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Resumen

La entrada del virus dengue a la célula huésped

En la actualidad casi la mitad de la poblacion mundial se encuentra en riesgo de
infeccién con dengue, resultando la enfermedad viral transmitida por artrépodos de mayor
importancia en todo el mundo. A pesar de la creciente incidencia de este virus, al momento no
existen vacunas o quimioterapia antiviral disponibles. Dado que el conocimiento del ciclo de
multiplicaciéon viral es indispensable como punto de partida para el diseio de agentes
quimioterapéuticos, el presente trabajo de tesis se propuso estudiar los pasos iniciales de la
infeccidn con DENV: el mecanismo de entrada a la célula huésped. Nuestro estudio se
centralizé en el andlisis in vitro de los factores celulares involucrados en la internalizacion,
transporte intravesicular y desnudamiento del virus y la influencia del tipo de célula (mamifero o
insecto), cepa y serotipo viral sobre dichos procesos. Mediante el uso combinado de inhibidores
quimicos y moleculares, medidas de infectividad y técnicas de microscopia electronica y de
fluorescencia demostramos que la entrada del serotipo DENV-1 en células Vero ocurre por
endocitosis dependiente de clatrina, mientras que la entrada del serotipo DENV-2 tiene lugar
por un mecanismo no clasico independiente de clatrina, caveolas y lipid-rafts, pero dependiente
de dinamina. Al extender nuestro estudio a otros sistemas celulares (C6/36 HT y A549)
encontramos que la endocitosis de DENV-1 y DENV-2 ocurre por un mecanismo clasico
dependiente de clatrina. Por lo tanto, estos resultados demuestran por primera vez que un
mismo serotipo viral puede utilizar diferentes vias de entrada en lineas celulares de distinto
origen, y que a su vez, distintos serotipos virales pueden utilizar vias de entrada alternativas en
un mismo tipo celular. Asimismo, observamos que en todos los sistemas celulares analizados,
la entrada de DENV ocurre con dependencia de la exposicion de los viriones a pH acido. Esto
implica un transito de las particulas virales en compartimentos endosomales hasta el momento
en que se dispara la fusion entre la membrana viral y la membrana de la vesicula
transportadora. Encontramos que los viriones son primeramente transportados hacia
endosomas tempranos para luego continuar hasta endosomas tardios o endosomas de
reciclaje dependiendo de caracteristicas propias de cada cepa viral. Por lo tanto, los hallazgos
presentados en este trabajo no sélo aportan conocimientos basicos sobre los pasos iniciales
del ciclo de replicacién de este importante patégeno humano, sino que ademas proveen una
nueva perspectiva para encarar el desarrollo racional de agentes antivirales para esta

enfermedad de creciente reemergencia global.

Palabras clave: virus dengue, entrada, endocitosis, pH &cido, clatrina, caveola/lipid-raft,

citoesqueleto, transporte vesicular, endosoma, Rab GTPasa



Abstract

Dengue virus entry into the host cell

At present, nearly half of the world population is at risk of dengue infection, resulting in
the arthropod-borne viral disease of major importance worldwide. Despite the increasing
incidence of this virus, there are no vaccines or antiviral chemotherapy available. Since
knowledge of the viral multiplication cycle is essential as a starting point for the design of
chemotherapeutic agents, this thesis aimed to examine the initial steps of DENV infection: the
mechanism of virus entry into the host cell. Our study was centered in the in vitro analysis of the
cellular factors involved in the internalization, intravesicular transport and penetration of the
virus and the influence of the cell type (mammalian or insect), strain and serotype in these
processes. Through the combined use of chemical and molecular inhibitors, infectivity assays
and electron and fluorescence microscopy techniques we show that the entry of the serotype
DENV-1 in Vero cells occurs by clathrin-mediated endocytosis, while entry of DENV-2
takes place by a nonclassical mechanism independent of clathrin, caveolae and lipid-rafts, but
dependent on dynamin. By extending our study to other cell systems (C6/36 HT and A549) we
found that endocytosis of DENV-1 and DENV-2 occurs by a classical clathrin-dependent
mechanism. Therefore, these results demonstrate for the first time that the same serotype may
use diverse pathways in cell lines of different origin, and in turn, different serotypes can use
alternative entry pathways in the same cell line. We also observed that in all cell systems
analyzed by us, the entry of DENV occurs with dependence of exposure of the virions to acidic
pH. This implies a transport of viral particles in endosomal compartments until fusion between
the viral membrane and the membrane of the carrying vesicle is triggered. We found that virions
are first transported to early endosomes and then continue to late endosomes or recycling
endosomes depending on characteristics of each viral strain. Therefore, the findings presented
here not only provide basic knowledge about the initial steps of the replication cycle of this
important human pathogen, but also provide a new perspective to address the rational
development of antiviral agents against this re-emerging global disease.

Keywords: dengue virus, entry, endocytosis, acidic pH, clathrin, caveolae/lipid-raft,
cytoskeleton, vesicular transport, endosome, Rab GTPase
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Introduccion

1. La enfermedad del dengue: una vision general

Durante el siglo XIX el dengue era considerado una enfermedad esporadica, que
causaba brotes epidémicos separados por largos intervalos de tiempo. Sin embargo, han
ocurrido dramaticos cambios en ese patrén, y hoy en dia el dengue se ha convertido en la
enfermedad viral transmitida por artrépodos mas importante del mundo.

Los agentes etiolégicos son cuatro virus que definen cuatro serotipos virales: dengue 1,
2, 3y 4 (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4), los cuales son transmitidos a los humanos a
través de la picadura de los mosquitos del género Aedes (International Committee on
Taxonomy of Viruses Database, 2006). En humanos, la infeccién con cualquiera de estos virus
puede ser asintomatica, provocar una enfermedad febril moderada conocida como fiebre de
dengue (FD), o evolucionar a formas mas severas y potencialmente fatales, tradicionalmente
denominadas dengue hemorragico (DH) y sindrome de shock por dengue (SSD). La infeccién
con un serotipo viral confiere proteccién inmunoldgica contra ese serotipo pero no contra los
otros. Varios estudios han revelado que la infeccion secundaria con un serotipo heterélogo es

un factor de riesgo para la progresién a DH/SSD (Halstead, 1970; Thein et al., 1997).

Isoterma de Enero

Isoterma de Julio

10.C 7

‘ Paises o areas con reportes
de dengue

g’:‘f XY World Health
% Organization

Figura 1. Paises o zonas de riesgo de dengue 2010. Las zonas de riesgo de infeccion con dengue estan
delimitadas por las isotermas de Enero y Julio, definidas como el limite geografico en el hemisferio Norte y Sur,
respectivamente en donde el mosquito Aedes aegypti sobrevive durante todo el afio. Fuente: Organizacion Mundial
de la Salud http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRiskMap.png
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Introduccion

Con brotes epidémicos de considerable magnitud cada vez mas frecuentes, durante los
tltimos 50 anos la incidencia de esta virosis se ha incrementado mas de 30 veces. Hoy en dia
el dengue se encuentra presente en mas de 60 paises de América, Africa, Asia y Oceania
(Figura 1). La Organizacion Mundial de la Salud estima que actualmente 2,5 billones de
personas viven en zonas con dengue endémico, produciéndose cada ano 50 millones de
infecciones, de las cuales medio millén llegan a manifestarse en formas severas (Organizacion
Mundial de la Salud, 2009). A pesar de la creciente incidencia de este patdbgeno aun no existen
vacunas o quimioterapia antiviral disponibles (Damonte et al., 2004).

1. 1. Emergencia y reemergencia del dengue

Los primeros informes de la gravedad de una enfermedad con caracteristicas
compatibles con FD se remontan a los afos 1779 y 1780, cuando se produjeron grandes
epidemias en diferentes paises de Asia, Africa y América del Norte. Desde entonces y hasta
alrededor de 1940, las manifestaciones de la enfermedad eran esporadicas, debido
principalmente a que tanto los mosquitos como los virus eran transportados de un punto

geografico a otro a través de barcos (Gubler, 2006).

Con el advenimiento de la Segunda Guerra Mundial, la epidemiologia y dinamica de
transmisién del virus cambié drasticamente en el sudeste asiatico. La irrupcion y movimientos
de las tropas expandieron la distribucion geografica de virus y vectores, lo que se incrementé
aun mas luego de la guerra por el rapido crecimiento de la poblacién, la urbanizacion
desmedida y las condiciones sanitarias deficientes (Gubler y Meltzer, 1999). Este conjunto de
factores condujo al establecimiento de un estado hiperendémico de infeccion por dengue, con
brotes anuales causados por la cocirculacién de los cuatro serotipos virales (Monath, 1994).
Fue asi que en 1954 emergié en Filipinas una nueva forma de enfermedad, el DH. En las
décadas siguientes aumentd la incidencia de DH epidémico, principalmente en Asia y el
Pacifico, convirtiéndose en una de las principales causas de hospitalizacion y muerte en

muchos paises de la region (Gubler, 2006; Monath, 1994).

1. 2. Situacion en las Américas
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Introduccion

Durante el siglo XIX los brotes de dengue eran frecuentes en la zona portuaria de varios
paises de América Central. En el afio 1947, la Organizacién Panamericana de la Salud junto
con las autoridades sanitarias de los paises de América iniciaron una campafa masiva de
erradicacion de Aedes aegypti. Posiblemente, como resultado de estos esfuerzos, para
mediados del siglo XX sélo un serotipo de dengue permanecia en circulacion en el continente:
el serotipo dengue-2 genotipo americano (Halstead, 2006). Desafortunadamente, debido a la
falta de financiamiento se discontinu6 el programa de erradicacion y en poco mas de 10 afos el
mosquito logré reinfestar la mayoria de los paises del Centro y Sudamérica (Monath, 1994). En
estas condiciones, en la primavera de 1963 se produjo en Jamaica la importacién de DENV-3
genotipo asiatico, el que se expandié6 muy rapidamente hacia Puerto Rico, Venezuela y varias
islas del Caribe (Neff et al., 1967). Durante los siguientes 15 afos, DENV-2 y DENV-3
continuaron circulando en la regiéon de América Central, provocando grandes brotes epidémicos
de FD.

En 1977, durante una gran epidemia ocurrida en Puerto Rico se detecté la introduccion
de DENV-1 genotipo asiatico, y posteriormente en 1981 se produjo la entrada al continente de
DENV-4 y DENV-2 genotipo asiatico (Halstead, 2006). La introduccion de estos nuevos virus,
sumado a la actividad epidémica que venian sufriendo los habitantes de la regién, condujo a la
emergencia de DH tal como habia ocurrido en el sudeste asiatico. En América el DH se registrd
por primera vez en Cuba, en 1981 (Kouri et al., 1986), y posteriormente se report6 en muchos
otros paises. Desde 1981 hasta 2005, 28 paises de América han informado casos confirmados
de DH, entre ellos Brasil, Colombia, Ecuador, Honduras, México y Venezuela (Gubler, 2006;
Torres y Castro, 2007).

1. 3. Aedes aegypti, Aedes albopictus y dengue en Argentina

En Argentina, durante la primera mitad del siglo pasado el mosquito Aedes aegypti se
encontraba presente en las provincias del norte y centro del pais. Los primeros reportes de
casos de dengue autéctono datan de 1905y 1911, y en el aiio 1916 se produjo el primer brote
epidémico conocido de dengue que, introducido desde Paraguay, afect6 a las provincias de

Corrientes y Entre Rios provocando 15000 casos (Avilés et al., 1999).

10



Introduccion

Luego de la campana masiva de erradicacion del mosquito, en el afio 1965 el Concejo
Directivo de la Organizacion Panamericana de la Salud declaré a Aedes aegypti erradicado de
Argentina (Vezzani y Carbajo, 2008), y en consecuencia la enfermedad desaparecié del pais.
Sin embargo, en 1986 se detecté nuevamente la reinfestacion del mosquito en las provincias
de Misiones y Formosa, y unos pocos afos mas tarde ya estaba presente en Coérdoba vy
Buenos Aires (Vezzani y Carbajo, 2008). A fines de 1997 se registré en la provincia de Salta el
primer caso de dengue desde la reintroduccion del vector y unos meses después, en enero y
mayo de 1998, se produjo un brote epidémico en la regién chaco-saltefia con varios cientos de
casos de FD (Avilés et al., 2000). A partir de muestras de pacientes infectados durante este
brote se realiz6 el primer asilamiento de dengue del pais, quedando demostrada la circulacion
de DENV-2 (Avilés et al., 2000).

Entre los afios 1999 y 2000 se produjo un segundo brote de FD en la region nor-
noreste, causada esta vez por DENV-1 (Avilés et al., 2003). A partir de entonces, desde el afio
2002 al presente comenzaron a sucederse una serie de brotes anuales con casos autéctonos
en la regién norte del pais, a excepcién del afno 2005 en el que sblo se registraron casos
importados. El brote ocurrido en 2003, que afectd a la provincia de Salta, se caracterizé por ser
la primera vez en detectarse en nuestro territorio la cocirculacion de 3 serotipos: DENV-1,
DENV-2 y DENV-3 (Masuh, 2008). En el afno 2004, el serotipo DENV-3 produjo un brote de
considerable magnitud en Salta y Chaco en el que se registraron 1516 casos (Masuh, 2008).
Hacia finales de 2006 y comienzos de 2007, un brote epidémico ocurrido en Paraguay por
DENV-3 se extendié hasta nuestro pais produciendo més de 200 casos de FD. En febrero de
ese ano, se report6 el primer caso de dengue autdctono en Buenos Aires, aunque se tratd solo
de un caso aislado (Natiello et al, 2008). En los ultimos meses de 2008 se produjo una
epidemia de dengue por serotipo DENV-1 en varios departamentos de la Republica de Bolivia y
luego en Argentina. Llamativamente, esta epidemia se extendié por nuestro pais hasta
provincias como Catamarca, con geografia tipicamente andina, y hasta la zona metropolitana
de Buenos Aires en donde se registraron varios casos autéctonos durante los meses de marzo
a mayo de 2009 (Seijo, 2009; Seijo et al., 2009). El hecho mas significativo en términos de
salud publica fue que por primera vez se produjeron en nuestro pais muertes debido al dengue,
siendo en algunos casos debidas simplemente a la infeccion primaria, lo que sugiere que la
cepa de DENV-1 circulante durante esta epidemia tendria atributos que la harian
particularmente virulenta (Seijo, 2009).
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Estudios de mapeo de Aedes aegyptirealizados en Argentina indican que este mosquito
ha ganado territorio en las regiones oeste y sur del pais expandiendo su area de ocupaciéon con
respecto a su distribucién histérica. Segun estudios realizados hasta el afo 2008, su punto de
localizacién mas occidental se encontraria en la provincia de Mendoza (Departamento de
Guaymallén) y su limite sur en la provincia de La Pampa (Santa Rosa) (Figura 2) (Vezzaniy
Carbajo, 2008). En cuanto a Aedes albopictus, en Argentina fue detectado por primera vez en
1998 en Misiones (Figura 2). Posteriores inspecciones no han detectado el mosquito en otras
zonas del pais, aunque en 2003 fue encontrado en Uruguay, sugiriendo que el mismo se esta
expandiendo hacia zonas mas frias de América del Sur (Vezzani y Carbajo, 2008). Si bien se
ha demostrado que Aedes albopictus es un vector de dengue menos eficiente que Aedes
aegypti (Lambrechts et al., 2010), el mismo ha sido responsable de varias epidemias de
dengue en el pasado, siendo las ultimas las ocurridas en China y Hawaii en el afno 2001
(Almeida et al., 2005; Effler et al., 2005), por lo que su presencia representa también una
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Figura 2. Distribucion geografica de mosquitos vectores del dengue en Argentina. La distribucion de Aedes aegypti
se indica en color gris claro, mientras que las zonas en donde se encuentra presente Aedes albopicuts se marcan en
gris oscuro. Tomado de Vezzani y Carbajo, 2008.

Los ultimos datos del Ministerio de Salud indican que desde diciembre de 2009 hasta
mayo de 2010 se registraron en el pais un total de 1185 enfermos compatibles con dengue. En
esta oportunidad se confirmé la circulacién de los virus DENV-1, DENV-2, y DENV-4 (Morales
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et al.,, 2010; Parte de Prensa N° 23 del Ministerio de Salud, 2010). Por lo tanto, la creciente
actividad endémica y la introduccion de los cuatro serotipos virales posicionan a nuestro pais

como una region de alto riesgo de desarrollo de DH.

2. Los agentes etioldgicos

Al igual que todos los virus, los virus del dengue son agentes pequenos e infecciosos
que se caracterizan por su parasitismo intracelular obligado. Necesitan de las funciones
metabdlicas y genéticas de la célula huésped para replicar y generar su progenie. Presentan

una composicion gendmica simple y una organizacion estructural que permite su clasificacion.

2. 1. Clasificacion

Los virus del dengue pertenecen a la familia Flaviviridae, una familia constituida por tres
géneros: Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus. Los miembros de esta familia exhiben
propiedades biolégicas diversas aunque comparten muchas similitudes en lo que respecta a la
morfologia del virion, organizacion gendmica y estrategia de replicacion del genoma viral
(Lindenbach y Rice, 2001). Entre los miembros mas representativos de esta familia se
encuentran el flavivirus virus de la fiebre amarilla, el pestivirus virus de la diarrea viral bovina, y

el hepacivirus hepatitis C.

El género Flavivirus esta compuesto por casi 80 virus, muchos de los cuales son
patégenos humanos transmitidos por artrépodos que causan fiebres hemorragicas y encefalitis.
Los miembros de este género que producen mayor preocupacién sanitaria a nivel mundial son:
los virus del dengue, que como se menciond anteriormente provocan FD, DH y SSD (Gubler y
Meltzer, 1999; Monath, 1994), el virus de la encefalitis japonesa (Monath, 1988) y el virus de la
fiebre amarilla (Tomori, 1999). Otros flavivirus de importancia regional o endémica incluyen al
virus del Nilo Occidental, el virus de Kunjin, el virus de la encefalitis de Murray Valley, el virus
de la encefalitis de Saint Louis, y el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV)
(Lindenbach y Rice, 2001).
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Los flavivirus se categorizan en complejos antigénicos y subcomplejos basandose en
criterios serologicos clasicos (Calisher, 1988; Calisher et al., 1989) o en clusters, clados y
especies de acuerdo a la filogenética molecular (Kuno et al.,, 1998). Los cuatro serotipos de
DENV se ubican dentro del clado IX perteneciente al cluster de flavivirus transmitidos por
mosquitos. Debido a la alta tasa de mutacioén de los virus con genoma de ARN, los flavivirus
existen como una poblacion cercanamente relacionada de secuencias conocida como

cuasiespecies (Steinhauer y Holland, 1987; Wang et al., 2002a; Wang et al., 2002b).

2. 2. Estructura del virion

Los viriones de DENV son particulas pequenas, esféricas, de 40 a 50 nm de diametro,
compuestos por un nucleo electrodenso rodeado de una bicapa lipidica. Tres proteinas virales
estan asociadas al virién: la proteina de envoltura (E), la proteina de capside (C) y la proteina
de membrana (M), la cual es un fragmento proteolitico derivado de su proteina precursora prM.
La superficie de los viriones esta conformada por 180 copias de la proteina M y 180 copias de
la proteina E, cada una insertada en la envoltura viral a través de dos dominios transmembrana
antiparalelos (Zhang et al., 2003). La proteina E se dispone formando homodimeros orientados
“cabeza con cola” que yacen paralelos a la envoltura viral, por lo que la superficie de los

viriones es lisa y carente de espiculas (Figura 3).

proteina M

dimerosdeE
2

Figura 3. Estructura del virion maduro de dengue. A la izquierda se muestra un corte transversal de una particula de
DENV obtenida por la técnica de crio-electro-microcopia (tomado de Zhang et al., 2003). A la derecha se muestra un
esquema de la particula viral y se sefalan los principales componentes del virién.
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Por debajo de la envoltura lipidica se encuentra la nucleocapside que consiste en
multiples copias de la proteina C unidas al ARN gendémico de polaridad positiva (Figura 3). Los
viriones presentan una simetria icosaédrica que estaria impuesta por las interacciones entre las
proteinas de superficie mas que por la nucleocapside, la que se presenta de manera
desordenada y orientada al azar con respecto a la disposicion de la envoltura (Mukhopadhyay
et al., 2005; Zhang et al., 2003).

2. 3. El ciclo de multiplicacion viral

Los primeros pasos del ciclo de multiplicacién de DENV adn se encuentran en activa
investigacion, y como se mencionara mas adelante algunos resultados parecen ser
contradictorios. Sin embargo, muchos investigadores coinciden en que el ciclo comenzaria con
la unién del virus a su receptor celular, seguido de la internalizaciéon de las particulas virales
hasta un compartimento endocitico en donde ocurriria la fusion de membranas (Figura 4,

puntos 1,2y 3).

Una vez liberado en el citoplasma celular, el genoma viral da inicio a los procesos de
traduccion y replicacién. El genoma de DENV consiste en una molécula de ARN de simple
cadena de polaridad positiva de aproximadamente 11 kb, que codifica para 3 proteinas
estructurales y 7 proteinas no estructurales (NS) en el orden 5-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-
NS3-NS4A-NS4B-NS5-3’ (Lindenbach y Rice, 2001). Por fuera del marco de lectura del ARN
gendmico se encuentran las regiones 5 y 3’ no codificantes. Posee en su extremo 5 una
estructura de cap tipo | (m’GpppAmpN,) y carece de cola poliadenilada en su extremo 3’ (Clyde
et al., 2006). Este genoma se utiliza directamente como ARNm, el cual posee un Unico marco

de lectura abierto que es traducido dando una poliproteina.

Tanto la traduccién como la replicacion del genoma de los virus ARN positivos ocurren
asociadas a estructuras membranosas (Miller y Krijnse-Locker, 2008) y en particular en el caso
de DENV estos procesos ocurren en estrecha asociacion a membranas y vesiculas derivadas
del reticulo endoplasmético (Welsch et al., 2009) (Figura 4, puntos 4 y 5). Durante el proceso
de traduccion, las secuencias de translocacion y de detenimiento de la translocacion de la
poliproteina determinan su topologia en la membrana del reticulo (Figura 4 inserto A) (Cauchi

et al., 1991; Miller et al., 2006b). Esta poliproteina es clivada co- y post-traduccionalmente por
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proteasas virales y celulares dando las 10 proteinas del virus (Falgout y Markoff, 1995;
Lindenbach y Rice, 2001).

8. Liberacion de viriones
maduros infecciosos

1. Adsorcion e Internalizacién
através de endocitosis

mediada por receptor 7. Maduracioén

2. Fusién

3. Penetracion de la
capside y desnudamiento
del ARN viral

6. Ensamblado y brotacion
de viriones inmaduros no
infecciosos

5. Replicacion del ARN

4. Traduccién y procesamiento
de la poliproteina

Figura 4. Ciclo de replicacion de DENV.

Luego de la traduccion y del correcto plegamiento de las proteinas individuales, las
proteinas NS dan inicio a la replicacion del genoma viral (Rodenhuis-Zybert et al., 2010) (Figura
4, paso 5). Se ha observado que la replicacién del genoma de DENV depende de su habilidad
para circularizarse mediante interacciones entre regiones especificas en sus extremos 5’y 3’
no codificantes (Alvarez et al., 2005a; Alvarez et al., 2005b; You et al., 2001). La replicacién
comienza con la sintesis de una cadena de ARN de polaridad negativa, y ésta a su vez sirve
como molde para la sintesis de moléculas de ARN de polaridad positiva que constituyen el
genoma viral. La sintesis de ARN es asimétrica ya que se produce un exceso de moléculas de
ARN de polaridad positiva sobre las de polaridad negativa (Clyde et al., 2006).

Como se menciond anteriormente, se ha propuesto que la replicacién del genoma
ocurriria en vesiculas derivadas de membranas del reticulo. Las moléculas de ARN recién

sintetizadas saldrian al citoplasma a través de un poro y serian empaquetadas por la proteina
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C formando las nucleocapsides virales (Welsch et al., 2009) (Figura 4, inserto B). Muy
recientemente se ha demostrado que la proteina C se acumula en organelas citoplasmaticas
denominadas lipid droplets. Estas organelas podrian servir para secuestrar a la proteina C en
los pasos tempranos de la replicacién viral, evitando un efecto inhibitorio sobre la replicacion
del genoma, y a su vez podrian servir de andamio para el ensamblado de las nucleocépsides
virales (Samsa et al., 2009). Por su parte, las proteinas prM y E que se encuentran en el
reticulo endoplasméatico formando heterodimeros, se asocian formando trimeros, que se cree
inducen una curvatura en la membrana que guiaria la brotacién del virién hacia el lumen del
reticulo (Kuhn et al., 2002; Zhang et al., 2004) (Figura 4, paso 6, inserto C).

Las particulas virales no infectivas formadas en el reticulo maduran a lo largo de su
viaje por la via secretoria. EI pH moderadamente &cido (5.8-6) del trans-Golgi dispara la
disociacién de los 60 heterodimeros de prM/E, permitiendo la formacion de 90 homodimeros.
Esta reorganizacion estructural de la particula permite a una furina celular realizar el clivaje
proteolitico de prM generando la proteina M y el péptido pr (Yu et al., 2008; Zybert et al., 2008)
(Figura 4, paso 7). Un estudio reciente sugiere que el péptido pr permaneceria asociado a los
viriones hasta el momento de su secrecidon (Yu et al., 2008). Luego de la disociaciéon de pr, los

nuevos viriones maduros estan en condiciones de infectar otras células (Figura 4, paso 8).

Las proteinas NS juegan distintos roles a lo largo del ciclo de replicacién viral. Las mas
extensamente caracterizadas son NS3, su cofactor NS2B, NS5 y NS1. La proteina NS3
presenta las funciones de nucleédsido trifosfatasa y NTPasa/helicasa, requeridas para la sintesis
de ARN genédmico (Li et al., 1999), ademas de poseer actividad de 5’ trifosfatasa utilizada en el
proceso de adquisicion de cap (Bartelma y Padmanabhan, 2002). La regién N-terminal de esta
proteina contiene homologia de secuencias con proteasas de serina tipo tripsina, encargada
del procesamiento parcial de la poliproteina, para lo que requiere del cofactor NS2B (Valle y
Falgout, 1998). La proteina NS5 actia como una ARN polimerasa dependiente de ARN
(Nomaguchi et al., 2003; Tan et al.,, 1996), y presenta actividad de metil-transferasa, otra
enzima indispensable para la formacién del cap (Egloff et al., 2002). NS1 es una proteina
glicosilada que se expresa en tres formas distintas: una forma anclada a membrana plasmatica,
una forma secretada, y una residente en reticulo que colocaliza con los complejos de
replicaciéon (Lindenbach y Rice, 2003). Se ha demostrado que la glicosilacion de esta proteina
es imprescindible para la replicacion viral en células de mosquito (Crabtree et al., 2005). Las

proteinas NS4A y NS4B son pequefias e hidrofébicas y se encuentran ancladas en la
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membrana del reticulo. Se ha demostrado que estas proteinas colocalizan con los complejos
de replicaciéon viral, por lo que cumplirian un rol en la sintesis de ARN. Por otra parte se
demostré que NS4A posee la capacidad de inducir curvaturas y rearreglos de membrana (Miller
et al., 2006a; Miller et al., 2006Db).

2. 4. La glicoproteina de envoltura viral

La glicoproteina E es la encargada de mediar la unién con los receptores celulares y de
llevar a cabo la fusiobn de membranas durante el proceso de entrada del virus (Lindenbach y
Rice, 2001). Esta proteina posee dos sitios de glicosilacién, Asn 67 y Asn 153, los cuales han
sido implicados en la unién a receptores celulares (Navarro-Sanchez et al., 2003; Pokidysheva
et al., 2006; Tassaneetrithep et al., 2003), la fusion viral (Lee et al., 1997) y en la replicacion y
morfogénesis de DENV (Bryant et al., 2007; Lee et al., 2010; Mondotte et al., 2007).

Se ha demostrado que esta glicoproteina responde a la reduccién del pH con un
importante cambio conformacional, lo que permitiria que ocurra la fusion de membranas (Modis
et al,, 2004). Las estructuras cristalinas del ectodominio de la glicoproteina E de DENV-2 y
TBEV han sido determinadas por cristalografia de rayos X en su conformacion pre y postfusién
(Modis et al., 2003; 2004; Zhang et al., 2004). En su forma prefusién estas proteinas se
encuentran formando un dimero, en el que cada monémero tiene tres dominios de barril-B. El
dominio central (DI), contiene el extremo amino-terminal de la proteina, y se encuentra
flanqueado por un lado por un dominio de dimerizacién alargado (DII), el cual posee el péptido
de fusién en su extremo distal (Figura 5 A). Al otro lado de DI se encuentra el dominio Ill (DIII),
que consiste en un dominio tipo inmunoglobulina que se cree contiene los sitios de interaccion
con los receptores celulares (Modis et al., 2003; 2004; Mukhopadhyay et al., 2005).En esta
conformacién el péptido de fusibn de un monémero queda oculto entre los dominios DI y DIl
del otro monémero que compone el dimero, por lo que a pH neutro el péptido de fusién queda
inaccesible para la interaccion con membranas (Figura 5 A) (Modis et al., 2003; 2004; Zhang et
al., 2004).

