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RESUMEN

El Dengue, se considera la infeccion transmitida por artropodos mas importante a
nivel mundial, con un estimado de 390 millones de casos anuales. Clinicamente
presenta un espectro clinico muy amplio, que va desde un sindrome febril
inespecifico que es autolimitante (90-95% de los casos), hasta las formas severas
de la enfermedad que se caracterizan por fiebre elevada, trombocitopenia, aumento
en la permeabilidad vascular, hemorragia y/o dafio al endotelio vascular conocido
como vasculopatia por Dengue, que puede dar lugar al Sindrome de choque por
Dengue (DSS), cuya mortalidad es muy elevada. En nuestro grupo previamente
reportamos que el virus Dengue (DENV) es capaz de interaccionar con el
plasmindgeno humano, favoreciendo su activacion a plasmina, enzima responsable
de la degradacién de los coagulos de fibrina y la liberacion de fibrinopéptidos, los
cuales pueden participar en el proceso inflamatorio a nivel del endotelio vascular.
Asi mismo, se ha reportado que proteasas de serina, pueden hidrolizar a proteinas
presentes en las uniones adherentes, que participan en la barrera endotelial, como
la VE-Cadherina, favoreciendo un incremento en la permeabilidad vascular. Con
base en lo anterior, nos propusimos evaluar la participacion del sistema
plasminégeno-plasmina en la vasculopatia por Dengue (permeabilidad vascular)
presente en los casos de Dengue Severo como el DSS. La activacion del
plasminégeno por interaccion con el DENV se evalu6 in vitro mediante ensayo
cromogénico. El efecto que tiene la plasmina, generada por interaccion con DENV,
para hidrolizar la proteina de uniébn VE-Cadherina se determiné mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida. Este mismo efecto se observdé mediante
inmunohistoquimica, para lo cual, cultivos de células endoteliales se crecieron a
confluencia, se incubaron con plasmina a diferentes tiempos y se evaluaron las
uniones adherentes con ayuda de un anticuerpo especifico para VE-Cadherina.
Paralelamente, se llevaron a cabo ensayos de permeabilidad endotelial, en sistema
transwell, que permitio determinar el efecto de la plasmina en la barrera endotelial.
Los datos obtenidos, muestran que la plasmina, mediante hidrdlisis, puede degradar
la VE-Cadherina endotelial, principal proteina de uniones adherentes, y que esta

degradacion favorece un incremento en la permeabilidad endotelial a las 24 horas.



Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten proponer que durante la
infeccion por DENV, la activacion del plasmindgeno por la interaccion con el virus
favorece la pérdida de barrera endotelial, con un incremento en la permeabilidad del
endotelio vascular, lo que podria explicar la instalacion del Sindrome de choque por

Dengue, descrito en los casos severos de la enfermedad.



DENGUE SEVERO: PARTICIPACION DEL SISTEMA PLASMINOGENO-
PLASMINA EN EL DANO AL ENDOTELIO VASCULAR

I. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia y transmision del virus Dengue

El Dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos de mas rapida
propagacion y transmision a nivel mundial, la cual puede ser causada por cualquiera
de los cuatro serotipos del virus dengue (DENV 1-4), y puede ser transmitido por
mosquitos hembra del género Aedes, A. aegypti y A. albopictus. En regiones
tropicales y subtropicales, el dengue es un problema de salud publica muy
importante, con un impacto socio econémico muy elevado (Guzman & Harris, 2015).
De acuerdo a la Organizacion mundial de la salud (OMS) anualmente ocurren 390
millones de casos a nivel mundial, de los cuales 96 millones llegan a presentar
manifestaciones clinicas. Se estima que 50% de la poblacion mundial vive en zonas
donde el dengue es endémico; esto comprende 128 paises ubicados en regiones
del sureste asiatico, el Continente Americano, la region del pacifico occidental,
Africa y regiones del mediterraneo que se localizan en zonas tropicales y
subtropicales (Figura 1) (OMS, 2009). Actualmente existe un incremento progresivo
de brotes en la India y en la region Este del mediterrdneo, asi como reportes de
casos de dengue severo en Pakistan, Arabia Saudita, Sudan, Yemen y Madagascar;
asi como actividad reemergente documentada en Hawai, las islas Galapagos, la isla
de Pascua, Hong Kong y Buenos Aires, y reportes de aparicién de diferentes
serotipos circulantes en Florida, el sureste de Francia y en la Isla de Madeira en
Portugal (Guzman & Harris, 2015). Este incremento se debe a la creciente
expansion geografica a nuevos paises, el cambio climatico, la migracion de
poblaciones y esto asociado también a la adaptacion de mosquitos del género
Aedes al proceso de urbanizacion aumentando el riesgo de transmision (Singh &
Ruzek, 2014).

La transmision efectiva del DENV es multifactorial, incluyendo factores tanto del
huésped, el mosquito vector, el serotipo viral, factores epidemiolégicos vy
medioambientales (OMS, 2009). El ciclo de transmision del DENV inicia cuando la
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hembra de mosquitos del género Aedes, principalmente Aedes aegypti o Aedes
albopictus se alimentan de una persona infectada que se encuentra en la fase de
viremia, y se hace portador del virus, el cual se replica dentro del mosquito en un
periodo que se conoce como incubacion extrinseca, que dura entre 7 y 10 dias.
Cuando el mosquito vuelve a alimentarse, es capaz de transmitir el virus a un nuevo
hospedero por el resto de su vida. En el huésped vertebrado, el DENV se replica en
un periodo que oscila entre los 5 y 15 dias posterior a la picadura, al cual se le

conoce como periodo de incubacién intrinseca (CDC, 2015)
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Figura 1. Distribucién geografica de los paises en riesgo que han reportado la presencia
de la enfermedad de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud. Modificado de Guzman
MG & Harris E. 2015. Dengue. The Lancet. 385(9966):453-465

1.2 Genomay caracteristicas bioquimicas del virus Dengue

El DENV, pertenece a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus del cual se han
descrito cuatro serotipos genéticamente relacionados, pero antigénicamente
diferentes que se denominan como DENV-1 al DENV-4 (Vervaeke et al, 2015). El
genoma del virus consta de un ARN de cadena sencilla de polaridad positiva que

contiene aproximadamente 11, 000 pb con un marco abierto de lectura Unico, que



codifica para una poliproteina que es modificada postraduccionalmente dando lugar
a tres proteinas estructurales, proteina C , proteina de capside, la proteina priM,
proteina precursora de membrana y la proteina E de envoltura, asi como siete
proteinas no estructurales (NS, por las siglas en ingles Non Structural)
NS1/2A/2B/3/4A/4B/5, dentro de las cuales se encuentran las enzimas necesarias
para la replicacion viral y cuyas funciones se describen a continuacion (Figura 2A).
La proteina NS1 tiene la capacidad de fijar el complemento, la proteina NS3 es una
proteina que presenta diferentes actividades: De proteasa en el extremo amino
terminal, con funcion similar a la quimiotripsina, perteneciente al grupo de las
proteasas de serina, y también presenta funcion de ARN helicasa y NTPasa esto en
el extremo carboxilo terminal, utilizando como cofactores a las proteinas NS2A y
NS2B. La proteina NS5 es también bifuncional con un dominio metiltransferasa en
el extremo amino terminal, mientras que en el extremo carboxilo tiene un dominio
de RNA polimerasa dependiente de ARN vy utiliza a las proteinas NS4A y NS4B
como cofactores (Perera & Kuhn, 2008). El genoma del DENV presenta dos
regiones UTR, el extremo 5  se encuentra protegido por el cap m’G5 ppp5°A,
mientras que el extremo 3" carece de la secuencia poli-A, pero se encuentra
protegido por la estructura secundaria que forma la region UTR. El genoma esta
rodeado por una nucleocapside de simetria icosaédrica, la cual esta constituida por
la proteina C y una envoltura lipidica de 10 nm de grosor, dentro de la cual se
encuentran embebidas las proteinas M y E. El viribn completo mide alrededor de 50

- 60 nm de didmetro y tiene forma esférica (Figura 2B) (Whitehead et al., 2007).
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Figura 2. Genoma y estructura del virus Dengue. A) Poliproteina codificada por ARN
gendmico. Modificado de Perera, R & Khun, R.J. 2008. Structural Proteomics of Dengue
Virus. B) composicion estructural del virion. Modificado de Swiss Institute of Bioinformatics.

1.3 Ciclo de replicacién viral

Una vez que el virus es internalizado en del huésped mediante la picadura del
mosquito, las particulas virales se internalizan en células blanco por endocitosis
mediada por el receptor. Una vez formado en endosoma temprano, a este se acopla
una ATPasa tipo V, favoreciendo la acidificacion del mismo, lo que induce una
trimerizacion de la proteina E y la fusion de la membrana viral con la membrana
celular, esto promueve la liberacion del genoma viral. Posteriormente, se lleva a
cabo la traduccion de la poliproteina viral, la cual es procesada
postraduccionalmente produciendo las tres proteinas estructurales (C, prMy E) y
las siete proteinas no estructurales NS1/2A/2B/3/4A/4B/5 (Gubler et al, 2014). El
péptido sefal de la proteina trasloca a la proteina NS1, asi como los ectodominios
de las proteinas prM y E hacia el lumen del reticulo endoplasmico, mientras que las
proteinas C, NS3 y NS5 quedan localizadas del lado citoplasmatico, las proteinas
NS2 A/B y NS4 A/B se conservan como proteinas transmembrana (Perera & Kuhn,
2008). El complejo de replicacién de las proteinas no estructurales, en el cual
participa la proteina NS3, la cual como se ha descrito en su extremo amino terminal
posee actividad de proteasa, llevando a cabo la ruptura de la poliproteina viral en
los sitios NS2B-NS3, NS3-NS4A y NS4B-NS5, asi como en los sitios internos de las
proteinas C, NS2A y NS4A. Las dos funciones que presenta la proteina NS5
(metiltransferasa en el extremo amino terminal y de RNA polimerasa dependiente
de RNA en el extremo carboxilo terminal) estan involucradas en la sintesis de novo
de la cadena negativa del RNA usando como molde el genoma viral, estas cadenas
negativas seran posteriormente utilizadas como moldes para la sintesis de cadenas
positivas (Junjhon et al. 2010). ElI ARN sintetizado y las proteinas de la capside son
posteriormente envueltas por la membrana reticular durante el ensamblaje de los
viriones inmaduros que emergen del reticulo endoplasmico. Estas particulas virales
son transportadas a través del sistema secretor del aparato de Golgi (red trans-

Golgi). Dentro de esta red, el pH acido favorece la accion de la furina, enzima celular
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que corta la unién del péptido pr de la proteina M, formando una particula viral
madura. Durante el paso de las particulas virales a través del aparato de Golgi, se
llevan a cabo rearreglos estructurales en la cdpside viral en el que se glicosila la
proteina E. Concluido este proceso los virus son liberados mediante exocitosis
(Figura 3) (Perera & Kuhn, 2008).

