; MOI 10 + NEU, células
con tratamiento de neuraminidasa infectadas con DENV-2 MOI 10; MOI 10 + TRIP, células tratadas con tripsina e
infectadas con DENV-2 MOI 10. Carga viral representada por las copias de RNA viral por ml.
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Figura 9.16. Internalizacién del virus DENV-2 en hepatocitos de la linea celular HepG2 con y sin presencia de Sia
de superficie. Control negativo, células sin infectar; MOI 5, células infectadas con DENV-2 MOI 5; MOI 5 + NEU,
células con tratamiento de neuraminidasa infectadas con DENV-2 MOI5; MOI 5 + TRIP, células tratadas con
tripsina e infectadas con DENV-2 MOI 5; MOI 10, células infectadas con DENV-2 MOI 10; MOI 10 + NEU, células
con tratamiento de neuraminidasa infectadas con DENV-2 MOI 10; MOI 19 + TRIP, células tratadas con tripsina e
infectadas con DENV-2 MOI 10. Carga viral representada por las copias de RNA viral por ml.
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Se encontro que el DENV-2 presenta una internalizacion diferencial en hepatocitos
y en monocitos rasurados con neuraminidasa. Para los monocitos, se pudo
observar que el DENV se internalizd en las células que no habian sido tratadas
con neuraminidasa, es decir, que conservaban al Sia superficial y que fue una
respuesta que estuvo relacionada a la dosis infectante. En las células tratadas con
neuraminidasa, es decir, en la ausencia de Sia, se observé un efecto inhibitorio en
la internalizacién viral, ya que no encontramos carga viral en ambas dosis del
DENV utilizadas en el ensayo (MOl 5 y MOI 10). Se propone que el posible
receptor del DENV-2 en los monocitos humanos pueda ser de naturaleza proteica,
ya que al tratar a las células con tripsina la internalizacién viral se redujo
practicamente en su totalidad; aunque algunas particulas virales si lograron ser
internalizadas, lo que hace suponer que el DENV-2 utiliza mecanismos alternos
para su internalizaciébn. Aunque cabe destacar que al eliminar al Sia de la
superficie celular, la entrada se inhibi6é practicamente en su totalidad por lo que se
propone que el DENV reconozca azucares superficiales (Sia) en estructuras
protéicas permitiendo su interaccién temprana con los monocitos humanos.

En el caso de los hepatocitos, se observd que la internalizacién viral fue menor
comparada con la de los monocitos. A pesar de ello si se observé que el DENV
entra a la célula y que de igual forma al haber mas particulas virales (MOI 10) la
internalizacion también se incrementa. El efecto que tuvo la ausencia del Sia en
superficie fue inverso al caso de los monocitos, pues se pudo observar que en las
células tratadas con neuraminidasa hubo una mayor cantidad de particulas virales

internalizadas en ambas dosis utilizadas en el ensayo (MOl 5 y MOI 10). Esto
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plantea que la remocién del acido sialico en la superficie de hepatocitos favorece
una mayor entrada de las particulas virales que posiblemente esté relacionada con
la accesibilidad en la interaccion con el receptor putativo exponiendo el sitio de
union al receptor. Este fendmeno esta bien documentado en otros modelos, en los
cuales la remocion de Sia, favorece 6 expone el sitio especifico de union. En las
células tratadas con tripsina, se observé una reduccion de la internalizacion de las
particulas virales siendo casi total en el caso de MOI 10 aunque en MOI 5 algunas
particulas si lograron entrar por lo que posiblemente el receptor putativo en los

hepatocitos humanos sea de naturaleza proteica.
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10. DISCUSION

10.1 Presencia de acido sialico en la superficie de monocitos humanos de
sangre periférica y hepatocitos de la linea celular HepG2

En el presente trabajo se propuso evaluar la posible participacién del Sia en las
interacciones tempranas (union, internalizacion) del DENV con sus principales
células diana (monocitos y hepatocitos humanos), por lo que inicialmente se
verifico la presencia de Sia en la superficie de monocitos y hepatocitos humanos.
Se conoce que todas las células de mamiferos estan cubiertas de un glicocélix
denso que consiste en glicoproteinas, proteoglicanos y glicolipidos, diferentes
glicoconjugados presentan cadenas de glicanos que contienen Sia. Sin embargo,
este azucar tiene una distribucién diferencial dependiendo del tipo celular del que
se trate. Mas aun, se propone que por la presion de seleccion ejercida por los
patbgenos que usan a Sia como receptor para infectar a su célula hospedera, la
expresion de Sia esté altamente regulada (Gagneux et al., 2003).