Estudios de cristalografia de rayos X de la proteina en su estado postfusién mostraron
que la misma presenta un arreglo trimétrico, en el que las glicoproteinas E se posicionan una

paralela a la otra exponiendo el péptido de fusion en la punta del trimero (Figura 5 B). A partir
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de estas estructuras se ha podido inferir el mecanismo por el cual ocurriria la fusién de
membranas durante el proceso de entrada del virus (Figura 5 C). La glicoproteina E se uniria a
su receptor en la superficie celular (Figura 5 C punto a) y la particula viral seria internalizada.
Una vez dentro del endosoma, la exposicion al pH acido endosomal produciria la disociacion de
los dimeros de E, exponiendo el péptido de fusion (Figura 5 C punto b). Los dominios de E se
reorientarian gracias a la flexibilidad de las uniones entre DI - DIl y DI - DIl (Stiasny y Heinz,
2006) lo que permitiria la formacion irreversible de trimeros y la insercion del péptido de fusion
en la membrana endosomal (Figura 5 C punto c). Luego, el dominio DIl se plegaria sobre si
mismo, acercando en el proceso la membrana viral hacia el péptido de fusién y la membrana
endosomal (Figura 5 C punto d). A medida que DIIl se acerca a DIl ocurria la hemifusion de
membranas (Figura 5 C punto e) y finalmente la formacién del poro de fusion (Figura 5 C punto
f) (Modis et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2005).

péptido de fusion

Figura 5. Estructura y proceso de fusion propuesto para la proteina E de DENV. A. Ectodominio de la proteina E en
su estado dimérico prefusion. En uno de los monémeros se indican los dominios DI, DIl y DIl en color rojo, amarillo
y azul, respectivamente. El péptido de fusion se indica en color verde. B. Ectodomimio de la proteina E en su estado
trimérico postfusion. C. Esquema del mecanismo propuesto para la fusién de membranas mediada por la proteina E.
La membrana viral se representa en color marrén y la membrana celular en color verde. a. La proteina E se une a su
receptor en la superficie celular (representado de color gris) y el viridon en internalizado en un endosoma. b. El bajo
pH del endosoma provoca rearreglos en los monémeros de E y la exposicién del péptido de fusién. c. El péptido de
fusion se inserta en la membrana endosomal, promoviendo la formacion de trimeros de E. d. El dominio Ill rota
haciendo que la porcién C-terminal de E se pliegue hacia el péptido de fusién, doblando en el proceso a las
membranas opuestas. e. La formacién de contactos adicionales entre el tallo y el dominio Il de E provocan la
hemifusion de membranas. f. Finalmente se genera un poro de fusion lipidico. Los esquemas A y B fueron tomados
de Mukhopadhyay et al., 2005, y el equema C fue tomado de Modis et al., 2004.

19



Introduccion

3. Los receptores celulares

Los cuatro serotipos de dengue poseen la capacidad de infectar in vitro una amplia
variedad de tipos celulares, incluyendo células derivadas de larva de mosquito, células de
neuroblastoma de ratén, células de rinébn de mono, y lineas celulares humanas diversas como
monocitos, macréfagos, células endoteliales, células de carcinoma de cérvix, células de
carcinoma de pulmén, hepatocitos y células neuronales (Noisakran et al., 2010). Por otra parte,
estudios realizados a partir de muestras de sangre periférica de pacientes infectados, explantos
de piel, o en autopsias de enfermos fallecidos han sugerido que in vivo el virus podria replicar
en monocitos, macréfagos, células dendriticas, células de bazo, higado, células endoteliales de
pulmon, y plaquetas (Balsitis et al., 2009; Jessie et al., 2004; Noisakran et al., 2009; Wang, et
al., 2002c; Wu et al., 2000). Este amplio tropismo sugiere que el virus podria utilizar un receptor
ubicuo, o utilizar receptores diversos segun el tipo celular a infectar (Rodenhuis-Zybert et al.,
2010).

Se han descripto dos mecanismos principales de entrada de DENV a la célula huésped.
Uno de ellos, el denominado ADE (por sus siglas en inglés antibody-dependent enhancement),
involucra la internalizacién de complejos virus-anticuerpo. El otro mecanismo es el que media la
internalizacion del virus durante la infeccién primaria, e involucra la unién directa de la

glicoproteina E a los receptores de la superficie celular.

3. 1. Los receptores celulares en el ADE

Estudios epidemiol6gicos han demostrado que la infeccidn secundaria con un serotipo
heterélogo aumenta significativamente el riesgo de desarrollar las formas severas de la
enfermedad. A partir de estas observaciones se ha propuesto la ampliamente aceptada teoria
del ADE (Halstead, 1970; Thein et al., 1997). Esta teoria postula que durante una infeccién
secundaria con un nuevo serotipo de DENV los anticuerpos heter6logos generados por
infecciones previas se unirian a las particulas virales en concentraciones subneutralizantes, lo
que guiaria la entrada de los complejos virus-anticuerpos a ciertos tipos celulares. Esto
ocurriria por medio de la union de los fragmentos Fc de los anticuerpos a sus receptores (FcR)
presentes en la superficie de células dendriticas, macroéfagos y monocitos (Halstead y

O'Rourke, 1977; Littaua et al., 1990). Si bien alin no se conocen los detalles de este tipo de
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entrada, se ha observado que la internalizacién de los inmunocomplejos no s6lo conduce a un
aumento en el nUmero de células infectadas, sino también a un aumento en la cantidad de
particulas producidas por célula infectada (Chareonsirisuthigul et al., 2007).

3. 2. Los receptores celulares en la infeccion primaria

Durante los ultimos afios se han hecho esfuerzos significativos a fin de identificar el/los
receptores celulares involucrados en la infeccion primaria de DENV. Esto ha llevado a la
publicacién de un gran numero de trabajos en los que se postulan una amplia variedad de
receptores putativos. En la Tabla | se muestran los distintos tipos de receptores descriptos
hasta el momento, entre los que se encuentran proteinas, lectinas y glicosaminoglicanos
(GAGS).

En células de mosquito se han identificado a las proteinas prohibitina, Hsc70 y una
proteina tipo tubulina como receptores de DENV-2, mientras que se ha reportado a una
proteina de afinidad por laminina como receptor de DENV-3 y -4 (Chee y AbuBakar, 2004;
Kuadkitkan et al., 2010; Paingankar et al., 2010; Sakoonwatanyoo, 2006). Entre las proteinas
propuestas como receptores en células de mamifero se encuentran el receptor de alta afinidad
por laminina (Thepparit y Smith, 2004), las proteinas de shock térmico HSP90 y HSP70 (del
inglés heat shock protein) (Reyes-del Valle et al., 2005), GRP78/BiP (Jindadamrongwech et al.,
2004), y una serie de polipéptidos parcialmente caracterizados (Tabla I). Asimismo, se ha
informado que la unién de los cuatro serotipos de DENV a células dendriticas se produce a
través de DC-SIGN. Esta proteina de membrana contiene un dominio extracelular de lectina
tipo C que une carbohidratos con alto contenido de manosas, como los presentes en la
superficie del virion de DENV (Lozach et al, 2005; Navarro-Sanchez et al, 2003;
Tassaneetrithep et al., 2003).

Ademas de los informes de proteinas como probables receptores para DENV, se ha
demostrado la participacion del heparan sulfato en la unién de DENV-2 a diversas células de
mamifero (Chen et al., 1997; Germi et al., 2002; Hilgard y Stockert, 2000; Hung et al., 1999)
(Tabla I). El heparan sulfato es un GAG muy abundantemente presente en los proteoglicanos
de la superficie celular y en la matriz extracelular de varios tipos celulares. Esté constituido por

cadenas de carbohidratos polianiénicos formados por unidades repetitivas de disacaridos,
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conteniendo acido urénico o acido L-idurénico y un derivado de glucosamina variablemente O-

sulfatado (Esko y Selleck, 2002). Se ha observado que la interaccion de DENV con GAGs

requiere de una forma altamente sulfatada de heparan sulfato (Chen et al., 1997).

Tabla I. Receptores putativos reportados para DENV

Serotipo viral

Tipo celular

Caracteristicas del receptor

Referencia

Proteinas

DENV-1

DENV-2

DENV-4

DENV-2, 3

DENV-1, 4

DENV-3, 4
DENV-1 a 4

GAGs

DENV-2

hepatoma humano (HepG2)
riién de mono (Vero),
hepatoma humano (HepG2)
larva de mosquito (C6/36)

larva de mosquito (C6/36)

larva de mosquito (C6/36, CCL-
125, A7) y A. aegypti adultos
hepatoma humano (HepG2)

endotelilales humanas (ECV304)
medula ésea humana (K562)
neuroblastoma humano y de
ratén (SK-N-SH, N1E-115)
monocitos humanos (U937),
neuroblastoma (SK-SY-5Y)
monocitos humanos

macroéfagos humanos

larva de mosquito (C6/36)

riién de mono (Vero)

mielomonocitos humanos (HL60),
linfocitos B (BM13674)

linfocitos By T (Raji, Molt4, LK63)

glandulas salivales de A.
polynesiensis

larva de mosquito (C6/36)
macrofagos humanos
células dendriticas humanas

glandulas salivales de A. aegypti
larva de mosquito (C6/36),
intestino medio de A. aegypti

riidn de mono (Vero),

ovario de hamster (CHO)
rindn de hamster (BHK)
hepatocitos humanos (HuH-7)

proteinas

receptor de laminina
proteinas (67, 80 kDa)
proteina tipo tubulina (48 kDa)
prohibitina, Hsc70

GRP78/BiP

proteinas (28, 34 and 43 kDa)
proteina (100 kDa)
proteina (65 kDa)

HSP90, HSP70

proteina (molécula asociada a
CD14)
proteinas (27,45, 67, 87 kDa)

glicoproteinas (40, 45 kDa)

proteina (74 kDa, coreceptor de
HS)
proteinas (40, 70 kDa)

proteinas

proteinas (48, 50, 54, 56, y 77
kDa)

receptor de laminina

receptor de manosa
ICAM3-grabbing nonintegrin
(DC-SIGN)

proteinas (37, 54, 58 y 77 kDa)
proteinas (67 y 80 kDa)

heparan sulfato

heparan sulfato
heparan sulfato

Marianneau et al., 1996

Thepparit y Smith, 2004
Munoz et al., 1998
Chee y AbuBakar, 2004
Kuadkitkan et al., 2010;
Paingankar et al., 2010
Jindadamrongwech et al.,
2004

Wei et al., 2003
Rothwell et al.,1996
Ramos Castarfeda et al.,
1997

Reyes-del Valle et al.,
2005

Chen et al., 1999

Moreno-Altamirano et al.,
2002

Salas-Benito y del Angel,
1997; Salas-Benito et al.,
2007

Martinez-Barragan y del
Angel, 2001
Bielefeldt-Ohmann, 1998

Bielefeldt-Ohmann et al.,
2001
Cao-Lormeau, 2009

Sakoonwatanyoo, 2006
Miller et al., 2008
Navarro-Sanchez et al.,
2003, Tassaneetrithep et
al., 2003

Cao-Lormeau, 2009
Mercado-Curiel et al.,
2006, 2008

Chen et al., 1997,
Germi et al., 2002
Hung et al., 1999
Hilgard y Stockert, 2000

GAGs: glicosaminoglicanos
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El conjunto de estos datos han llevado a postular la hipétesis que la interaccién de
DENV con el/los receptores celulares consistiria en un proceso secuencial, en el que la
glicoproteina de envoltura viral interactuaria con al menos dos moléculas de la superficie de la
célula. Primero, el virus se uniria a un receptor muy abundante y de baja afinidad, como DC-
SIGN o heparan sulfato, que serviria para concentrar el virus en la superficie de la célula.
Luego, ocurriria una segunda interaccion especifica y de alta afinidad con un receptor de
naturaleza proteica que serviria para guiar la internalizacion del virus (Martinez-Barragan y del
Angel, 2001).

4. La entrada de los virus

Como parasitos intracelulares obligados, todos los virus deben contar con modos de
entrar a la célula huésped para iniciar su replicacién. El proceso de entrada consiste en una
serie de eventos secuenciales coordinados que se inician con la union del virus a su receptor
en la superficie celular y culminan con el desnudamiento del genoma viral en el citoplasma de
la célula. Por lo tanto, un paso critico durante la entrada de cualquier virus es el evento
denominado penetracion, que consiste en la transferencia del genoma del virus hacia el
citoplasma a través de una membrana celular. Como se menciona mas adelante, la membrana
a ser penetrada puede ser la membrana plasmatica o bien una membrana interna derivada de

un proceso endocitico.

Mientras que los virus desnudos penetran por medio de la formacién de un poro o
directamente a través de la ruptura de la membrana, los virus envueltos penetran mediante un
fendbmeno denominado “fusion de membranas” que sucede gracias a la activacion de las
proteinas de envoltura viral que exponen su péptido de fusidon. En el caso de los virus
envueltos, la fusibn puede ocurrir directamente con la membrana plasmatica o
alternativamente, la unién del virus a su receptor puede disparar una endocitosis por lo que la
fusibn entre la membrana viral y la membrana de la vesicula transportadora se produce

internamente.

De cualquier manera, ya sea que se trate de un virus envuelto o un virus desnudo, éstos
han evolucionado a fin de aprovechar al maximo la maquinaria celular en beneficio propio. Por
lo tanto para entrar a la célula, un virus utiliza un repertorio de procesos celulares complejos en

el que estan involucradas cientos de proteinas. A continuacién se hace una descripcién de los
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conocimientos actuales sobre biologia celular de la entrada de virus, focalizando la atencion en

las diferentes estrategias endociticas.

4. 1. Entrada de los virus envueltos: endocitosis vs. fusion directa

Se ha sabido por mucho tiempo que ciertos virus poseen proteinas de fusién que se
activan al unirse a sus receptores y co-receptores en la membrana plasmatica, permitiéndole a
los virus que las portan penetrar directamente en la superficie de la célula (Rosenthal et al.,
1989; Stein et al., 1987). Sin embargo, si se observa todo el espectro de virus encontramos que
la mayoria requiere ser endocitado para penetrar a la célula y generar una infeccion productiva.
Esto no resulta sorprendente si consideramos los muchos beneficios que la endocitosis ofrece
como via de entrada, desde la evasién del sistema de vigilancia inmunol6gica, hasta la
conduccién de las particulas virales en vesiculas transportadoras hasta un sitio 6ptimo de
replicacién. Ademds, la mayoria de los virus que utilizan la endocitosis como via de
internalizacion poseen proteinas de envoltura que se activan exponiendo su péptido de fusion
s6lo cuando se enfrentan al pH acido del endosoma, lo que les permite sensar el entorno y
escapar al citoplasma en lugares especificos (Marsh y Helenius, 2006; Sieczkarski y Whittaker,
2002a). De hecho, la endocitosis ofrece tantas ventajas que se ha observado que algunos de
los virus que pueden penetrar por fusion directa, como herpes simplex 1 (HSV-1) y el virus de
la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1), utilizan la endocitosis como via de entrada en
ciertos sistemas celulares (Akhtar y Shukla, 2009; Uchil y Mothes, 2009).

4. 2. La endocitosis como via de entrada a la célula huésped

La endocitosis es un proceso que abarca diversos mecanismos utilizados por las células
para internalizar moléculas procedentes del exterior dentro de vesiculas derivadas de la
membrana plasmatica. Por lo tanto, cualquier proceso endocitico requerira en primer lugar un
mecanismo de seleccion en la superficie celular, luego la membrana plasmatica debe ser
inducida a doblarse y separarse, y finalmente se requeriran mecanismos que anclen la vesicula

recién formada a su siguiente destino e induzcan la fusiéon con esta nueva membrana blanco.

En las células se han identificado una gran variedad de mecanismos endociticos, los

cuales difieren entre si en las moléculas que transportan, en la maquinaria proteica que facilita
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el proceso y en el tamafno de la vesicula que se forma. Dada su complejidad y su fina
regulacién, son muchos los factores celulares involucrados en cada uno de estos procesos y al
momento so6lo se conoce una parte de ellos (Mercer et al., 2010).

fagocitosis pinocitosis

macropinocitosis

o &

endocitosis endocitosis endocitosis independiente de

mediada por mediada por clatrina y caveolas

clatrina caveolas
\ dinamina/%tg U

filamentos

de actina clatrina caveolina flotilina

GEEC

Figura 6. Mecanismos endociticos. GEEC: GPI-enriched endosomal compartments.

En la figura 6 se esquematizan las distintas rutas endociticas descriptas hasta el
presente. De manera global los mecanismos endociticos se dividen en dos grandes categorias:
fagocitosis y pinocitosis. La fagocitosis es el proceso por el cual la célula incorpora particulas
de gran tamafo, una capacidad que en general se encuentra restringida a células
especializadas. Por otra parte la pinocitosis, definida como la internalizacién de fluidos y
solutos, ocurre en todos los sistemas celulares. La fagocitosis, junto con tres vias pinociticas:
macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina y endocitosis mediada por caveolas, son
considerados mecanismos endociticos “clasicos” ya que se encuentran muy bien
caracterizados. Sin embargo, existen ademdas una serie de mecanismos pinociticos “no
clasicos” los cuales han emergido recientemente. Estos nuevos mecanismos se encuentran
pobremente descriptos en la literatura y tradicionalmente se los ha definido en términos

negativos, agrupandolos bajo la denominacion “independientes de clatrina y caveolas”.

A continuacién se hace una breve descripcion de los mecanismos endociticos
esquematizados en la figura 6, haciendo referencia a los virus que toman ventaja de cada uno

de ellos como via de internalizacion a la célula:

¢ Fagocitosis: La fagocitosis consiste en la ingestion de particulas de mas de 0,5 pm
de diametro (Ghigo, 2010). En células eucariotas es un proceso activo, altamente

regulado, que involucra receptores especificos de la membrana celular y cascadas
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de sefalizacién mediadas por GTPasas de la familia Rho. Estas GTPasas disparan
el reordenamiento y ensamblado de fibras de actina induciendo la formacion de
proyecciones de la membrana plasmatica que envuelven y se ajustan a la molécula
a ser fagocitada. Finalmente estas proyecciones de membrana se cierran
incorporando la molécula dentro de un fagosoma en un proceso que involucra a la
GTPasa dinamina. Como se mencioné anteriormente, se considera que la
fagocitosis es un mecanismo endocitico restringido a células eucariotas
especializadas como monocitos, macrofagos, células dendriticas y neutrofilos, que
se encargan de la eliminacion de remanentes de células muertas del organismo o
patdégenos tales como bacterias o levaduras. Sin embargo, se ha demostrado que
HSV-1 asi como el baculovirus de Autographa californica pueden inducir su
internalizacion en células no fagociticas por un mecanismo que tiene todas las

caracteristicas de la fagocitosis (Clement et al., 2006; Laakkonen et al., 2009).

Macropinocitosis: La macropinocitosis es un proceso utilizado por las células para
incorporar grandes volumenes de fluido y solutos. Al igual que la fagocitosis, la
macropinocitosis se caracteriza por la formacién de proyecciones de membrana
generadas por dramaticos rearreglos del citoesqueleto de actina dirigidos por
GTPasas de la familia Rho. Sin embargo, a diferencia de la fagocitosis, estas
proyecciones no adquieren la forma de la particula que endocitan, sino que colapsan
sobre la membrana plasmatica y se cierran para dar vesiculas de tamano y forma
diversos. Con un diametro de hasta 10 um, estas vesiculas se caracterizan por ser
mas grandes que cualquier otra derivada de los demas procesos pinociticos (Kerr y
Teasdale, 2009). Entre los virus que utilizan la macropinocitosis como via de entrada
a la célula se encuentran el virus Nipah en células CHO (Pernet et al., 2009),
herpesvirus asociado al Sarcoma de Kaposi en células endoteliales humanas
(Raghu et al., 2009), adenovirus 3 y vaccinia en células HeLa (Amstutz et al., 2008;
Huang et al, 2008; Mercer y Helenius, 2008), HIV-1 en macréfagos humanos
(Maréchal et al,, 2001), y muy recientemente el virus Ebola en células Vero y
HEK293 (Saeed et al., 2010). Se ha propuesto que en el caso de vaccinia y herpes
estos virus han evolucionado a fin de utilizar la macropinocitosis como via de
entrada dado su gran tamafo. En cambio, para otros virus, la razdén parece ser
simplemente la de aumentar su rango de huésped o de tejido a infectar (Ghigo,
2010; Mercer et al., 2010).
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Endocitosis mediada por clatrina: la endocitosis mediada por clatrina es un
proceso rapido y eficiente que ocurre de manera continua, constitutiva o inducida, en
todas las células de mamifero. El primer paso consiste en la concentracion vy
agrupamiento de receptores transmembrana en invaginaciones recubiertas de la
membrana plasmatica de aproximadamente 100-110 nm de diametro. Esta cubierta
se ensambla en la cara citoplasmatica de la membrana gracias a la participacion de
numerosas proteinas adaptadoras y accesorias, como AP-2 (assembly polypeptide
2), AP-180, Epsina, amfifisina y Eps15 (epidermal growth factor receptor pathway
Substrate 15) entre otras, que promueven el reclutamiento de la proteina clatrina
hacia la zona de la membrana plasmatica (Benmerah y Lamaze, 2007; Conner y
Schmid, 2003). Una vez reclutada, la clatrina se polimeriza formando un enrejado
curvo que junto con la ayuda de varias proteinas accesorias permite la formacion de
un cuello en el que se ensamblan polimeros helicoidales de dinamina, proteina que
media el proceso de fisién de la vesicula encapsulada (Praefcke y McMahon, 2004).
Posteriormente la clatrina es liberada de la vesicula por medio de la accion de las
proteinas Auxilina y Hsc70 lo que permite la reutilizacion de esta proteina (Doherty y
McMahon, 2009).

De todos los mecanismos endociticos descriptos hasta el momento, la
endocitosis mediada por clatrina es la mas ampliamente utilizada por los virus.
Estudios pioneros de microscopia electrénica revelaron que ciertos virus, como
adenovirus 2 y 5 y el virus de la estomatitis vesicular (VSV) se encontraban
presentes en regiones engrosadas de la membrana plasmatica o en vesiculas
electrodensas (Dahlberg, 1974; Dales, 1973). Posteriormente, estas membranas
electrodensas fueron identificadas como zonas de membrana plasmatica o vesiculas
recubiertas de clatrina. Algunos de los numerosos virus que utilizan la via de clatrina
para ingresar a células de mamifero son: los alfavirus Semliki Forest y Sindbis
(Helenius et al., 1980; Matlin et al., 1982; DeTulleo y Kirchhausen, 1998), el reovirus
virus de la lengua azul (Forzan et al., 2007); y el retrovirus virus de la leucosis aviar
(Diaz-Griffero et al., 2005). Incluso se ha demostrado la utilizacién de la via de
clatrina para la infecciéon de células de insecto, como por ejemplo el densoviurs
Junonia coenia en células derivadas de larvas de Lymantria dispar (Vendeville et al.,
2009), el virus del arroz enano en células de su insecto vector Nephotettix cincticeps
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(Wei et al, 2007) y el baculovirus de Autographa californica en células de
Spodoptera frugiperda (Long et al., 2006).

Endocitosis mediada por caveolas: Las caveolas son pequefas invaginaciones
de aproximadamente 60-80 nm de diametro que se distinguieron por primera vez
mediante observaciones por microscopia electrénica en células endoteliales. Estas
estructuras estan conformadas principalmente por la proteina caveolina concentrada
en regiones de la membrana plasmatica ricas en colesterol, esfingolipidos (como
esfingomielina, ceramida y gangliésidos), glicoesfingolipidos y acidos grasos
saturados; una composicion de membrana que se asemeja a la descripta para los
“lipid-rafts” (Stan, 2005). En células de mamifero se han identificado tres tipos de
caveolina. La proteina caveolina-3 parece ser exclusiva de tejido muscular, mientras
que las caveolinas-1 y -2 se encuentran ampliamente distribuidas, siendo las
neuronas Yy los leucocitos los unicos tipos celulares que aparentemente carecerian
de caveolinas (Doherty y McMahon, 2009). In vitro, la endocitosis mediada por
caveolas ha demostrado ser dependiente de la activacion de cascadas de
sefalizacion mediadas por quinasas de tirosina, Rho GTPasas y dinamina (Henley
etal.,, 1998; Oh et al., 1998; Pelkmans et al., 2002; Pietidinen et al., 2004).

Los casos mejor estudiados de virus que utilizan las caveolas como via de
entrada son los del virus SV40 (simian virus type 40), polyomavirus murino y los
patégenos humanos virus BK y virus JC, todos pertenecientes a la familia
Polyomaviridae (Anderson et al.,, 1996; Eash et al., 2004; Pelkmans et al., 2001).
También se ha sugerido la participacion de las caveolas en la internalizacion del
picornavirus echovirus 1 (Pietidinen et al.,, 2004), el retrovirus virus de la leucemia

murina (Beer et al., 2005) y el hepadnavirus hepatitis B (Macovei et al., 2010).

Endocitosis independiente de clatrina y caveolas: Ademas de los bien
establecidos mecanismos endociticos descriptos anteriormente, un creciente cuerpo
de evidencia experimental indica que existen mecanismos endociticos adicionales.
Estos mecanismos tienen en comun la falta de cubiertas detectables por
microscopia electrénica y la falta de dependencia de las proteinas clatrina y
caveolina. Sin embargo, claras diferencias estructurales y funcionales sugieren que
esta definicion cruda abarca a mas de un tipo de mecanismo endocitico. Basandose

en la evidencia experimental varios autores han subdividido estos mecanismos de
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manera operacional, segun su requerimiento de colesterol, y ciertas proteinas

celulares como quinasas, pequenas proteinas G o dinamina.
Clasificacion de los mecanismos no clasicos

Hoy es aceptado que los lipidos, asi como la interaccién lipido-proteina
juegan un rol crucial en la compartimentalizacion funcional de la membrana
plasmatica en microdominios. El término lipid-raft ha sido utilizado para definir
microdominios de membrana altamente ordenados derivados de la interaccion entre
esteroles y esfingolipidos (Parton y Richards, 2003). Estas regiones de la membrana
tienen un tamano de 40-50 nm de diametro, son resistentes a la extraccion con
detergentes no idnicos y se encuentran enriquecidas en proteinas con ancla de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). (Nichols y Lippincott-Schwartz, 2001). La primera
evidencia de la utilizacién de lipid-rafts para la internalizacién productiva de
particulas virales surgi6 a partir de los estudios de entrada del virus SV40 en células
carentes de caveolinas. Se ha demostrado que esta ruta endocitica mediada por
lipid-rafts posee todas las caracteristicas morfolégicas y funcionales de las caveolas,
pero ocurre independientemente de las proteinas caveolina y dinamina. Ambos
mecanismos (caveolina-dependiente e independiente) responden de la misma
manera ante agentes que inhiben quinasas de tirosina, agentes despolimerizantes
del citoesqueleto de actina y drogas que extraen el colesterol de la membrana
plasmatica (Damm et al, 2005). Estos resultados indicarian que el mecanismo
subyacente a ambas vias de internalizacién es fundamentalmente similar. De hecho,
Kirkham y Parton (2005) han planteado la hipétesis de que la endocitosis mediada
por lipid-rafts se trataria de un mecanismo de internalizacion béasico en el que la
asociacion de las proteinas caveolina y dinamina aporta un grado extra de
complejidad y regulacién. Otros virus para los que posteriormente se ha propuesto
una internalizacién dependiente de lipid-rafts e independiente de dinamina es HIV-1
en células JAR y 293T (Vidricaire y Tremblay, 2007) y el virus de la coriomeningitis
linfocitaria (LCMV) en células Vero (Quirin et al., 2008; Rojek et al., 2008)

Como se mencion6 anteriormente, esta ruta de internalizacién independiente
de clatrina y caveolas inicialmente descripta para SV40 parece no ser Unica, ya que
existe evidencia de vias de internalizaciéon en que se combina de manera diferente

la participacion de lipid-rafts y dinamina. Por ejemplo, se ha demostrado para
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rotavirus (cepa RRV), asi como para el virus murino norovirus-1 la utilizacién de una
via de internalizacién independiente de clatrina y caveolas pero dependiente de
dinamina y lipid-rafts en células endoteliales y macréfagos, respectivamente
(Gerondopoulos et al.,, 2010; Sanchez-San Martin et al., 2004). Por otra parte, el
virus coxsackie A9 es internalizado en células A549 por una via independiente de
clatrina, caveolas y lipid-rafts pero dependiente de dinamina (Heikkila et al., 2010), al
igual que el virus de la peritonitis infecciosa felina en células monociticas (Van
Hamme et al., 2008). Aun mas enigmatico, reportes recientes sugieren que el virus
del papiloma humano tipo 16 (HPV-16) y el virus porcino circovirus-2 pueden ser
internalizados por una via independiente de clatrina, caveolas, dinamina y lipid-rafts
(Misinzo et al., 2009; Spoden et al., 2008).

Aunque en muchos de los casos mencionados anteriormente la
caracterizacion de la via endocitica es incompleta, algunos de estos mecanismos no
clasicos utilizados por los virus aun no han sido descriptos en el campo de la
biologia celular y por lo tanto no se conocen ligandos fisiolégicos que hagan uso de
ellos. En contraparte, existen mecanismos endociticos descriptos por los bidlogos
celulares para los cuales todavia no se ha identificado virus que los utilicen. Estos
incluyen el mecanismo llamado GEEC (GPI-enriched endosomal compartments),
una via de internalizacién independiente de dinamina pero dependiente de lipid-rafts
en el que ciertas proteinas con ancla de GPI son internalizadas en estructuras
tubulares (Sabharanjak et al., 2002) y la via dependiente de flotilina/reggie-2 (Figura
6), una proteina con una topologia muy similar a la de las caveolinas. Se ha
propuesto que esta proteina define una nueva via endocitica para proteinas con
anclas de GPI (Glebov et al., 2006), aunque la real contribucion de este mecanismo
como via de internalizacion aun es motivo de fuerte debate (Langhorst et al., 2008).

Actualmente muchos autores sostienen que el criterio de clasificacion de las
vias no clasicas basado en la dependencia de lipid-rafts no es muy soélido, ya que
puede variar segun el método utilizado para realizar la remocion del colesterol de la
membrana plasmatica. Esta remocion debe hacerse con mucho cuidado para evitar
una alteracién general de multiples funciones celulares, lo que no siempre es tenido
en cuenta. Recientemente Mayor y Pagano (2007), propusieron una nueva
clasificacion para los mecanismos independientes de clatrina y caveolas que

permitiria independizarse de los lipid-rafts. Basandose en el infaltable requerimiento
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de una maquinaria que permita la fision de la vesicula naciente, en esta nueva
clasificacion la division primaria de los mecanismos no clasicos viene dada por el
requerimiento de la proteina dinamina. Por un lado se encuentran los mecanismos
que utilizan esta maquinaria para escindir sus vesiculas de la membrana plasmatica
(dinamina-dependientes) y por otro aquéllos que utilizan otro tipo de maquinaria de
fision (dinamina-independientes). En segundo lugar, otra caracteristica que ha sido
tomada es el requerimiento de pequenas GTPasas que parecen ser especificas de
ciertos mecanismos pero no de otros, entre ellas CDC42, RhoA y ARF6.
Lamentablemente, algunos autores sostienen que la puesta en practica de esta
clasificacion se ve obstaculizada por reportes con resultados contradictorios que
sugieren que la participacion de estas GTPasas en tan sélo un tipo de endocitosis
no seria especifica, o que los resultados estarian sujetos al método utilizado para
inhibir la accién de estas enzimas (Hansen y Nichols, 2009). Ademas, aun no esta
claro si dichas GTPasas son esenciales para que ocurra el proceso de
internalizacién en si o para el transporte posterior de la vesicula primaria ya

formada.