Figura 3. Ciclo de replicacion viral del DENV. Modificado de Gubler et al. 2014 A) Fijacion
B) Endocitosis C) Liberacion del genoma D) Traduccion E) Replicacion F) Ensamblaje G)
Secrecion  H) Maduracion 1) Liberacion viriones

1.4 Manifestaciones clinicas y clasificacion de casos

El Dengue tiene un amplio espectro de presentaciones clinicas, a menudo con
evolucion clinica y resultados impredecibles. Aunque la mayoria de los pacientes se
recuperan después de un curso clinico benigno y de resolucion espontanea (90-
95% del total de casos), una pequefia proporcién (5-10% de los casos), progresa a
una enfermedad grave, caracterizada principalmente por un aumento en la
permeabilidad vascular, con hemorragia o trastornos en la coagulacion (Corrales &
Hun, 2012). La primera clasificacion para la enfermedad del Dengue fue

implementada por la OMS en el afio 1974 y fue posteriormente evaluada en 1997.
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Esta clasificaba la enfermedad en tres categorias: fiebre del dengue (DF, por sus
siglas en inglés), fiebre hemorragica del dengue (DHF, por sus siglas en inglés) y el
sindrome de choque por dengue (DSS, por sus siglas en inglés) (Alexander et al.,
2011). La definicibn de caso para DHF se basaba en cuatro criterios: Fiebre,
manifestaciones hemorragicas, trombocitopenia (<100, 000 plaguetas/mm?3) asi
como evidencia de fuga de plasma (efusion pleural, ascitis o hemoconcentracién
220% o hipoproteinemia). En la definicion de caso de DSS la OMS lo definia con
choque hipotensivo o una reduccion en el pulso mas los signos clinicos de choque.
Sin embargo, se encontraron limitaciones en cuanto a su complejidad y
aplicabilidad, particularmente en pacientes con signos y/o sintomas severos. El
reconocimiento de estas limitaciones llevd a los expertos de investigacién de
enfermedades tropicales (TDR, Tropical Disease Research) de la OMS a realizar un
estudio multicéntrico en cuatro paises de Asia y tres paises de América Latina. De
este estudio surgioé un nuevo esquema de clasificacion (Alexander et al., 2011). La
nueva clasificacion divide la enfermedad en dos grupos: Dengue no grave (DNG)
que se divide en dengue sin signos de alarma (DSSA) y dengue con signos de
alarma (DCSA) y el segundo grupo es el del dengue severo (DS) (Narvaez et al.,
2011)

La definicion de caso en pacientes con DSSA, comprende sintomas de malestar
general como nauseas, vomito, prurito y leucopenia. Estos pacientes pueden o no
llegar a presentar dolor abdominal intenso o presentar abdomen doloroso a la
palpacion, vémitos persistentes, sangrado de mucosas, hepatomegalia (>2 cm),
signos que indigquen la acumulacion de fluidos y puede presentarse un aumento en
el hematocrito, estos son considerados signos de alarma y requieren de estricta
observacion e intervencion médica. En conjunto DSSA y DCSA representan el 90-
95% de los casos, en la que la enfermedad es auto limitada y es considerado como
DNG. En la definicién de caso para DS presenta ya manifestaciones hemorragicas,
acumulacion de liguidos, en algunos casos con insuficiencia respiratoria (derrame
pleural), extravasacion del plasma debido a un aumento en la permeabilidad
vascular; este aumento en la permeabilidad vascular puede conducir DSS, en el que

puede existir un compromiso grave 6rganos, en algunos casos se puede presentar
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alteracion de la conciencia; este grupo representa de un 5-10% del total de casos.
La letalidad puede variar de un 2-10% si no se cuenta con atencion meédica
adecuada. (OMS, 2009)

1.4.1 Fases de la enfermedad

De acuerdo a la guia de diagnédstico de la enfermedad publicada por la OMS,
posterior al periodo de incubacion viral, la enfermedad inicia de manera abrupta y

presenta tres fases de evolucién: fase febril, fase critica y fase de convalecencia.

1.4.1.1 Fase febril

Aparece de forma abrupta con un aumento brusco en la temperatura corporal
mayor a los 38°C y tiene un periodo de duracion que va de los dos a los siete dias
y puede o no estar acompafiada de rubor facial, eritema de la piel, dolor corporal
generalizado, mialgias, artralgias y cefaleas. Algunos pacientes pueden presentar
dolor de garganta, anorexia, nauseas y vomito. El higado a menudo esta aumentado
de tamafio y blando al tacto después de algunos dias de fiebre. La anormalidad mas
temprana en el cuadro hematico es una reduccidon progresiva de los glébulos

blancos totales.

1.4.1.2 Fase critica

Esta fase se ve relacionada con la disminucion de la fiebre (defervescencia) por
debajo de los 38°C, esto oscila entre el tercer y séptimo dia del inicio de los
sintomas, se puede presentar un aumento en la permeabilidad capilar en el que
puede 0 no observarse un aumento en los valores del hematocrito. Este punto es el
gue marca el inicio de esta fase. El periodo de extravasacion del plasma dura entre
24 y 48 horas; esto precedido por una leucopenia progresiva y una disminucion
rapida del conteo plaquetario. Es en este punto en el que los pacientes que no

presentan un aumento en la permeabilidad capilar mejoran, mientras que los que
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presentan un aumento en la permeabilidad pueden empeorar por perdida del
volumen plasmético, el cual puede variar. El valor aumentado en el hematocrito a
menudo refleja la gravedad de la extravasacion de plasma. El choque se presenta
cuando hay una perdida critica del volumen plasmatico, que a menudo es precedido
por signos de alerta como por ejemplo un descenso en la temperatura por debajo
de los 37°C. Si el choque es prolongado, se puede presentar un dafio organico
progresivo debido a la hipoperfusién, se presenta acidosis metabdlica y coagulacion
extravascular diseminada. Esto evoluciona a hemorragias mas severas en donde
se observa una disminucion muy marcada en el hematocrito asociado a un estado
de choque grave. Otra observacién general es que hay un aumento en el conteo de
glébulos blancos en pacientes con sangrado grave. También es posible que se

desarrolle un deterioro organico importante como hepatitis, encefalitis, miocarditis.

1.4.1.3 Fase de convalecencia

También denominada de recuperacion, se observa cuando el paciente sobrevive a
la fase critica de 24 a 48 horas. Dentro de las siguientes 48 a 72 horas tiene lugar
una reabsorcién gradual de liquidos del compartimiento extravascular, se observa
una mejoria general y se estabiliza el estado hemodinamico. El hematocrito se
estabiliza y el conteo de los leucocitos comienzan a elevarse generalmente posterior
al cese de la fiebre, aunque la recuperacion del nUmero de plaquetas es posterior

al aumento en el nUmero de los leucocitos.

1.5 Diagnostico y manejo de casos

La infeccién por DENV produce una gran diversidad de sintomas, muchos de los
cuales no son especificos por lo que no se puede hacer un diagnostico basado
Gnicamente en los sintomas clinicos. La confirmacion temprana del diagndstico
clinico por el laboratorio puede ser valiosa, ya que en algunas ocasiones la
evolucion clinica de la enfermedad de leve a grave se da en poco tiempo, llegando

en ocasiones a la muerte. La infeccién por DENV puede confundirse facilmente con
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enfermedades febriles no relacionadas con el Dengue. Segun el origen geografico
de la persona, se deben descartar otras causas incluyendo infecciones por otros
flavivirus, como Fiebre amarilla, Encefalitis japonesa, Nilo occidental o Zika; con
alfavirus como Chikungunya y otras causas de fiebre como malaria y leptospirosis
(OMS. 2009).

Las pruebas serolégicas se deben llevar a cabo para hacer el diferencial de la
infeccion de otras enfermedades y realizar el seguimiento epidemiologico. Las
pruebas especificas se basan en la deteccion de antigeno NS1 mediante ensayo de
imunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), el cual es
abundante en los primeros dias de infeccion. Sin embargo, la prueba de deteccién
de anticuerpos IgM e IgG es la prueba de eleccion, ya que pueden detectarse entre
4 y 5 dias posteriores a la aparicion de la fiebre (Beltran-Silva et al., 2016). La
segunda técnica utilizada para la confirmacion de los casos es la deteccion y
amplificacion del RNA viral mediante técnicas como RT-PCR o RT-PCR en tiempo
real (OMS,2009).

Como anteriormente se ha mencionado, generalmente la infeccién es autolimitada

y no se necesita de mayores cuidados. La hospitalizacién esta indicada para tomar
medidas preventivas como asegurar la ingesta correcta de liquidos y mantener la
temperatura por debajo de los 39°C. En los pacientes que presentan Dengue con
signos de alarma, con signos de shock o en estado de shock deben ser trasladados
de urgencia a un hospital. Los pacientes con Dengue grave en la fase critica de la
enfermedad requieren tratamiento de emergencia. El tratamiento mas eficaz para
prevenir muertes por extravasacion de plasma es el uso de rehidratacion
intravenosa con soluciones isotonicas y generalmente es la Unica intervencion que
se requiere. Las soluciones coloidales pueden utilizarse en caso de choque
hipotensivo. Es necesario registrar y evaluar los signos vitales, las curvas de
temperatura, hematocrito, diuresis, asi como pruebas funcionales hepaticas,
renales y evaluacion de los tiempos de coagulacion. Se recomienda la evaluacion a
las 48 de la desaparicion de la fiebre. La transfusion sanguinea esta unicamente
indicada en casos de sospecha de sangrado o existencia de sangrado masivo
(OMS, 2009).