Se decidié utilizar monocitos humanos obtenidos de sangre periférica de
donadores sanos, ya que no existe un modelo animal para el estudio del Dengue.
Las células diana humanas permiten tener una aproximacion mas real de lo que
puede suceder in vivo durante la infeccion por DENV. Ademas existen pocos
estudios relacionados con las interacciones tempranas del DENV en cultivos
primarios de monocitos humanos, ya que en la mayor parte de estos, se utilizan
lineas celulares como la THP-1 o la U937.

Para evaluar la presencia de Sia en la superficie celular se utilizo la lectina SNA

que une al acido sialico presente en las cadenas de glicanos en conformacion
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a2,6. Se pudo observar en las micrografias (9.4) que los monocitos primarios
humanos contienen Sia de manera abundante en la superficie celular, la
distribucion de esta molécula es uniforme. La intensidad de la fluorescencia
presente opacaba incluso a la de los nucleos tefiidos con DAPI. Posteriormente se
evalub mediante citometria de flujo la proporcion de células que contenian este
carbohidrato. Encontramos que el 99.4% de la poblacibn de monocitos contiene
estructuras sialidadas y al comparar MIF, nuestros datos correlacionaron a los
previamente reportados por Videira y colaboradores en 2008, en los cuales se
analizé una poblacién de monocitos extraidos de sangre periférica de donadores
sanos, reportando valores de MIF= 500 para la presencia de Sia. En el presente
trabajos obtuvimos una MIF= 584. En el reporte de Videira, se evalud la expresion
de Sia en referencia al nivel de la diferenciacion celular (los monocitos expresaron
menor cantidad de Sia que los macrofagos o células dendriticas derivadas de
monocitos). En el presente trabajo, los niveles de expresion de Sia en la superficie
de los monocitos humanos, correlacionaban, ya sea detectandose mediante
citometria de flujo o por microscopia confocal, por lo que se consideré un buen
modelo de estudio.

En referencia a los hepatocitos de la linea celular humana HepG2 y de acuerdo a
la literatura previa (Wang, 2005), en donde se ha propuesto que los niveles de
expresion de Sia depende de diferentes sialiltransferasas y que la actividad de
estas enzimas se modifican drasticamente durante la transformacion celular, no se
conocia si esta linea celular en particular expresaria Sia, por lo que inicialmente se

evalué tanto por citometria de flujo como mediante microscopia confocal la
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existencia de éste azucar a nivel de la superficie membranal. En las micrografias
de los hepatocitos (Fig. 9.5) se observé la presencia de Sia en superficie celular
aungue no en una distribucion uniforme como la que se observo en los monocitos
de sangre periférica y opuesto a lo esperado, su abundancia era también menor.
La poblacion celular de la linea HepG2 también era homogénea (94.5%).
Comparando la MIF con células obtenidas de cultivos primarios de los monocitos
de sangre periférica de personas sanas, se comprob6 que fue menor, con un valor

de MIF= 382.

10.2 Interaccion DENV-Sia en la superficie de monocitos humanos de sangre
periférica y hepatocitos humanos (HepG2)

Los monocitos son las principales células blanco para el DENV y juegan un papel
importante durante la diseminacion viral en el hospedero humano (Gubler 1998;
Halstead 1988). Mientras que el papel del higado durante la infeccién por DENV
generalmente ha sido subestimado, aunque en el DS se presentan niveles
elevados de enzimas hepaticas. Algunos reportes recientes sugieren que el
higado es uno de los érganos blanco para DENV y que los hepatocitos son un sitio
importante durante la replicacion viral in vivo (Hilgark and Stockert, 2000).

Para evaluar el DENV reconoce estructuras Sia a nivel de la superficie membranal
tanto de monocitos primarios como de hepatocitos (HepG2) humanos, se utilizd un
ensayo de co-localizacion, que consiste en marcar a dos 0 mas moléculas en la
misma seccion, con fluoréforos que presenten diferentes espectros de excitacion y

por lo tanto se visualicen en diferentes colores, es decir se sobreposicionen o
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sobrelapen. Este ensayo de interaccion es una propuesta de nuestro grupo, ya
que en la literatura general, los ensayos de interaccion se desarrollan con virus
marcados radioactivamente lo cual es costoso y con riesgos de seguridad. En los
ensayos de co-localizacion, se utilizaron tanto anticuerpos como lectinas.
Anteriormente se consideraba como posible inconveniente de los ensayos de co-
localizacion que representa una técnica aparentemente cualitativa. Sin embargo,
actualmente existen programas como el Biophotonics de Image J que permiten
analizar las micrografias con valor cuantitativo, como el sefialamiento de los
lugares de co-localizacion, los diagramas de dispersion de color y el indice de
Mandel.