5. Red endosomal y transito vesicular

Una vez formadas, las vesiculas endociticas primarias pasan a formar parte de una
intrincada red endosomal responsable del transporte, reciclaje, degradacién, y almacenamiento

de las moléculas incorporadas en su interior.

Esta red dinamica esta conformada por distintas organelas endociticas que pueden
fusionarse unas con otras de manera homotipica o heterotipica, y sufrir modificaciones
moleculares a lo largo del tiempo. Las principales organelas de este sistema membranoso son:
endosomas tempranos, endosomas tardios (también denominados cuerpos multivesiculares),
lisosomas y endosomas de reciclaje (Figura 7). En general los endosomas tempranos se
encuentran dispersos por todo el citoplasma celular, mientras que los endosomas tardios,

lisosomas y endosomas de reciclaje se ubican en la zona perinuclear.

31



Introduccion | 32

A
SEIRAT vesicula
Rab4
Rab5 intraluminal

Rab11
Endosoma
temprano
(pH 6,5 - 6)

Endosoma

Endosoma en de reciclaje

maduracion
Aparato de
o Golai
Endosoma T f) "“K
tardio : A < A S )
(pH 6 - 5) 7

=
Endolisosoma m
(pH 5 -4.5) Reticulo

Lisosoma

/)
/ / T
L/ //k Nicleo

Figura 7. Red endosomal y transito vesicular. ESCRT: endosomal sorting complex required for transport. Rab: Ras-
related protein in brain.

5. 1. Logistica del sistema endosomal

Los endosomas tempranos son definidos como el primer compartimento endocitico en
recibir las moléculas provenientes desde la membrana plasmatica. Su principal funcién es la de
clasificar y separar las moléculas internalizadas hacia alguno de los siguientes destinos:
endosomas tardios, endosomas de reciclaje o de vuelta hacia la membrana plasmatica. Esta
organela aparece como un compartimiento pleomaorfico complejo y elaborado en la mayoria de
los tipos celulares. Estd compuesta por regiones de finas extensiones tubulares (de 60-90 nm
de diametro) y grandes cuerpos vacuolares (de 200-1000 nm de diametro) (Gruenberg, 2001)
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(Figura 7). Los receptores y moléculas destinados para reciclaje se concentran en los
elementos tubulares desde donde pueden ser trasportados directamente hacia la membrana
plasmatica en una “via de reciclaje rapida”, o bien a endosomas de reciclaje en una ruta
denominada “via de reciclaje lenta”. Por otra parte, las proteinas de membrana destinadas a
degradacién y que han sido monoubiquitinadas en el lado citosélico son incorporadas con
ayuda del complejo ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) dentro de
vesiculas que brotan desde la membrana del cuerpo vacuolar hacia el lumen del endosoma
(Jovic et al., 2010) (Figura 7).

El proceso de conversion del endosoma temprano hacia un endosoma tardio es
particularmente complejo e involucra la formaciéon de un endosoma intermedio 0 en maduracién
que posee proteinas marcadoras de endosomas tempranos y tardios simultaneamente (Figura
7). Este endosoma, compuesto por el cuerpo vacuolar del endosoma temprano y las vesiculas
intraluminales, sufre una caida gradual en el pH interno, desde un valor de acidez moderado
(pH 6,5-6) hacia valores mas acidos (cercanos a 5), debido principalmente a la acumulacion de
ATPasas vacuolares (Lafourcade et al., 2008). Durante este proceso de maduracién ocurre un
incremento en el nimero de vesiculas intraluminales, lo que finalmente le otorga su apariencia
multivesicular al endosoma tardio (Piper y Katzmann, 2007). También ocurre un cambio en la
predominancia de fosfoinositidos, de fosfatidilinositol 3-fosfato (PI(3)P), el cual es muy
abundante en los endosomas tempranos, a fosfatidilinositol 3,5-bifosfato (PI(3,5)P2) (Gillooly et
al., 2000).

Finalmente, cambios en la interaccién con componentes del citoesqueleto conllevan a la
migracion del endosoma hacia la zona perinuclear. Alli los endosomas tardios maduros se
fusionan con los lisosomas generando endolisosomas, en donde ocurre la degradacién
proteolitica de todos los elementos que se encuentran dentro del lumen del endosoma,

incluidas las vesiculas intraluminales (Bright et al., 2005; Luzio et al., 2009) (Figura 7).

5. 2. Regulacién del trafico vesicular

Un grupo de moléculas cuyo rol ha demostrado ser critico en la regulacién del
transporte de vesiculas son las proteinas Rab (Ras-related proteins in brain). Las Rab
pertenecen a la familia de pequefias GTPasas, y como tales ciclan entre un modo activo unido
a GTP y un modo inactivo unido a GDP. En su modo activo se localizan en membranas
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intracelulares desde donde reclutan e interactian con una gran variedad de proteinas efectoras
que les permiten cumplir roles multiples en los eventos de transporte, tales como anclaje de
vesiculas, fusién, escisién y movilidad (Grosshans et al., 2006).

En células de mamifero se han identificado mas de 60 proteinas Rab involucradas en la
regulacién del transito endosomal (Jordens et al., 2005; Martinez y Goud, 1998). Las
principales Rab localizadas en endosomas tempranos son Rab5 y Rab4, que cumplen con
funciones especificas diferentes, aunque también se encuentran otras Rab, como Rab10
(Babbey et al., 2006), Rab14 (Proikas-Cezanne et al., 2006), Rab21 (Simpson et al., 2004) y
Rab22 (Kauppi et al., 2002) cuya funcién ha sido menos caracterizada y recién comienza a

entenderse.

Rab5 es el miembro de la familia Rab més ampliamente estudiado. Regula la formacion
y el trafico de las vesiculas endociticas primarias provenientes de la membrana plasmatica
hacia los endosomas tempranos (Bucci et al., 1992) (Figura 7), la generacion de PI(3)P
(Christoforidis et al., 1999), la fusion entre vesiculas primarias y endosomas tempranos (Gorvel
et al, 1991), y cumple un rol en la movilidad de los mismos sobre componentes del
citoesqueleto (Nielsen et al., 1999).

Como se mencion6 anteriormente, una vez en los endosomas tempranos las moléculas
destinadas a reciclaje pueden seguir la “via de reciclaje rapida” o la “via de reciclaje lenta”.
Rab4 participa en la via rapida, regulando la salida directa desde las zonas tubulares del
endosoma temprano hacia la membrana plasmatica (Sheff et al., 1999) (Figura 7). Reportes
recientes demuestran que Rab22 seria la molécula encargada de regular el trafico desde el
endosoma temprano hacia los endosomas de reciclaje en la via de reciclaje lenta (Magadan et
al., 2006), mientras que Rab11, el cual es muy abundante en los endosomas de reciclaje,
regula el ultimo paso de transporte desde los endosomas perinucleares hacia la membrana
plasmatica (Ullrich et al., 1996; Ward et al., 2005) (Figura 7).

El pasaje secuencial de endosomas tempranos a endosomas tardios requiere de la
accién coordinada de Rab5 y Rab7, en un proceso en el cual la pérdida gradual de Rab5 esta
acompanada con la concomitante adquisicion de Rab7 (Rink et al., 2005). Ademas de regular el
pasaje de endosomas tempranos a tardios (Feng et al., 1995; Press et al., 1998), Rab7 se
localiza principalmente en los endosomas tardios y lisosomas en donde se cree que cumple un

rol fundamental promoviendo la fusion entre los mismos (Vanlandingham y Ceresa, 2009).
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5. 3. Trafico intracelular de las particulas virales

Una vez internalizados dentro de vesiculas endociticas primarias, la ruta intracelular
tomada por los virus es la misma que aquélla utilizada por ligandos fisiolégicos y componentes
de la membrana plasmatica tales como factores de crecimiento, hormonas y lipidos. Los virus
han evolucionado para hacer uso de esta red endosomal de manera tal de escapar de las
organelas endociticas antes de ser degradados por las enzimas lisosomales.

Algunos virus envueltos pueden escapar a nivel de los endosomas tempranos, como
por ejemplo VSV o Semliki Forest, en donde el pH moderadamente &cido induce la exposicién
de su péptido de fusion y la consecuente penetracion de la nucleocapside al citoplasma celular
(Johannsdottir et al., 2009; Marsh et al., 1983). Otros virus, como influenza o Uukuniemi, tienen
un umbral de pH de fusién mas alto, lo que significa que deben ser expuestos a los niveles de
pH encontrados en endosomas tardios/endolisosmas para que se dispare la penetracién viral
(Lozach et al., 2010; Sieczkarski y Whittaker, 2003).

Mientras que para algunos virus la simple exposicion a pH acido es suficiente para
disparar el cambio conformacional de sus proteinas de envoltura, se ha observado para otros
virus, como Ebola y el virus del sindrome respiratorio agudo, que se requiere ademas de la
actividad de proteasas lisosomales como catepsina B o catepsina L encontradas en los
endosomas tardios/endolisosomas (Chandran et al., 2005; Huang et al., 2006).

6. La entrada de los flavivirus

Los primeros trabajos dedicados al estudio de la entrada de virus pertenecientes a la
familia Flaviviridae revelaron mediante la utilizacién de la técnica de microscopia electronica
que dos miembros de la familia, el virus de la fiebre amarilla y el virus Kunjin, eran incorporados
en células Vero dentro de vesiculas endociticas (Ishak et al., 1988; Ng y Lau, 1988). Estos
estudios no so6lo demostraron que las particulas viales eran internalizadas por medio de un
mecanismo endocitico, sino que ademas la cubierta electrodensa de las mismas aport6 el

primer indicio de que podrian tratarse de vesiculas recubiertas de clatrina.

Sin embargo, no fue sino hasta muchos anos después que el uso de inhibidores
farmacoldgicos especificos permiti6 demostrar el requerimiento funcional de la via de clatrina

para la internalizacion de otro flavivirus, el virus de la encefalitis japonesa, en la linea celular
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Vero (Nawa et al., 2003). Mas recientemente, el uso de inhibidores quimicos combinado con
inhibidores moleculares mas especificos demostraron de manera concluyente que la entrada
de los virus del Nilo occidental, hepatitis C y el virus de la diarrea viral bovina era también
dependiente de la via de clatrina en lineas celulares tan diversas como Vero, C6/36 HT, MDBK
una linea celular derivada de rifdén bovino, y en varias lineas de hepatocitos humanos
(Blanchard et al., 2006; Chu et al., 2006; Chu y Ng, 2004; Codran et al., 2006; Grummer et al.,
2004; Lecot et al., 2005; Meertens et al., 2006).

Los estudios de entrada del virus del Nilo Occidental revelaron ademas que el virus
seguiria una ruta intracelular a través de endosomas tempranos y tardios en células Vero y
C6/36 HT (Chu et al., 2006; Chu y Ng, 2004).

6. 1. La entrada del virus dengue

A pesar de la concordancia en la dependencia de la via de clatrina para la
internalizacion productiva de varios miembros de la familia Flaviviridae, la evidencia

experimental es menos clara en lo que respecta a la entrada del virus dengue.

Estudios pioneros de microscopia electrénica sugirieron que las particulas de DENV-2
(cepa NGC) penetrarian por fusion directa con la membrana plasmatica en células de mosquito
C6/36 HT, monocitos humanos de sangre periférica y células de hamster BHK (Hase et al.,
1989; Lim y Ng, 1999). Sin embargo, al mismo tiempo otros trabajos demostraron la formacién
de sincicios inducida por la exposicion a pH acido en cultivos de células de mosquito infectados
con DENV-2 (Randolph y Stollar, 1990; Summers et al., 1989), y la inhibicibn de la
multiplicacién viral por la adicion de compuestos lisosomotrépicos (Guirakhoo et al., 1993; Lee
et al., 1997). Estos ultimos resultados son indicativos del requerimiento de una entrada por una
via endocitica, y coinciden con los estudios estructurales de la glicoproteina de envoltura de

DENV mencionados anteriormente.

En lo que respecta al modo de internalizacion que podrian seguir las particulas virales,
algunos reportes recientes sugieren una fuerte dependencia en la presencia del colesterol de la
membrana plasmatica para la internalizacion de DENV-2 en monocitos humanos y células de
neuroblastoma de ratén, sugiriendo una participacién de lipid-rafts (Lee et al., 2008; Reyes-Del
Valle et al., 2005). Sin embargo, por otra parte Krishnan et. al. (2007), demostraron que la
entrada de DENV-2 (NGC) en células HelLa ocurria por medio de un mecanismo dependiente

36



Introduccion

de clatrina. Este ultimo trabajo revelé6 ademas que la infeccion con DENV-2 es inhibida en
células que expresan una versidon dominante negativa del Rab5 pero no de Rab7, lo que
indicaria que DENV-2 NGC no requeriria ser transportado hasta los endosomas tardios para
penetrar en este sistema celular.

Por lo tanto, ante estos antecedentes de estudios preliminares y contradictorios, el
presente trabajo de tesis se propuso estudiar la via de entrada infectiva utilizada por los virus
DENV-1 y DENV-2 en células de mosquito y mamifero, analizando los factores celulares que
participan en el proceso de internalizacién y transporte de las particulas virales, asi como

también los factores virales que podrian influir sobre dichos procesos.
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Dado el marco teérico y experimental planteado sobre el estado del conocimiento actual
de los pasos iniciales del ciclo de multiplicacion de DENV el objetivo general de este trabajo de
tesis se centraliza en el estudio del mecanismo de entrada de este patdégeno a la célula
huésped.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e |dentificar la via endocitica utilizada por DENV para su entrada infectiva en células
Vero, analizando la influencia del serotipo o cepa viral sobre dicho proceso. Esta
linea celular es habitualmente utilizada para la propagacion vy titulacion del virus y
como modelo para el estudio de la multiplicacion viral y la evaluacién de compuestos
antivirales.

o Extender el estudio a lineas celulares humanas y de mosquito, mas representativas
de la infeccion natural.

o Establecer en el modelo de células Vero la ruta intracelular recorrida por las
particulas virales e identificar la organela en la que el fenémeno de fusion viral tiene

lugar.
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1. Células

La linea celular continua Vero (ATCC, CCL-81), proveniente de rinén de mono verde
africano Cercopithecus aethiops, se crecié en medio esencial minimo de Eagle (MEM) (GIBCO)
suplementado con 5 % de suero de ternera inactivado y 50 ug/ml de gentamicina (Sigma-
Aldrich). Para el medio de mantenimiento (MM) la concentracién de suero se redujo a 1,5 %.

La linea celular continua A549 (ATCC, CCL-185), proveniente de carcinoma de pulmén
humano, se creci6 en MEM suplementado con 10 % de suero de ternera inactivado y 50 ug/ml
de gentamicina. Para el MM la concentracion de suero se redujo a 1,5 %.

La linea celular de mosquito C6/36 HT (adaptada a crecer a 33 °C), proveniente de
larvas de Aedes albopictus, se obtuvo del Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas
(INEVH) Dr. Julio Maiztegui (Pergamino, Argentina). Las células se crecieron en medio L-15
(Leibovitz) (GIBCO) suplementado con 0,3 % de caldo triptosa fosfato; 0,02 % de glutamina; 1
% de soluciébn de aminoacidos no esenciales MEM (GIBCO), 5 % de suero fetal bovino

inactivado y 50 ng/ml de gentamicina. Para el MM la concentracion de suero se redujo a 2 %.

Para todas las lineas celulares, cuando los cultivos se incubaron en estufa con 4 % de
CO,, los medios se suplementaron con HEPES 20 uM (Sigma-Aldrich) y se llevaron a pH 7,2

con bicarbonato de sodio 7,5 %.

2. Virus
2. 1. Cepas

Se utilizaron tres cepas de DENV-1: la cepa de referencia Hawaii (HW) (Goncalvez et
al., 2002) fue provista por la Dra. D. Enria (INEVH, Pergamino, Argentina) y los aislamientos
clinicos ARG9920 y ARG0044 (Barrero y Mistchenko, 2004), fueron provistos por la Dra. A.
Mistchenko (Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez, Buenos Aires, Argentina). Se emplearon
cuatro cepas de DENV-2: la cepa de referencia Nueva Guinea C (NGC) (Gruenberg et al.,
1988) fue provista por la Dra. A. Mistchenko, la cepa de referencia 16681 (Kinney et al., 1997)
fue provista por la Dra. A. Gamarnik (Fundacion Instituto Leloir, Buenos Aires, Argentina) y los
aislamientos clinicos 67655 y 67702 se obtuvieron del INEVH. Se utilizd6 ademas el virus Junin
(JUNV) cepa XJ Clon3.
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2. 2. Preparacion de las suspensiones virales

Las suspensiones de DENV se prepararon en células C6/36 HT, crecidas en botellas de
plastico T25, utilizando una multiplicidad de infeccion (m.i.) de 0,1 UFP/célula. El inéculo viral
se dejé adsorber 1 h a 33 °C, luego se retird y se cubrieron las células con MM. Los
sobrenadantes se cosecharon al tercero, cuarto y quinto dia post-infeccién (p.i.), se alicuotaron
y almacenaron a -70 °C hasta su uso. Los titulos de los stocks virales oscilaron entre 10° y 10’
UFP/ml segun el dia de cosecha p.i.

2. 3. Ensayo de formacion de placas de lisis

Para la cuantificacion de los stocks virales se infectaron monocapas de células Vero,
crecidas en microplacas de 24 cavidades, con 100 ul de diluciones seriadas al décimo de las
suspensiones virales en MM. Cada dilucion se ensay6 por duplicado. Luego de 1 h de
incubacion a 37 °C se retiraron los inéculos y se cubrieron las monocapas celulares con medio
de plagueo. El medio de plaqueo consisti6 en MEM doblemente concentrado suplementado con
4 % de suero fetal bovino y 100 ug/ml de gentamicina, mezclado con igual volumen de
metilcelulosa 2 % (Sigma-Aldrich). Luego de 6 6 7 dias de incubacion a 37 °C, segun el
serotipo viral, los cultivos se fijaron con formol 10 % y se tifieron con cristal violeta 1 %. Para
DENV-1 la fijacién de los cultivos se realizé al 7™ dia p.i., mientras que en el caso de DENV-2

la fijacion se llevo a cabo el 6% dia p.i.

2. 4. Concentracion de las suspensiones virales por ultracentrifugacion

Para la obtencién de stocks de alto titulo viral se procedié a concentrar suspensiones de
DENV-1 (HW) 6 DENV-2 (NGC). Para ello, se infectaron monocapas de células C6/36 HT,
crecidas en botellas de plastico T150, a una m.i. de 0,1 UFP/célula. Luego de 1 h de adsorcién
a 33 °C, se descartd el inéculo viral y se adicion6 MM. Los sobrenadantes se cosecharon al
tercero y quinto dia p.i. y se juntaron para conformar una Unica muestra. A continuacion se
procedi6 a clarificar el sobrenadante mediante una centrifugacion a 3000 x g durante 15 min. a
4 °C. El sobrenadante clarificado fue luego concentrado por ultracentrifugacion (rotor Beckman
SW28), a 90000 x g durante 2 h a 4 °C. El sedimento se resuspendi6é por suave sonicacion, con
el agregado de 100 pl de buffer TES (Tris-HCI 10 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM).
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3. Determinacion de la viabilidad celular

El efecto de los compuestos sobre la viabilidad celular se determind mediante el ensayo
colorimétrico del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio) (Sigma-Aldrich)
(Denizot y Lang, 1986). Este compuesto es clivado por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa para dar un compuesto de color azul (cristales de formazéan), siendo la
cantidad de cristales producidos proporcional al numero de células viables presentes en el
cultivo. Monocapas confluentes de células Vero, C6/36 HT 6 A549, crecidas en microplacas de
96 cavidades, se trataron con 200 pl de diluciones seriadas al medio de los compuestos, por
triplicado. El tiempo de tratamiento con cada inhibidor se ajustdé de manera que no se viese
alterada la morfologia celular, pero a su vez asegurando el efecto deseado sobre los procesos
celulares (ver secciones siguientes). A continuacion se retiraron los sobrenadantes y se agreg6
a cada cavidad 100 ul de MM conteniendo MTT 0,5 mg/ml. Los cultivos se incubaron 2 h a
33°C o 37 °C, dependiendo del tipo celular, luego se descartaron los sobrenadantes y se
disolvieron los cristales de formazan en 200 ul de etanol. La densidad éptica (DO) de cada
cavidad se determin6 a una longitud de onda de 595 nm utilizando un lector de microplacas. Se
calculé el porcentaje de células viables para cada concentracibn de compuesto como la
relacion entre la DO promedio de la muestra y la DO promedio del control de células sin tratar

con compuesto, multiplicado por 100.

4. Técnicas de microscopia
4. 1. Microscopia de fluorescencia: ensayo de inmunofluorescencia indirecta

Monocapas celulares, crecidas sobre cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades,
fueron infectadas con DENV-1 o DENV-2 y luego de transcurrido el tiempo de infeccién
requerido para cada ensayo las células se lavaron tres veces con PBS y se fijaron con metanol
(Merck) durante 10 min a -20 °C. Luego de la fijacion se realizaron tres lavados de 5 min cada
uno en agitacién con PBS y se incubaron las monocapas con anticuerpos primarios. Se utilizé
una dilucién 1:300 de un anticuerpo monoclonal de ratén que reconoce la proteina de envoltura
de los cuatro serotipos virales (Abcam) o una diluciéon 1:2 de sobrenadante de hibridoma (clon
6F3) productor de un anticuerpo monoclonal reactivo contra la proteina de capside de DENV-2
y DENV-4 (Bulich y Aaskov, 1992; Sabgiambut et al., 2008), gentiimente cedido por John
Aaskov (Universidad de Queensland, Australia). Los anticuerpos primarios se incubaron
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durante 30 min a 37 °C en camara humeda y luego se realizaron tres lavados de 5 min cada
uno con PBS. Los complejos antigeno-anticuerpo se revelaron por medio de una segunda
incubacién durante 30 min a 37 °C con un suero policlonal desarrollado en cabra reactivo
contra las inmunoglobulinas de ratén y conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) o
rhodamina (TRITC) (Sigma-Aldrich). Se realizaron a continuacién tres lavados de 5 min cada
uno con PBS y un lavado con agua bidestilada. Las muestras se montaron en un portaobjetos
sobre una gota de glicerina tamponada conteniendo 2,5 % de 1,4-diazabiciclo[2,2,2]octano
(DABCO). Las fotomicrografias se obtuvieron con una amplificacién de 100, 400 o 1000
aumentos en un microscopio Olympus BX51 acoplado a una camara digital Collsnap-Pro
(Media Cybernetics) o un microscopio confocal Olympus Fluoview y se analizaron con el
software Image-Pro Plus.

4. 2. Microscopia electronica de transmision

Se infectaron monocapas de células Vero o C6/36 HT, crecidas en microplacas de 6
cavidades, con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 60 UFP/célula. Luego de 1 h de incubacién a 4
°C se transfirieron los cultivos a 33 °C o 37 °C durante 25 min. A continuacién se lavaron las
células tres veces con PBS frio y se fijaron con buffer fosfato conteniendo 1,5 % de
glutaraldehido (Fluka) durante 5 h a 4 °C. Las células fijjadas se lavaron con solucién de
sacarosa 0,32 M en buffer fosfato 0,1 M durante toda la noche a 4 °C y luego se desprendieron
de la microplaca con una espatula. Luego de una centrifugacién a baja velocidad las células se
incubaron con tetréxido de osmio 1,5 % durante 2 h a 4 °C y luego se lavaron por
centrifugacion con agua destilada. A continuacion se incubaron con acetato de uranilo 2 %
durante toda la noche y se deshidrataron con una serie de gradientes de etanol seguido de
oxido de propileno. Las células se embebieron en una mezcla de Resina Epon 812 (TAAB) y se
polimerizaron durante 2 dias a 70 °C. Se obtuvieron secciones ultrafinas con un cuchillo de
diamante que se tifieron nuevamente con acetato de uranilo 2 % y se observaron en un
microscopio electronico C10 Zeiss. Las micrografias electrénicas se obtuvieron utilizando una
pelicula Kodak 4489.

5. Cinética de entrada viral

5. 1. Cinética de internalizacion viral: ensayo de centros infecciosos
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Se infectaron monocapas de células Vero o C6/36 HT, crecidas en microplacas de 24
cavidades, con DENV-1 (HW) o DENV-2 (NGC) a una m.i. de 1 UFP/célula. Luego de 1 h de
incubacién a 4 °C se retiraron los indculos virales, se realizaron tres lavados con PBS frio y se
adicioné MM precalentado a 37 °C para dar inicio al proceso de internalizacién. Los cultivos se
incubaron a 37 °C y a diferentes tiempos se lavaron con PBS y se trataron con 1 mg/ml de
proteinasa K (Invitrogen) de manera de eliminar el virus adsorbido pero no internalizado. A
continuacién se bloqued la accion enzimatica con el agregado de PMSF 2 mM en PBS
conteniendo 3 % de seroalbumina bovina (BSA). Las células se centrifugaron durante 10 min a
2000 x g y luego se lavaron con PBS conteniendo 0,3 % de BSA. Finalmente, se
resuspendieron las células en MM, se realizaron diluciones seriadas al décimo y se sembraron
sobre nuevas monocapas de células Vero. Luego de 2 h de adsorcién a 37 °C se cubrieron las
monocapas celulares con medio de plagueo y se incubaron en estufa durante 6 o 7 dias,
dependiendo del serotipo viral. Transcurrido este tiempo, se fijaron los cultivos con formol y se
revelaron las placas por tinciébn con cristal violeta. En este ensayo cada placa formada
corresponde a una célula o centro infeccioso en el que una particula viral logré ser internalizada
de manera productiva. A fin de determinar el porcentaje de virus internalizado en cada tiempo
se proceso en paralelo otra serie de cultivos en los que la proteinasa K fue reemplazada con
PBS. Para cada tiempo de tratamiento el porcentaje de virus internalizado se calculé como la
relacion entre el nimero de UFP en el cultivo tratado con proteinasa K y el nimero de UFP en
el cultivo sin tratar con la enzima, multiplicado por 100. La determinacion de la cinética de
internalizacion en ausencia de sincronizacion se realiz6 exactamente de la misma manera, pero

evitando el paso de incubacion a 4 °C.

5. 2. Cinética de fusion viral: ensayo de susceptibilidad a cloruro de amonio

Monocapas de células Vero, crecidas en microplacas de 24 cavidades, fueron
infectadas a 4 °C con 100-150 UFP/cavidad de DENV-1 (HW), DENV-2 (NGC o 16681) o
JUNV, por duplicado. Luego de 1 h de incubacion a 4 °C se realizaron 3 lavados con PBS frio y
se adicionaron 450 ul de MM precalentado a 37 °C para dar inicio a la internalizacion viral. Los
cultivos se transfirieron a un bano térmico a 37 °C y a distintos tiempos de incubacién (0; 2,5; 5;
10; 20; 30 y 60 min) se agregaron 50 pl de MM conteniendo cloruro de amonio de manera tal
que la concentracion final en el cultivo fuera de 50 mM. Las células se incubaron en presencia

del cloruro de amonio a 37 °C durante 3 h y luego se trataron las monocapas durante 1 min con
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buffer citrato (acido citrico 40 mM, KCI 10 mM, NaCl 135 mM, pH 3) a fin de inactivar cualquier
particula viral que hubiera quedado en el medio extracelular. Luego de realizar tres lavados con
PBS se cubrieron las monocapas celulares con medio de plaqueo. Al cabo de 6 o 7 dias p.i. se
fijaron las células con formol, se tifieron con cristal violeta y se realiz6 el recuento de placas.
Los resultados se expresaron como el porcentaje de particulas internalizadas con respecto a un

control en el que no se agreg6 cloruro de amonio.

6. Inhibidores quimicos: determinacion de su efecto sobre la entrada y la multiplicacion

viral
6. 1. Mediante ensayos de inhibicion del rendimiento viral

Monocapas de células Vero, C6/36 HT o A549, crecidas en microplacas de 24
cavidades, se trataron con concentraciones crecientes de varios inhibidores especificos de
diferentes vias endociticas. Los tiempos de tratamiento y rango de concentraciones adecuados
para cada inhibidor se ajustaron segun los datos de viabilidad celular a fin de evitar efectos
toxicos. De acuerdo a estos datos, las condiciones de tratamiento para cada inhibidor fueron
las siguientes: para nistatina (6,3 — 100 uM en medio de cultivo sin suero) las células fueron
pretratadas durante 5 h a 33 °C o 37 °C; para clorpromazina (10 — 50 uM), colchicina (12,5 —
200 puM), nocodazol (2,5 — 30 uM) y citochalasina D (2,5 — 40 uM) las células fueron pretratadas
durante 2 h a 33 °C o 37 °C; para cloruro de amonio (10 — 50 mM), concanamicina A (0,62 — 10
nM), metil-B-ciclodextrina (0,62 — 5 mM en medio de cultivo sin suero) y dinasore (20 — 150 uM)
las células fueron pretratadas durante 1 h a 33 °C o 37 °C; para dansilcadaverina (100 — 500
uM), latrunculina A (0,62 — 8 uM) y jasplaquinolide (0,15 — 1 uM) el pretratamiento fue de 30
min a 33 °C o 37 °C. Luego de la incubacién con los compuestos las células fueron infectadas
con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 0,1 UFP/célula en presencia de las drogas, a excepcidn
de nistatina y metil-B-ciclodextrina, las cuales fueron eliminadas de los cultivos previamente a la
infeccion por medio de tres lavados con PBS de 5 min cada uno en constante agitacion. Los
indculos virales se retiraron luego de 1 h de incubacion a 33 °C o 37 °C, se lavaron las
monocapas celulares con PBS y se cubrieron con MM sin compuesto. A las 48 h p.i. se
cosecharon los sobrenadantes y se cuantificd la multiplicacion viral por el método de formacién
de placas de lisis en células Vero. Se calcul6 el porcentaje de multiplicacion viral como la

relacion entre el titulo viral en la muestra tratada con droga y el titulo viral en el control de virus
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sin tratar con compuesto, multiplicado por 100. Todos los inhibidores farmacolégicos se

adquirieron en Sigma-Aldrich.