II. ANTECEDENTES
2.1 El endotelio vascular

La pared vascular esta integrada por tres capas tisulares, describiendo el tejido de
la capa mas externa hacia la luz del vaso, se encuentra la tinica adventicia. La capa
de tejido conjuntivo mas externa, compuesta principalmente por colageno vy fibras
musculares elasticas. Después se localiza la tinica media, ubicada entre las otras
dos tunicas y consiste principalmente en estratos circunferenciales de células
musculares lisas. Por ultimo, se localiza la tinica intima, la capa mas interna de la
pared del vaso, conformada por tres componentes: una capa simple de células
endoteliales planas, denominado endotelio, la lamina basal de las células
endoteliales y la capa subendotelial compuesta por tejido conjuntivo laxo en el que
se pueden encontrar células musculares lisas (Ross & Wojciech, 2012). La
integridad del endotelio se mantiene por un complejo equilibrio funcional entre
multiples actividades celulares que modulan la actividad inhibitoria de la pared
vascular a trombosis o reacciones inflamatorias. Las uniones célula-célula tienen un
papel crucial en estos procesos porque no solo mantienen la adhesion intercelular,
sino que también transmiten sefiales intracelulares que modulan la inhibicién por
contacto del crecimiento celular, la formacion del lumen y las interacciones entre los
pericitos y las células del musculo liso. Por lo tanto, las condiciones que alteran las
uniones endoteliales podrian no solo aumentar la permeabilidad vascular abriendo
espacios intercelulares, sino también cambiar las respuestas de las células
endoteliales al ambiente y a las células que las rodean (Giannotta, Trani & Dejana,
2013). En los vasos sanguineos, es necesaria una adhesion célula-célula fuerte
para retener la sangre circulante del lumen del vaso, mientras la pared endotelial se
encuentra bajo presion. Sin embargo, el equilibrio entre la adhesion y la
permeabilidad dentro de los vasos sanguineos es adaptable, ya que la union
necesita conservar un potencial para debilitarse, por ejemplo, en la transmigracion

leucocitaria (Lagenijk & Hogan, 2015).

La region lateral de las células epiteliales se encuentra en contacto con las regiones

laterales opuestas de las células vecinas, que se caracteriza por la presencia de
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proteinas exclusivas y altamente especializadas de union que reciben el nombre de
complejo de union. Estos complejos estdn compuestos por tres tipos de uniones, la
primera de ellas son las uniones ocluyentes, también denominadas estrechas; estas
forman la barrera primaria a la difusion intercelular y se ubican en la zona mas apical
de las células. Las uniones estrechas limitan el movimiento de agua y moléculas a
través del espacio intercelular, impiden la migracién de lipidos y proteinas
especializadas de membrana entre la superficie apical y lateral, ademas de atraer
moléculas que sefalizan a la superficie celular y vincularlas con los filamentos de
actina del citoesqueleto. El segundo grupo son las uniones adherentes que proveen
estabilidad mecénica a las células endoteliales mediante la unién del citoesqueleto
de una célula con el citoesqueleto de la célula contigua, estas uniones son
importantes para crear y mantener la unidad estructural del epitelio, este tipo de
unién interacciona con los filamentos de actina y los filamentos intermedios. El tercer
grupo son las uniones comunicantes que permiten la comunicacion directa entre
células adyacentes mediante la difusion de moléculas pequefias como iones,
metabolitos o aminoacidos, estas uniones son importantes para mantener la

homeostasis de los 6rganos (Ross & Wojciech, 2012).

En las uniones estrechas la zonula ocludens es el componente mas apical del
complejo de unidn entre células epiteliales, no funciona como un sello continuo sino
como una serie de fusiones focales entre las células, las cuales son creadas por
proteinas transmembrana de células contiguas que se unen en el espacio
intercelular. Las uniones estrechas presentan tres grupos principales de proteinas
transmembrana: ocludinas, claudinas y molécula adhesiva de unién (JAM, por sus

siglas en inglés) (Ross & Wojciech, 2012).

Las uniones adherentes proveen adhesiones laterales entre célula-célula, donde
participan proteinas conocidas como moléculas de adhesion celular (CAM, por sus
siglas en inglés), dentro de las cuales se encuentran diferencias proteinas como
cadherinas, integrinas, selectinas y la superfamilia de inmunoglobulinas (IgSF, por
sus siglas en inglés) (Neissen & Gottardi, 2008).
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En las uniones adherentes, la adhesion es mediada por las cadherinas, que son
moléculas de adhesion dependientes de calcio. La cadherina vascular endotelial
(VE-Cadherina) estd conformada por una region extracelular, una regién
transmembrana y una region intracelular. La region extracelular esta constituida por
cinco dominios, nombrados de EC1-EC5. La proteina solo tiene un cruce
transmembrana. La regién intracelular es homologa a otros miembros de la familia
de las cadherinas, ejemplo de estas son la cadherina neural (N-cadherina) o la
cadherina epitelial (E-Cadherina) y comporten con ellas interaccién con proteinas
intracelulares como pl20-catenina o B-catenina (Figura 4) (Giannota, Trani &
Dejana, 2013). Una excepcion es la placoglobina, que est4 asociada comunmente
a desmosomas en células epiteliales, pero puede unirse directamente a VE-
cadherina en células endoteliales que carecen de desmosomas. Unicamente la VE-
cadherina se agrupa en las uniones célula-célula (Lagendijk & Hogan, 2015). La
adhesion celular entre las dos moléculas de VE- cadherina es de manera homofilica,
y es crucial para la organizacion vascular. La adhesion homofilica entre las dos
moléculas no requiere de la region citoplasmatica, sin embargo, esta region es
esencial para estabilizar la unién, e interacciona con moléculas que participan como
andamios moleculares o con actividad enziméatica como GTPasas, asi como
proteinas activadoras de las GTPasas (GAP, por sus siglas en inglés) (Lampugnani,
Dejana & Giampietro, 2017). Es por esto que las uniones adherentes pueden
transferir sefiales intracelulares y que comunican células que estan unidas entre si
para construir y mantener la organizacién vascular. La red de sefializacién mediada
por VE-cadherina es compleja y varia en diferentes condiciones funcionales y en la
vasculatura en crecimiento o en reposo. Como concepto general, el estado natural
de las células endoteliales en un vaso maduro es el de una monocapa confluente,
en el cual las uniones adherentes estan correctamente organizadas. En estas
condiciones la sefalizacion a través de la VE-cadherina promueve la estabilidad
vascular, asi como la inhibiciébn por contacto en el crecimiento, proteccion en la
activacion de la apoptosis y el control de la permeabilidad vascular (Gionnota, Tani
& Dejana, 2013).
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Figura 4. Esquema de VE-Cadherina. La interaccién homofilica ocurre en los ectodominios
extracelulares (EC) 1y 2. Modificado de Lagendijk & Hogan. 2015. VE- Cadherin in vascular
development: a coordinator of cell signaling and tissue morphogenesis.

2.2 El sistema plasmindgeno — plasmina

El sistema del plasmindégeno — plasmina o fibrinolitico, tiene como funcién principal,
la activacion del zimdgeno plasmindgeno a la enzima activa que es la plasmina, la
cual degrada al polimero insoluble fibrina, en fibrinopéptidos y en dimeros de fibrina
(dimero D). Similar a otros sistemas mediados por proteasas como el sistema del
complemento o el sistema de la coagulacion, se encuentra regulado por diferentes
activadores e inhibidores. (Deryugina & Quigley, 2012).

La activacion del plasminégeno en plasmina ocurre por un corte proteolitico
mediado por sus dos activadores fisiologicos, el activador del plasmindgeno tisular
(tPA) y el activador del plasminégeno tipo uroquinasa (uPA). El tPA se encuentra
relacionado con la activacion a nivel intravascular y depende de la presencia de la
fibrina, para participar en el proceso fibrinolitico, mientras que el uPA depende de
su unioén al receptor (UPAR), no requiere de la presencia de fibrina, es por esta razén
gue estd mas relacionada con la respuesta inflamatoria. La plasmina es una
endopeptidasa que hidroliza enlaces peptidicos en residuos de arginina y lisina, de
manera similar a la tripsina, teniendo una mayor especificidad por el residuo lisina.
(Syrovets et al., 2012). La fibrina es considerada el sustrato principal de la plasmina,
sin embargo, la plasmina también degrada proteinas de la matriz extracelular como
laminina, fibronectina, activacion de prohormonas asi como factores de crecimiento
(Peetermans et al., 2016; Syrovets et al., 2012).Este sistema se encuentra regulado
tanto a nivel de su activacion, por el inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1
y 2 (PAI, por sus siglas en inglés), como a nivel de la enzima activa por la a2-
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antiplasmina y en menor media por a2-macroglobulina (Figura 5) (Rijken & Lijnen,
2009).

2.2.1 Plasmindgeno

El plasminégeno humano es sintetizado en el higado, como una glicoproteina de
810 aminoécidos. Del extremo amino terminal son removidos 19 aminoacidos que
constituyen el péptido sefal. El plasmindgeno tiene un peso molecular aproximado
de 92 kDa y su concentracion en plasma va entre los 1.8 y 2 uM. La activacion de
la proenzima ocurre por un corte proteolitico en Arg®6! — Val®? por los activadores
tPA y UPA, y este corte permite la formacioén de una cadena ligera y una cadena
pesada unidas por dos puentes desulfuro. La cadena ligera (C-terminal) contiene la
triada His®%3, Asp®4® y Ser’#!, que conforman el sitio activo de proteasa serinica;
mientras que la cadena pesada (N-terminal) consiste de los 5 dominios kringle que
contienen los sitios de union lisina (LBS, lisine binding sites) que permiten la
interaccién con moléculas blanco o con receptores del plasmindgeno (PIgR) (Law
et al. 2013). La union a estos receptores facilita la activacion del plasminégeno a
plasmina, asi como la unién del complejo plasmina-receptor protege a la plasmina
de su inhibicion por la a2-antiplasmina. La remocion de un fragmento de 8 kDa en
el extremo amino terminal convierte al plasmindgeno nativo (Glu-Plg) en Lys-Plg,
ocasionando un cambio de conformacion de cerrado a abierto permitiendo una
interacciéon mas fuerte con las moléculas diana y facilitando también su activacion
(Xue et al., 2012).