En el presente trabajo se observo que para el caso de los monocitos humanos de
sangre periférica hubo una elevada co-localizacion que se evidencié mediante la
presencia de pixeles blancos como se muestra en las micrografias 9.8E y 9.9E.
Asimismo, el indice de Mandel fue mayor a 0.5 en ambas micrografias, lo que
confirma la presencia de co-localizacién del DENV con Sia presente en monocitos
de sangre periférica a nivel de superficie celular.

Con respecto a los hepatocitos de la linea celular HepG2, el resultado del ensayo
de co-localizacion fue menor al observado en monocitos, que se puede observar
en la micrografia 9.11E, Los sitios de co-localizacion fueron pocos. Sin embargo,
la micrografia 9.12E que representa la toma de una sola célula, muestra que
existen varios sitios de co-localizacion del DENV-Sia en el hepatocito, estos sitios
se indican en pixeles blancos. El indice de Mandel en estas muestras fue de

0.4085. En referencia a la interaccion de posibles receptores con DENV en lineas

99



celulares hepéticas, existen estudios contradictorios, algunos sugieren que las
células HepG2 pueden saturarse con DENV-1, con una unibn maxima de
aproximadamente 10* particulas virales por célula (Marianneau et al., 1996), otros
indican que los hepatocitos de las lineas Huh7 y HepG2 no se saturan en
presencia de diferentes titulos del DENV (Hilgark y Stockert, 2000; Suksanpaisan

y Smith, 2003).

10.3 Ensayos de internalizacién del DENV en ausencia y presencia de Sia en
monocitos y hepatocitos humanos (HepG2).

Como ya se mencion6 anteriormente, un receptor putativo puede ademas de
concentrar particulas virales en la superficie celular, desencadenar diferentes
procesos de endocitosis para que el virus pueda ser internalizado al citoplasma
donde posteriormente se replica. Con objeto de evaluar si el Sia participa durante
la internalizacion del DENV en sus células diana, se llevaron a cabo diferentes
ensayos de internalizacion viral en cultivos celulares pretratados con
neuraminidasa (enzima que cataliza la hidrolisis de los enlaces de Sia en sus
diferentes configuraciones). Como control negativo se utilizaron células tratadas
con tripsina. Los diferentes tratamientos se llevaron a cabo previamente a la
incubacion con el DENV. En el caso de los monocitos humanos, se encontré que
la internalizacion del DENV fue dosis dependiente, es decir, que un aumento de la
cantidad de particulas virales correlaciond con una mayor internalizacion, lo que
se observa en la figura 9.15. De manera interesante, observamos que tanto para

una MOI 5 como para MOI 10 al rasurar el Sia presente en la superficie celular, la
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internalizacion viral se elimind. Al compararlo con el control negativo, el cual
fueron células tratadas con tripsina corroboramos que el receptor del DENV-2 en
monocitos es principalmente de naturaleza proteica, aunque existié un pequefio
porcentaje de particulas virales que pudo internalizar lo que permite proponer que
existen otras vias de entrada del DENV en los monocitos de sangre periférica. De
manera similar a nuestros resultados, en 1993 Mady y colaboradores observaron
que utilizando concentraciones elevadas (aproximadamente 5 unidades/ml) de
neuraminidasa en células K562 (que es una linea humana de eritroleucemia), la
infeccién con DENV-2 disminuy6 considerablemente. Mas aun, Thaisombbonsuk y
colaboradores en 2005, reportaron que la neuraminidasa reduce la union del
DENV-2 a las superficies de las lineas celulares de mamifero LLC-MK2 y Vero e
incluso postulan que el receptor de superficie en las células blanco podria
contener motivos de acido sialico y que la proteina de envoltura del DENV tal vez
contenga un dominio que reconoceria estos motivos.