6. 2. Mediante ensayos de centros infecciosos

Monocapas de células Vero, crecidas en microplacas de 24 cavidades, fueron
pretratadas con los inhibidores farmacologicos en las mismas condiciones que en los ensayos
de inhibicién del rendimiento viral, y luego fueron infectadas con DENV-1 o DENV-2 a una m.i.
de 1 UFP/célula en presencia o ausencia de las drogas. Luego de 1 h de adsorcion a 37 °C se
retiraron los in6culos virales, se realizaron 3 lavados con PBS, se trataron las monocapas
celulares con proteinasa K 0,1 mg/ml y se procesaron como en el punto 5. 1. Los resultados se
expresaron como el porcentaje de particulas virales internalizadas en los cultivos tratados con

respecto a un cultivo control sin tratar con las drogas.

6. 3. Mediante ensayos de inmunofluorescenia indirecta

Monocapas de células Vero o C6/36 HT, crecidas sobre cubreobjetos en microplacas de
24 cavidades, fueron pretratadas con las maximas concentraciones de las drogas evaluadas en
los ensayos de inhibicién del rendimiento viral y durante los mismos tiempos de tratamiento.
Luego fueron infectadas con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 1 UFP/célula en presencia o
ausencia de las drogas. Al cabo de 1 h de incubacién a 37 °C se retiraron los inéculos virales,
se realizaron tres lavados con PBS y se cubrieron las células con MM (cultivos tratados
“‘durante” la entrada). En paralelo se infectd otra serie de cultivos y se trataron con las drogas
luego de retirar los indculos virales. En este caso la droga se mantuvo durante el mismo tiempo
que se prolongd el tratamiento de los cultivos pretratados (cultivos tratados “después” de la
entrada). Al cabo de 24 h de incubacion a 37 °C se fijaron las células con metanol y se
procesaron para revelar la proteina de envoltura viral por inmunofluorescencia indirecta. Las

muestras se visualizaron con una amplificacion de 400 aumentos.

A fin de determinar el efecto de inhibidores quimicos sobre la internalizacion de
particulas virales, células Vero crecidas sobre cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades,
fueron pretratadas con las maximas concentraciones de las drogas, y luego fueron infectadas

con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 10 UFP/célula en presencia o ausencia de las drogas.
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Luego de 10, 30 o 60 min de incubacion a 37 °C, segun los requerimientos del ensayo, los
cultivos fueron fijados con metanol. Las particulas virales internalizadas se revelaron utilizando
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina de envoltura o capside viral, seguido de
inmunoglobulinas anti-ratén conjugadas a fluorocromos. Las muestras se visualizaron con una

amplificacion de 1000 aumentos.

6. 4. Mediante ensayos de reduccion del numero de placas

Se infectaron monocapas de células Vero, crecidas en microplacas de 24 cavidades,
con aproximadamente 100-150 UFP/cavidad de DENV-1 o DENV-2 en presencia de distintas
concentraciones de heparina, por duplicado. Luego de 1 h de incubacion a 37 °C, se
descartaron los indculos y las células se cubrieron con medio de plaqueo. Luego de 6 dias las
células se fijaron con formol y se tifieron con cristal violeta. Se realizd el recuento de placas y
se determiné el porcentaje de inhibicién de la multiplicacion viral con respecto a un control sin

tratar con el compuesto.

7. Determinacion de la actividad virucida por contacto directo con inhibidores

farmacoldgicos

Suspensiones de DENV-1 (HW) o DENV-2 (NGC) conteniendo 10 UFP/ml se incubaron
con volumenes iguales de medio de cultivo en presencia de distintas concentraciones de
nistatina, metil-B-ciclodextrina o amiloride durante 1 h en bafo térmico a 37 °C. Como control
se incubd en las mismas condiciones una suspension viral con igual volumen de medio sin
droga. Luego se realizaron diluciones seriadas al décimo de las distintas mezclas y se
cuantifico la infectividad viral remanente por el método de formacién de placas en células Vero.
Para cada concentracion de droga se calculé el porcentaje de infectividad remanente con
respecto al control sin droga. En el caso de nistatina y metil-B-ciclodextrina el ensayo se realiz

en medio de cultivo sin suero.

8. Inhibidores moleculares: determinacion de su efecto sobre la entrada y la

multiplicacién viral
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8. 1. Construcciones plasmidicas

Se utilizaron construcciones plasmidicas para expresar una serie de proteinas celulares:
las construcciones de Eps15, EH29 (mutante dominante negativa) y DIIIA2 (control) fueron
cedidas por la Dra. C. Shayo (IBYME, Argentina); las construcciones de caveolina-1, cav-1 wild
type (wt) (control), cav-1-DN (mutante dominante negativa) y cav-1-Y14F (mutante dominante
negativa) fueron provistas por el Dr. J. M. Bergelson (Universidad de Pensilvania, EEUU); las
construcciones de dinamina Il, dyn Il wt (control) y dyn Il K44A (mutante dominante negativa)
fueron cedidas por el Dr. M. A. McNiven (Clinica Mayo, EEUU); las construcciones de Rab5 y
Rab7, Rab5 wt (control), Rab5 S34N (mutante dominante negativa), Rab7 wt (control) y Rab7
N125] (mutante dominante negativa) fueron provistas por la Dra. M. |. Colombo (Universidad
Nacional de Cuyo, Argentina); las construcciones de Rab11, Rab11 wt y Rab11 S35N (mutante
dominante negativa) fueron provistas por el Dr. G. Whittaker (Universidad de Cornell, EEUU); y
las construcciones de Rab22h, Rab22 wt y Rab22 Q64L (mutante) fueron cedidas por el Dr. P.
Stahl (Universidad de Washington, EEUU). A excepcion de Rab11, las secuencias codificantes
se encuentran insertas en los plasmidos pEGFP-C1 o pEGFP-N1 (Clontech), por lo que las
proteinas se expresan como proteinas de fusion a GFP (green fluorescent protein). Las
secuencias de Rab11 se encuentran clonadas dentro del plasmido pGreen Lantern (Invitrogen),
por lo que en este caso se expresan fusionadas a green lantern, una GFP modificada. Como
control se utilizé el plasmido pEGFP-C1, el cual expresa la proteina GFP.

8. 2. Amplificacion y purificacion de las construcciones plasmidicas

A fin de realizar la transformacién de bacterias competentes, primeramente se
descongelaron las mismas por incubacion en hielo durante 15 min. Luego de este periodo, se
agregaron 1-2 ul de las construcciones plasmidicas y se incubd durante 30 min en hielo.
Posteriormente se realiz6 un shock térmico a 42 °C durante 1 min y se agregé 1 ml de caldo
Luria-Bertani (LB). Las bacterias fueron incubadas 2 h a 37 °C con agitacién, luego de lo cual
se sembraron en LB-agar conteniendo ampicilina (100 pg/ml) o kanamicina (50 pg/ml) segun
corresponda. Las placas se incubaron toda la noche y al dia siguiente se repicaron las colonias
a fin de realizar cultivos en 5 ml de caldo LB conteniendo el antibiético de seleccién
correspondiente.
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El ADN plasmidico se preparé utilizando columnas de intercambio aniénico comerciales,
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification system (Promega), segun las indicaciones del
proveedor. La purificacion se realizd a partir de 5 ml de cultivo saturado de bacterias
transformadas. La cuantificacion de los plasmidos purificados se realiz6 empleando el
fluordmetro Qubit (Invitrogen) siguiendo las especificaciones del fabricante.

8. 3. Transfeccion de cultivos celulares

Se crecieron monocapas de células Vero o C6/36 HT sobre cubreobjetos en
microplacas de 24 cavidades. Luego de 24 h las células se transfectaron utilizando el reactivo
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) segun las indicaciones del proveedor. Se diluyeron 4 ug de
cada construccion en 50 ul de Opti-MEM (Gibco) y se combinaron con 2,5 ul de lipofectamina
diluidos en 50 pl de Opti-MEM. Luego de 40 min de incubacién a temperatura ambiente se
sembraron los complejos ADN-liposomas sobre los cultivos celulares y se incubaron por
aproximadamente 6 hs a 37 °C. Transcurrido este tiempo se eliminé el sobrenadante y se
adicioné Opti-MEM conteniendo 2 % SFB. Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 24 h.

8. 4. Infeccion de cultivos celulares transfectados, internalizacion de particulas virales y

analisis de la multiplicacion viral

A fin de visualizar las particulas virales internalizadas cultivos de células Vero o C6/36
HT transfectados durante 24 h fueron infectados con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 10
UFP/célula. Luego de 1 h de incubacion a 37 °C 0 33 °C se realizaron tres lavados con PBS y
se fijaron las células con metanol durante 10 min a -20 °C.

Para determinar el efecto de la expresion de proteinas dominantes negativas sobre la
multiplicacion viral, cultivos de células Vero transfectados durante 24 h, fueron infectados con
DENV-1 0 DENV-2 a una m.i. de 1 UFP/célula. Luego de 1 h de incubacién a 37 °C se retiraron
los in6culos virales y se adiciond MM. Las células se incubaron a 37 °C durante 24 h y luego se

fijaron con metanol.
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Tanto para la visualizacién de las particulas virales internalizadas como para revelar el
antigeno viral producido, se utiliz6 un anticuerpo monoclonal de ratén reactivo contra la
proteina de envoltura del virus, seguido de un antisuero de cabra conjugado a TRITC reactivo
contra las inmunoglobulinas de ratén. Las muestras se visualizaron bajo un microscopio
Olympus BX51 con una amplificacion de 400 o 1000 aumentos. La visualizacién de las
particulas virales en células C6/36 HT se realiz6 en un microscopio confocal Olympus Fluo

View con una amplificacion de 600 aumentos.

La determinacién del porcentaje de infeccibn de células transfectadas se realizd
mediante un recuento de células infectadas sobre 250 células transfectadas que expresaban
niveles similares de GFP. Los resultados se expresaron como el promedio de tres

determinaciones * desvio estandar.

9. Evaluacion del efecto de inhibidores quimicos y moleculares sobre procesos celulares
9. 1. Ensayos de internalizacion de ligandos marcados con fluorocromos

A fin de corroborar la efectividad del tratamiento con las drogas o la expresion de
proteinas dominantes negativas sobre los procesos endociticos se analizé la internalizacion de

los ligandos transferrina y toxina colérica.

Monocapas de células Vero, C6/36 HT o A549, crecidas sobre cubreobjetos en
microplacas de 24 cavidades, se trataron o no (control) con los inhibidores clorpromazina (50
uM), dansilcadaverina (200 uM o 500 uM) o dinasore (150 uM) o se transfectaron con las
construcciones de Eps15 o Rab5. Luego del pretratamiento con las drogas o de 24 h de
transfeccion, se incubaron los cultivos con transferrina humana conjugada a TRITC 15 pg/ml
(Molecular Probes) durante 1 h a 37 °C. A continuacién se lavaron los cultivos tres veces con
PBS a fin de eliminar la proteina no internalizada y se fijaron con metanol durante 10 min a -20
°C. Para corroborar el efecto de los inhibidores de caveolas/lipid-rafts los cultivos se pretrataron
con nistatina (100 uM o 200 uM) o metil-B-ciclodextrina (5 mM) en MM sin suero y luego de
intensos lavados con PBS se incubaron con la subunidad B de la toxina colérica conjugada a
FITC 0,3 pg/ml (Sigma-Aldrich) durante 1 h a 37 °C. Finalmente los cultivos fueron lavados con

PBS y fijados con metanol como se describié anteriormente. Las muestras se montaron sobre
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una gota de glicerina tamponada conteniendo 2,5 % DABCO y se visualizaron bajo un

microscopio Olympus BX51 con una amplificacion de 1000 aumentos.

9. 2. Tincion de células vivas con naranja de acridina

Para corroborar el efecto de los compuestos cloruro de amonio y concanamicina A
sobre el pH de las vesiculas acidas intracelulares se realizaron tinciones de las células con el

colorante naranja de acridina.

Monocapas de células Vero, C6/36 HT o A549 crecidas sobre cubreobjetos en
microplacas de 24 cavidades fueron tratadas con cloruro de amonio (50 mM) o concanamicina
A (10 nM) durante 1 h a 37 °C y luego se incubaron con naranja de acridina (1 pg/ml en MM sin
suero) durante 15 min a 37 °C en presencia de los compuestos. Paralelamente, se trabajé con
monocapas sin tratar con las drogas (controles). A continuacion las células se lavaron tres
veces con PBS, se montaron en un portaobjetos sobre una gota de PBS y se visualizaron bajo
un microscopio Olympus BX51 con una amplificacion de 400 aumentos.

9. 3. Tincion de microtubulos y microfilamentos

Monocapas de células Vero o C6/36 HT, crecidas sobre cubreobjetos en microplacas de
24 cavidades, fueron tratadas con los agentes despolimerizantes de microfilamentos o
microtubulos en las mismas condiciones que las utilizadas en los ensayos de inhibicion del
rendimiento viral. Luego los cultivos fueron lavados con PBS vy fijados con paraformaldehido 4
% durante 10 min a temperatura ambiente, seguido de una incubaciéon durante 10 min a
temperatura ambiente con cloruro de amonio 50 mM en PBS. Finalmente se permeabilizaron
las células por tratamiento con PBS conteniendo 0.2 % de triton X-100 (células Vero) o
conteniendo 2 % de triton X-100 (células C6/36 HT).

Para la visualizacion de los microfilamentos de actina las monocapas se incubaron con
faloidina-FITC 10 pg/ml (Sigma-Aldrich) durante 1 h a 37 °C. La visualizacién de los
microtubulos se realiz6 mediante la utilizacién de un anticuerpo monoclonal de ratén reactivo
contra o-tubulina (Sigma-Aldrich), seguido de una incubacion con un antisuero de cabra
conjugado a TRITC reactivo contra inmunoglobulinas de raton.
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Capitulo I: La entrada de DENV a células de mamifero

CAPITULO I: La entrada de DENV a células de mamifero
l. La entrada de DENV-1 y DENV-2 a células Vero
I. 1. Cinética de internalizacion viral

En primer lugar, a fin de establecer los tiempos éptimos de trabajo para evaluar el
efecto de inhibidores quimicos sobre la entrada de DENV-1 (cepa HW) o DENV-2 (cepa NGC)
en cultivos de células Vero, se estudié la cinética de internalizacién viral. Cultivos de células
Vero fueron infectados con DENV-1 o DENV-2 a 4 °C para permitir la adsorcion del virus a la
célula y luego fueron transferidos a 37 °C para dar inicio a la internalizacién de las particulas de
manera sincronizada. A diferentes tiempos luego del cambio de temperatura una serie de
cultivos fue tratada con proteinasa K, a fin de inactivar el virus adsorbido mientras que las
particulas internalizadas permanecieron protegidas en el interior de la célula. Luego de inactivar
la enzima, suspensiones de estas células fueron sembradas sobre nuevas monocapas de
células Vero para cuantificar las particulas virales infectivas internalizadas por un ensayo de
formacion de placas. Otra serie de cultivos fue tratada a cada tiempo con PBS en vez de
proteinasa K y luego se cuantificé el virus asociado total (adsorbido + internalizado) por medio
de un ensayo de centros infecciosos similar al de los cultivos tratados con proteinasa K. El
porcentaje de particulas infectivas internalizadas a cada tiempo luego del cambio de
temperatura se calculé como la relacién entre el numero de UFP en los cultivos tratados con
proteinasa K (particulas internalizadas) y el niumero de UFP en el cultivo tratado con PBS
(particulas asociadas totales). El tratamiento enzimatico con proteinasa K eliminé mas del 93 %
de las particulas virales adsorbidas antes de dar inicio a la internalizacién viral (tiempo 0)
(Figura 8 A). Ambos serotipos virales presentaron perfiles cinéticos similares, incrementdndose
muy rapidamente el numero de particulas infectivas internalizadas con el tiempo de incubacién
a 37 °C, alcanzando valores de porcentaje de internalizacién del 88-94 % para DENV-2 y del 90
% para DENV-1 luego de 60-90 min de iniciada la entrada del virus (Figura 8 A).

Dado que el estrés sufrido por las células al ser incubadas a 4° C, sumado al estrés
generado por el tratamiento con inhibidores quimicos (ver secciones siguientes) traia
consecuencias importantes sobre la viabilidad celular, se decidié analizar si el hecho de
eliminar el paso de incubacion en frio tenia un efecto muy marcado sobre la cinética o la tasa
de internalizacién viral. Por lo tanto, cultivos de células Vero fueron infectados con DENV-2 y
luego fueron incubados directamente a 37 °C. A diferentes tiempos se adicion6 proteinasa Ky

se cuantificé el numero de particulas infectivas internalizadas por centros infecciosos como se
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describié anteriormente. En la figura 8 B se representan las curvas obtenidas en condiciones de
sincronizacion de la internalizacion viral (con incubacion a 4 °C) y en condiciones de no
sincronizacion (sin incubar a 4 °C). Se detect6 una pequefia diferencia en la cantidad de virus
infectivo incorporado durante los primeros 30 min. de internalizacion, como una posible
consecuencia del menor numero inicial de particulas virales adsorbidas en los cultivos en los
que no se realizé la incubacion a 4 °C (Figura 8 B, linea discontinua). Sin embargo, esta
diferencia se equiparé a partir de los 30 min. de internalizacion (Figura 8 B). Por lo tanto, para
los ensayos subsiguientes se evalud el efecto de inhibidores quimicos sobre la internalizacién
de particulas virales durante la primera hora de infeccion, periodo de tiempo en el que
aproximadamente un 90 % del virus es internalizado, y realizando la infeccion directamente a
37 °C en ausencia de sincronizacién ya que en estas condiciones se reduce el dano celular sin
verse comprometida la cinética o la tasa de incorporacion de DENV.
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Figura 8. Cinética y tasa de internalizacion de DENV1 y DENV-2 en células Vero. A. Células Vero fueron infectadas
con DENV-1 o DENV-2 a 4 °C y luego fueron transferidas a 37 °C. A diferentes tiempos luego del cambio de
temperatura se inactivé el virus extracelular con proteinasa K. Los resultados se expresan como el porcentaje de
virus internalizado con respecto a un control en el que se sustituyd la proteinasa K con PBS. B. Células Vero fueron
infectadas con DENV-2 a 37 °C (infeccién no sincronizada) o a 4 °C 1 h y luego a 37 °C (infeccién sincronizada). A
diferentes tiempos de incubacién a 37 °C se inactivé el virus extracelular con proteinasa K. Los resultados se
expresan como el numero de UFP internalizadas.

l. 2. Dependencia del pH

Estudios estructurales han demostrado en los ultimos afios la necesidad de cambios
conformacionales en la proteina E inducidos por pH acido para disparar la fusion de membranas
celulares y virales que permiten la entrada de DENV (Modis et al., 2004; Zhang et al., 2004). Por lo
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tanto, el primer paso de nuestra investigacion consistid en evaluar la dependencia del pH para la
entrada funcional de DENV-1 y DENV-2 en cultivos de células Vero. Para ello se decidié estudiar el
efecto sobre la infeccion viral de dos compuestos quimicos que elevan el pH de las vesiculas
acidas intracelulares: el cloruro de amonio, una base lisosomotrépica débil (Castilla et al., 1994;
Mizzen et al., 1985) y la concanamicina A, un potente inhibidor de la ATPasa vacuolar (Woo et al.,
1992; Muori et al., 1993).

En primer lugar se analiz6 el efecto de los compuestos sobre la viabilidad celular utilizando
el método colorimétrico del MTT (Figura 9 A) y luego se verific6 mediante tinciones con naranja de
acridina que en las concentraciones elegidas, debido a su falta de toxicidad, los mismos estuvieran
ejerciendo su accién sobre el pH endosomal. La naranja de acridina es un colorante cati6nico
sensible al pH que se acumula en el interior de las vesiculas acidas intracelulares y emite una

fluorescencia naranja (Palmgren, 1991). En los cultivos controles se observé el patron clasico de
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Figura 9. Efecto de cloruro de amonio y concanamicina A sobre la viabilidad celular y el pH de las vesiculas acidas
intracelulares A. Cultivos de células Vero fueron tratados con concentraciones crecientes de las drogas durante 2 h a 37
°C y luego fueron incubados con una solucién de MTT. Al cabo de 2 h de incubacién se cuantificé la cantidad de cristales
de formazan producidos y se calculd la viabilidad celular con respecto a un cultivo sin tratar con los compuestos. B.
Cultivos de células Vero fueron tratados con cloruro de amonio (50 mM) o concanamicina A (10 nM) durante 1 ha 37 °C
y luego fueron incubados con naranja de acridina en presencia de los compuestos. Luego de 15 min. las células se
montaron sobre una gota de PBS y se observaron bajo un microscopio de fluorescencia.



Resultados | 57

Capitulo I: La entrada de DENV a células de mamifero

fluorescencia naranja citoplasmatica por tincién de los compartimentos acidos, mientras que en los
cultivos tratados con los compuestos la ausencia de fluorescencia naranja fue total, indicando una

eficiente elevacién en el pH de las vesiculas intracelulares (Figura 9 B).

Una vez comprobada la actividad aumentadora del pH de los compuestos, se procedié a
estudiar su efecto sobre la multiplicacién viral. Mediante ensayos de centros infecciosos se
comprobé que el pH &cido intracelular se requiere efectivamente para la entrada del virus a la
célula ya que la presencia de los compuestos redujo la cantidad de particulas virales infectivas
internalizadas cuando se encontraron presentes durante la primera hora de infeccion con ambos
serotipos (Figura 10 A). Asimismo, el tratamiento de cultivos de células Vero con cloruro de amonio
y concanamicina A antes y durante la primera hora de infeccién produjo una marcada reduccion en
la produccion de DENV-1 y DENV-2 a las 48 h p.i., alcanzandose valores de inhibicién en el
rendimiento viral de aproximadamente 80-90% frente al cloruro de amonio y valores cercanos al
100 % frente a concanamicina A (Figura 10 B). Por otra parte, ensayos de inmunofluorescencia
indirecta de cultivos celulares infectados con DENV-1 y DENV-2 durante 48 h permitieron verificar
que el cloruro de amonio ejerce su efecto inhibitorio sobre la multiplicacién viral Gnicamente cuando
es adicionado junto con el virus y no cuando los cultivos son tratados luego de 1 h p.i., confirmando
que la inhibicion observada es debida al efecto de los compuestos sobre los pasos iniciales de la
infeccién y no a un efecto secundario sobre un paso posterior del ciclo de multiplicacién del virus
(Figura 10 C).

Dado que el aumento en el pH endosomal inducido por los compuestos evitaria la fusion de
membranas y la liberacion de la capside viral al citoplasma celular, cabe esperar que en presencia
de estas drogas las particulas virales permanezcan retenidas en los compartimentos endosomales.
A fin de corroborar esta hipétesis cultivos de células Vero fueron infectados con DENV-2 en
presencia o ausencia de cloruro de amonio 50 mM y a los 10 o 60 min p.i. las células fueron fijadas
y procesadas para revelar el patron de fluorescencia de la proteina de capside. Observamos que
luego de 10 min de internalizacién tanto en los cultivos control como en los cultivos tratados con
cloruro de amonio la proteina de capside presenté un patron de fluorescencia puntillado,
demostrando que las particulas virales fueron incorporadas en compartimentos endosomales
(Figura 10 D). Luego de 60 min de internalizacién este patron de fluorescencia puntillado
desaparecié por completo del cultivo control indicando que a este tiempo p.i. ya tuvo lugar el
desnudamiento del virus. Por el contario en el cultivo tratado, luego de 60 min de infeccidén en la
continua presencia de cloruro de amonio aun puede observarse el patron de fluorescencia

puntillado, demostrando que cuando la acidificacién de las vesiculas endosomales es inhibida las
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Figura 10. Efecto de inhibidores de la acidificacion intravesicular frente a la entrada de DENV-1 y DENV-2 en
células Vero. A. Células Vero fueron tratadas durante 1 h con cloruro de amonio o concanamicina A y luego fueron
infectadas con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 1 UFP/célula. Luego de 1 h de infeccién en presencia de las drogas
los cultivos se trataron con proteinasa K y se cuantificé el virus infectivo internalizado por un ensayo de centros
infecciosos. B. Cultivos celulares fueron tratados con varias concentraciones de las drogas y luego fueron infectados
con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 0,1 UFP/célula. Luego de 1 h de internalizacién en presencia de los
compuestos los cultivos se cubrieron con MM y se cuantificé la multiplicacion viral a las 48 h p.i. por el método de
formacion de placas. C. Células Vero fueron tratadas con cloruro de amonio 50 mM y luego infectadas con DENV-1
o DENV-2 en presencia de la droga (durante) o alternativamente fueron infectadas y tratadas con cloruro de amonio
luego de 1 h p.i. (después). En ambos casos el tratamiento de las células con cloruro de amonio se prolongé
durante 2 h. Luego de 48 h p.i se fijaron los cultivos y se realizé un ensayo de inmunofluorescencia indirecta contra
la glicoproteina de envoltura viral. Aumento: 100X D. Cultivos celulares fueron tratados o no con cloruro de amonio y
luego fueron infectados con DENV-2 a una m.i. de 10 UFP/célula. Al cabo de 10 o 60 min. de internalizacién las
células fueron fijadas y procesadas para detectar la proteina de capside viral por inmunofluorescencia indirecta.
Aumento: 1000X. En Ay B los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.
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particulas virales permanecen retenidas en compartimentos endosomales (Figura 10 D). Por lo
tanto estos resultados indican que la entrada de DENV-1 y DENV-2 a células Vero ocurre por un
mecanismo de endocitosis con exposicion de las particulas virales a pH acido, un paso necesario

para que ocurra la liberacién de la capside viral al citoplasma celular.

l. 3. Caracterizacion de la via endocitica infectiva utilizada por DENV-1 y DENV-2 para
ingresar a células Vero

l. 3. a. Endocitosis mediada por vesiculas recubiertas de clatrina

De todos los mecanismos endociticos descriptos hasta el momento, la endocitosis mediada
por clatrina es la via mejor caracterizada y la mas utilizada por los virus para ingresar a las células
(Marsh y Helenius, 2006; Sieczkarski y Whittaker, 2002a). A fin de determinar si la entrada de
DENV-1 y DENV-2 en ceélulas Vero ocurre por esta via se estudid el efecto de los inhibidores
especificos clorpromazina y dansilcadaverina sobre la infeccién viral. La clorpromazina es una
molécula catiénica anfifilica que perturba el ensamblaje de las redes de clatrina en la superficie
celular y en los endosomas (Wang et al, 1993), mientras que la dansilcadaverina es una
monoamina que inhibe el agrupamiento de los complejos ligando-receptor, impidiendo en

consecuencia su internalizacién (Levitzli et al., 1980).

El tratamiento con concentraciones no citotéxicas de clorpromazina o dansilcadaverina
(Figura 11 A) durante la primera hora de infeccién redujo marcadamente la multiplicacién de
DENV-1 mientras que no tuvo efecto inhibitorio sobre la produccion de particulas de DENV-2
(Figura 11 B). El efecto de estos compuestos sobre la internalizacién de particulas virales infectivas
se verificd mediante un ensayo de centros infecciosos. Ambos, clorpromazina y dansilcadaverina,
redujeron la internalizacién de DENV-1 sin ejercer efecto inhibitorio sobre la internalizacién de
DENV-2 (Figura 11 C). A fin de verificar que efectivamente las drogas estuviesen interfiriendo
especificamente con la endocitosis dependiente de clatrina en células Vero, se analizé su efecto
sobre la internalizacion de la proteina transferrina. Esta proteina es incorporada a las células por
endocitosis dependiente de clatrina y por lo tanto es ampliamente utilizada como un ligando
marcador de esta via de entrada (Dautry-Varsat, 1986). En las células control, la transferrina fue
incorporada dentro de vesiculas endociticas, visualizandose como un puntillado citoplasmatico bien
definido, mientras que en los cultivos tratados con clorpromazina o dansilcadaverina la proteina

mostré un patron de fluorescencia muy diferente, visualizdndose de manera difusa en la superficie
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Figura 11. Efecto de inhibidores quimicos de endocitosis mediada por clatrina frente a DENV-1 y DENV-2 en células
Vero. A. Cultivos de células Vero fueron incubados con varias concentraciones de clorpromazina durante 3 h o
dansilcadaverina durante 1,5 h y luego se determiné la viabilidad celular por el método del MTT. B. Células Vero
fueron tratadas durante 2 h con clorpromazina o durante 0,5 h con dansilcadaverina y luego fueron infectadas con
DENV-1 o0 DENV-2 a una m.i. de 0,1 UFP/célula. Luego de 1 h de infeccién en presencia de las drogas se realizaron
lavados con PBS y se cubrieron los cultivos con MM. La cuantificacion de la produccion viral se realizé a las 48 h p.i.
por el método de formacién de placas. C. Cultivos celulares fueron tratados con las drogas como en el punto B y
luego fueron infectados con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 1 UFP/célula. Luego de 1 h de internalizacién en
presencia de los compuestos se inactivé el virus extracelular por tratamiento con proteinasa K y se cuantificé el virus
internalizado por la técnica de centros infecciosos. D. Células Vero tratadas o no con las drogas (50 uM
clorpromazina o 500 uM dansilcadaverina) fueron incubadas con transferrina-TRITC. Luego de 1 h a 37 °C, las
muestras fueron fijadas y visualizadas en un microscopio de fluorescencia. Aumento: 1000X. E. Cultivos celulares
fueron tratados o no con clorpromazina (50 uM) y luego infectados con DENV a una m.i. de 10 UFP/célula. Luego de
30 min. de internalizacion los cultivos fueron fijados y procesados para detectar la glicoproteina de envoltura viral.
Aumento: 1000X. En By C los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.
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celular (Figura 11 D), lo que demuestra que la internalizacién dependiente de clatrina fue

blogueada eficientemente por la accion de los compuestos.

El efecto de las drogas sobre la internalizacién de las particulas virales se verificd también a
través de un ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Cultivos celulares fueron tratados con
clorpromazina 50 pM y luego fueron infectados con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 10
UFP/célula. En paralelo se procesaron cultivos control sin tratar con el compuesto. Luego de 30
min de internalizacion a 37 °C, las células se fijaron y procesaron para detectar las particulas
virales incorporadas mediante un ensayo de inmunofluorescencia con un anticuerpo reactivo contra
la proteina de envoltura viral. En los cultivos controles las particulas de DENV-1 y DENV-2
presentaron un patrén de fluorescencia puntillado citoplasmatico, indicativo de su localizacién en
vesiculas endociticas (Figura 11 E). La presencia de clorpromazina redujo marcadamente la
incorporacién de DENV-1, dando un patron de fluorescencia difusa que se asemeja al exhibido por
la proteina transferrina en cultivos tratados con clorpromazina (Figura 11 D). Por el contrario, el
tratamiento con esta droga no tuvo efecto sobre la internalizacion de particulas de DENV-2 (Figura
11 E).