2.2.2 Activadores e inhibidores del plasmindégeno

La activacion del plasmindégeno es un mecanismo finamente regulado debido a la
participacion en distintos procesos biolégicos. Este sistema se encuentra regulado
a nivel de la actividad de la plasmina, asi como a nivel de la activacion del
plasminégeno, mediante la sintesis y liberacion tanto de activadores como sus
inhibidores. El tPA es una proteasa serinica de 70 kDa conformada por 527

aminoacidos. Sin embargo, el tPA nativo contiene en el extremo amino terminal tres
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aminoacidos (Gly-Ala-Arg-). El tPA es convertido por la plasmina en dos cadenas
por hidrolisis en el enlace peptidico Arg?’>-1le?’® (Deryugina & Quigley, 2012); la
diferencia con el tPA de cadena sencilla es que esta Ultima es la enziméticamente
activa. EI amino terminal del tPA esta compuesto por varios dominios que tienen
homologia con otras proteinas. Un dominio tipo dedo (finger) que comprende los
residuos 4-50, un dominio similar al factor de crecimiento epidermal con los residuos
50-87, y dos dominios Kringle localizados en los residuos 87-176 y 179-262
respectivamente. La region constituida por los residuos 276-527 contiene la region
proteasa de serina que contiene el sitio catalitico compuesto por los residuos His3??,
Asp3’t y Ser#’® Estos distintos dominios estan involucrados en las diferentes
funciones de la enzima, incluyendo su union a la fibrina y la activacion del
plasminégeno, su rapida depuracién, asi como la unibn a sus receptores
(Peetermans et al.,, 2016). El tPA posee tres sitios potenciales para sufrir N-
Glicosilacion en Asnl?, Asn'8 y Asn#8 asi como un sitio de unién para sufrir O-
fucosilacion en el residuo Thrél. Es producido y secretado por las células
endoteliales y la activacion del plasminégeno mediada por tPA depende de la
presencia de fibrina, esto permite la lisis de depdsitos de fibrina intravasculares
(Rijken & Lijnen, 2009).

El uPA es una glicoproteina conformada por 411 aminoéacidos con un peso de 52
kDa. La triada catalitica se localiza en el extremo carboxilo terminal y esta
compuesto por Asp?®®, His?%4 y Ser3%6. En el extremo amino terminal posee un
dominio similar al factor de crecimiento epidermal localizado entre los residuos 5-
49, y un dominio Kringle formado por los residuos 50-131, el cual no posee LBS,
esto explica por qué el uPA se une directamente a la fibrina. En presencia de altas
concentraciones de plasmina se produce uPA de bajo peso molecular 33 kDa, por
hidrolisis en Lys'35-Lys!® (Rijken & Lijnen, 2009). El uPA se une a su receptor
(UPAR) y activa al plasmindgeno a nivel de la superficie celular, esta activacion del
plasminégeno a plasmina se involucra en la adhesion celular, asi como migracion
celular a traves de la matriz extracelular (Peteermans et al., 2016).

Para evitar una degradacién inespecifica en los tejidos por accién de la plasmina,
su actividad esta regulada no solo a nivel de la activacion de la plasmina, sino

también por su inactivacion directa. Los PIgR participan de manera indirecta en el
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control de la actividad de la plasmina a nivel de la superficie celular (Law et al.,
2013).

Los principales inhibidores de este sistema pertenecen al grupo de inhibidores de
proteasas serinicas conocidos también como serpinas. Estos inhibidores forman un
complejo estable entre la region del sitio activo de la proteasa blanco y el sitio
reactivo semejante al sustrato en la serpina. La proteasa corta el asa del sitio
reactivo de la serpina formandose un intermediario covalente enzima-acilo que
modifica el sitio activo de la enzima previniendo su desacilacion, de esta manera la
enzima queda inactiva (Figura 5) (Law et al., 2013).

El inhibidor de activador de plasmindgeno 1 (PAI-1, por sus siglas en inglés), es
una proteina monocatenaria formada por 379 aminoacidos y un peso de 52 kDa y
pertenece a la superfamilia de las serpinas. Forma un complejo 1:1 con ambos
activadores del plasminégeno, impidiendo asi su activacion (Gonzales et al., 2016).
La a2- antiplasmina es una glicoproteina monomérica que pesa 70 kDa y posee
aproximadamente 13% de carbohidratos. Esta formada por 464 aminoacidos. Su
sitio reactivo es en los residuos Arg®’6-Met3’” y se diferencia de otras serpinas por
tener un segundo sitio de union a la plasmina, interactuando con los kringles 1 — 3
de esta Ultima. Su concentracion en plasma oscila entre 1 — 1.2 uM (Syrovets et al.,
2012).

Algunos microorganismos han desarrollado estrategias moleculares para
mantener su capacidad de unir y activar diferentes componentes del sistema
plasmindgeno-plasmina. La presencia de activadores del plasminégeno por
diferentes microorganismos patdégenos, ha sido un particular punto de interés. Uno
de los activadores bacterianos mejor caracterizados es la estreptoquinasa (SK, por
sus siglas en inglés) secretada por bacterias del grupo streptococci (Degen, 2007).
Esta es una proteina extracelular, monocatenaria con tres dominios denominados
a, By y Yy no tiene actividad proteolitica. La activacion del plasminégeno la lleva a
cabo manera indirecta formando un complejo equimolar denominado complejo
activador SK-Plg (Kunamneni, Abdelghani & Ellaiah, 2007). La interaccion de los
dominios a y y con el plasminégeno induce un cambio conformacional en este
ultimo, exponiendo el sitio catalitico induciendo la activacion del plasmindgeno sin

la hidrolisis en Arg®!-val®62, La formacién del complejo SK-PLG puede una vez
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activo, activar otras moléculas de plasminégeno. El cambio conformacional protege

al plasmindégeno de ser inactivado por a2-antiplasmina (Peetermans, 2016).
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Figura 5. Estructura del plasminégeno y componentes del sistema fibrinolitico. Modificado
de Gonzales et al. 2016 Plasmin in parasitic chronic Infections: Friend or Foe? Trends in
Parasitology

3. Interaccion del sistema plasmindgeno - plasmina con patégenos

El sistema fibrinolitico constituye un potente sistema proteolitico que los patégenos
suelen utilizar para favorecer su diseminacién a través de las barreras tisulares. Solo
algunas bacterias muestran diferentes mecanismos para activar directamente al
plasmindégeno por la secrecion de activadores del plasmindgeno bacteriano, sin
embargo, un gran numero de patégenos desarrollaron mecanismos para unir al
plasminégeno a su superficie, facilitando la activacion del mismo (Peteermans et al.,
2016). Por otra parte, se ha descrito que durante la infeccidbn bacteriana hay un
aumento en la concentracion de los componentes del sistema fibrinolitico, esto por

efecto de exotoxinas bacterianas o la produccién de citocinas pro inflamatorias
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como IL-1B y TNF-a, que son liberadas durante el proceso infeccioso. (Mondino &
Blasi, 2004).

El secuestro de la actividad de la plasmina ha sido documentado para distintos
patégenos invasores como Cryptococcus neoformans, Helicobacter pylori, bacterias
como el estafilococo y estreptococo, influenza y Yersinia pestis. Cada uno de estos
microorganismos poseen diferentes mecanismos para beneficiarse de la activacion
del plasmindgeno e incrementar su potencial invasivo (Kornhonen et al., 2013). Esta
capacidad de invasion puede clasificarse en tres mecanismos: Degradacion de la
matriz extracelular, evasion de la respuesta inmune y degradacion de coagulos de
fibrina, los cuales se generan como mecanismo de contencién de la infeccion
(Raymund & Djordevic, 2015). Hay evidencia que muestra que las bacterias
dependen de la activacion del plasminégeno para atravesar monocapas confluentes
celulares, degradando la matriz extracelular lo que facilita la diseminacién
bacteriana (Attali et al., 2008). El efecto de la plasmina en la degradacion de la
matriz extracelular y la membrana basal ha sido demostrado para H. influenzae, S.
pneumoniae y N. meningitidis. Estos patégenos son los principales responsables de
meningitis bacteriana nosocomial. La capacidad de secuestrar a la plasmina puede
ser crucial para la invasion a sistema nervioso central, resaltando la importancia
clinica de esta interaccion. (Sun, 2006). Sin embargo, la activacién de este sistema
no solo es utilizado como mecanismo de invasion. Un segundo mecanismo es la
evasion a la respuesta inmune. Este mecanismo es muy benéfico para las bacterias
ya que favorece la degradacién de péptidos y proteinas involucradas en la primera
linea de defensa del huésped, este incluye proteinas del complemento, asi como
péptidos antimicrobianos. Un ejemplo muy bien descrito es la proteina Pla presente
en la membrana de Y. pestis, adhiere y activa al plasminégeno en la membrana
celular, la plasmina escinde a la proteina C3, por lo que no hay migracion de
macrofagos al sitio de infeccidn, asociandose a la falta de activacion del sistema del
complemento (Caulfield & Wyndham, 2012). La habilidad de estreptococos del
grupo A (GAS, por sus silgas en inglés) depende de su capacidad de invadir tejidos
y de evadir la respuesta inmune del hospedero (Torsten et al., 2014). Se ha
demostrado que la union del plasmindgeno a la membrana bacteriana, asi como la

activacion del mismo por accion de la estreptoquinasa (SK), contribuye de manera
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importante en la virulencia de bacterias que pertenecen a este grupo (Cook et al.,
2012). La activacion del plasmindgeno en la infeccion por GAS esté asociado a la
presencia de las lesiones necréticas y un aumento en la mortalidad (Sanderson-
Smith, et al., 2008). El tercer mecanismo descrito, es resultado de la activacion del
sistema de coagulacion como mecanismo de respuesta al proceso infeccioso. La
activacion del sistema de coagulacion culmina con la formacion de los coagulos de
fibrina y como resultado el encapsulamiento de la bacteria. La bacteria entonces
modula la activacion del plasminégeno para degradar la red de fibrina y favorecer
su diseminacién (Peetermans et al., 2016). Ejemplo de este mecanismo fue descrito
en un modelo murino knock out para plasminégeno. En el que se demostré que
durante la infeccidn con Y. pestis la deficiencia del plasmindgeno posee un efecto
protector sobre la infeccion de esta bacteria reduciendo significativamente la
mortalidad en este modelo (Degen et al., 2007). En un modelo similar se utilizé para
evaluar la participacion del sistema fibrinolitico durante la infeccion con el virus de
la Influenza A (IAV) en donde concluyeron que la ausencia del plasminégeno
favorece a una disminucion en la mortalidad durante la infeccion, asi como una
disminucién en el proceso inflamatorio pulmonar por la ausencia de los péptidos de
la degradacion de la fibrina durante la infeccion con IAV (Berri et al., 2013). En 2008
el grupo de Attali y colaboradores determinaron que la interaccion de la bacteria
Streptococcus pneumonie con la plasmina favorece el proceso de transmigracion
endotelial en monocapas confluentes de EaHy, asi como de células de epitelio
alveolar (A549) mediado por la degradacion de la VE-cadherina por efecto asociado
a la actividad proteolitica de la plasmina, esto se demostro al utilizar el inhibidor de

proteasas, aprotinina; con el cual no se observé el aumento en la permeabilidad.