La mayor parte de la literatura se ha enfocado a estudiar las interacciones
tempranas del DENV con receptores principalmente de origen proteico y muy
pocos de ellos han evaluado este tipo de interacciones que un virus con los
carbohidratos, aunque su presencia es ubicua, su disponibilidad al exterior celular
es realmente importante. Por ejemplo y como ya se menciond anteriormente, los
monocitos y macréfagos han sido identificados como los blancos celulares
primarios a través de la participacion de los receptores FCyR1 y FcyRIl que
reconocen la region constante de las moléculas IgG heterotipicos no

neutralizantes. Sin embargo, en monocitos humanos adherentes se observo la

101



presencia de posibles receptores sensibles a tripsina, ademas de los receptores
Fc que son resistentes a la accion de la tripsina (Daughaday et al., 1981). Estos
receptores sensibles a tripsina fueron postulados como los receptores de alta
afinidad para DENV en el curso de una infeccion primaria (en ausencia de
anticuerpos de reaccion cruzada). Posteriormente, Chen y colaboradores, en 1999
detectaron una inhibiciéon con LPS dependiente de CD14 durante la unién de
DENV en monocitos humanos primarios, sugiriendo la existencia de una molécula
acoplada a CD14 que funcionara como un receptor para el DENV. En el 2005
Reyes-Del Valle y colaboradores identificaron como receptor putativo para DENV
a la hsp90, aunque es un miembro de la familia de chaperonas moleculares que
residen primordialmente dentro de la célula, hsp70 y hsp90 pueden estar
asociadas con la membrana celular en las balsas lipidicas durante la infeccion
celular con el DENV.

Existen a la fecha multiples estudios que intentar identificar los posibles receptores
para el DENV en monocitos-macrofagos. Sin embargo, estos se han llevado a
cabo utilizando lineas celulares transformadas y la infeccién de estas células no
logra ser reproducida en modelos in vitro, a pesar de utilizar multiplicidades de
infeccion muy elevadas. (Diamond et al., 2000; Lin et al., 1998). Por ejemplo,
Moreno-Altamirano y colaboradores en 2002 refieren que el DENV-2 solo
reconoce a las proteinas de macréfagos derivados de monocitos diferenciados de
la linea celular U937, mientras que este mismo virus no logro reconocer alguna
proteina en los extractos celulares de monocitos no diferenciados. Por lo que no

es recomendable llevar a cabo este tipo de ensayos en lineas celulares
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transformadas. En el presente estudio se encontré que el DENV interacciona con
Sia en la superficie celular de monocitos humanos de sangre periférica y mas adn
esta molécula también es capaz de participar durante la internalizacién viral en
monocitos. Sin embargo, en estudios posteriores se tiene que llevar a cabo tanto
la identificacion de los glicoconjugados que participan en estos procesos (unién e
internalizacion viral). La internalizacion del DENV en células diana conlleva una
activacion de las mismas. En un estudio llevado a cabo por nuestro grupo de
trabajo Garcia-Pillado en 2011, demostré que la infeccion por DENV-2 produce
una activacion de células monociticas de la linea celular THP-1 lo cual es
importante tanto en el proceso pro-inflamatorio a través de la produccion de TNFa;
como en la respuesta pro-coagulante con la expresion del receptor trombogénico:
Factor Tisular. Ambos efectores actualmente estan implicados en la patogénesis
del DS.

En el caso de los hepatocitos, el efecto del tratamiento con la sialidasa
(neuraminidasa) fue contrario al observado en los monocitos. En la figura 9.16
observamos que a una MOI 5, cuando se retira Sia de la superficie celular de los
hepatocitos, probablemente se desenmascaran los sitios especificos de
interaccion en el receptor celular favoreciendo un incremento en la internalizacion
del DENV a mas del doble de particulas virales, y aunque en una MOI 10 también
se observo un incremento en la internalizacion viral, pero en este caso fue menor
de la mitad. En las células tratadas con tripsina, la internalizacion fue nula.
Concordando con nuestros resultados Marianneau y colaboradores en 1996

reportaron que la adhesion del DENV-1 a células Vero y HepG2 fue reducida
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cuando las membranas se trataron con enzimas proteolicas, por lo que postularon
gue al menos una de las moléculas de superficie involucradas en la union viral es
de origen proteico.

Sin embargo, el incremento en la internalizacion del DENV en las células HepG2
tratadas con neuraminidasa, nos permite postular que al retirar al Sia en superficie
celular existe posiblemente un re-arreglo en las proteinas de superficie que
conlleve a que el posible receptor de DENV-2 en hepatocitos quede mas expuesto
y por lo tanto haya una mayor internalizacién, aunque esta hipotesis tendria que
ser estudiada.