A fin de corroborar de manera conclusiva la diferente dependencia de DENV-1 y DENV-2
en la via mediada por clatrina para su ingreso a células Vero, se ensayé el efecto de un inhibidor
molecular especifico. La proteina Eps15 es una proteina celular altamente conservada
indispensable en el proceso de endocitosis dependiente de clatrina. Se ha propuesto que Eps15
actua como un puente entre el complejo adaptador proteico de membrana plasmatica AP2 y otras
proteinas celulares en el proceso de formacién de la vesicula recubierta de clatrina (Benmerah et
al., 1998). La proteina Eps15 esta organizada en tres dominios polipeptidicos: el dominio amino-
terminal DI (en donde se encuentran los dominios EH de interaccion proteina-proteina), el dominio
central DIl 'y el dominio carboxilo-terminal DIll que contiene el sitio de unién para el complejo AP-2.
En este trabajo utilizamos una forma dominante negativa de la proteina Eps15, denominada EH29,
la cual posee delecionados el segundo y tercer dominio EH del DI y por lo tanto al ser
sobreexpresada interfiere especificamente con la formacion de vesiculas de clatrina sin afectar las

rutas de entrada independientes de clatrina (Benmerah et al., 1999).

Cultivos de células Vero fueron transfectados con construcciones plasmidicas que expresan
las versiones fusionadas a GFP de la forma dominante negativa EH29, o una proteina control,
DIllA2, que es una versién truncada de Eps15 que no interfiere con la ruta de entrada por clatrina.
A las 24 h post-transfeccion se infectaron las células con DENV-1 o DENV-2 y luego de 1 h de
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Figura 12. Efecto de un inhibidor molecular de endocitosis por clatrina frente a DENV-1 y DENV-2 en células Vero.
A. Cultivos de células Vero fueron transfectados con construcciones plasmidicas que expresan las versiones
fusionadas a GFP del dominante negativo de la proteina celular Eps15 (EH29) o un plasmido control (DIIIA2). Luego
de 24 h las células fueron infectadas con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 10 UFP/célula. Los cultivos se incubaron
a 37 °C durante 1 h y luego se fijaron y procesaron para detectar la glicoproteina de envoltura viral por
inmunofluorescencia indirecta. B. Cultivos celulares transfectados como en el punto A fueron infectados con DENV-1
o DENV-2 a una m.i. de 1 UFP/célula. Las células fueron incubadas durante 24 h y luego fueron fijadas para detectar
la produccién de antigeno viral mediante una inmunofluorescencia indirecta contra la glicoproteina de envoltura. C. A
partir de las muestras del punto B se realizé un recuento de células infectadas sobre 250 células transfectadas y se
calculd el porcentaje de infeccion. Los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones * DE.
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incubacién a 37 °C, los cultivos fueron procesados para detectar la incorporacion del virus por
inmunofluorescencia indirecta simultaneamente con la expresion de la proteina autofluorescente
GFP. En las células que expresan la proteina control, las particulas virales fueron incorporadas
dentro de vesiculas endociticas, observandose una fluorescencia roja puntillada citoplasmatica
(Figura 12 A). Corroborando los resultados obtenidos con los inhibidores quimicos, la expresion del
dominante negativo EH29 impidié la internalizacion de particulas de DENV-1 (Figura 12 A, panel
izquierdo), mientras que no produjo alteracion en la incorporacion de particulas de DENV-2 (Figura
12 A, panel central). Como control, se comprobé la funcionalidad del plasmido EH29 sobre la
endocitosis dependiente de clatrina en células Vero analizando la entrada de la proteina
transferrina. De acuerdo a lo esperado, sélo la expresién de la proteina dominante negativa impidié
la incorporacién de este ligando al interior de la célula (Figura 12 A, panel derecho). Para
comprobar que las particulas DENV-2 internalizadas en células Vero que expresan el dominante
negativo EH29 efectivamente poseen la capacidad de generar una infeccion productiva, cultivos
transfectados fueron infectados con DENV-2, y paralelamente con DENV-1, y luego fueron
incubados durante 24 h. Transcurrido ese lapso de tiempo, se detectd la expresion de GFP y la
produccion de antigeno viral por inmunofluorescencia y se determin6 el porcentaje de infeccion de
células transfectadas realizando un recuento sobre aproximadamente 250 células que expresaban
niveles similares de la proteina autofluorescente GFP. Como era esperado, la expresion del
dominante negativo tuvo un marcado efecto inhibitorio sobre la multiplicacion de DENV-1 (Figura
12 B y C), reduciendo el porcentaje de células infectadas de un 75% en células que expresan la
proteina control a un 16% cuando se expresa la proteina mutante. Por el contrario la expresiéon del
dominante negativo no tuvo efecto sobre la multiplicacion de DENV-2, presentando valores
similares de porcentaje de infeccién en ambos cultivos (Figura 12 B y C), y demostrando que
efectivamente hay infeccion productiva de DENV-2 en células Vero desprovistas de endocitosis
clatrina-dependiente.

l. 3. b. Endocitosis mediada por caveolas/lipid-rafts

Con el fin de caracterizar la via endocitica utilizada por DENV-2 para ingresar a las células
Vero el siguiente paso fue analizar si en alguna etapa del proceso de entrada de este virus se
requeria de lipid-rafts y/o caveolas. Como se mencion6 en la Introduccion, los denominados /ipid-
rafts son dominios de membrana ricos en esfingolipidos y colesterol utilizados por ciertos virus y
toxinas para ingresar a la célula (Kirkham y Parton, 2005; Nichols y Lippincott-Schwartz, 2001). En
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Figura 13. Efecto de inhibidores quimicos de endocitosis por caveolas/lipid-rafts frente a DENV-1 y DENV-2 en
células Vero. A. Suspensiones de DENV fueron incubadas con concentraciones crecientes de metil-p-ciclodextrina o
nistatina. Luego de 1 h a 37 °C se determin6 la infectividad viral remanente por el método de formacién de placas. B.
Cultivos celulares fueron incubados con varias concentraciones de metil-B-ciclodextrina durante 1 h o nistatina
durante 5 h y luego se determind la viabilidad celular por el método del MTT C. Células Vero fueron tratadas durante
1 h con metil-B-ciclodextrina o durante 5 h con nistatina y a continuacién se realizaron intensos lavados con PBS y
se infectaron las monocapas celulares con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 1 UFP/célula en ausencia de las
drogas. Luego de 1 h de internalizacion se inactivé el virus extracelular por tratamiento con proteinasa K y se
cuantifico el virus internalizado por el método de centros infecciosos. D Cultivos celulares fueron tratados con las
drogas como en el punto C y luego fueron infectados con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 0,1 UFP/célula en
ausencia de los compuestos. Luego de 48 h se cuantifico la produccién viral por el método de formacién de placas.
E. Células Vero tratadas con nistatina (100 uM) o metil-B-ciclodextrina (5 mM) en las mismas condiciones que en los
puntos C y D fueron incubadas con toxina colérica-FITC. Luego de 1 h a 37°C, las muestras fueron fijadas y
visualizadas en un microscopio de fluorescencia. Aumento: 1000X. En A, C y D los resultados se expresan como el
promedio de tres determinaciones + DE.
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particular, las caveolas son lipid-rafts especializados en los que se encuentra asociada la proteina
caveolina, y representan una de las vias de entrada mas utilizadas por ciertos virus que no se
internalizan en vesiculas de clatrina (Pelkmans, 2005). Las rutas celulares dependientes de lipid-
rafts/caveolas son muy sensibles a agentes que actian sobre el colesterol de la membrana celular,
por lo tanto se analizé el efecto sobre la infeccion con DENV de las drogas nistatina y metil-p-
ciclodextrina. La nistatina es un compuesto que forma complejos con el colesterol presente en las
membranas celulares, mientras que la metil-B-ciclodextrina extrae el colesterol de las membranas.
Ambas drogas producen la desestabilizacién de la estructura de los lipid-rafts/caveolas y el
bloqueo de este tipo de entrada (Anderson et al., 1996; llangumaran y Hoessli, 1988; Pelkmans et
al., 2001).

Como este tipo de compuestos pueden también modificar la composicién de la bicapa
lipidica de la envoltura del virus, inactivandolo en consecuencia, primero se estudi6 el efecto
virucida de ambas drogas por incubacién de suspensiones de DENV-1 y DENV-2 con
concentraciones crecientes de los compuestos durante 1 h a 37 °C. Luego, las muestras se
diluyeron 1:100 con MM sin suero y se tituld la infectividad remanente por UFP en células Vero. La
dilucion fue realizada con el fin de reducir la concentracién de droga a ser incubada con las células
de modo de asegurar que cualquier disminucion observada en el titulo de virus se deba
exclusivamente a una inactivacion del virion. Como se muestra en la Figura 13 A las drogas
produjeron una inactivacioén dosis-dependiente de DENV-1 y DENV-2, siendo mucho mas potente
en el caso de metil-B-ciclodextrina, como probable consecuencia de una interaccién de las mismas
con colesterol presente en la membrana viral. Por lo tanto, las condiciones experimentales para
probar el efecto sobre la infeccion de células Vero con DENV se eligieron de modo de afectar la
organizacion de los lipid-rafts de la membrana celular pero sin un contacto directo entre las drogas
y las particulas virales. Para ello las monocapas celulares se pre-incubaron con concentraciones
no citotéxicas de ambas drogas (Figura 13 B) y luego se lavaron intensamente con PBS
previamente a la infeccién. El pre-tratamiento con concentraciones crecientes de nistatina o metil-
B-ciclodextrina no afectd la internalizacién (Figura 13 C) ni la multiplicacién de DENV-1 o DENV-2
en células Vero (Figura 13 D). La efectividad del tratamiento para inhibir la endocitosis mediante
lipid-rafts/caveolas se comprobé usando como control la entrada de la subunidad B de la toxina
colérica, proteina marcadora de internalizacion por esta via, en las mismas condiciones de pre-
tratamiento que las utilizadas para los ensayos de infeccién viral. Las células no tratadas mostraron
un patrén de fluorescencia perinuclear debido a la acumulacién de la toxina en el aparato de Golgi

y el reticulo endoplasmaético, en tanto que en las células tratadas se previno muy marcadamente la
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incorporacién de la toxina observandose escasa fluorescencia en el interior de la célula (Figura 13
E).
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Figura 14. Efecto de un inhibidor molecular de endocitosis por caveolas frente a DENV-1 y DENV-2 en células Vero.
A. Cultivos de células Vero fueron transfectados con construcciones plasmidicas que expresan las versiones
dominantes negativas (cav-1-DN o cav-1-Y14F) o un plasmido que codifica para la proteina caveolina-1 salvaje (cav-
1-wt) fusionadas a GFP. Luego de 24 h las células fueron infectadas con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 1
UFP/célula y al cabo de 24 h de infeccion los cultivos se fijaron y procesaron para detectar la glicoproteina de
envoltura viral por inmunofluorescencia indirecta. B. A partir de las muestras del punto A se realizé un recuento de
células infectadas sobre 250 células transfectadas y se determiné el porcentaje de infeccion. Los resultados se
expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.
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Para corroborar los resultados obtenidos con los inhibidores quimicos por otra metodologia
que nos independizara del efecto virucida de los compuestos se utilizaron inhibidores moleculares
especificos de la via de caveolas. Se ha reportado que la fusién de la proteina GFP en el extremo
amino-terminal de la proteina caveolina-1 afecta su funcionalidad actuando la misma como
dominante negativa (cav-1-DN), mientras que la fusion de GFP en el extremo carboxilo-terminal no
afecta su funcion y puede ser utilizada como control (cav-1-wt) (Pelkmans et al., 2001).
Recientemente se ha generado una mutante dominante negativa de caveolina-1, denominada cav-
1-Y14F, portadora de una mutaciéon que impide la fosforilacion de la proteina en la tirosina 14 y, en
consecuencia, se bloquea su internalizacion (Coyne y Bergelson, 2006).

Células Vero se transfectaron con los pladsmidos conteniendo las versiones fusionadas a
GFP de cav-1 wt y ambas mutantes dominantes negativas. A las 24 h post-transfeccion, las células
se infectaron con DENV-1 o DENV-2 y luego de 24 h de infeccién se fijaron y analizaron para
detectar la autofluorescencia de GFP y la produccion de antigeno viral por inmunofluorescencia.
No se observé ninguna diferencia en la capacidad de ser infectadas y expresar antigeno viral entre
las células transfectadas con la caveolina-1 wt y las mutantes (Figura 14 A). En 250 células
transfectadas expresando niveles similares de GFP el recuento de células que expresaban
antigeno de DENV-1 o DENV-2 mostraron valores similares de infeccién en células transfectadas
con cav-1-wt, cav-1-DN y cav-1-Y14F, siendo de alrededor del 65 % para DENV-1 y del 75 % para
DENV-2 (Figura 14 B). Este resultado confirma la independencia de la via de caveolas para la
entrada de DENV-1 y DENV-2 a células Vero.

l. 3. c. Participacion de la proteina dinamina

La suma de nuestros resultados sefiala una entrada de DENV-2 a células Vero por una via
no clasica independiente de clatrina y caveolas. En los ultimos afos se ha descripto que ciertos
virus pueden utilizar este tipo de entrada (Quirin et al,, 2008; Rojek et al., 2008; Sieczkarski y
Whittaker, 2002b). Sin embargo la participacioén de la proteina dinamina, GTPasa esencial para la
endocitosis mediada por clatrina y por caveolas, parece no ser siempre esencial en los procesos
de entrada no clasicos. Para analizar si esta proteina esta involucrada en la internalizacion de
DENV-2 a células Vero se ensay6 el efecto de dinasore, un inhibidor de dinamina de reciente
desarrollo (Macia et al., 2006). El tratamiento con esta droga produjo una importante reduccion
tanto en la produccion infectiva (Figura 15 A) como en la internalizacion de DENV-2 (Figura 15 B)

sin ejercer efecto citotdxico sobre las células (Figura 15 C). Como era esperado para un virus que
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es internalizado a través de un mecanismo dependiente de vesiculas recubiertas de clatrina, este
compuesto ejercié efecto inhibitorio sobre la multiplicacion e internalizacion de DENV-1 (Figura 15

A y B). Como control se verifico el efecto de dinasore sobre la internalizacién dependiente de
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Figura 15. Efecto de un inhibidor quimico de dinamina frente a DENV-1 y DENV-2 en células Vero. A. Cultivos
celulares fueron incubados con concentraciones crecientes de dinasore durante 1 h y a continuaciéon fueron
infectados con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 0,1 UFP/célula. Luego de 1 h de infeccién en presencia de la droga
se retiraron los indculos virales y se cubrié con MM. La produccién viral se cuantific a las 48 h p.i. por el método de
formacion de placas. B. Células Vero fueron pretratadas con dinasore como en el punto A y luego se infectaron con
DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 1 UFP/célula en presencia del compuesto. Luego de 1 h de internalizacion se
inactivo el virus extracelular por tratamiento con proteinasa Ky se cuantificé el virus internalizado por el método de
centros infecciosos. C. Cultivos celulares fueron tratados durante 2 h con varias concentraciones de dinasore y
luego se determiné la viabilidad celular por el método del MTT. D. Células Vero tratadas o no con dinasore (150 uM)
en las mismas condiciones que en los puntos A y B fueron incubadas con transferrina-TRITC en presencia de la
droga. Luego de 1 h a 37°C, las muestras fueron fijadas y visualizadas en un microscopio de fluorescencia. E.
Cultivos celulares fueron tratados con dinasore (150 uM) y luego infectados con DENV a una m.i. de 10 UFP/célula.
Luego de 30 min de internalizacion los cultivos fueron fijados y procesados para detectar la glicoproteina de

envoltura viral. Aumento: 1000X. En A y B los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones +
DE.
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dinamina en células Vero. Cultivos celulares fueron tratados con dinasore en las mismas
condiciones que en los ensayos de infectividad y luego fueron incubadas con transferrina-TRITC.
El tratamiento con dinasore redujo marcadamente la incorporacibn en esta proteina,
encontrdndose distribuida de manera difusa en la superficie celular, en contraste con el tipico
patrén puntillado observado en el cultivo control sin tratar con el compuesto (Figura 15 D). De
manera similar, la presencia de dinasore durante el proceso de entrada del virus redujo la
internalizacion de particulas virales de ambos serotipos (Figura 15 E), aportando una clara
evidencia de la necesidad de dinamina para la incorporacion de las particulas de DENV.

Para confirmar la participacion de dinamina en la entrada de DENV-2 se utiliz6é como
inhibidor molecular especifico la mutante dominante negativa de dinamina, dyn Il K44A, una

A transgen-GFP DENV-1 superposicion B
dyn 1wt w 100 - BDENV-1
(control) SR BDENV-2
3 g 80
O ®©
L] 60 -
S g 40
dyn Il K44A 8
(mutante) £+ 20 ¢
0 N
dynliwt  dynll K44A
transgen-GFP DENV-2 superposicion
dyn Il wt
(control)
dyn Il K44A
(mutante)

Figura 16. Efecto de un inhibidor molecular de dinamina frente a DENV-1 y DENV-2 en células Vero. A. Cultivos de
células Vero fueron transfectados con plasmidos que expresan las versiones fusionadas a GFP de la proteina
dinamina salvaje (dyn Il wt) o dominante negativa (dyn Il K44A). Luego de 24 h las células fueron infectadas con
DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 1 UFP/célula. Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 24 h y luego se fijaron y
procesaron para detectar la glicoproteina de envoltura viral por inmunofluorescencia indirecta. B. A partir de las
muestras del punto A se realiz6 un recuento de células infectadas sobre 250 células transfectadas y se calculd el
porcentaje de infeccion. Los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.
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version de esta proteina que posee reducida su capacidad de unién e hidrélisis de GTP (Damke et
al., 1994; Oh et al.,, 1998; Sauvonnet et al., 2005). Células Vero fueron transfectadas con los
plasmidos que expresan dinamina salvaje (dyn Il wt) y mutante (dyn Il K44A) fusionadas a GFP, y
a las 24 h post-transfeccion se infectaron con DENV-2 y paralelamente con DENV-1. Luego de 24
h de infeccion, los cultivos se procesaron para revelar la multiplicacion viral por
inmunofluorescencia y se realizoé el recuento de aproximadamente 250 células transfectadas. En
concordancia con los resultados obtenidos con el inhibidor quimico dinasore, la infeccién con
DENV-2 resulté afectada por la expresion de la dinamina mutada dyn || K44A (Figura 16 A, panel
inferior), obteniéndose porcentajes de infeccién en células transfectadas con dinamina salvaje y
mutante del 87 % y 16 %, respectivamente (Figura 16 B). Como era esperado, la expresién del
dominante negativo también ejerci6 efecto inhibitorio frente a DENV-1 (Figura 16 A, panel superior
y Figuar 16 B).

l. 3. d. Endocitosis mediada por macropinocitosis/fagocitosis y participacion del
citoesqueleto

Con el objetivo de estudiar si la entrada de DENV-2 a células Vero tenia lugar a través del
mecanismo de macropinocitosis nuestro siguiente paso fue analizar el efecto del compuesto
amiloride, un inhibidor de la bomba Na®/H* indispensable en el proceso macropinocitico, sobre la
internalizacion del virus (Swanson y Watts, 1995). Sin embargo, nuestro analisis preliminar del
efecto del compuesto sobre las particulas virales demostré que el mismo presentaba un potente
efecto virucida al ser incubado durante 1 h con DENV-2 previamente a la infeccion (Figura 17 A).
En este caso la estrategia anteriormente utilizada de pretratar las células y luego infectarlas en
ausencia de compuesto no fue considerada una opcidén viable, dada la evidente naturaleza

reversible del efecto de este compuesto sobre la macropinocitosis (Koivusalo et al., 2010).

Por lo tanto, para estudiar la participacién de la endocitosis por macropinocitosis en la
entrada de DENV se utilizaron otro tipo de compuestos. Si bien los mecanismos moleculares que
gobiernan los procesos de macropinocitosis y fagocitosis son fundamentalmente diferentes, ambos
mecansimos comparten la caracteristica de ser altamente dependientes de la dinamica del
citoesqueleto de actina, el cual regula la formacién de protuberancias o pseudopodos de la
membrana celular. Se decidié analizar el efecto sobre la entrada de DENV-1 y DENV-2 del
compuesto citochalasina D, una droga que se une a la actina en su forma filamentosa interfiriendo

con su polimerizacién (Stossel, 1989). Cultivos celulares fueron tratados con concentraciones no
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Figura 17. Efecto de inhibidores quimicos de endocitosis por macropinocitosis/fagocitosis frente a DENV-1 y DENV-
2 en células Vero. A. Suspensiones de DENV-2 fueron incubadas con concentraciones crecientes de amiloride y
luego de 1 h a 37 °C se determind la infectividad viral remanente por el método de formacién de placas. B. Cultivos
celulares fueron incubados con varias concentraciones de citochalasina D durante 3 h y luego se determiné la
viabilidad celular por el método del MTT C. Células Vero fueron tratadas durante 2 h con citochalasina D y luego se
infectaron con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 0,1 UFP/célula en presencia de la droga. Luego de 48 h se
cuantificé la produccion viral por el método de formacion de placas. D. Células Vero tratadas con la droga en las
mismas condiciones que en el punto C fueron infectadas con DENV-2 en presencia del compuesto. Luego de 1 h de
internalizacion se inactivo el virus extracelular por tratamiento con proteinasa K y se cuantifico el virus internalizado
por el método de centros infecciosos. E. Cultivos celulares fueron tratados o no con citochalasina D 40 pM y luego
fueron fijados e incubados con faloidina-FITC a fin de revelar los microfilamentos de actina. Aumento: 400X. En A, C
y D los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.

citotéxicas del compuesto (Figura 17 B) y luego fueron infectados con DENV-1 o DENV-2 en
presencia del mismo. Luego de 1 h de infeccion se retiraron los inéculos virales, se cubrieron los
cultivos con MM y se cuantificé la produccién viral a las 48 h p.i. Como se observa en la Figuar 17
C, el tratamiento con citochalasina D no solo no ejercié efecto inhibitorio sobre la multiplicacién de

DENV-1 o DENV-2, sino que incluso generd un incremento en la produccion de particulas
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infectivas de DENV-1 a las mayores concentraciones evaluadas. La falta de participacién de las
fibras de actina en la internalizacion de DENV-2 a células Vero se corroboré por medio de un
ensayo de centros infecciosos. La presencia de citochalasina D durante la primera hora de
infeccién no redujo la internalizaciéon de particulas infectivas de DENV-2 (Figura 17 D), aun cuando
el tratamiento con esta droga indujo el efecto esperado sobre los microfilamentos de actina, como

revela una tincion con faloidina-FITC de cultivos tratados con la droga (Figura 17 E).

A fin de excluir definitivamente una posible participacion del citoesqueleto de actina en la
entrada de DENV-2 a células Vero se evalué por medio de ensayos de inhibicion del rendimiento
viral el efecto de dos compuestos adicionales: latrunculina A y jasplakinolide. Latrunculina A actua
uniéndose a la actina en su forma globular e inhibiendo su polimerizaciéon (Morton et al., 2000),
mientras que jasplakinolide se une a la actina en su forma filamentosa estabilizando los
microfilamentos y por lo tanto inhibiendo la dinamica del citoesqueleto de actina (Bubb et al., 1994).
Ninguno de estos agentes (Figura 18 A y B) redujeron la produccion de DENV-2 cuando los
cultivos fueron tratados con dosis no téxicas de estas drogas durante la primera hora de infeccién,

indicando por lo tanto que para la entrada infectiva de DENV-2 a células Vero no se requiere de la
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Figura 18. Efecto de agentes despolimerizantes o estabilizantes del citoesqueleto de actina frente a DENV-2 en
células Vero. Cultivos celulares fueron incubados con varias concentraciones de latrunculina A (A) o jasplakinolide
(B) durante 1,5 h y luego se determiné la viabilidad celular por el método del MTT. Células Vero fueron tratadas
durante 0,5 h con latrunculina A (A) o jasplakinolide (B) y luego se infectaron con DENV-2 a una m.i. de 0,1
UFP/célula en presencia de las drogas. Luego de 48 h p.i. se cuantifico la produccién viral por el método de
formacion de placas.
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integridad ni de la dinamica del citoesqueleto de actina, hecho que permite excluir cualquier posible

participacion de las vias de macrofagocitosis/fagocitosis en la internalizacién de este virus.

Una vez establecida la independencia del citoesqueleto de actina para la entrada de DENV-
1y DENV-2 a células Vero se decidié ampliar la caracterizacion del proceso de entrada explorando
acerca de la participacion de los microtubulos. Para ello se analizd el efecto de los agentes
despolimerizantes, nocodazol y colchicina (Hamel, 1996), mediante ensayos de inhibicién del
rendimiento viral. El tratamiento con estos compuestos tuvo un efecto diferencial frente a DENV-1y
DENV-2, ejerciendo ambos un efecto inhibitorio moderado frente a DENV-2, pero sin presentar
efecto inhibitorio frente a la multiplicacion de DENV-1 (Figura 19 A) en cultivos tratados con dosis
no citotdéxicas (Figura 19 B). Mediante un ensayo de inmunofluorescencia indirecta con un
anticuerpo monoclonal reactivo contra B-tubulina se verificé que las drogas efectivamente indujeron
la despolimerizacion de los microtubulos en las condiciones experimentales utilizadas (Figura 19
C).
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Figura 19. Efecto de agentes despolimerizantes de microtubulos frente a DENV-1 y DENV-2 en células Vero. A.
Células Vero fueron tratadas durante 2 h con nocodazol o colchicina y luego se infectaron con DENV-1 o DENV-2 a
una m.i. de 0,1 UFP/célula en presencia de las drogas. Luego de 1 h de incubacion se retiraron los inéculos y se
cubrieron los cultivos con MM. La cuantificacién de la produccion viral se realizé a las 48 h p.i. por el método de
formacion de placas. B. Cultivos celulares fueron incubados con varias concentraciones de las drogas durante 3hy
luego se determind la viabilidad celular por el método del MTT C. Células Vero fueron tratadas o no con nocodazol
(30 uM) o colchicina (200 uM) en las mismas condiciones que en el punto A y luego fueron fijadas y procesadas
para revelar la proteina tubulina por inmunofluorescencia. En A los resultados se expresan como el promedio de tres
determinaciones + DE.
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l. 3. e. Analisis ultraestructural de la entrada de DENV-1 y DENV-2 a células Vero

La suma de nuestros resultados indica que DENV-1 utilizaria una via infectiva dependiente
de clatrina para su ingreso a células Vero, mientras que DENV-2 utilizaria una via independiente
de clatrina, caveolas y lipid-rafts, pero dependiente de dinamina. A fin de confirmar estas
conclusiones y visualizar el tipo de estructuras celulares involucradas en la entrada de DENV-2 se
realizaron observaciones por microscopia electronica de la entrada de ambos virus. Cultivos
celulares se infectaron con DENV-1 o DENV-2 a 4 °C, aproximadamente a una m.i. de 60
UFP/célula, y a continuacion se transfirieron a 37 °C para dar inicio a la internalizacion viral. Luego
de 25 min de incubacion, se fijaron las células con glutaraldehido y se procesaron para

microscopia electrénica.

Figura 20. Analisis ultraestructural de la entrada de DENV-1 a células Vero. Cultivos celulares fueron infectados con
DENV-1 durante 1 h a 4 °C y luego fueron transferidos a 37 °C para dar inicio a la internalizacion viral. Luego de 25
min de incubacion las células fueron fijadas y procesadas para su visualizacion por microscopia electrénica de
transmisién. Barra: 100nm.

En concordancia con las descripciones bibliogréficas las particulas virales de DENV-1 y
DENV-2 observadas tuvieron un tamano dentro del rango 44-52 nm (Damonte et al., 2004) y
presentaron un nucleo electrodenso rodeado por una membrana lipidica (Figura 20 y 21). Como se
observa en la figura 20, encontramos particulas de DENV-1 en el espacio extracelular asociado a
regiones engrosadas de la membrana plasmatica (Figua 20 A) y en hendiduras electrodensas que
se asemejan a las invaginaciones recubiertas de clatrina descriptas en la bibliografia (Figura 20 B 'y
C) (Marsh y Helenius, 2006). En numerosas ocasiones se visualizaron particulas virales dentro de
invaginaciones recubiertas en distintos estadios del proceso endocitico: las tipicas invaginaciones
en forma de “U” que corresponden a los primeros momentos del proceso de formacion de la
invaginacion (Figura 20 B), y las hendiduras en forma de “O” que corresponden a invaginaciones

practicamente completas que estan a punto de cerrarse para dar una vesicula primaria (Figura 20
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C). Ademas se observé el virus dentro de vesiculas endociticas recubiertas de aproximadamente
100-150 nm, un tamafno que se encuentra dentro del rango descripto para las vesiculas recubiertas
de clatrina (Figua 20 D) (Bishop, 1997; Ehrlich et al., 2004; Heuser, 1980).

Figura 21. Andlisis ultraestructural de la entrada de DENV-2 a células Vero. Cultivos celulares fueron infectados con
DENV-2 durante 1 h a 4 °C y luego fueron transferidos a 37 °C para dar inicio a la internalizacion viral. Luego de 25
min de incubacién las células fueron fijadas y procesadas para su visualizaciéon por microscopia electrénica de
transmisién. Barra: 300nm.

En el caso de DENV-2 el panorama fue muy distinto. Observamos particulas virales en el
espacio extracelular asociado a proyecciones de la membrana plasmatica (Figura 21 A,By C) oen
hendiduras no recubiertas de la membrana (Figura 21 D). En varias ocasiones se encontraron
particulas virales dentro de vesiculas desnudas de gran tamano (Figura 21 E, F y G), aunque adn
queda por ser determinado si verdaderamente representan vesiculas endociticas primarias o son

simplemente el resultado de los numerosos plegamientos y proyecciones de la membrana
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plasmatica observados. S6lo en muy raras ocasiones se encontraron particulas virales dentro de

vesiculas recubiertas (Figura 21 H).