4. El endotelio vascular durante la infeccién por DENV e interacciéon con

plasmina

El tropismo del DENV hacia células endoteliales in vivo, estd poco esclarecido.
Algunos estudios preliminares de biopsias de piel indican que la microvasculatura

localizada en la dermis es el sitio mas afectado, aunque no se ha detectado antigeno
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del virus en las células que rodean la microvasculatura. Por el contrario, hay
evidencia de antigeno del virus en la vasculatura endotelial pulmonar, aunque esto
no significa necesariamente una replicacion activa del DENV. In vitro, se ha
demostrado la replicacion de los cuatro serotipos virales en células endoteliales y la
consecuencia de esta infeccion suele producir dafio funcional mas que morfoldgico.
Se propone que la respuesta del sistema vascular a la infeccion por DENV, se
manifieste por un estado de inflamacion severa de las células endoteliales. El patron
de infeccion del virus en las células de la microvasculatura es distinto lo que sugiere
que diferentes tejidos tienen varios patrones de activacion. Esta demostrado que el
incremento en la permeabilidad de la microvasculatura periférica ocurre tanto
paciente con dengue severo como con sindrome de choque por dengue. Por lo
tanto, las células endoteliales de pulmén y de la regidn abdominal podrian
reaccionar de una manera especifica ante la infeccion por DENV (Corrales & Hun,
2012). La vasculopatia es resultado de la disfuncion endotelial ocasionada tanto por
factores virales como un mecanismo directo, asi como por factores individuales del
hospedero como mecanismos indirectos, que en ultima instancia afectan al

endotelio vascular (Cabello- Gutiérrez et al., 2009).

Mediante ensayos in vitro diferentes grupos han demostrado que, durante la
infeccion por el DENV, se disminuye la continuidad de la barrera del endotelio
vascular. Durante la infeccion por DENV de una linea de células endoteliales de
microvasculatura humana (HMEC-1), mediante técnicas inmunohistoquimicas, se
demostrd, que a medida que progresa la infeccion existe una relocalizacion de las
proteinas de unién, en el estudio publicado por Talaveray col (Talavera et al, 2004).
Los autores identificaron que la ocludina, proteina presente en las uniones
estrechas se relocaliza en el citoplasma a las 48 horas post infeccion. Asi mismo, la
confluencia de la monocapa celular se va perdiendo, lo cual se corresponde con un
reordenamiento en la actina (Talavera et al, 2004). En un estudio realizado por
Kanlaya y colaboradores, realizado con la linea celular derivada de células
endoteliales humanas (EaHy 926), demostraron mediante analisis de
inmunohistoquimica que se lleva a cabo una reorganizacion y disminucion en los

filamentos de actina, asi como una disminucién en la expresion de proteinas de

20



adherencia como la VE- cadherina y en proteinas de unién estrecha como la
proteina ZO-1 a las 48 horas (Kanlaya et al., 2009). Asimismo, se conoce que el
DENV favorece la produccion de IL-8 en células de microvasculatura endotelial
humana (HMEC-1), la cual unida a otros factores causa una reorganizacion del
citoesqueleto. El efecto directo del virus en las uniones estrechas y el
citoesqueleto, junto con la liberacion de IL-8 inducen modificaciones estructurales
que pueden ser importantes en la alteracion de la permeabilidad endotelial,
favoreciendo la extravasacion de plasma (Corrales & Hun, 2012). Esta demostrado
que durante la infeccién por DENV, la expresion del Factor Tisular en respuesta al
dafio se expresa en la superficie celular activando el sistema de coagulacion que
induce la activacion de la trombina. La trombina una vez activa, al ser una enzima
perteneciente a la familia de las proteasas serinicas, induce la activacion del
receptor activado por proteasas (PAR-1, por sus siglas en inglés) culminando con
la activaciéon del factor de transcripcion NFkB. Este factor participa en la
transcripcion de citocinas pro-inflamatorias como IL-8, de proteinas de adhesion
como V-CAM vy la expresion mas factor tisular. Lo que induce un cambio en el
fenotipo del endotelio vascular, cambiando a un estado pro inflamatorio, pro
adherente y pro coagulante, demostrando que la participacién de las proteasas de
la coagulacién, desempefian un papel importante en la instalacion de la forma

severa de la enfermedad (Huerta-Zepeda et al., 2008).

En 2001, Huang y colaboradores, reportaron alteraciones del sistema fibrinolitico
en pacientes con DHF/DSS, en los que la concentracion plasmatica del tPA y su
inhibidor fisiologico PAI-1, presentaban un aumento de tres veces o mas en la
relacion tPA/PAI-1, en el que siguieren que la participacion del tPA esta relacionado
con un aumento en la concentracion de la plasmina circulante (Huang et al., 2001).
Por otra parte, en nuestro grupo se llevé a cabo un estudio en el que se demostro
gue la proteina de envoltura viral 6 Y es capaz de unirse al plasminégeno, y a la vez
de activarlo a su forma activa. Sin embargo, ain no se ha elucidado el efecto
biolégico que pudiera tener la proteasa de serina a nivel del endotelio vascular
durante la infeccion por DENV (Monroy & Ruiz, 2000).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha reportado que, durante la vasculopatia por Dengue, se presenta un cambio
en el fenotipo de las células endoteliales, de un estado de barrera, anti inflamatorio
y anticoagulante a uno pro-inflamatorio, pro-coagulante con incremento en la
permeabilidad endotelial que puede favorecer la perdida de barrera vascular.
Durante las formas severas de la enfermedad (Sindrome de choque por dengue), el
sistema plasminégeno-plasmina puede tener un papel importante durante el
proceso de permeabilidad del endotelio vascular.

En nuestro grupo previamente hemos reportado que el DENV es capaz de unirse
al plasminogeno y favorecer su activacion a plasmina. Por otro lado, se conoce que
algunas proteasas de serina, pueden participar en la degradaciéon de la VE-
Cadherina endotelial, principal proteina de unién que participa en el establecimiento
de la barrera endotelial, favoreciendo un incremento en la permeabilidad del
endotelio vascular. Ambos antecedentes hacen relevante el estudio de la activacion
del sistema plasmindgeno plasmina, durante la infeccion por DENV. Por lo que es
posible que la participacion del plasmindégeno-plasmina, en el establecimiento de
los casos severos la enfermedad como el Sindrome de Choque por dengue, tenga
un papel importante durante la instalacion de la vasculopatia por dengue. Con base
en lo anterior, en el presente proyecto nos propusimos evaluar la posible
participacion de la plasmina en la degradacion de la VE-Cadherina endotelial, como
fendmeno importante en el establecimiento de la vasculopatia descrita en los casos
severos, como el Sindrome de choque por dengue. Con base en estos

antecedentes, nos planteamos la siguiente hipétesis de trabajo:
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IV. HIPOTESIS

La plasmina producida por la interaccion del plasmindégeno con el virus dengue,
puede participar en la degradacion de la VE-Cadherina favoreciendo un incremento
en la permeabilidad del endotelio vascular, presente en el Sindrome de Choque por

dengue.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar si la plasmina que se genera por la interaccion del plasminégeno con el
DENV participa en el incremento de la permeabilidad del endotelio vascular (HMEC-
1) mediante la degradacion de la VE-Cadherina endotelial, como un fenémeno
importante en el establecimiento de la vasculopatia por dengue.

5.2 Objetivos especificos

- Amplificacion, titulacion y purificacion el DENV-2-NGC en células LLC-MK2.

- Determinar la conversion del plasminégeno humano a plasmina en presencia

del DENV, mediante ensayo cromogénico.

- Evaluar la posible degradaciéon de la VE-Cadherina recombinante por la

plasmina generada en el ensayo anterior, mediante electroforesis.

- Evaluar el efecto de la plasmina generada en los ensayos anteriores en la

VE-Cadherina en células HMEC-1, mediante inmunohistoquimica.

- Determinar en cultivo de células de endotelio vascular humano (HMEC-1), si
la plasmina generada en el ensayo anterior favorece un incremento en la

permeabilidad vascular, mediante un sistema transwell.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

Amplificacion,
Purificacion y
Titulacién DENV-2
NGC

l

Conversion PLG a PLM
en presencia de DENV
Mediante ensayo
cromogénico

l

Evaluar la degradacién
de VE-Cadherina
recombinante por PLM- |—>
DENV mediante
electroforesis

Determinar la
permeabilidad en linea
HMEC-1 por DENV-PIm en
sistema transwell

Evaluar efecto de PLM-
DENV sobre VE-
Cadherina en linea
HMEC-1 por
inmunohistoquimica
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cultivo, cosecha, purificacién y titulacion de DENV en la linea celular
LLC-MK2

Para la amplificacion del virus utilizado en este trabajo, Virus Dengue 2 Nueva
Guinea C (DENV-2-NGC), se utilizd una linea celular derivada de riidbn de mono
Rhesus (LLC-MK2 ATCC® CCL™7). El cultivo se realizé en cajas de cultivo hasta
crecimiento celular a una confluencia del 90% utilizando el medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose suplementado con suero
fetal bovino a una concentracion final de 10% y L-glutamina 200 mM esterilizado
por filtracion al vacio. Las células fueron infectadas a una multiplicidad de infeccion
(MOI) de 0.1 y puestas en incubacién a 37°C en ambiente humedo 5% CO:2 hasta
la formacion de sincicios (efecto citopatico). Las células fueron congelas a -70°C
durante 24 horas, descongeladas en una cama de hielo y agua y nuevamente
congeladas a -25°C y descongeladas en cama de agua y hielo, el medio fue
homogenizado, mezclando 10 veces con pipeta seroldgica y centrifugado durante
10 minutos a 3000 rpm a 4°C en centrifuga Beckman Coulter Allegra. Del
sobrenadante se realizaron alicuotas las cuales fueron conservadas a -70°C hasta

Su uso.