Por otro lado, Jindadamrongwech y colaboradores en 2004, identificaron otro
posible receptor para el DENV-2 en hepatocitos, el GRP78 o BiP que es también
un miembro de la familia de chaperonas moleculares como hsp90 o hsp70. Ya que
estas proteinas habian sido identificadas como receptores para DENV en
monocitos/macréfagos, se pensd que tal vez la identificacion pudo haber sido
errébnea y que en realidad se trataba de hsp90 y hsp70 pero en células hepaticas.
Sin embargo, Cabrera-Hernandez y colaboradores en 2007, demostraron que el
complejo hsp70/90 no interviene en la internalizacion de los virus dengue en
células hepaticas, a través de ensayos de inhibicion de la infeccion en células
HepG2 en presencia de anticuerpos dirigidos contra hsp70 y hsp90. También se
encontré que no existio inhibicion de la entrada del virus en estas células pero si
observaron un ligero incremento de la infeccidon. Asimismo, también se presento
un incremento en la entrada del DENV en presencia de anticuerpos anti-hsp70.

Los autores proponen que las células HepG2 expresan el complejo
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CD14/hsp70/hsp90 en una forma funcional y que mientras el virus es capaz de
unirse a este complejo, no resulta en una infeccion productiva del virus.

En base a lo encontrado en el presente trabajo, se puede postular que la
interaccion del DENV con sialoconjugados presentes en la superficie de los
monocitos de sangre periférica y en hepatocitos de la linea celular HepG2 sea
diferente. Apoyando a esta propuesta, Bielefeldt-Ohmann y colaboradores en 2001
a través de un estudio donde utilizaron los 4 serotipos de DENV y células de
macrofago, células T y B, proponen que el DENV utiliza multiples moléculas de
superficie celular para unirse y para infectar a sus células blanco. Ademas las
moléculas de union del DENV en la membrana de la célula blanco pueden variar
entre los tipos celulares y también variar para los diferentes serotipos de DENV.
Finalmente, se propone que el DENV al coexistir en la naturaleza entre el humano
y el mosquito vector, pueda usar moléculas de diferente naturaleza para infectar a
diversos tipos celulares y esto concordaria con el amplio tropismo que presenta
este virus. Ya que es un virus de RNA, las mutaciones que puedan presentarse en
la proteina de envoltura le conferirian la habilidad para reconocer diferentes
estructuras. Ademas, basados en los reportes hasta ahora disponibles parece
evidente que la unién y la internalizacion de los DENV son procesos en multipasos
que involucran una union ordenada y secuencial de varias moléculas en la
superficie celular a través de reconocimiento de multiples epitopos en la proteina

de envoltura (McBride y Bielefeldt-Ohmann, 2000).
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11. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se cumplieron los objetivos planteados en mi tesis de
maestria. Se demostré6 que los monocitos humanos de sangre periférica y los
hepatocitos humanos de la linea HepG2 presentan diferentes niveles de Sia a
nivel de la superficie celular. También se encontr6é que Sia puede participar en las
interacciones tempranas de monocitos humanos de sangre periférica, tanto en la
union en superficie celular al co-localizar con el DENV como en la internalizacion
de virus dentro de la célula. Sin embargo, en los hepatocitos de la linea celular
HepG2, aunque se observo co-localizacién del DENV con estructuras sialidadas,
no sabemos si este tipo de estructuras estan protegiendo (6 enmascarando) al
receptor de alta afinidad en la superficie del hepatocito, y al retirar al Sia la
internalizacion viral puede incrementarse. Esto apoyaria la hipotesis de que el
DENV reconoce estructuras diferentes de acuerdo a la estirpe celular. Sin
embargo, se propone que la participacion del glicocalix celular puede participar de
manera importante modulando las interacciones muy tempranas de los DENV con

sus células diana.
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12. PERSPECTIVAS

Los resultados de esta tesis permiten realizar otras preguntas acerca de la posible
propuesta del Sia como receptor putativo del DENV en monocitos humanos
primarios:

1. Llevar a cabo ensayos de competencia para DENV en presencia de Sia
libre en monocitos humanos.

2. ldentificar mediante ensayos de overlay las posibles sialoproteinas a las
cuales se une el DENV a partir de proteinas membranales de los monocitos
humanos con y sin tratamiento de neuraminidasa para su identificacion
posterior mediante espectroscopia de masas.

3. Realizar ensayos de la posible inhibicion de la internalizacion viral en

presencia de los gliconjugados identificados.
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