Por lo tanto, estos resultados demuestran de manera definitiva que la entrada de DENV-1 a
células Vero tiene lugar a través de la via endocitica dependiente de clatrina, mientras que la
entada de DENV-2 ocurre por una ruta no clasica independiente de clatrina.

l. 4. Andlisis de la afinidad por heparan sulfato

A continuacién se decidié analizar si la variacién observada en la via endocitica en
células Vero con el serotipo viral tenia relacion con una diferencia en el receptor celular
utilizado para su internalizacién. Desafortunadamente, como se mencioné en la Introduccion,
la identidad del receptor celular que interactlia con la proteina de envoltura del virus dengue no

ha sido claramente dilucidada.
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Figura 22. Efecto de heparina frente a DENV-1 y DENV-2. Células Vero fueron tratadas durante 1 h con
concentraciones crecientes de heparina y luego fueron infectadas con 100-150 UFP de DENV-1 o DENV-2.
Luego de 1 h de infeccién en presencia de la droga se retiraron los indculos y se cubrieron los cultivos con medio
de plaqueo. Al cabo de 6 o 7 dias dependiendo del serotipo viral, se fijaron las células, se realiz6 el recuento de
UFP y se calcul6 el porcentaje de multiplicacion con respecto a un cultivo sin tratar con la droga. Los resultados
se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.

Trabajos previos de nuestro laboratorio sugieren que el heparan sulfato participaria
tanto en la adsorcibn como en la internalizacion de DENV-2 en células Vero (Talarico y
Damonte, 2007). A fin de analizar posibles diferencias en la afinidad por el heparan sulfato en
el proceso de entrada de DENV-1 y DENV-2 se estudio el efecto del compuesto heparina. La

heparina es un analogo estructural del heparan sulfato que compite con este ultimo por la unién
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a DENV. Como se observa en la figura 22, la presencia de heparina durante la primera hora de
infeccién no ejercio efecto frente a DENV-1, mientras que redujo la multiplicacién de DENV-2.
Estos resultados indican que ambos serotipos presentan una afinidad diferencial frente al
heparan sulfato, lo que podria estar implicado en el direccionamiento de las particulas virales

hacia una u otra via endocitica.

I. 5. Comparacion con otras cepas de DENV-1 y DENV-2

A fin de establecer si la diferencia observada en la via de entrada a células Vero entre
DENV-1 y DENV-2 era atribuible a alguna particularidad de las dos cepas de referencia utilizadas,
DENV-2 NGC y DENV-1 HW, o por el contrario era una propiedad distintiva y representativa
compartida por diferentes variantes de cada serotipo, se amplié el estudio a otra cepa de referencia
y también a aislamientos clinicos provenientes de pacientes de epidemias recientes de nuestro
pais. Se trabaj6é con la cepa de referencia 16681 de DENV-2, con dos aislamientos clinicos de
DENV-1 denominados ARG9920 y ARG0044 correspondientes a casos detectados en la ciudad de
Buenos Aires en pacientes que provenian de Paraguay durante los afios 1999 y 2000 (Barrero y
Mistchenko, 2004), y dos aislamientos de DENV-2, denominados 67655 y 67702, provenientes de
pacientes del brote registrado en la provincia de Salta en 2006. Para cada aislamiento las
suspensiones virales para ensayar se prepararon en células de mosquito C6/36 HT en las mismas
condiciones experimentales que para las dos cepas de referencia inicialmente estudiadas. Dado
que la diferencia principal en cuanto al modo de entrada de ambos serotipos en células Vero
consistio en la dependencia o no de clatrina para la endocitosis, con estas cinco cepas sélo se
analizé este pardmetro evaluando la susceptibilidad de la infeccidén al inhibidor clorpromazina por

determinacién de los rendimientos virales en presencia y ausencia de esta droga.

Como puede observarse en la Figura 23 A, la infeccion con los aislamientos clinicos de
DENV-1 fue marcadamente afectada, en forma similar a lo observado con la cepa de referencia
HW, confirmando que este serotipo es internalizado en células Vero a través de vesiculas
recubiertas de clatrina. Por su parte, todas las cepas de DENV-2 ensayadas mostraron un
comportamiento similar a la cepa NGC siendo totalmente resistentes a la accidén de clorpromazina.

En el caso de la cepa de referencia 16681 se decidi6 complementar este resultado
evaluando el efecto de la expresién del dominante negativo de la proteina celular Eps15. En

concordancia con el resultado obtenido con el inhibidor quimico clorpromazina, la expresién del
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dominante negativo EH29 no ejercié efecto inhibitorio sobre la multiplicacion del virus (Figura 23
B).

Estos resultados indican que la forma de entrada diferencial en células Vero en cuanto a la
dependencia de clatrina seria una caracteristica propia de los serotipos DENV-1 y DENV-2
compartida por distintas cepas.
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Figura 23. Efecto de inhibidores de endocitosis por clatrina frente a aislamientos clinicos de DENV-1 y DENV-2 y la
cepa de referencia 16681 de DENV-2 A. Cultivos celulares fueron tratados con clorpromazina 50 uM y luego fueron
infectados con los aislamientos clinicos de DENV-1 o DENV-2 o con la cepa 16681 de DENV-2 a una m.i. de 0,1
UFP/célula. Luego de 1 h de infeccién en presencia del compuesto se retiraron los indculos virales y se cubrieron los
cultivos con MM. La cuantificacién de la infeccion viral se realiz6 a las 48 h p.i. por el método de formacién de placas.
B. Cultivos de células Vero fueron transfectados con construcciones plasmidicas que expresan las versiones
fusionadas a GFP del dominante negativo de la proteina celular Eps15 (EH29) o un plasmido control (D3A2). Luego
de 24 h las células fueron infectadas con DENV-2 16681 a una m.i. de 1 UFP/célula. Las células fueron incubadas
durante 24 h y luego fueron fijadas para detectar la produccién de antigeno viral mediante una inmunofluorescencia
indirecta contra la glicoproteina de envoltura. A partir de estas muestras se realizé un recuento de células infectadas
sobre 250 células transfectadas y se calculé el porcentaje de infeccion. En A y B los resultados se expresan como el
promedio de tres determinaciones + DE.
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l. 6. Comparacion con la entrada de DENV-1 y DENV-2 a otras células de mamifero

Dado el extendido rango de huésped que posee DENV, con capacidad de infectar una
amplia variedad de células de mamifero, se estudi6 la entrada de los serotipos DENV-1 y DENV-2
en la linea celular humana A549 para comparar la via de entrada en una linea celular diferente de
mamifero. Para ello se utilizd como parametro de evaluacion el efecto de los inhibidores
farmacolodgicos de las diferentes rutas endociticas sobre la multiplicacién de DENV. Las células se
trataron con cloruro de amonio, clorpromazina, dansilcadaverina, nistatina, metil-B-ciclodextrina o
dinasore en las mismas condiciones de tiempo de tratamiento y concentracion que las utilizadas
previamente para células Vero, ya que en dichas condiciones la viabilidad de las celulas A549 se
mantuvo siempre por encima del 90 % (Figura 24 A). Mediante tinciones con los marcadores
especificos de pH endosomal, y endocitosis por clatrina y caveolas, se observd que el rango de
concentraciones ensayado fue suficiente para inducir esencialmente los mismos efectos
bloqueantes en las vias endociticas en A549 que en Vero (Figura 24 B). Luego, se determiné la
capacidad infectiva de DENV-1 y DENV-2 en células tratadas con cada droga midiendo la
produccion de virus a las 48 h p.i. Los resultados sugieren que DENV-1 y DENV-2 entran por una
ruta endocitica dependiente de pH acido ya que se detect6 una significativa reducciéon dosis-
dependiente en la infectividad viral después del incremento de pH producido por cloruro de amonio
(Figura 25 A). El tratamiento con clorpromazina, dansilcadaverina y dinasore produjo una drastica
inhibicién en la multiplicacién de ambos serotipos virales, mientras que no se produjo inhibicién en

presencia de nistatina o metil-B-ciclodextrina (Figura 25 A).

Asimismo, se evaludé el efecto de los inhibidores quimicos sobre la internalizacién de
particulas de DENV-1 y DENV-2 por inmunofluorescencia indirecta. El tratamiento con
clorpromazina y dinasore redujo marcadamente la incorporacién de particulas de DENV-1 y DENV-
2 a células A549, mientras que el pretratamiento con nistatina no tuvo efecto sobre la

internalizacion viral. (Figura 25 B).

Estos resultados indican que la entrada de DENV-1 y DENV-2 en células A549 ocurre por
una endocitosis pH dependiente mediada por clatrina y, en consecuencia, difiere del mecanismo de
entrada seguido por DENV-2 en células Vero (Figuras 11 y 12). Por lo tanto, hay factores celulares
funcionales que pueden determinar vias alternativas de entrada para producir una infecciéon exitosa

con el mismo inéculo de DENV en diferentes tipos de células de vertebrado.
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Figura 24. Efecto de inhibidores quimicos de distintas vias endociticas sobre la viabilidad celular y los procesos
endociticos en la linea A549. A. Cultivos de células A549 fueron tratados con concentraciones crecientes de las distintas
drogas y luego fueron incubados con una soluciéon de MTT. Al cabo de 2 h de incubacién se cuantificé la cantidad de
cristales de formazan producidos y se calcul6 la viabilidad celular con respecto a un cultivo sin tratar con los compuestos.
B. Cultivos de células A549 fueron tratados con clorpromazina (50 uM), dansilcadaverina (500 pM), dinasore (150 pM),
cloruro de amonio (50 mM), nistatina (100 uM) o metil-B-ciclodextrina (5 mM). A continuacion los cultivos se incubaron
con transferrina-TRITC, toxina colérica-FITC o se realizaron tinciones con naranja de acridina y se visualizaron bajo un

microscopio de fluorescencia.
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Figura 25. Efecto de inhibidores quimicos de distintas vias endociticas frente a la multiplicacion de DENV-1 y DENV-
2 en células A549. A. Cultivos de células A549 fueron tratados con concentraciones crecientes de cada droga y
luego fueron infectados con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 0,1 UFP/célula. Luego de 1 h de internalizacién en
presencia o ausencia de los compuestos se cubrieron los cultivos con MM y se cuantificé la produccién viral por el
método de formacion de placas a las 48 h p.i. B. Cultivos celulares fueron incubados con clorpromazina (50 pM),
nistatina (100 uM) o dinasore (150 pM) y luego fueron infectados con DENV-1 o DENV-2 a una m.i. de 10 UFP/célula
en presencia o ausencia de las drogas. Luego de 30 min. los cultivos fueron fijados y procesados para detectar la
glicoproteina de envoltura viral. En A los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.
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CAPITULO lI: La entrada de DENV a células de insecto
Il. La entrada de DENV-2 a células de mosquito C6/36 HT

Una vez establecido el proceso de entrada de DENV en cultivos de células de mamifero
el siguiente paso fue ampliar nuestra investigacion al estudio del proceso de entrada en células
de mosquito derivadas de la especie Aedes Albopictus, uno de los hospedadores naturales de
DENV y vector para la transmision del virus al ser humano.

Il. 1. Cinética de internalizacion de DENV-2

De manera similar al analisis realizado en células Vero, el primer paso de nuestra
investigacion sobre la entrada de DENV-2 (cepa NGC) en cultivos de células de mosquito
C6/36 HT consistié en establecer los tiempos 6ptimos para el trabajo con inhibidores quimicos
de las distintas vias endociticas. Para ello se estudi6 la cinética de internalizacién viral por
medio de un ensayo de centros infecciosos y se determinéd el porcentaje de particulas virales
internalizadas a distintos tiempos calculando la relacién entre el nUmero de placas en cultivos
tratados con proteinasa K y cultivos sin tratar con la enzima. El perfil cinético observado para
este virus en células de mosquito (Figura 26) fue muy similar al observado en células Vero
(Figura 8), alcanzando porcentajes de particulas infectivas internalizadas del 84-98 % entre los
60 y 90 min de iniciado el proceso de internalizacién (Figura 26). Por lo tanto, al igual que en

células Vero, el tratamiento con inhibidores quimicos en células C6/36 HT se realizé durante los
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Figura 26. Cinética de internalizacion de DENV-2 en células de mosquito. Cultivos de células C6/36 HT fueron
infectados con DENV-2 a 4 °C y luego fueron transferidos a 33 °C para dar inicio a la internalizacion viral. A
diferentes tiempos luego del cambio de temperatura se inactivé el virus extracelular con proteinasa K. Los resultados
se expresan como el porcentaje de virus internalizado con respecto a un control en el que se sustituy6 la proteinasa
K con PBS.
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primeros 60 min de infeccién viral, ya que durante este periodo de tiempo la mayoria de las
particulas virales han sido internalizadas.

Il. 2. Dependencia del pH

Como se mencion6 en la introduccion, un estudio pionero de microscopia electrénica
sugirié que la entrada de DENV-2 a células C6/36 tendria lugar a través de un mecanismo de
fusién directa con la membrana plasmatica a pH fisiolégico (Hase et al.,, 1989), mientras que
nuestros resultados demuestran que la entrada de DENV-2 en células Vero y A549 ocurre por
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Figura 27. Efecto de cloruro de amonio sobre la viabilidad celular, el pH de las vesiculas acidas intracelulares y la
multiplicacion de DENV-2 en células de mosquito A. Cultivos de células C6/36 HT fueron tratados con
concentraciones crecientes de cloruro de amonio durante 2 hs a 33 °C y luego se determind la viabilidad celular por el
método del MTT. B. Cultivos celulares fueron tratados con cloruro de amonio 50 mM durante 1 h a 37 ° C y luego
fueron incubados con naranja de acridina en presencia del compuesto. Luego de 15 min las células se montaron
sobre una gota de PBS y se observaron bajo un microscopio de fluorescencia. C. Cultivos de células C6/36 HT fueron
tratados con varias concentraciones del compuesto y luego fueron infectados con DENV-2 a una m.i. de 0,1
UFP/célula. Luego de 1 h de internalizacion en presencia de la droga los cultivos se cubrieron con MM y se cuantificé
la multiplicacion viral a las 48 h p.i. por el método de formacién de placas. D. Monocapas de células C6/36 HT fueron
tratadas con cloruro de amonio 50 mM y luego infectadas con DENV-2 en presencia de la droga (durante) o
alternativamente fueron infectadas en ausencia del compuesto y tratadas con cloruro de amonio luego de 1 h p.i.
(después). En ambos casos el tratamiento de las células con cloruro de amonio de realiz6é durante 2 h. Luego de 48 h
p.i. se fijaron los cultivos y se realizé un ensayo de inmunofluorescencia indirecta contra la glicoproteina de envoltura
viral. A partir de estas muestras se realizd un recuento de células infectadas sobre 20 campos seleccionados al azar y
se calculd el porcentaje de inhibicidn de la multiplicaciéon viral con respecto al cultivo control sin tratar (valores
insertos). Aumento: 400X. En C los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.
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un mecanismo de endocitosis dependiente de pH acido (Figuras 10 y 25). Por lo tanto, se
decidi6 corroborar las observaciones de Hase y colaboradores, por medio de un analisis

bioquimico.

En primer lugar se estudio el efecto citotdéxico del compuesto lisosomotrépico cloruro de
amonio sobre la viabilidad de cultivos de células C6/36 HT por el método del MTT (Figura 27 A)
y luego se verific6 que en el rango de concentraciones elegidas, el compuesto estuviera
ejerciendo su efecto basificador del pH endosomal. De manera similar a lo observado en
células Vero, en células C6/36 HT los compartimentos acidos fueron tenidos de color naranja
intenso por acumulacion de la naranja de acridina, mientras que en los cultivos tratados con
cloruro de amonio la ausencia de tincién naranja fue total (Figura 27 B). El efecto de esta base
débil sobre los pasos iniciales de la infeccion viral se analizé por medio de un ensayo de
inhibicion del rendimiento viral. Cultivos de células C6/36 HT fueron pretratados con
concentraciones crecientes de cloruro de amonio y luego fueron infectados con DENV-2 en
presencia del compuesto. Luego de 1 h de infeccién se retiraron los indculos virales y se
cubrieron los cultivos con MM. A las 48 h p.i. se cuantificd la produccién viral por el método de
formacion de placas en monocapas de células Vero. La presencia de cloruro de amonio tuvo un
marcado efecto inhibitorio sobre la multiplicacion de DENV-2 en todo el rango de
concentraciones ensayadas, alcanzando una inhibicion de aproximadamente el 84 % entre las
concentraciones 30 mM y 50 mM (Figura 27 C). Por otra parte, se verifico la accién inhibitoria
de esta droga sobre los momentos iniciales del ciclo de replicacién por medio de un ensayo de
inmunofluorescencia indirecta en cultivos infectados vy fijados a las 48 h p.i. El tratamiento con
cloruro de amonio durante la primera hora de infeccién redujo marcadamente la multiplicacion
de DENV-2, provocando una reduccion del 95 % en el numero de células infectadas, mientras
que no tuvo efecto cuando fue adicionado luego de 1 h p.i. (Figura 27 D).

Estos resultados difieren claramente de los reportados por Hase et al. (1989) ya que
sugieren que la entrada de DENV-2 a células de mosquito tendria lugar por un mecanismo de
endocitosis dependiente de pH acido, similar a lo observado en células de mamifero.

Il. 3. Caracterizacion de la via endocitica utilizada por DENV-2 para infectar células C6/36
HT
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A fin de caracterizar la via endocitica por la cual DENV-2 es conducido en células C6/36

HT hacia una infeccién productiva se analiz6 el efecto sobre la multiplicacion viral del panel de

inhibidores quimicos de las distintas vias endociticas previamente utilizados en células de

mamifero.
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Figura 28. Efecto de inhibidores quimicos de distintas vias endociticas sobre la viabilidad celular y los procesos
endociticos en células de mosquito C6/36 HT. A. Cultivos de células C6/36 HT fueron tratados con concentraciones
crecientes de las distintas drogas y luego fueron incubados con una solucién de MTT. Al cabo de 2 h de incubacién
se cuantifico la cantidad de cristales de formazan producidos y se calcul6 la viabilidad celular con respecto a un
cultivo sin tratar con los compuestos. B. Cultivos celulares fueron tratados con clorpromazina (50 pM),
dansilcadaverina (200 uM), dinasore (150 uM), nistatina (200 uM) o metil-B-ciclodextrina (5 mM). A continuacion los
cultivos se incubaron con transferrina-TRITC o toxina colérica-FITC en presencia (clorpromazina, dansilcadaverina,
dinasore) o ausencia (controles, nistatina, metil-B-ciclodextrina) de las drogas, se fijaron y visualizaron bajo un
microscopio de fluorescencia. Aumento: 1000X.
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Para ello primeramente se determiné el efecto de los mismos sobre la viabilidad celular
por el método del MTT. Los rangos de concentraciones seleccionados para ser utilizados
posteriormente en los ensayos de inhibicion del rendimiento viral fueron esencialmente los
mismos que los evaluados en células de mamifero para la mayoria de los inhibidores, a
excepcion de dansilcadaverina que demostrd ejercer en células de mosquito alto efecto
citotdxico en concentraciones mayores a 200 uM y nistatina en cuyo caso, gracias a su escasa
actividad citotoxica, fue posible extender el rango de concentraciones hasta 200 uM (Figura 28
A). La accién inhibitoria de estas drogas sobre los procesos endociticos en las condiciones
experimentales a ser utilizadas frente a la infeccién viral se verificé analizando la internalizacién
de los ligandos controles transferrina y toxina colérica conjugados a fluorocromos. En los
cultivos controles la transferrina fue incorporada dando un patrén puntillado citoplasmatico
caracteristico, similar al que se observa en células de mamifero, debido a su localizacién en
vesiculas endociticas (Figura 28 B, panel superior). Los inhibidores de endocitosis dependiente
de clatrina, clorpromazina y dansilcadaverina, y el inhibidor de la proteina celular dinamina,
dinasore, impidieron la incorporacion del marcador visualizdndose el mismo de manera difusa
en la superficie de las células. Por otra parte la toxina colérica, marcadora de endocitosis
dependiente de caveolas/lipid-rafts, fue internalizada en las células controles dando un patrén
de fluorescencia perinuclear, debido a su acumulacién en reticulo endoplasmatico y aparato de
Golgi (Figura 28 B, panel inferior). El pretratamiento con las drogas nistatina y metil-B3-

ciclodextrina, inhibidoras de este tipo de entrada, redujo la incorporacién del ligando.

Mediante ensayos de inhibiciéon del rendimiento viral se determin6 que la presencia de
inhibidores de endocitosis por clatrina afectd la multiplicacion del virus en cultivos tratados
previamente y durante la primera hora de infeccion con DENV-2, siendo las méaximas
inhibiciones alcanzadas del 84 % frente a clorpromazina y del 64 % frente a dansilcadaverina
(Figura 29 A, panel superior). De manera similar, el tratamiento con dinasore redujo muy
marcadamente la produccién viral, presentando valores de inhibiciéon del rendimiento viral del
97 % en la concentracién 150 uM (Figura 29 A, panel superior). El pretratamiento de las células
con los compuestos metil-B-ciclodextrina y nistatina no ejercié efecto negativo sobre la
produccion de particulas virales infectivas. De hecho, el pretratamiento con nistatina provocé un
aumento en la multiplicacién viral siendo la cantidad de virus producido en los cultivos tratados
con 100 y 200 uM casi dos veces mayor que en el control sin tratar con el compuesto (Figura
29 A, panel inferior).
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Figura 29. Efecto de inhibidores quimicos de distintas vias endociticas frente a la multiplicacion de DENV-2 en
células C6/36 HT. A. Cultivos de células C6/36 HT fueron tratados con concentraciones crecientes de cada droga y
luego fueron infectados con DENV-2 a una m.i. de 0,1 UFP/célula. Luego de 1 h de internalizacién en presencia
(clorpromazina, dansilcadaverina, dinasore) o ausencia (controles, metil-B-ciclodextrina, nistatina) de los compuestos
se cubrieron los cultivos con MM y se cuantific6 la producciodn viral por el método de formacion de placas a las 48 h
p.i. B. Monocapas de células C6/36 HT fueron tratadas con dansilcadaverina 200 pM, clorpromazina 50 pM o
nistatina 200 pM y luego infectadas con DENV-2 en presencia de la droga (durante) o alternativamente fueron
infectadas y tratadas luego de 1 h p.i. (después). En el caso de nistatina sélo se realiz6 el tratamiento de los cultivos
previamente a la infeccion (antes). Luego de 48 h p.i. se fijaron los cultivos y se realiz6 un ensayo de
inmunofluorescencia indirecta contra la glicoproteina de envoltura viral. Se realiz6 un recuento de células infectadas
sobre 20 campos seleccionados al azar y se calculd el porcentaje de inhibicion de la multiplicacién viral con respecto
al cultivo control sin tratar (valores insertos). Aumento: 400X. En A los resultados se expresan como el promedio de
tres determinaciones + DE.

Al comparar el porcentaje de células infectadas en cultivos tratados con los inhibidores
de endocitosis por clatrina antes y durante el momento de la infeccion con aquellos tratados
luego de 1 h p.i. se verific6 que los mismos ejercen efecto inhibitorio Unicamente cuando se

encuentran presentes durante la primera hora de infeccion. Los valores de inhibicién
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alcanzados en cultivos tratados durante la infeccion fueron del 57 % frente a dansilcadaverina y
del 98 % frente a clorpromazina, mientras que en cultivos tratados luego de 1 h p.i. las
inhibiciones fueron sélo del 2 % y 12 %, respectivamente (Figura 29 B), demostrando que en
células de mosquito estos compuestos no afectan eventos posteriores del ciclo de replicacién
viral. Como era esperado, el pretratamiento de los cultivos con nistatina no tuvo efecto alguno

sobre la multiplicacion de DENV-2.

Por lo tanto, estos resultados sugieren fuertemente que la entrada de DENV-2 en
cultivos de células de mosquito ocurre por medio de una endocitosis dependiente de vesiculas
recubiertas de clatrina. A fin de complementar estos resultados el siguiente paso consistio en
evaluar el efecto de la expresion del dominante negativo de la proteina Eps15 sobre la
internalizacion viral. Trabajos previos han demostrado, mediante la utilizacién de la secuencia
codificante del gen eps15 humano, que eps15 es miembro de una familia de genes altamente
conservada durante la evolucién (Wong et al., 1998), y que la transfeccidn transiente de células
de mosquito con las secuencias de la versidbn dominante negativa de Eps15 humana, EH29,
permite la inhibicién de la entrada dependiente de clatrina en esta linea celular (Chu et al.,
2006). Con estos antecedentes, cultivos de células C6/36 HT fueron transfectados durante 24 h

con las versiones fusionadas a GFP de la proteina Eps15 humana control (DIIIA2) o su forma

transgen-GFP DENV-2

DIllA2
(control)

EH29
(mutante)

Figura 30. Efecto de un inhibidor molecular de endocitosis por clatrina frente a DENV-2 en células C6/36 HT.
Cultivos de células C6/36 HT fueron transfectados con construcciones plasmidicas que expresan las versiones
fusionadas a GFP del dominante negativo de la proteina celular Eps15 (EH29) o un plasmido control (DIIIA2). Luego
de 24 h las células fueron infectadas con DENV-2 a una m.i. de 10 UFP/célula. Los cultivos se incubaron a 33 °C
durante 1 h y luego se fijaron y procesaron para detectar la glicoproteina de envoltura viral por inmunofluorescencia
indirecta. Las muestras se visualizaron bajo un microscopio confocal.
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dominante negativa (EH29) y luego fueron infectados con DENV-2 a una alta m.i. Luego de 1 h
de incubacion a 33 °C se fijaron los cultivos y procesaron para revelar las particulas virales
internalizadas por inmunofluorescencia indirecta. Como era esperado, en los cultivos que
expresan la proteina control las particulas virales fueron internalizadas dando el tipico patrén
de fluorescencia puntillada en el citoplasma celular (Figura 30, flechas), mientras que en las
células que expresan la proteina dominante negativa EH29 el virus no fue incorporado dentro
de las células (Figua 30), demostrando claramente la necesidad de una endocitosis
dependiente de clatrina funcional para la incorporacién de particulas de DENV-2 a células de
mosquito C6/36 HT.

Il. 4. Participacion del citoesqueleto

A continuacién se analizé la participacion del citoesqueleto en la entrada de DENV-2 a
células de mosquito, mediante la utilizacién de los agentes despolimerizantes, citochalasina D y
colchicina.

Primeramente se determiné el efecto de estos agentes sobre la viabilidad celular (Figura
31 A) y luego se analiz6 si estas concentraciones no citotoxicas eran capaces de inducir la
despolimerizacion de microfilamentos y microtdbulos en células de mosquito de la misma
manera que lo hacen en células de mamifero. Mediante tinciones con faloidina conjugada a
FITC observamos que en células de mosquito el patron de fibras de actina es muy similar al
descripto en células de mamifero, visualizdndose en los cultivos controles como manojos de
fibras finas distribuidas por todo el citoplasma celular. El tratamiento con citochalasina D indujo
la completa despolimerizacién de las fibras, visualizandose un patrén de fluorescencia difuso
distribuido por toda la célula (Figura 31 B). La distribucion de microtubulos se revel6 utilizando
un anticuerpo reactivo contra tubulina. El tipico patrén de tubulos bien definidos que irradian
desde la zona perinuclear hacia la membrana plasmatica fue totalmente transformado en los
cultivos tratados con colchicina dando un patrén de fluorescencia amorfo en todo el citoplasma

celular (Figura 31 B).

Una vez establecido un eficiente efecto de estas drogas sobre la integridad del
citoesqueleto de células de mosquito se procedié a evaluar su efecto sobre la multiplicacion del
virus por medio de ensayos de inhibicion del rendimiento viral. El tratamiento de los cultivos con

citochalasina D redujo la multiplicacion de DENV-2 en todo el rango de concentraciones
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Figura 31. Efecto de agentes despolimerizantes de microfilamentos de actina y microtubulos frente a DENV-2 en
células C6/36 HT. A. Células C6/36 HT fueron incubadas con varias concentraciones de citochalasina D o
colchicina durante 3 h y luego se determind la viabilidad celular por el método del MTT B. Cultivos celulares fueron
tratados o no con citochalasina D 40 uM o colchicina 1000 uM durante 2 h luego fueron fijados e incubados con
faloidina-FITC a fin de revelar los microfilamentos de actina o con un anticuerpo dirigido contra la proteina tubulina.
Aumento: 1000X. C. Cultivos celulares fueron tratados durante 2 h con citochalasina D o colchicina y luego se
infectaron con DENV-2 a una m.i. de 0,1 UFP/célula en presencia de las drogas. Luego 1 h se cubrieron las
monocapas con MM y se cuantificé la produccion viral por el método de formacion de placas a las 48 h p.i. D.
Monocapas de células C6/36 HT fueron tratadas con citochalasina D 40 uM o colchicina 1000 uM y luego infectadas
con DENV-2 en presencia de la droga (durante) o alternativamente fueron infectadas y tratadas luego de 1 h p.i.
(después). Luego de 48 h se fijaron los cultivos y se realizé6 un ensayo de inmunofluorescencia indirecta contra la
glicoproteina de envoltura viral. Se realiz6 un recuento de células infectadas sobre 20 campos seleccionados al
azar y se calculd el porcentaje de inhibicidén de la multiplicacion viral con respecto al cultivo control sin tratar (valores
insertos). Aumento: 400X. En C los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.

ensayadas (Figura 31 C) mientras que por el contrario, la despolimerizacién de los microtabulos
inducida por el tratamiento con colchicina no tuvo efecto sobre la multiplicacién de DENV-2
(Figura 31 C). Cabe destacar que la falta de efecto inhibitorio ejercida por colchicina se
mantuvo aun cuando el rango de concentraciones se extendié hasta 1000 uM (Figura 31 C),
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una dosis no téxica mucho mayor que la requerida para inducir la completa despolimerizacién

de los microtubulos observada en la figura 31 B.

Por otra parte, la adicién de citochalasina D luego de 1 h p.i. y durante 3 h no tuvo
efecto sobre la produccién de antigeno viral como se determiné por medio de ensayos de
inmunofluorescencia indirecta en cultivos infectados y fijados luego de 48 h (Figura 31 D).
Como era esperado, la adicién de este compuesto junto con el indculo viral redujo el porcentaje
de células infectadas en un 90 % cuando se compara con el cultivo control (Figura 31 D),
corroborando los resultados de inhibicién del rendimiento viral y demostrando la necesidad de
un citoesqueleto de actina integro durante los primeros momentos de la infeccién con DENV-2
en células de mosquito. El tratamiento de los cultivos con colchicina no tuvo efecto ya sea
cuando fue adicionada junto con el virus o luego de 1 h p.i. (Figura 31 D).