La purificacion del virus se realiz6 por ultra centrifugacion con el rotor sw40Ti. Las
alicuotas de la cosecha fueron descongeladas en hielo, homogenizadas y
colocadas en tubos para ultracentrifuga y llevados hasta tres cuartas partes del
mismo con agua bidestilada estéril, esto solo si el volumen de las alicuotas no era
suficiente, las muestras fueron centrifugadas a 25, 000 rpm a 4°C durante 120
minutos. El sobrenadante fue descartado y el pellet se resuspendié en 500 uL de
PBS estéril, homogenizado y almacenado en alicuotas de 50 pL a -70°C hasta su

uso.

La titulacion del virus se realiz por ensayo de placa litica, la cual se realiz6 en cajas
multiples de 12 pozos, en los cuales se sembraron células de la linea celular LLC —

MK2 las cuales fueron incubadas a 37°C y 5% CO2 hasta la formacion de la
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monocapa a una confluencia del 90% a las que se les fue retirado el medio y se
realizé un lavado con PBS (NaCl 137 Mm, KCI 2.7 Mm, NazHPO4 8.1 mM, KH2PO4
1.76 mM, pH 7.4) e inoculadas utilizando diluciones seriadas en base 10 del stock
viral, 10t — 1014, tomando 100 pL del stock viral y 900 pL de medio sin suplementar
como la dilucién 101, Se tomaron 400 pL de cada dilucién y fueron colocados en
pozos identificados previamente, cada dilucion se realizo por duplicado. El virus se
dej6 adsorber sobre la monocapa durante dos horas en condiciones de incubacién
(37°C en ambiente humedo y 5%CO3), transcurrido el tiempo el inoculo fue retirado
y los pozos fueron lavados con PBS, posteriormente a cada pozo se agregd 1 mL
de medio sin suplementar y metilcelulosa al 1%, y las cajas fueron incubadas a 37°C
y 5% CO:2 hasta que el efecto citopético fue observado. El medio fue retirado y las
células fueron fijadas con metanol puro, eliminado por evaporacion. Las monocapas
fueron tefidas con cristal violeta al 1% durante 15 minutos, el colorante fue
descartado y las monocapas lavadas con agua. Para determinar el titulo (unidad
formado de placa, UFP) del virus se contaron el nUmero de placas en la mayor
dilucion posible y se realizé el célculo con la siguiente UFP/mL= (n) (10) (factor de
dilucion), donde n, niumero de placas contadas; 10, factor de correccién, factor de

dilucion, dilucién en la que se realiza el conteo del nimero de placas.

7.2 Cultivo de células de microvasculatura endotelial humana (HMEC-1)

Para evaluar el efecto que tiene la plasmina producida por la interaccién con el virus
dengue sobre células del endotelio vascular, se decidio utilizar la linea celular
derivada de células de microvasculatura endotelial humana (HMEC-1 ATCC® CRL-
3243™), una linea celular adherente inmortalizada de células capilares (Ades et al,
1992). Las células fueron cultivadas en cajas de cultivo F75, utilizando medio
MDCB131 (Sigma life science) suplementado con 10 ng/mL de factor de crecimiento
endotelial (EGF), 1 pg/mL de hidrocortisona, 10 mM de Glutamina, suero fetal
bovino al 10% e incubadas a 37°C y 5% CO: hasta confluencia del 95%. De acuerdo
al ensayo a realizar, al cultivo se le retir6 el medio y la monocapa celular fue lavada

con 5 mL de Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS) libre de calcio y magnesio,
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el cual fue descartado. Posteriormente se utilizaron 4 mL de solucion 0.25%
tripsina/0.53 mM EDTA para despegar las células, las cuales se observan en
dispersion en microscopio invertido, fueron homogenizadas y transferidas a tubos
falcon de 15 mL y fueron centrifugadas a 2, 500 rpm durante 10 minutos, el
sobrenadante fue descartado y el pellet celular fue resuspendido en 1 mL de medio
completo fresco para contabilizar las células con azul de tripano en una dilucion 1:10
en la cAmara de Neubauer contando los cuatro cuadrantes externos. Para realizar
el subcultivo celular, el pellet celular fue resuspendido en 1 mL de medio nuevo,
homogenizado y llevado al volumen final de las cajas de cultivo a utilizar y se dejaron

en incubacion a 37°C en ambiente humedo y 5% COx.

7.3 Activacion de plasmindgeno por interaccion con DENV

La activacion del plasmindégeno a plasmina por interaccion con el virus se realizo
mediante ensayo cromogénico en placas de 96 pozos de fondo plano, este ensayo
utilizé un sustrato cromogénico especifico para la enzima activa El sustrato es
escindido por accion de la plasmina liberando p-nitroanilina, convirtiendo el color de
la reaccion a amarillo, a mayor concentracion de p-nitroanilina mayor es la cantidad
de enzima activa. Para realizar estos ensayos los pozos fueron lavados con una
solucion 50 mM Tris-HCI, 110 mM NaCl, pH 7.4. A cada pozo se le adicionaron 15
puL (5 pM) de cromogeno (H-D-Nle-CHA-Lys-pNA.2AcOH, Spectrozyme PL®
Sekisui Diagnostics), como control positivo se utilizaron 20 pL de estreptoquinasa
(SK). Para determinar la concentracion viral optima se utilizaron diluciones del virus
purificado en diferentes concentraciones 1x10°, 1x10°, 1x10*y 1x10% UFP/mL, a los
cuales se les adicionaron 5 pyL (20 U/mL) de plasmindgeno. Todas las reacciones
se ajustaron a un volumen final de 100 puL con PBS 1X. Las cinéticas se hicieron a
una temperatura de 37°C. La absorbancia se midio y registré en un lector de placas
de 96 pozos Multiskan de Thermo Labsystems a una longitud de onda de lectura de

405 nm cada 5 minutos durante 120 minutos.
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7.4 Evaluacion in vitro de la degradacién de VE-cadherina por plasmina

Para generar plasmina se colocaron 5 pL de plasmindégeno (20 U/mL) con el virus
(1x10% UFP/mL) en un volumen final de 50 pL en PBS e incubados a 37°C durante
90 minutos. A la mezcla, se afiadid 0.5 pg de VE-cadherina recombinante (R&D
systems) y se dejo incubar durante 60 minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo la
mezcla fue homogenizada y fueron tomados 10 pL de la mezcla y se le adicionaron
10 pL de amortiguador de carga, se homogenizaron y se calentaron a 100°C durante
6 minutos. Las muestras fueron cargados en geles de poliacrilamida al 12% se
realiz6 la electroforesis en condiciones reductoras durante 60 minutos a 80 V.
Concluida la electroforesis, los geles fueron colocados en solucién de fijado durante
5 minutos y posteriormente se agrego la solucion de tincién con Coomassie G-250
durante 90 minutos. Posteriormente los geles se dejaron en solucion de

decoloracion durante la noche.

7.5 Microscopia de inmunofluorescencia en células HMEC-1

Para evaluar el efecto de la plasmina generada por interacciéon con DENV sobre las
células endoteliales humanas, esto mediante inmunohistoquimica, se utilizaron
portaobjetos con plastico separador de ocho pozos de Lab Tek®, en los cuales
fueron sembradas 5x10* células por pozo, dejandose con 200 pL de medio completo
durante 48 horas a 37°C y 5% CO:2 y ambiente hiumedo para permitir la formacién
de la monocapa. Para los ensayos de permeabilidad utilizamos el sistema transwell
de Millipore™ el pozo interno o inserto el cual fue hidratado durante 15 minutos a
temperatura ambiente con 200 yL de medio, concluido el tiempo el medio fue
retirado y se sembraron 3.5 x10° en 200 pL de medio por pozo con un tamarfio de
poro de 0.4 um, se afadieron 300 pL de medio completo en el pozo externo y la
placa fue incubada a 37°C en ambiente humedo y 5% CO2 durante 72 horas para
permitir la formacion de la monocapa. Una vez formada las monocapas sobre el
portaobjetos, les fue retirado el medio y se realizé un lavado con 150 pL de PBS 1x
y posteriormente fueron colocados 100 uL de los diferentes estimulos, como control

negativo se utilizé medio sin complementar, como control positivo se coloco
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plasmina generada con estreptoquinasa (SK-PIm), y para evaluar el efecto del virus
se utilizaron dos diferentes MOI de 1 y 3, asi como plasmina generada por
interaccion con DENV (DV-PIm). Los estimulos fueron colocados a diferentes
tiempos 6, 12, 24 y 48 h. Transcurrido el tiempo de estimulacion, estos fueron
retirados de cada pozo. Cada pozo fue lavado con 150 pL de PBS 1x. Las células
fueron fijadas con una solucién de p-formaldehido 2%/PBS durante cinco minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente la monocapa fue bloqueada con 150 pL por
pozo de la solucién de bloqueo durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
solucion fue retirada y se agregaron 100 puL por pozo del anticuerpo anti VE-
Cadherina en una dilucién 1:100 en una solucion BSA 0.5%/PBS el cual se dej6
incubando a 4°C durante la noche. El anticuerpo primario fue retirado, y se
colocaron 100 pL por pozo del anticuerpo secundario Dy-Light 488 anti-conejo
(Jackson Inmunoresearch) diluido 1:300 en PBS dejandolo incubar 60 minutos a
temperatura ambiente y protegido de la luz. El anticuerpo no pegado fue retirado,
fue retirado el plastico separador del portaobjetos, fueron colocados 15 pL por pozo
de medio de montaje con 4 6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Vector Laboratories), se
colocé el cubreobjetos de 24 x 50 mm, previamente limpiado con alcohol, evitando
la formacion de burbujas de aire, sellando con barniz. Para evaluar las imagenes se

utilizé microscopio invertido Olympus IX71.

7.6 Sistema transwell para evaluar efecto sobre permeabilidad de plasmina
sobre células HMEC-1

El modelo del sistema transwell permite evaluar cuantitativamente el efecto o dafo
gue tiene de un estimulo sobre la monocapa celular y se basa en la evaluacion del
paso de Isotiocianato de fluoresceina dextran (FITC-dextran) 40 kDa (Chondrex
Inc.) entre las células que forman la monocapa y una membrana semi permeable
con un tamafo de poro de 0.4 um (Figura 6). Una vez formada la monocapa sobre
la camara apical, fue retirado el medio, y fueron colocados en un volumen final de
200 pL los siguientes estimulos, medio sin complementar, DENV MOI 3, plasmina

generada por interacciéon con estreptoquinasa como control positivo y plasmina
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generada con DENV; los volimenes se ajustaron con medio MCDB131 sin
complementar. Para evaluar el porcentaje de barrera que presenta la monocapa
utilizamos Unicamente medio sin complementar, como control positivo se utilizo
plasmina generada con SK, para evaluar el efecto del virus fue utilizada una MOI 3,
y plasmina generada por interaccion con DENV. Estos estimulos fueron colocados
a diferentes tiempos 6, 12, 24 y 48 horas. Transcurrido el tiempo, los estimulos
fueron retirados, y las cAmaras apicales fueron colocadas en camaras basolaterales
limpias. Para evaluar el efecto del estimulo sobre la monocapa endotelial, se
colocaron 100 pL en la parte superior de la monocapa, en una dilucion 1:60 en
medio sin complementar de FITC-dextran de 40 kDa, mientras que en la cAmara
basolateral fueron colocados 200 pL de medio sin complementar. Se dej6 en
incubacion a 37°C durante 60 minutos permitiendo que las moléculas fluorescentes
pasaran a través de la monocapa, al finalizar el tiempo la camara apical fue retirada,
y el medio homogenizado. Se colocaron 50 pL de cada camara basolateral en
placas de 96 pozos oscura de fondo plano. Esta placa fue leida en lector de placas
SynergyH4-reader Biotek utilizando una longitud de onda de 490 nm y 520 nm

como excitacion y emision respectivamente.
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Figura 6. Esquema de un pozo en el sistema transwell utilizado para cuantificar el proceso
de permeabilidad en la monocapa de la linea celular HMEC-1. Este sistema esta
conformado por dos camaras una camara apical (sobre la cual se forma la monocapa), y
una camara basolateral que se utiliza para mantener hidratada a las células o la recoleccion
del FITC-dextran.
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VIl. RESULTADOS
8.1 Amplificacion, purificacion y titulacion viral

La amplificacion viral (DENV-2 NGC) se llevo a cabo en células de rifion de mono
(LLC-MK?2). El efecto citopatico (formacion de sincicios) fue observado entre los 11
dias post-infeccion (PI). El titulo viral que se obtuvo del sobrenadante fue de 7.5 x
10° UFP/mL (Figura 7). Este titulo fue el que se utiliz6 para realizar los ensayos

posteriores.

.
o s
e’ )
S '
i’
.

.

Figura 7. Amplificacién y titulacion por placa litica de virus Dengue. Cultivo celular de linea
celular LLC-MK2 células sin infectar (Mock) y células infectadas 11 dias PI. Placa utilizada
para la titulacion viral, en el pozo con la dilucién 104, se puede observar el menor nimero
de placas liticas de DENV.

8.2 Activacion de plasmindgeno por interaccion con DENV

Para evaluar el efecto del plasmindégeno activado por el virus se determiné la mejor
concentracion viral para la formacién de plasmina, esto se determiné con el uso de
un sustrato cromogénico de la plasmina. Se utilizaron diferentes concentraciones
del virus, manteniendo constante la concentracibn de Plg y de sustrato
cromogénico. Las concentraciones virales utilizadas fueron de 1x108, 1x10°, 1x10*
y 1x10% UFP/mL (Figura 8). La concentracion viral de 1x10° al finalizar los 120
minutos obtuvo un porcentaje de activacion maximo de 46 + 0.3%. Para la
concentracion de 1x10° a los 80 minutos se obtuvo la maxima activacion del
plasminébgeno con un porcentaje del 99.02 + 0.58% de activacion. Las
concentraciones virales de 1x10* y 1x10° mostraron un comportamiento similar,

31



alcanzando la maxima activacion de Plg a los 110 minutos para ambos casos y con

un porcentaje de activacion de 83.53 £ 1.2% y 81.23 + 0.98% respectivamente.
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Figura 8. Curva de activacion del plasmindgeno por efecto del virus (porcentaje de
activacion). Como control positivo se utiliz6 estreptoquinasa (SK, m). Se muestran los
porcentajes de activacion de las diferentes concentraciones virales de DENV 1x10° (A)
1x10° (V), 1x10* (¢) y 1x103 (e)

8.3 Evaluacion de la degradacién de la VE-Cadherina por plasmina

Para evaluar la degradaciéon de la VE-Cadherina por efecto de la plasmina
generada con la interaccién del plasminégeno con el virus se colocaron 5 pL de
plasminégeno (20 U/mL) con el virus (1x10° UFP/mL) en un volumen final de 50 pL
en PBS e incubados a 37°C durante 90 minutos. A la mezcla, se afiadié 0.5 ug de
VE-cadherina recombinante (R&D systems) y se dejo incubar durante 60 minutos a
37°C. Transcurrido el tiempo la mezcla fue homogenizada y fueron tomados 10 pL
de la mezcla y se le adicionaron 10 pL de amortiguador de carga, se homogenizaron
y se calentaron a 100°C durante 6 minutos. Las muestras fueron cargadas en un
gel al 12%. El carril 2 corresponde a VE-Cadherina con un peso aproximado de 117

kDa. En el carril 3 se puede observar la degradacién de la VE-Cadherina por la
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plasmina generada con estreptoquinasa con un peso esperado entre los 85 -90 kDa.
En el ultimo carril se muestra el efecto que tiene la plasmina generada por
interaccion con el virus del Dengue sobre la VE-Cadherina recombinante, en donde
se observa la degradacion de VE-Cadherina con un peso aproximado entre los 85
— 90 kDa (Figura 9).

kDa 1 2 3 4
116 —
- -
; Degradacion VE-Cadherina
66 —

Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% para evaluar la degradacion de VE-
Cadherina por efecto de la plasmina. Carril 1) Marcador de peso molecular 2) VE-Cadherina
recombinante 3) Estreptoquinasa + Plasmina + VE-Cadherina 4) DENV + Plasmina + VE-
Cadherina.

8.4 Inmunohistoquimica para la evaluacion del efecto de la plasmina en VE-
Cadherina en células HMEC-1

Encontramos que la plasmina degrada la proteina de unién VE-cadherina, por lo
que nos propusimos evaluar el posible efecto que tendria la plasmina en células
endoteliales en cultivo. Para el control, se utilizaron células que no fueron
estimuladas. Para evaluar el efecto que tendria el virus en el endotelio vascular, se
decidi6 trabajar con dos MOI diferentes de 1 y 3, como control positivo se utilizé
plasmina generada con estreptoquinasa (SK-PIm). El primer punto realizado a las 6
horas se observa que por efecto del virus a las diferentes MOI, no hay diferencia
con respecto a las células control. Mientras que para SK-PIm y DENV-PIm se
aprecian diferentes puntos donde hay pérdida de punto de contacto en las células
gue conforman la monocapa endotelial. El segundo punto fue realizado con 12 horas

de exposicion al estimulo, donde se observan la perdida de unién entre las células
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a las diferentes MOI virales; se puede observar una mayor perdida en las uniones
celulares alas 12 horas tanto en la plasmina generada con SK como con la plasmina
generada en con DENV, y se puede apreciar una relocalizacion de la proteina VE-
Cadherina dentro del citoplasma de las células. A las 24 horas se observa el
incremento en la permeabilidad en la monocapas que fueron expuestas a las
diferentes MOI. Se observa un mayor efecto en la MOI 3 comparando con MOI 1;
en ambas inmunohistoquimicas se observa una localizacion citoplasmética de VE-
Cadherina. A las monocapas estimuladas con plasmina se aprecia la pérdida total
de uniones celulares en ambos casos. El ultimo punto analizado fue el de las 48
horas; con respecto al efecto que tiene la plasmina generada, por el virus o
estreptoquinasa, no se aprecian uniones celulares desde el punto anterior, sin
embargo, se puede apreciar un menor numero de células, siendo mas drastico el
efecto en la plasmina generada con el virus. Mientras que a las monocapas
expuestas Unicamente a efecto del virus a una MOI 3 se observa el mayor efecto
(Figura 10).
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Figura 10. Inmunohistoquimica realizada en la linea celular HMEC-1 para evaluar el efecto
de la plasmina generada con el virus del Dengue. La VE-Cadherina fue detectada con un
anticuerpo acoplado a un croméforo verde, mientras que los nucleos fueron tefiidos con
DAPI (azul). Para evaluar el efecto del virus se utilizaron dos MOI distintas 1 y 3. Como
control positivo se utilizé plasmina generada con estreptoquinasa.
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8.5 Determinacion el efecto de la plasmina sobre cultivo celular en sistema de
dos camaras o sistema transwell