Estos resultados indican un requerimiento de microfilamentos de actina intactos en la
entrada dependiente de clatrina de DENV-2 a células de mosquito, mientras que la integridad

de los microtubulos no seria necesaria para conducir a una infeccion productiva.

Il. 5. Analisis ultraestructural de la entrada de DENV-2 a células de mosquito

Finalmente, a fin de visualizar la ruta de entrada de DENV-2 a células C6/36 HT, se
realizaron estudios de microscopia electronica. Cultivos celulares fueron infectados con DENV-
2 a 4 °C y luego transferidos a 33 °C a fin de sincronizar la internalizacion. Luego de 25 min de
incubacién, las células fueron fijadas con glutaraldehido y procesadas para su observaciéon en

un microscopio electrénico de transmisién.

Se encontraron particulas virales en el espacio extracelular (Figura 32 A), o adheridas a
invaginaciones electrodensas de la membrana plasmatica (Figura 32 B), similares a las
visualizadas en la entrada de DENV-1 a células Vero (Figura 20) y que concuerdan con las
descripciones de invaginaciones de membrana recubiertas de clatrina en células de A. aegypti
(Roth y Porter, 1964). También se encontraron particulas dentro de vesiculas de
aproximadamente 120 nm de diametro (Figura 32 C). En ningun caso se observé fusion directa
del virus con la membrana plasmatica o nucleocapsides virales desnudas en el citoplasma

celular.
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La suma de estos resultados indica que a diferencia de lo descripto en trabajos previos
(Hase et al., 1989) o de lo que ocurre en células Vero, la entrada de DENV-2 a células de
mosquito tiene lugar por endocitosis mediada por receptor en vesiculas recubiertas de clatrina.

Figura 32. Andlisis ultraestructural de la entrada de DENV-2 a células C6/36 HT. Cultivos celulares fueron
infectados con DENV-2 durante 1 h a 4 °C y luego fueron transferidos a 33 °C para dar inicio a la internalizacién
viral. Luego de 25 min de incubacion las células fueron fijadas y procesadas para su visualizacién por microscopia
electrénica de transmisién. Barra: 100 nm.

Il. 6. Extension del estudio a otro serotipo viral: DENV-1

Dada la diferencia observada en la entrada de DENV-1 y DENV-2 a células Vero nos
preguntamos si podrian existir diferencias en el modo de internalizacién de distintos serotipos
de DENV en células de mosquito. Para ello se amplié el estudio analizando la internalizacién
del serotipo DENV-1.

Primeramente se evalud el efecto de inhibidores farmacolégicos de las distintas vias
endociticas reproduciendo las mismas condiciones experimentales que las descriptas para
DENV-2. El tratamiento de los cultivos con los compuestos cloruro de amonio, clorpromazina,
dansilcadaverina y dinasore produjo una notable inhibicion de la multiplicacién de DENV-1
(Figura 33), indicando que en células C6/36 HT DENV-1 es internalizado por medio de un
mecanismo dependiente de pH acido, clatrina y dinamina. Por su parte, los compuestos metil-B-
ciclodextrina y nistatina no ejercieron efecto inhibitorio, sugiriendo que las caveolas/lipid-rafts
de membrana no serian imprescindibles para la entrada de DENV-1 a esta linea celular (Figura
33).

Los resultados obtenidos a partir del analisis bioquimico fueron confirmados por medio

de observaciones en el microscopio electronico de transmisién. De manera similar a lo
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Figura 33. Efecto de inhibidores quimicos de distintas vias endociticas frente a la multiplicacion de DENV-1 en
células C6/36 HT. Cultivos de células C6/36 HT fueron tratados con concentraciones crecientes de cada droga y
luego fueron infectados con DENV-1 a una m.i. de 0,1 UFP/célula. Luego de 1 h de internalizaciéon en presencia o
ausencia de los compuestos se cubrieron los cultivos con MM y se cuantificd la produccién viral por el método de
formacion de placas a las 48 h p.i. Los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.

observado para DENV-2, las particulas de DENV-1 se encontraron en el espacio extracelular
asociadas a zonas engrosadas en la membrana plasmatica o invaginaciones electrodensas que
concuerdan con las descripciones de zonas de la membrana recubiertas de clatrina en su cara
citoplasmatica (Figura 34 A y B). Asimismo fue posible visualizar particulas virales individuales
dentro de vesiculas recubiertas (Figura 34 C).

Figura 34. Analisis ultraestructural de la entrada de DENV-1 a células C6/36 HT. Cultivos celulares fueron
infectados con DENV-1 durante 1 h a 4 °C y luego fueron transferidos a 33 °C para dar inicio a la internalizacion
viral. Luego de 25 min de incubacion las células fueron fijadas y procesadas para su visualizacién por microscopia
electrénica de transmisién. Barra: 100 nm.
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Estos resultados demuestran de manera concluyente que los virus DENV-1 y DENV-2

son internalizados en células de mosquito a través de un mecanismo endocitico dependiente

de pH &cido en vesiculas recubiertas de clatrina.
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CAPITULO lllI: Transito intravesicular de DENV en células Vero
lll. Transporte intracelular de DENV-1 y DENV-2

Mientras que ha sido ampliamente demostrado que los ligandos internalizados por la via
de clatrina son transportados inicialmente a los endosomas tempranos por un mecanismo
dependiente de Rab5 (Lakadamyali et al., 2006) para luego seguir hacia su destino final en la
célula, aun no se conoce con certeza la ruta intracelular recorrida por las moléculas

internalizadas a través de las vias endociticas no clasicas.

En el Capitulo | se describi6 cédmo los virus DENV-1 y DENV-2 tienen una entrada
infectiva dependiente de pH acido en células Vero (Figura 10). Esto implica un transito del virus
en vesiculas endosomales hasta el momento en que se dispara la fusién entre la membrana
viral y la membrana de la vesicula transportadora. Dado que en este sistema celular DENV-1y
DENV-2 presentan diferente mecanismo endocitico, nos propusimos estudiar a continuacioén la
ruta intracelular recorrida por las particulas virales hasta el momento de su desnudamiento y
determinar si las observadas diferencias en la via endocitica tienen como consecuencia

variaciones en la ruta intravesicular utilizada por estos virus.

lll. 1. Cinética de fusion de DENV-1 HW, DENV-2 NGC y DENV-2 16681 en células Vero

Luego de ser incorporados en vesiculas endociticas primarias, los virus siguen las
mismas rutas intracelulares que aquellas utilizadas por los ligandos fisiol6gicos y componentes
de la membrana plasmatica. Tipicamente, las moléculas incorporadas desde la superficie
celular por endocitosis dependiente de clatrina alcanzan los endosomas tempranos en menos
de 2 min, los endosomas tardios localizados en la region perinuclear en 10-12 min y los
lisosomas en 30-60 min luego de iniciada su internalizacion (Griffiths et al., 1989; Lakadamyali
et al., 2006; Mercer et al., 2010). En concordancia se ha descripto que los virus que fusionan en
distintos compartimentos a lo largo de su ruta endocitica presentan diferentes cinéticas de
fusidén, siendo muy rapida en aquellos virus que fusionan en endosomas tempranos, con
valores de tiempo medio de fusiébn de alrededor de 1-5 min. (Johannsdottir et al,
2009; Vonderheit y Helenius, 2005), y algo méas lenta para el caso de virus que fusionan en
endosomas tardios, presentando valores medios de fusion de aproximadamente 10-20 min
post-internalizacion (Quirin et al., 2008; Mercer et al., 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johannsdottir%20HK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johannsdottir%20HK%22%5BAuthor%5D
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A fin de determinar el tiempo transcurrido desde que las particulas de DENV inician su
internalizacion hasta el momento en que se dispara la fusion de membranas inducida por el pH
endosomal, se realizd un ensayo de susceptibilidad a cloruro de amonio. Monocapas celulares
fueron infectadas a 4 °C con 100-200 UFP por cavidad de DENV-1 cepa HW o DENV-2 cepas
NGC o 16681 y luego fueron lavadas con PBS frio para eliminar el virus no adsorbido.
Inmediatamente después se cubrieron las células con MM precalentado a 37 °C para dar inicio
a la internalizacién viral. Los cultivos se incubaron a 37 °C y a distintos tiempos luego del
cambio de temperatura se indujo una elevacion instantanea del pH endosomal con el agregado
de cloruro de amonio en una concentracion final de 50 mM. La presencia del cloruro de amonio
se mantuvo en los cultivos hasta las 3 h luego de iniciada la internalizacion. Transcurrido este
tiempo se elimind cualquier particula viral que pudiera permanecer en el espacio extracelular
por tratamiento con buffer citrato y se cubrieron las monocapas con medio de plagueo. Al cabo
de 6 o 7 dias p.i., dependiendo del serotipo viral, se fijaron las células y se realiz6 el recuento
de UFP que fueron capaces de internalizarse y fusionar en cada tiempo de tratamiento. Como
se observa en la figura 35, los tres virus presentaron los mismos perfiles cinéticos de
susceptibilidad. La gran mayoria de las particulas virales (80-90 %) alcanzaron su punto de
activacion pH-dependiente dentro de los primeros 30 min de internalizacion. La fusion viral se

inicié a los 5 min y alcanzé su valor medio entre los 14-16 min post-internalizacion (Figura 35,
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Figura 35. Cinética de fusion de DENV-1 HW, DENV-2 NGC y DENV-2 16681 en células Vero. Monocapas de
células Vero fueron infectadas con 100-150 UFP de DENV-1 (HW), DENV-2 (NGC o 16681) o JUNV a 4 °C. Luego
se dio inicio a la internalizacion viral con el agregado de medio de cultivo precalentado a 37 °C. A diferentes tiempos
de incubacién a 37 °C se adicion6 cloruro de amonio en una concentracion final de 50 mM. Las monocapas
celulares se incubaron durante 3 hs en presencia del compuesto y luego se inactivaron las particulas virales
extracelulares con buffer citrato. Luego de tres lavados con PBS los cultivos se cubrieron con medio de plaqueo y se
fijaron las células a los 6 o 7 dias post-infeccion.
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lineas rojas). Como punto de referencia incluimos en nuestro experimento al virus Junin
(JUNV), un virus cuya penetracion ocurre en los endosomas tardios (Castilla et al., 1994;
Martinez et al., 2009). Los valores de tiempo medio presentados por DENV y JUNV fueron casi
idénticos entre si, asemejandose a los exhibidos por otros virus que fusionan en endosomas
tardios (Quirin et al., 2008). Llamativamente, estos tiempos medios de fusién se acercan a los
descriptos por van der Schaar et al. (2007; 2008) para DENV-2 PR159 S1, una cepa que en
células BS-C-1 fusiona en endosomas tardios con un tiempo promedio de 10-13 min post-

internalizacion.

Se ha descripto para otros virus, como Semliki Forest o VSV, que durante el evento de
fusién entre la membrana viral y endosomal el genoma del virus es liberado al citoplasma
celular junto con la proteina de la capside, mientras que las proteinas de envoltura permanecen
asociadas a la membrana del endosoma. Eventualmente estos endosomas evolucionan a
endolisosomas en donde ocurre la degradacién proteolitica de las proteinas de envoltura y de
las particulas virales que no lograron una fusién exitosa (Singh y Helenius, 1992; Johannsdottir
et al., 2009). A fin de analizar si el mismo curso de eventos tiene lugar durante la internalizacion
de DENV, células Vero fueron infectadas con DENV-2 NGC a 4 °C y luego fueron transferidas a
37 °C. A diferentes tiempos los cultivos fueron fijados y procesados para revelar la distribucion

de las proteinas de capside y envoltura viral por inmunofluorescencia indirecta.

Como puede observarse en la Figura 36, a los 5 min post-internalizacion las células
presentaron un patron de fluorescencia puntillado muy numeroso distribuido en todo el
citoplasma celular, indicativo de la incorporacion de particulas virales en compartimentos
endosomales. En concordancia con la cinética de fusién exhibida por DENV (Figura 35) entre
los 10 y 15 min de iniciada la internalizacién comenz6 a verse una reduccién en la cantidad de
puntos fluorescentes de proteina de capside, los cuales fueron localizandose gradualmente
hacia la zona perinuclear para practicamente desaparecer a partir de los 30 min. Por otra parte,
la cantidad e intensidad de puntos fluorescentes de la glicoproteina E se mantuvo relativamente
constante entre los 5 y 45 min post-internalizacion, encontrandose la proteina cada vez mas
distribuida en la region perinuclear hasta finalmente comenzar a desaparecer a partir de los 90
min (Figura 36). Este cambio de patron diferencial entre las proteinas de cépside y envoltura
viral sugieren que una vez iniciado el evento de fusidn las proteinas de la capside son liberadas
al citoplasma celular (proceso que se completaria alrededor de los 30 min), mientras que las

proteinas de envoltura permanecerian asociadas a las membranas endosomales hasta
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finalmente ser degradadas, posiblemente en endolisosomas (proceso que se completaria
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Figura 36. Patron de distribucion de las proteinas de capside y envoltura de DENV-2 en funcion del tiempo. Cultivos
de células Vero fueron infectados con DENV-2 NGC a 4 °C a una m.i. de 10 UFP/célula. A continuaciéon se
transfirieron los cultivos a 37 °C y a distintos tiempos luego del cambio de temperatura se fijaron las células con
metanol. Las proteinas de capside y envoltura se revelaron por inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos
monoclonales especificos. Las muestras se observaron bajo un microscopio confocal.

alrededor de los 120 min post-infeccién).

lll. 2. Participacion de Rab GTPasas en el trafico intravesicular de DENV

La especificidad de las proteinas Rab como reguladores de distintos pasos a lo largo de
la via endocitica las ha convertido en herramientas sumamente utiles para el estudio de los
requerimientos de transporte intracelular de numerosos virus. Por lo tanto, nuestro siguiente
paso consistié en determinar la via intracelular recorrida por DENV en células Vero a través del

andlisis del requerimiento funcional de distintas Rab GTPasas.
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lll. 2. a. Transporte de DENV desde la membrana plasmatica hacia endosomas
tempranos: Rol de Rab5

En primer lugar, a fin de corroborar el requerimiento del transporte de las particulas
virales desde la membrana plasmatica hasta los endosomas tempranos se evaluo el efecto de
la forma dominante negativa de la proteina Rab5. Células Vero se transfectaron con los
plasmidos conteniendo las versiones fusionadas a GFP de Rab5 salvaje, Rab5 wt, y una

A DENV-1 (HW) DENV-2 (NGC) DENV-2 (16681)
Rab5 wt Rab5 S34N Rab5 wt Rab5 S34N Rab5 wt Rab5 S34
(control) (mutante) (control) (mutante) (control) (mutante)

transgen-GFP

proteina de
envoltura viral

superposicion

B 100

B DENV-1 HW
B DENV-2 NGC
O DENV-2 16681

Infeccion de células
transfectadas (%)

i

Rab5 wt Rab5 S34N

Figura 37. Efecto de la expresion de las versiones salvaje y dominante negativa de Rab5 frente a DENV-1 y DENV-
2 en células Vero. A. Cultivos de células Vero fueron transfectados con construcciones plasmidicas que expresan la
version dominante negativa de Rab5 (S34N) o un plasmido que codifica para la proteina salvaje (wt) fusionadas a
GFP. Luego de 24 h las células fueron infectadas con DENV-1 (HW) o DENV-2 (NGC o 16681) a una m.i. de 1
UFP/célula y al cabo de 24 h de infeccion los cultivos se fijaron y procesaron para detectar la glicoproteina de
envoltura viral por inmunofluorescencia indirecta. B. A partir de las muestras del punto A se realizé un recuento de
células infectadas sobre 250 células transfectadas y se determiné el porcentaje de infeccion. Los resultados se
expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.
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mutante dominante negativa denominada Rab5 S34N que posee afinidad preferencial por GDP.
A las 24 h post-transfeccion, las células se infectaron con DENV-1 HW o DENV-2 NGC o 16681
y luego de 24 h de infeccidn se fijaron y analizaron para detectar la autofluorescencia de GFP y
la produccién de antigeno viral por inmunofluorescencia indirecta. La expresion de la forma
mutante de Rab5 produjo una marcada inhibicion en la multiplicacion de DENV-1 y ambas
cepas de DENV-2 (Figura 37 A) reduciendo el nimero de células infectadas en un 74 %, 63 %
y 72 % frente a DENV-1, DENV-2 NGC y DENV-2 16681 respectivamente, cuando se compara
con el cultivo que expresa la proteina salvaje (Figura 37 B). Este resultado sugiere la necesidad

de un Rab5 funcional para que ocurra una infeccion exitosa.

En este punto consideramos importante tener en cuenta reportes recientes que
demuestran que la proteina Rab5 desempefia un rol esencial en la formacién de redes
membranosas indispensables para la replicacion del genoma del flavivirus hepatitis C (Manna
et al., 2010; Stone et al.,, 2007). Al igual que hepatitis C, el genoma de DENV es replicado
asociado a estructuras membranosas (Welsch et al., 2009). Si bien adn no se ha descripto un
rol de Rab5 en la formacion de estas estructuras de membrana para la replicacion de DENV

quisimos corroborar que efectivamente la inhibicion de la multiplicacion viral observada frente a

transgen-GFP transferrina-TRITC superposicion ampliacion

Rab5 wt
(control)

Rab5 S34N
(mutante)

Figura 38. Efecto de la expresion de las versiones salvaje y dominante negativa de Rab5 sobre la internalizacion de
transferrina en células Vero. Cultivos de células Vero fueron transfectados con construcciones plasmidicas que
expresan la versién dominante negativa de Rab5 (S34N) o un plasmido que codifica para la proteina salvaje (wt)
fusionadas a GFP. Luego de 24 h las células fueron incubadas con transferrina conjugada a TRITC. Luego de 30 min
los cultivos fueron fijados y visualizados bajo un microscopio de fluorescencia. Aumento: 1000 X. En la columna
derecha se muestran las amplificaciones del patron de distribucion de la proteina transferrina en las zonas senaladas
por los recuadros.
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Rab5 S34N (Figura 37) era debida a un bloqueo en el proceso de entrada del virus y no a un

paso posterior en su ciclo de replicacion.

Se encuentra bien documentado que la expresion de Rab5 S34N en cultivos de células
HelLa y BHK induce la formacion de vesiculas endosomales pequefas en el citoplasma celular
y reduce la capacidad de internalizacion de transferrina desde la membrana plasmatica
(Stenmark et al., 1994). Corroboramos este efecto en células Vero luego de incubar con
transferrina-TRITC cultivos transfectados durante 24 h con Rab5 salvaje y mutante. La
expresion de Rab5 S34N redujo la acumulacién de transferrina, evidenciandose menor

intensidad de fluorescencia en el citoplasma celular y visualizandose de manera difusa o en

DENV-1 (HW) DENV-2 (NGC)
Rab5 wt Rab5 S34N Rab5 wt Rab5 S34N
(control) (mutante) (control) (mutante)

transgen-GFP

proteina de
envoltura viral

superposicion

——

. \ . »

ampliacion

Figura 39. Efecto de la expresion de las versiones salvaje y dominante negativa de Rab5 frente a la internalizacion
de DENV-1 y DENV-2 en células Vero. Cultivos de células Vero fueron transfectados con construcciones
plasmidicas que expresan la version dominante negativa de Rab5 (S34N) o un pldsmido que codifica para la
proteina salvaje (wt) fusionadas a GFP. Luego de 24 h las células fueron infectadas con DENV-1 (HW) o DENV-2
(NGC) a una m.i. de 10 UFP/célula y al cabo de 1 h de infeccion los cultivos se fijaron y procesaron para detectar la
glicoproteina de envoltura viral por inmunofluorescencia indirecta. En la fila inferior se muestran las ampliaciones del
patrén de distribucién de la glicoproteina de envoltura viral en la zona sefialada por los recuadros.
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vesiculas endociticas pequenas (Figura 38). Una vez establecido el efecto de esta proteina
mutante sobre la morfologia de los endosomas y la internalizacién de moléculas desde el
exterior en células Vero se procedié a evaluar su efecto sobre la incorporacién de particulas
virales. Cultivos celulares fueron transfectados con Rab5 wt o Rab5 S34N y luego de 24 h
fueron infectados con DENV-1 HW o DENV-2 NGC a una alta m.i. Los cultivos fueron
incubados a 37 °C y luego de 1 h fueron fijados y procesados para detectar la incorporacion de
particulas virales por inmunofluorescencia indirecta. En células transfectadas con el plasmido
salvaje, las particulas de DENV-1 y DENV-2 fueron internalizadas dentro de vesiculas
endociticas, observandose una fluorescencia puntillada intensa en el citoplasma celular (Figura
39, ampliaciones). La expresion de la proteina dominante negativa tuvo un impacto muy
importante sobre la internalizacién viral, visualizdndose una fluorescencia difusa de baja

intensidad o un puntillado muy pequefio (Figura 39, ampliaciones).

Por lo tanto, estos resultados demuestran el requerimiento del transporte de las
particulas de DENV-1 y DENV-2 desde la membrana plasmatica hasta los endosomas

tempranos para que ocurra una infeccién productiva.

lll. 2. b. Transporte de DENV desde endosomas tempranos hacia endosomas tardios: Rol
de Rab7 y Pl 3-K

Dado que el tiempo transcurrido desde que se inicia la internalizacién viral hasta que
ocurre la fusidon del promedio de las particulas virales sugiere un transporte hasta un
compartimento ubicado posteriormente a los endosomas tempranos, evaluamos a continuacion
el efecto de la expresion de la forma dominante negativa de la proteina Rab7 sobre la infeccién
con DENV.

Cultivos de células Vero fueron transfectados durante 24 h con las versiones salvaje
(Rab7 wt) o mutante dominante negativa (Rab7 N125I) de la proteina Rab7 fusionadas a GFP.
Luego se infecté con DENV-1 HW o DENV-2 NGC o 16681 y al cabo de 24 h se fijaron los

cultivos y se reveld la expresion de antigeno viral por inmunofluorescencia indirecta.

Como se observa en la figura 40 A, la expresion de la forma mutante de Rab7 tuvo un
efecto inhibitorio diferencial frente a DENV, afectando la multiplicacion de DENV-2 16681 sin
ejercer efecto frente a DENV-1 o DENV-2 NGC. Mediante un recuento de células infectadas

sobre un total de 250 células transfectadas en cada cultivo se determin6 que la expresion de
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A DENV-1 (HW) DENV-2 (NGC) DENV-2 (16681)
Rab7 wt Rab7 N125| Rab7 wt Rab7 N125| Rab7 wt Rab7 N125|
(control) (mutante) (control) (mutante) (control) (mutante)

transgen-GFP

proteina de
envoltura viral

superposicion

B DENV-1 HW
B DENV-2NGC
O DENV-2 16681

Infeccién de células
transfectadas (%)

Rab7 wt Rab7 N125I|

Figura 40. Efecto de la expresion de las versiones salvaje y dominante negativa de Rab7 frente a DENV-1 y DENV-2
en células Vero. A. Cultivos de células Vero fueron transfectados con construcciones plasmidicas que expresan la
version dominante negativa de Rab7 (N1251) o un plasmido que codifica para la proteina salvaje (wt) fusionadas a
GFP. Luego de 24 h las células fueron infectadas con DENV-1 (HW) o DENV-2 (NGC o 16681) a una m.i. de 1
UFP/célula y al cabo de 24 h de infeccién los cultivos se fijaron y procesaron para detectar la glicoproteina de
envoltura viral por inmunofluorescencia indirecta. B. A partir de las muestras del punto A se realizé un recuento de
células infectadas sobre 250 células transfectadas y se determiné el porcentaje de infeccion. Los resultados se
expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.

Rab7 N125I redujo la multiplicacion de DENV-2 16681 en un 67 % cuando se lo compara con el
cultivo que expresa Rab7 wt (Figura 40 B). Esto indica que el transporte de las particulas de
DENYV desde endosomas tempranos hacia endosomas tardios seria un requerimiento exclusivo
de DENV-2 16681, mientras que los virus DENV-1 y DENV-2 NGC pueden multiplicar

eficientemente aun cuando el transporte mediado por Rab7 se halla bloqueado.
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Como se menciond en la Introduccién, los endosomas tempranos se encuentran
enriquecidos en PI(3)P, generados mediante el reclutamiento de la enzima fosfoinositido 3
quinasa (Pl 3-K) Vps34p. PI(3)P es indispensable para la formaciéon de las vesiculas
intraluminales, por lo que la inhibicién farmacolégica de la actividad de la Pl 3-K bloquea la
maduracion de endosomas tempranos a tardios (Fernandez-Borja et al., 1999) Se ha
observado que el tratamiento con el inhibidor de Vps34p, wortmanina, induce la acumulacién
del rhinovirus humano 2 en endosomas tempranos (Brabec et al., 2006). Por lo tanto, se
decidié evaluar si, al igual que Rab7 N125l, el tratamiento de células Vero con wortmanina
tenia un efecto diferencial sobre el transporte de DENV-2 NGC y DENV-2 16681. Para ello,
cultivos celulares fueron tratados con wortmanina y luego fueron infectados con los virus a alta
m.i. Al cabo de 10 min o 60 min de infeccion a 37 °C se fijaron las células y se realizé un
ensayo de inmunofluorescencia indirecta para revelar el patron de la proteina de cépside viral.

control wortmanina

Ampliacion

Ampliacion

Figura 41. Efecto de wortmanina sobre el transporte de las particulas virales. Cultivos de células Vero fueron
tratados o no durante 1 h con wortmanina (100 nM) y luego fueron infectados con DENV-2 NGC o 16681 a una m.i.
de 10 UFP/célula. Al cabo de 10 o0 60 min de internalizacion las células fueron fijadas y procesadas para detectar la
proteina de capside viral por inmunofluorescencia indirecta. Aumento: 1000X.



Resultados
Capitulo IlI: Transito intravesicular de DENV

De manera similar a lo observado previamente (Figura 10 D), luego de 10 min de
internalizacion tanto en los cultivos controles como en los cultivos tratados la proteina de
capside de ambos serotipos virales present6é un patrén de fluorescencia puntillado, indicativo de
la presencia de las particulas virales en compartimentos endosomales (Figura 41). En
concordancia con los ensayos de cinética de fusién (Figuras 35 y 36), luego de 60 min de
internalizacion este patrén de fluorescencia puntillado desaparecié por completo en los cultivos
controles, debido a que a este tiempo p.i. ya tuvo lugar el desnudamiento del virus (Figura 41).
La presencia de wortmanina durante la internalizacion no tuvo efecto sobre la penetracion de
DENV-2 NGC, ya que al igual que en el cultivo control, luego de 60 min el patron de
fluorescencia puntillado desaparecié por completo (Figura 41, panel superior). Sin embargo, a
este tiempo aun puede observarse el patron de fluorescencia puntillado de las particulas de
DENV-2 16681 (Figura 41, panel inferior), demostrando que el bloqueo en la maduracién de
endosomas tempranos a tardios afecta el transporte de este virus hasta su sitio de fusién.

lll. 2. c. Transporte de DENV a través de la via de reciclaje lenta: Rol de Rab22 y Rab11

La falta de efecto inhibitorio de Rab7 N125I frente a DENV-1 HW y DENV-2 NGC indica
que estos virus no serian transportados hasta los endosomas tardios. Sin embargo, el perfil
cinético de fusion viral (Figura 35) sugiere que los mismos escapan tardiamente al citoplasma
celular. Por este motivo, se plante6 la posibilidad que las particulas de DENV-1 HW y DENV-2
NGC fueran transportadas mas alla de los endosomas tempranos, probablemente hasta los

compartimentos de reciclaje perinucleares.

A fin de corroborar esta hipotesis decidimos evaluar la participacion de Rab22 en la
entrada infectiva de DENV-1 HW, DENV-2 NGC y 16681 en células Vero. Se ha reportado que
tanto la expresion de Rab22 wt como su versidon mutante Rab22 Q64L alteran la morfologia
endosomal, inducen una redistribucion de varias proteinas celulares involucradas en el reciclaje
e inhiben el normal transporte de la proteina transferrina provocando su acumulacion en
vesiculas periféricas (Magadan et al, 2006; Mesa et al., 2001). Por el contrario, la
sobreexpresion de esta Rab GTPasa no afecta la internalizacién o transporte de ligandos que
siguen la via degradativa. Células Vero fueron transfectadas con plasmidos que codifican para
el gen humano de Rab22 wt y su versién mutante Q64L, ambas fusionadas a GFP. Como
control se transfecté un cultivo celular con el vector pEGFP-C1 que expresa la proteina GFP.
Luego de 24 h la células fueron infectadas con los virus DENV-1 HW, DENV-2 NGC o DENV-2
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16681, y a las 24 h p.i. las células fueron fijadas y procesadas para revelar la produccion de

antigeno viral por inmunofluorescencia indirecta.

A DENV-1 (HW) DENV-2 (NGC) DENV-2 (16681)

Rab22 wt Rab22 Q64L Rab22 wt Rab22 Q64L Rab22 wt Rab22 Q64L
(mutante) (mutante) (mutante)

transgen-GFP

proteina de
envoltura viral
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Figura 42. Efecto de la expresion de las versiones salvaje y mutante de Rab22 frente a DENV-1 y DENV-2 en
células Vero. A. Cultivos de células Vero fueron transfectados con construcciones plasmidicas que expresan la
version mutante de Rab22 (Q64L), un plasmido que codifica para la proteina salvaje (wt) fusionadas a GFP, o un
plasmido que codifica para la proteina GFP (control). Luego de 24 h las células fueron infectadas con DENV-1 (HW)
o DENV-2 (NGC o 16681) a una m.i. de 1 UFP/célula y al cabo de 24 h de infeccion los cultivos se fijaron y
procesaron para detectar la glicoproteina de envoltura viral por inmunofluorescencia indirecta. B. A partir de las
muestras del punto A se realiz6 un recuento de células infectadas sobre 250 células transfectadas y se determin6 el
porcentaje de infeccion. Los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.
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Tanto la expresion de Rab22 wt como el mutante Q64L afectaron la multiplicacion de
DENV-1 HW y DENV-2 NGC, reduciendo los porcentajes de infeccion entre un 50 % y 60 %
con respecto al cultivo control que expresa la proteina GFP (Figura 42). Contrariamente, la
multiplicacion de DENV-2 16681 no estuvo comprometida por la expresion de estas proteinas.