Para determinar cuantitativamente la perdida de barrera endotelial, se utiliz6 el
sistema de dos camaras 0 transwell (Ver Fig. 6) en el cual, la camara apical se forma
la monocapa y en la camara basolateral que se recolecta el marcador (FITC-
dextran) de permeabilidad. Se evaluaron cuatro puntos de estimulacion, utilizando
células sin estimulo (SE), para evaluar la permeabilidad de la monocapa, para
evaluar el efecto que tiene el virus sobre la monocapa se decidio trabajar con una
MOI de 3, como control positivo se utilizd plasmina generada con estreptoquinasa.
El primer punto evaluado fue de 6 horas el porcentaje de barrera obtenido fue de
13.44%, para células estimuladas con DENV MOI 3 fue de 14.5%, plasmina
generada con SK 14.70% y por ultimo para la plasmina genera con DENV de 16.95,
sin mostrar diferencia estadistica significativa. El segundo punto que corresponde a
las 12 horas se obtuvo un porcentaje de barrera de 13.78%, para DENV MOI 3 fue
de 16.88%, para SK-PIm se obtuvo un porcentaje de permeabilidad de 43.66%
mientras que para DENV-PIm fue de 46.61, en donde se obtuvo una p <0.005 (*)
comparando con el efecto del virus a las 6 horas. A las 24 horas el porcentaje de
barrera que se obtuvo fue de 13.54%, la permeabilidad generada por efecto del virus
(MOI 3) fue de 25.97%, para SK-PIm se obtuvo un porcentaje de permeabilidad de
48.40% y de 54.75% para DENV-PIm, obteniendo un valor de p <0.005 (**). A las
48 horas la monocapa formé un efecto de barrera del 13.77%, el porcentaje de
permeabilidad alcanzado por el virus fue de 34.84%, mientras que por efecto de la
plasmina generada por estreptoquinasa y por el virus fue de 90.88% y 95.09%
respectivamente, donde estadisticamente se encontré una diferencia significativa
entre los valores de la permeabilidad por efecto de la plasmina comparada con

efecto del virus por si solo con un valor de p<0.005 (***) (Figura 11).
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Figura 11. Porcentajes de permeabilidad evaluado mediante sistema transwell con un tamafio de
poro de 0.4 pL. Para determinar el porcentaje de permeabilidad se utiliz6 FITC-dextran de 40 kDa.
Como control se utilizaron células que no recibieron estimulo (SE), y como controles se utilizé una
MOI de 3 (DENV MOI 3) y plasmina generada con estreptoquinasa (SK-PIm) y las condiciones
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IX. DISCUSION

Como se menciond anteriormente, en nuestro grupo (Monroy & Ruiz, 2000)
reportamos, que el DENV puede unirse al plasminégeno e inducir su activacion, lo

cual es mediado por la proteina de envoltura.

Por otra parte, se ha descrito y demostrado que diferentes microorganismos tienen
diferentes mecanismos para unirse y activar el plasminégeno humano. En el caso
de S. pneumonie se demostré que la plasmina que genera por accién de la
estreptoquinasa facilita el proceso de migracion a través del endotelio pulmonar
mediado por la degradacion de la proteina de uniones adherentes VE-Cadherina
(Attali et al, 2008). Sin embargo, no hay reporte en la literatura de la posible
participacion del sistema plasminégeno-plasmina, enzima perteneciente a la familia
de las proteasas de serina, sobre el endotelio o su participacion en el
establecimiento de la vasculopatia por Dengue.

La activacion del zimégeno plasminégeno a la enzima activa plasmina por efecto
del DENV fue reportado en el afio 2000 (Monroy & Ruiz, 2000). Sin embargo,
desconociamos el posible efecto biolégico de la plasmina en el contexto de la
infeccion por DENV. En el presente trabajo se pudo confirmar el hallazgo anterior
referente a la generacion de plasmina en presencia del DENV. Inicialmente, se hizo
una curva de activacion del plasminégeno por efecto del virus DENV-2-NGC
utilizando diferentes concentraciones virales. La mejor concentracién para la
activacion del plasmin6geno para estas condiciones fue de 1 x 10° UFP/mL con un
porcentaje de activacion del 99.02% con un tiempo de activacién de 80 minutos, el
cual fue el titulo utilizado para la realizacion de todos los ensayos in vitro. Sin
embargo, las concentraciones virales de 1x10* y 1x 103, como se menciond
anteriormente alcanzaron un porcentaje de activacion del plasminégeno de 83% vy
81%, respectivamente (Figura 8). Estos resultados siguieren que, durante la
infeccion, con diferentes titulos virales, hay activacion del plasminégeno por
interaccion con el virus. Huang y colaboradores en 2001, demuestran un aumento

del tPA, activador fisiologico del plasminogeno, lo que podria implicar que la
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activacion del plasmindgeno pudiera ser un mecanismo asociado al establecimiento

de la vasculopatia reportada en los casos severos de la enfermedad.

Establecidas las condiciones para la activacion del plasminégeno por efecto del
virus se evalud la posible degradacion de la VE-Cadherina por accion de la
plasmina. En la literatura no existen reportes en relacion a la degradacion de VE-
Cadherina por accion de la plasmina. Sin embargo, hay reportes de la degradacién
de VE-Cadherina por accion de otras proteasas de serina como la elastasa y la
catepsina G de los neutrdéfilos, donde reportan que por accion de estas enzimas se
produce un corte proteolitico en el extremo amino terminal entre los residuos 200 y
203 (Hermant et al., 2003). Resultando en la reduccion del peso total de la VE-
cadherina entre 25 - 30 kDa. La proteina recombinante VE-Cadherina en
condiciones reductoras tiene un peso de 117 kDa (carril 2, figura 9), mientras que
se observa una reducciébn en el peso molecular de la VE-cadherina de
aproximadamente 25 kDa, resultando en wuna banda en los 90 kDa
aproximadamente, en el carril tres (figura 9) que corresponde a nuestro control
positivo, VE-Cadherina expuesta a la actividad de plasmina generada con
estreptoquinasa y en el carril cuatro (figura 9) VE-Cadherina expuesta a la actividad
de la plasmina generada por interaccion con el virus Dengue. Este resultado podria
implicar la accion directa de la plasmina en las uniones adherentes de células
endoteliales favoreciendo el proceso de permeabilidad vascular descrita en el

Sindrome de Choque por Dengue.

Para evaluar el efecto de la plasmina en las uniones adherentes, se llevaron a cabo
ensayos de inmunohistoquimica con tiempos de exposicion a la enzima de 6, 12, 24
y 48 h (figura 10). Para evaluar el efecto que tiene el DENV en células endoteliales
utilizamos dos MOI diferentes de 1 y 3. Como control positivo utilizamos SK-PIm.
Por efecto del virus a las seis horas no se observo efecto en la monocapa celular,
mientras que para ambos estimulos con plasmina se observé que, en el primer
tiempo, se pierden discretamente en diferentes puntos uniones célula- célula. A las
doce horas de estimulacion es evidente la pérdida de confluencia en las monocapas

que fueron expuestas a la accion de la plasmina, mientras que para las monocapas
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expuestas al efecto del virus, se observa el inicio de la pérdida de barrera, siendo
mayor el efecto en la MOI 3. A las 24 horas, la pérdida de uniones adherentes, y de
barrera endotelial, fue evidente en las monocapas celulares que fueron estimuladas
con plasmina, en el control positivo y por efecto de la interaccion con el DENV. A
las 48 horas de exposicion al estimulo de plasmina se observa Unicamente la
presencia de un menor numero de células y pobre expresion de VE-Cadherina, este
efecto se observé de igual manera tanto en el control positivo como en la monocapa
expuesta a la plasmina generada por interaccion con el virus. Con base en estos
resultados, proponemos que la activacion del plasmindgeno participa y favorece el
proceso de pérdida de barrera a nivel de la microvasculatura endotelial.

El sistema de dos cAmaras 6 transwell se hizo siguiendo los mismos puntos de la
cinética de inmunohistoquimica y con base en los resultados anteriores se decidio
trabajar Unicamente con la MOI 3 (figura 11). El primer punto evaluado a las seis
horas no mostré diferencia significativa entre los estimulos. A partir de las 12 horas,
se observo una diferencia significativa en el aumento de la permeabilidad por la
plasmina generada por interaccion con el virus y por efecto del virus (p<0.005). A
las 24 y 48 horas el porcentaje de permeabilidad del control positivo (SK-PIm)
mostré un comportamiento similar comparado con la plasmina generada con DENV.
Sin embargo, hay una diferencia significativa entre el estimulo de plasmina
generada con el virus y el virus a una MOI 3 (p<0.005). El aumento discreto que se
observa entre el punto de SK-PIm y la plasmina generada por interaccion con el
DENV, aunque estadisticamente no fue significativa, pero resulta de interés debido
a gque esta diferencia pudiera deberse a una sinergia de la accion de la plasmina y
por efecto del virus, este ultimo ha sido demostrado que favorece la permeabilidad

en la misma linea celular entre las 72 y 96 horas.

El Dengue severo se caracteriza por la instalacion abrupta de fuga de plasma del
espacio intravascular al espacio intersticial, favorecida por un cambio en el fenotipo
del endotelio vascular, en donde se presenta tanto un incremento en la
permeabilidad del endotelio vascular, como en el fenébmeno pro-adherente y pro-
inflamatorio, a través de los receptores activados por proteasas (Huerta-Zepeda et

al., 2008), desconociéndose la(s) proteasa(s) que participan en este proceso.
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Nuestros resultados demuestran que durante la infeccion por DENV, la
permeabilidad del endotelio vascular se favorece por el corte proteolitico de la
principal proteina de las uniones adherentes, mediado por accion de la plasmina.
Estos datos fueron determinados tanto en sistema transwell (método cuantitativo)
como mediante inmunohistoquimica. Los presentes hallazgos, son importantes en
el entendimiento de los mecanismos patogénicos durante la instalacion del

Sindrome de choque por dengue.
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X. CONCLUSION

Los datos obtenidos en el presente trabajo, nos permiten proponer que la activacion
del plasmindgeno en el contexto de la infeccion por DENV, tiene una accion directa
en el endotelio vascular, mediante la degradacién de la principal proteina de union
endotelial, VE-Cadherina. La activacion del plasmindégeno podria ser un mecanismo
importante que favorece la pérdida de barrera en el endotelio vascular, que ha sido
reportada en los casos severos de la enfermedad como el Sindrome de Choque por

dengue, el cual presenta una letalidad muy elevada.

42



XI. PERSPECTIVAS

Se propone evaluar mediante ensayos in silico la interaccion de la proteina E del
virus con el plasminégeno humano con el objetivo de elucidar el posible mecanismo
de interaccion y/o activacion del mismo y con esto proponer moléculas inhibitorias.
Asi como evaluar la posible participacion de otras enzimas con capacidad
proteolitica como la trombina durante la infeccion por DENV, las cuales podrian

presentar un mecanismo similar a la plasmina en el endotelio vascular.
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