A DENV-1 (HW) DENV-2 (NGC) DENV-2 (16681)

Rab11 wt Rab11 S25N Rab11 wt Rab11 S25N Rab11 wt Rab11 S25N
(mutante) (mutante) (mutante)

transgen-GFP

proteina de
envoltura viral

superposicion
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Figura 43. Efecto de la expresion de las versiones salvaje y dominante negativa de Rab11 frente a DENV-1y DENV-
2 en células Vero. A. Cultivos de células Vero fueron transfectados con construcciones plasmidicas que expresan la
version dominante negativa de Rab11 (S25N), un plasmido que codifica para la proteina salvaje (wt) fusionadas a
Green lantern-1 o un plasmido que codifica para la proteina GFP (control). Luego de 24 h las células fueron
infectadas con DENV-1 (HW) o DENV-2 (NGC o 16681) a una m.i. de 1 UFP/célula y al cabo de 24 h de infeccion los
cultivos se fijaron y procesaron para detectar la proteina de envoltura viral por inmunofluorescencia indirecta. B. A
partir de las muestras del punto A se realizd un recuento de células infectadas sobre 250 células transfectadas y se
determiné el porcentaje de infeccion. Los resultados se expresan como el promedio de tres determinaciones * DE.
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A continuacion quisimos complementar este resultado evaluando el efecto sobre la
multiplicacion de DENV del otro miembro conocido de la familia Rab que participa en el
reciclaje de la via lenta, Rab11. De manera similar a lo realizado con Rab22, cultivos de células
Vero fueron transfectados con las versiones wt y dominante negativa (S25N) de Rab11
fusionadas a Green Lantern, una versién modificada de la proteina fluorescente GFP. Luego de
24 h los cultivos fueron infectados y a las 24 h p.i. fueron fijados y procesados por
inmunofluorescencia indirecta. Se ha observado que la expresion de Rab11 wt también puede
afectar, aunque de manera moderada, el reciclaje de transferrina (Ullrich et al., 1996). Por este
motivo, se realizaron transfecciones con el plasmido pEGFP-C1 a fin de determinar los niveles
normales de infeccién. El recuento de 250 células transfectadas reveld que la expresion de la
proteina dominante negativa no ejercié efecto sobre la multiplicacion de DENV-2 16681,
mientras que tuvo un moderado efecto inhibitorio frente a DENV-1 HW y DENV-2 NGC (Figura
43).

La suma de estos resultados indica que mientras DENV-2 16681 seria transportado
desde los endosomas tempranos hacia los endosomas tardios a través de la ruta degradativa,
DENV-1 HW y DENV-2 NGC tomarian la via de reciclaje lenta hacia los endosomas de reciclaje

perinucleares.
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En el presente trabajo de tesis doctoral se estudi6 el mecanismo de entrada de DENV
en lineas celulares de distinto origen (mosquito, mono y humano) por medio de la utilizacion de
inhibidores quimicos y moleculares, medidas de infectividad, inmunofluorescencia indirecta y
observaciones por microscopia electronica. Nuestros resultados describen un panorama
complejo en el que un mismo serotipo viral puede utilizar diferentes vias infectivas en distintos
tipos celulares, y que a su vez, distintos serotipos virales pueden utilizar vias de entrada

alternativas en un mismo tipo celular.

Del analisis de los posibles factores que podrian influir sobre la eleccion de una via
endocitica en particular, se establecié que no habria diferencias entre distintas cepas dentro de
un mismo serotipo, pero que por el contrario, caracteristicas propias de cada cepa
determinarian el recorrido intracelular de las particulas virales hasta llegar al sitio preferencial

de fusién.

Mecanismos de internalizacion: DENV puede utilizar mas de un modo de ingresar a la
célula huésped

El estudio del mecanismo de entrada utilizado por los dos serotipos de dengue
analizados en este trabajo expone claramente la complejidad del proceso de entrada de este

patégeno humano.

Nuestros resultados muestran por primera vez que estos virus pueden presentar un
modo de entrada diferencial en un mismo tipo celular, como es el caso de DENV-1 y DENV-2
en células Vero (Figura 44). DENV-1 utiliza en este sistema celular un mecanismo endocitico
clasico, dependiente de clatrina y dinamina, mientras que DENV-2 es internalizado por medio
de una via no clasica. Como se mencioné en la Introduccién, ain no existe un claro consenso
sobre como clasificar este tipo de vias endociticas, por lo que simplemente se las puede definir
de manera operacional. El andlisis sistematico de la participacion de los principales
componentes celulares reveld que la via empleada por DENV-2 es independiente de clatrina,

caveolas, lipid-rafts y actina pero dependiente de dinamina.

La participacion diferencial de la via de clatrina para la internalizacion de DENV-1 y
DENV-2 se demostré mediante la utilizacién de las drogas clorpromazina y dansilcadaverina, y
la expresion de la forma dominante negativa de la proteina Eps15, los cuales afectaron la

internalizacion de las particulas virales y consecuentemente la produccién de DENV-1 sin
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ejercer efecto inhibitorio sobre la incorporaciéon a la célula o multiplicacion de DENV-2 (Figuras
11 y 12). Esta diferente dependencia fue corroborada de manera definitiva por medio de
observaciones por microscopia electronica de transmision que revelaron la presencia de
particulas de DENV-1 en invaginaciones de membrana y vesiculas con cubierta electrodensa,
mientras que las particulas de DENV-2 se hallaron principalmente asociadas a zonas de
membrana y vesiculas de gran tamano carentes de cubierta (Figuras 20 y 21). Llamativamente,
los ensayos de inhibicién del rendimiento viral y de internalizacién por centros infecciosos, los
cuales permiten cuantificar la produccion o internalizacion de particulas virales infectivas,
demostraron que el tratamiento con los inhibidores farmacolégicos de la via de clatrina
aumentan la entrada de DENV-2 (Figura 11 B y C). Este efecto incrementador de la entrada ha
sido previamente descripto para otros virus y ligandos fisiolégicos (Spoden et al., 2008). Si bien
no existe una explicacion definitiva a este fendbmeno, algunos autores sugieren que existiria una
regulacién cruzada de los distintos mecanismos endociticos y al bloquear una via endocitica
determinada la célula intentaria equilibrar esta falta aumentando la tasa endocitica por medio

de las restantes rutas de internalizacion (Damke et al., 1995).

DENV-1 DENV-2
Vero Vero
A549 A549

C6/36 HT C6/36 HT

endocitosis independiente
de clatrina y caveolas

fagocitosis macropinocitosis @ g U

endocitosis endocitosis
mediada por mediada por
clatrina caveolas

Figura 44. Mecanismos endociticos utilizados por DENV para infectar cultivos celulares de distinto origen

Las observaciones por microscopia electronica de la entrada de DENV-2 no sélo nos
perimieron descartar a la via de clatrina como la ruta de internalizacibn mayoritaria de este

virus en células Vero, sino que ademas demostraron que las particulas virales se encontraban
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asociadas a proyecciones de la membrana plasmatica similares a pseudopodios o filopodios.
Es interesante sefalar que estas proyecciones de membrana fueron visualizadas en muestras
de células Vero infectadas y fijadas a los pocos minutos p.i. (Figura 21), pero no se encontraron
presentes en células Vero sin infectar o en células infectadas y fijadas luego de 2,5 h p.i.
(Talarico, 2008). En concordancia con estas observaciones, recientemente se ha reportado la
observacion de proyecciones citoplasmaticas en células Vero infectadas con DENV-2 luego de
30 min p.i. por medio de la técnica de microscopia electrénica de transmisién (Zargar et al.,
2010). Esto indicaria que los filopodios serian inducidos por el contacto con el virus muy
tempranamente durante la infeccién, probablemente como resultado de su interaccion con

receptores de membrana.

Estas observaciones nos condujeron a analizar la participacion de los procesos de
macropinocitosis/fagocitosis en la entrada de este patdégeno. Al utilizar los compuestos
despolimerizantes de fibras de actina citochalasina D y latrunculina A, y el agente estabilizante
de microfilamentos jasplakinolide, encontramos que los mismos no ejercieron efecto inhibitorio
sobre la internalizacién o infeccién de DENV-2 en células Vero (Figuras 17 y 18). Esto nos
permite descartar la participacién de la macropinocitosis o fagocitosis como responsables de la
internalizacion del virus y ademas sugiere que la formacion de estas estructuras similares a
filopodios no seria un requisito fundamental para la internalizacion de las particulas de DENV-2
a esta linea celular. Sin embargo, estas proyecciones podrian estar implicadas en la entrada
productiva del virus en otras lineas celulares, como lo demuestra un trabajo realizado en
células HMEC-1, una linea derivada de endotelio vascular (Zamudio-Meza et al., 2009).
Mediante la utilizacién de la técnica de videomicrografia secuencial y los mismos agentes
despolimerizantes de fibras de actina que utilizamos en nuestra investigacion, estos autores
demostraron que la union de las particulas de DENV-2 a la superficie celular induce la
formacion de filopodios dependientes de la activacion de GTPasas de la familia Rho. Estos
investigadores observaron particulas de DENV-2 desplazandose sobre los filopodios hasta
alcanzar el cuerpo de la célula, desde donde ocurriria la internalizacion viral. A diferencia de lo
observado en nuestro trabajo, la formacion de filopodios en células HMEC-1 resultd ser un
requisito para la entrada productiva del virus.

Ademas de DENV, otros virus de familias tan diversas como retrovirus, papilomavirus y
poxvirus son capaces de moverse lateralmente sobre proyecciones de la membrana plasmatica
en una instancia previa a su internalizacion (Burckhardt y Greber, 2009). Sin embargo, el hecho
que estos movimientos laterales o “surfing” de membrana constituyan un prerrequisito para la
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entrada productiva parece no depender de la identidad del virus sino de caracteristicas propias
de la ceélula a infectar. Lehmann et al. (2005) demostraron que la interferencia en el surfing
tiene un moderado o nulo efecto inhibitorio sobre la infeccién de VSV y del virus de la leucemia
murina en fibroblastos, en donde los virus tienen acceso relativamente facil al cuerpo celular.
Por el contrario, la inhibicion en el surfing afecta significativamente la internalizacion de estos
virus en células epiteliales polarizadas, las cuales se encuentran cubiertas por
microvellosidades. Este trabajo postula que los movimientos virales sobre proyecciones de
membrana facilitarian a los virus el acceso a sitios Optimos de internalizacion, lo que es
fundamental en ciertas células cuya morfologia caracteristica restringe el acceso a las zonas
del cuerpo celular de activa endocitosis. Este no seria el caso de la infeccion de DENV-2 en
células Vero, una linea celular con morfologia tipicamente fibroblastica.

En contraparte, una publicacién reciente implica al proceso de macropinocitosis en la
entrada de distintos serotipos de DENV a células hepaticas HepG2 (Suksanpaisan et al., 2009).
Este trabajo sugiere que DENV utilizaria la via de clatrina como ruta de internalizacion
mayoritaria y la macropinocitosis como una via secundaria. Sin embargo, los autores arriban a
esta conclusion mediante el uso de inhibidores quimicos, entre ellos el amiloride. En un ensayo
de centros infecciosos estos autores observaron que el tratamiento durante la infeccion viral
con amiloride 3 mM reduce la multiplicacién de DENV-2 en un 60 %. Notablemente, este valor
se asemeja al 56 % de reduccion en la infectividad viral remanente que surge de la
interpolacion de nuestros valores de inactivacion en el ensayo de actividad virucida de este
compuesto (Figura 17 A). Esto nos hace pensar en la posibilidad de que la inhibicién observada
por Suksanjpaisan et al. (2009) se deba a un efecto directo de la droga sobre las particulas

virales mas que a la accién de la misma sobre los procesos celulares.

Ademas de ser crucial para los procesos de fagocitosis y macropinocitosis, la dinamica
de polimerizacién y despolimerizacion del los microfilamentos de actina juega distintos roles en
otras vias endociticas. Se ha postulado que la actina cortical serviria como andamiaje para el
reclutamiento y organizacion de la maquinaria endocitica, ayudaria al proceso de deformacién
de la membrana y aportaria la fuerza necesaria durante el proceso de fision de la vesicula
naciente (Qualmann et al.,, 2000). Sin embargo, se ha demostrado que en el caso de la
endocitosis dependiente de clatrina, la actina no representaria un factor imprescindible para el
proceso endocitico y su participacién pareceria depender del tipo celular o de las condiciones
utilizadas para crecer el cultivo (Fujimoto et al., 2000). Estas ultimas observaciones permiten

explicar nuestros resultados variables acerca de la dependencia del citoesqueleto de actina en
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la entrada dependiente de clatrina de DENV. Mientras que la presencia de citochalasina D
durante la infeccion viral no inhibe la multiplicacion de DENV-1 en células Vero (Figura 17 C),
este agente despolimerizante ejerce un marcado efecto inhibitorio sobre la infeccion de DENV-
2 en células de mosquito (Figura 31 C y D), al igual que ha sido demostrado en células ECV304
(Wang et al., 2010), otra linea en la que el virus es internalizado por medio de la via

dependiente de clatrina (Peng et al., 2009).

Durante el proceso de caracterizacion de la entrada de DENV-1 y DENV-2 tuvimos
especial cuidado al utilizar las drogas nistatina y metil-B-ciclodextrina, las cuales son
herramientas comunmente utilizadas para perturbar las vias endociticas dependientes de
caveolas/lipid-rafts. Se ha demostrado que al utilizarse en concentraciones altas, estos agentes
pueden afectar otras vias endociticas de manera inespecifica, incluyendo la via de clatrina. Por
ejemplo, Rodal et al. (1999) demostraron que al tratar lineas celulares muy diversas con metil-
B-ciclodextrina en una concentracién de 10 mM, la internalizacién de transferrina se ve reducida
en mas de un 50 %. Por lo tanto, en este trabajo evitamos exponer las células a
concentraciones excesivamente altas de las drogas, pero al mismo tiempo nos aseguramos de
inhibir las vias dependientes de lipid-rafts, como lo demostraron los ensayos de internalizacion
de toxina colérica (Figuras 13 E, 24 B y 28 B). Estas condiciones experimentales finamente
ajustadas nos permitieron concluir que la entrada infectiva de DENV en células Vero, C6/36 HT
y A549 ocurre independientemente de la integridad de los lipid-rafts de membrana.

En aparente contradiccién, Reyes del Valle et al. (2005) y Lee et al. (2008) reportaron
que los lipid-rafts serian necesarios para la infeccion de DENV-2 en monocitos humanos y
células de neuroblastoma de raton, respectivamente. En su trabajo de entrada a monocitos
humanos Reyes del Valle et al. (2005) realizaron el tratamiento de las células con
concentraciones de metil-B-ciclodextrina de hasta 15 mM. Por lo tanto, en base a lo expuesto
por Rodal et al. (1999), inferir en esas condiciones una dependencia de lipid-rafts seria
precipitado ya que, aunque al momento no se conoce el mecanismo utilizado por DENV-2 para
infectar monocitos humanos, la inhibicion podria ser debida a una alteracién generalizada de
varias rutas endociticas. Por otra parte, mientras que en el trabajo en células de neuroblastoma
de ratdn Lee et al. (2008) utilizaron concentraciones mas bajas de esta droga (hasta 3 mM),
hay que tener en cuenta que en este caso la adicion del compuesto se realizé junto con el
indculo viral. Durante el desarrollo del presente trabajo experimental determinamos que las

drogas nistatina y metil-B-ciclodextrina ejercen un efecto inactivante muy severo por contacto
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directo con las particulas de DENV (Figura 13 A), lo que no ha sido tenido en cuenta en el

mencionado trabajo de Lee et al. (2008).

Este efecto inactivarte ejercido por drogas que interactian con el colesterol ya ha sido
previamente reportado para otro virus miembro de la familia Flaviviridae, el virus de la hepatitis
C (Aizaki et al., 2008). Este trabajo revel6 que la remocién del colesterol de la membrana de los
viriones no afecta la adsorcion de los mismos a la célula pero reduce su internalizacion. En el
caso de DENV queda pendiente establecer cual es el proceso del ciclo de replicacion que se ve
obstaculizado por el tratamiento con estas drogas, lo que sera revelado por futuras
investigaciones. Por supuesto, el hecho de encontrar diferencias entre la metodologia
empleada por otros investigadores y nosotros, no excluye la posibilidad de la participacién de
lipid-rafts para la internalizacion de DENV en otros sistemas celulares.

Otros estudios detallados publicados en los Gltimos afos han permitido detectar la
posibilidad de la utilizacion de vias alternativas para un mismo virus, tal cual seria la situacién
con DENV-2 en distintos sistemas celulares. Este comportamiento se ha descripto para
influenza (Sieczkarski y Whittaker, 2002b; Rust et al., 2004), HSV-1 (Clement et al., 2006;
Rosenthal et al., 1989), SV40 (Damm et al., 2005; Pelkmans et al., 2001), HIV-1 (Maréchal et
al., 2001; Stein et al., 1987; Vidricaire y Tremblay, 2007) y adenovirus humanos (Amstutz et al.,
2008; Meier et al., 2002). Mas interesante aln, en algunos casos de virus que utilizan vias
endociticas no clasicas, como influenza y LCMV, se ha observado que ésta opera
paralelamente con la endocitosis dependiente de clatrina, siendo ambas rutas o una
mayormente que la otra la via infectiva de internalizacién (Quirin et al., 2008; Rust et al., 2004).
Este podria ser el caso de DENV-2, dado que durante nuestras observaciones por microscopia
electronica de la entrada viral en células Vero encontramos esporadicamente particulas virales
dentro de vesiculas recubiertas (Figura 21 H). El uso de rutas alternativas de entrada en la
misma o diferentes células puede representar una ventaja para el virus al incrementar las
posibilidades de una penetracion productiva y expandir el rango de células a ser infectadas.
Puede haber diferencias en la abundancia o actividad de las vias endociticas discutidas en este
trabajo entre distintos tipos de células, y tales diferencias pueden influir sobre la ruta preferida
de entrada para un virus. Justamente, el tropismo celular de amplio espectro de DENV puede
estar relacionado a la posibilidad aqui planteada de explotar rutas opcionales de internalizacién
celular. Es interesante sefalar en este punto que como se muestra en la Tabla I, distintos

receptores virales han sido identificados para un mismo serotipo de DENV en lineas celulares
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de diferente origen y que en contrapartida, distintos serotipos virales utilizarian receptores

alternativos en un mismo sistema celular.

Al momento desconocemos las bases bioquimicas que determinan que en células Vero
DENV-1 y DENV-2 tomen rutas de internalizacién alternativas, sin embargo es muy probable
que este hecho esté relacionado con la utilizacién de receptores diferentes. Aun no ha sido
realizado un estudio comparativo de los receptores de DENV-1 y DENV-2 en células Vero, pero
trabajos llevados a cabo por diferentes grupos de investigacion sugieren que en este sistema
celular el heparan sulfato seria importante para la infeccion de DENV-2, mientras DENV-1 se
uniria a un receptor de naturaleza proteica (Chen et al., 1997; Marianneau et al., 1996). En este
sentido, la presencia de heparina durante la primera hora de infeccion de DENV-1 y DENV-2
demostré un efecto diferencial sobre estos virus, ejerciendo efecto inhibitorio Unicamente frente
a DENV-2 (Figura 22). Ademas es de destacar que un estudio en el cual se analiz6 la via
endocitica utilizada por el proteoglicano heparan sulfato, se determiné que éste es internalizado
por una ruta independiente de clatrina, caveolas y lipid-rafts, dependiente de dinamina, al igual
que hemos demostrado en este trabajo para la entrada de DENV-2 en células Vero (Payne et
al., 2007). Sin embargo, el transporte intracelular descripto por nosotros para DENV (discutido
mas adelante) parece diferir de la ruta recorrida por el heparan sulfato. Estos autores han
reportado la incorporacion del proteoglicano en vesiculas positivas para flotilina-1 a los 10 min
post-internalizacion y un transporte directo hacia endosomas tardios (Payne et al., 2007).

El conocimiento del modo de entrada de DENV a la célula huésped permitira explorar
las posibilidades de este paso del ciclo de multiplicacion como blanco antiviral. Estudios
preliminares con polisacéridos sulfatados, que ejercen su accién antiviral a nivel de la entrada
del virus, mostraron que existe una susceptibilidad variable segun el tipo celular y el serotipo
viral (Lin et al., 2002; Talarico et al., 2005; Talarico y Damonte, 2007; Talarico et al., 2007).
Estos trabajos sugirieron por primera vez que los distintos serotipos de DENV podrian
presentar caracteristicas diferenciales en el modo de entrada a células Vero. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo se ajustan a estas observaciones iniciales, ya que
demostramos que DENV-1 y DENV-2 difieren notablemente en su via de entrada infectiva en
dicho sistema celular. Seria interesante determinar si la eliminacién del heparan sulfato de la
superficie de células Vero es capaz de inducir un redireccionamiento de DENV-2 desde la via
de internalizacién no clasica hacia la via dependiente de clatrina.
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Variables que influyen sobre el mecanismo de internalizacién utilizado

Los resultados expuestos en este estudio muestran claramente que el serotipo viral es
una variable que influye sobre el modo de internalizacion utilizado por DENV. Sin embargo,
mientras que nuestra caracterizacion del mecanismo de entrada de DENV-2 en células Vero
indica que este virus es mayormente internalizado por endocitosis independiente de clatrina, un
reporte reciente demostré mediante la técnica de seguimiento de particulas virales
fluorescentes individuales, que en células de mono BS-C-1 este virus es incorporado por la ruta
clatrina-dependiente (van der Schaar et al., 2008). Estos autores demostraron que luego de
unirse a la membrana plasmatica, las particulas de DENV-2 se mueven lateralmente de manera
aleatoria hasta detenerse en zonas de la membrana donde el enrejado de clatrina se encuentra
pre-ensamblado en su lado citoplasmatico. Las particulas virales internalizadas colocalizan con
la proteina clatrina durante unos segundos hasta que ocurre el desensamblado de la cubierta
(van der Schaar et al., 2008). Por otra parte, mediante el uso de pequenos ARN interferentes
otros autores han sugerido la necesidad de una via de clatrina funcional para la infeccion de
células hepaticas humanas Huh7 y HepG2 con DENV-2 (Ang et al., 2010), al igual que ha sido
demostrado en células HelLa (Krishnan et al., 2007) y ECV304 (Peng et al., 2009). Los
resultados expuestos en estos reportes y nuestro analisis de la entrada de DENV-2 en células
Vero, indicaria que DENV-2 podria utilizar vias de entrada alternativos en distintas lineas

celulares.

En este sentido, al extender nuestra investigacion del mecanismo de entrada de DENV
a otros sistemas celulares, encontramos que DENV-2 utiliza en células humanas A549 y en
células de mosquito C6/36 HT un mecanismo de entrada clasico dependiente de clatrina y
dinamina, al igual que el serotipo DENV-1 (Figura 44). El primer indicio de que la entrada de
estos virus en células de mosquito ocurria por endocitosis, surgié a partir del tratamiento con
cloruro de amonio, agente inhibidor de la acidificaciéon endosomal. Este compuesto redujo la
infeccién de ambos serotipos de DENV en células C6/36 HT, como lo demostraron los ensayos
de inhibicién del rendimiento viral y de inmunofluorescencia indirecta (Figuras 27 y 33). Esta
conclusion difiere claramente del Unico reporte previo encontrado en la bibliografia sobre la
entrada de DENV a células de mosquito que indica que la entrada de DENV-2 tiene lugar por
fusién directa con la membrana plasmatica (Hase et al., 1989). Si bien en este trabajo los
autores manejaron el mismo sistema celular y cepa viral que los utilizados por nosotros en este
estudio, las conclusiones divergentes pueden deberse a que estos investigadores limitaron su

analisis a observaciones por microscopia electronica. Nosotros abordamos el estudio desde un
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punto de vista bioquimico y molecular, y lo complementamos con un analisis ultraestructural
que reveld claramente la presencia de particulas virales dentro de vesiculas con cubierta
electrodensa (Figura 32). Nuestra conclusién sobre la dependencia de la via de clatrina para la
entrada infectiva de DENV-2 a células de mosquito fue corroborada posteriormente por una

publicacién de otro grupo de investigacion (Mosso et al., 2008).

Una vez establecido que la célula hospedadora puede ser una variable que influye
sobre el modo de entrada de DENV-2 nos propusimos determinar a continuacion si posibles
diferencias entre distintas cepas dentro de un serotipo viral constituirian también un factor
determinante sobre la ruta endocitica a tomar. Claras evidencias experimentales reportadas en
la bibliografia indican que las variaciones encontradas entre diferentes cepas virales pueden
afectar la ruta de internalizacién de ciertos virus, como es el caso de vaccinia o rotavirus
(Chang et al., 2010; Gutiérrez et al., 2010). Al evaluar el efecto de clorpromazina, droga
inhibidora de la endocitosis por clatrina, encontramos que ésta ejerci6 el mismo efecto
inhibitorio frente a aislamientos clinicos de DENV-1 y la cepa de referencia HW, mientras que
no tuvo efecto sobre aislamientos clinicos o las cepas de referencia de DENV-2 NGC y 16681
(Figura 23 A). Estos resultados indican que la forma de entrada diferencial en células Vero en
cuanto a la dependencia de clatrina seria una caracteristica propia de los serotipos DENV-1 y
DENV-2 compartida por distintas cepas y no un rasgo atribuible a una cepa en particular. Estas
observaciones coinciden con los resultados de resistencia antiviral a los polisacaridos del
serotipo DENV-1 frente a la cepa de referencia HW y aislamientos clinicos de reciente
circulacion en nuestro pais (Talarico, 2008), y la susceptibilidad compartida frente a estos
compuestos tanto de las cepas de referencia NGC y 16681 como a aislamientos clinicos de
DENV-2 (Talarico y Damonte, 2007).

Es interesante sefialar en este punto que en la naturaleza, DENV se mantiene por ciclos
continuos de transmisién que implican el pasaje alternativo del virus entre mosquitos Aedes y
humanos. Durante el transcurso de este trabajo experimental todos nuestros ensayos fueron
realizados con virus propagado en células de mosquito. Sin embargo, antecedentes
encontrados en la bibliografia sugieren que el pasaje sucesivo de distintos serotipos de DENV
en lineas celulares de mamifero modifica su afinidad por el heparan sulfato (Anez, et al. 2009;
Lee, et al. 2006). Ante el comportamiento natural del virus y los resultados obtenidos en este
estudio que sugieren una relacion entre afinidad por heparan sulfato y la utilizacién de una via

endocitica en particular, cabe preguntarse si el pasaje del virus para su proliferaciéon en
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diferentes tipos celulares puede también influir sobre el modo de entrada del mismo a su célula

huésped.

Transito intracelular y escape del genoma al citoplasma celular: destinos diferentes
segun la cepa viral

El primer estudio de la participacién de distintos miembros de la familia de Rab
GTPasas en el trafico intracelular de las particulas de DENV revel6 que en ceélulas Hela
DENV-2 NGC requiere de un Rab5 funcional pero no de Rab7 para generar una infeccion
productiva (Krishnan et al., 2007). Por este motivo, los autores del trabajo postularon que la
penetracion viral ocurriria a nivel de los endosomas tempranos (Krishnan et al., 2007). Sin
embargo, en una publicacion posterior se demostré que en células BS-C-1, las particulas de
DENV-2 PR159 S1 son transportadas primeramente a endosomas tempranos decorados con
Rab5 y luego a endosomas tardios positivos para Rab7, desde donde ocurre la penetracién
viral con un tiempo promedio de 10-13 min post-internalizacién (van der Schaar et al., 2008).
De manera similar, se demostré la colocalizacion de particulas virales de DENV-2 16681 con
lisosomas luego de 15-30 min de iniciada la internalizacion viral en células de mosquito C6/36
HT (Mosso et al., 2008). En todos estos sistemas celulares la internalizacion de las particulas
virales ocurre por la via de clatrina, por lo que se postul6 que las discrepancias encontradas

eran atribuibles a caracteristicas distintivas de cada cepa viral (van der Schaar et al., 2008).

En el presente trabajo de tesis demostramos que la entrada de DENV-2 a células Vero
sucede a través de una via no clasica, independientemente de la cepa analizada, mientras que
la entrada de distintas cepas de DENV-1 tiene lugar por la via de clatrina clasica. Por lo tanto,
nos propusimos estudiar el camino intracelular recorrido por las particulas virales de las cepas
de referencia DENV-1 HW, DENV-2 NGC y DENV-2 16681 en células Vero, a fin de establecer
si las diferencias encontradas en la endocitosis viral también se verian reflejadas a nivel de la
ruta intracelular recorrida por estas particulas virales. Por otra parte, nos interesé analizar si las
diferencias, atribuidas en la bibliografia a las distintas cepas de DENV-2, se mantendrian

también dentro de un mismo sistema celular.

En primer lugar determinamos el tiempo medio de fusién de los tres virus. Varios
trabajos han reportado que el tiempo medio de fusiéon de un virus puede ser utilizado como un
indicador indirecto de en qué organela de la via endocitica esta ocurriendo la penetracién viral
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(Johannsdottir et al.,, 2009; Quirin et al, 2008;). Los virus que fusionan en endosomas
tempranos lo hacen muy rapidamente, mientras que los que fusionan en endosomas tardios
demoran unos minutos mas en alcanzar esta organela y por lo tanto presentan un tiempo
medio de penetracion mayor. Encontramos que DENV-1 HW y las dos cepas de DENV-2
presentaron el mismo tiempo medio de fusién, el que resulté ser idéntico al exhibido por JUNV,
un virus que penetra en células Vero en endosomas tardios con dependencia de Rab7
(Martinez et al., 2009) (Figura 35). Esto indicaria que en células Vero DENV fusionaria
tardiamente a lo largo de su recorrido endocitico, independientemente de la cepa o del serotipo
viral. Los tiempos medios de fusion determinados por nosotros en este trabajo fueron muy
similares a los reportados por van der Schaar et al. (2008) para DENV-2 PR159 S1 y Zaitseva
et al. (2010) para DENV-2 TH-36.

Mientras que los ligandos incorporados por la via de clatrina, como es el caso de DENV-
1 HW en células Vero, siguen una ruta intracelular que los conduce primeramente hacia
endosomas tempranos, aun no es clara la ruta recorrida por las moléculas incorporadas por
vias no clasicas. Por ejemplo, el virus Ebola el cual es internalizado por una ruta independiente
de clatrina, caveolas y dinamina similar a la macropinocitosis, requiere un transporte mediado
por Rab5 y Rab7 (Saeed et al., 2010) mientras que LCMV que también es internalizado por una
via novedosa independiente de clatrina y caveolas parece pasar por alto los endosomas
tempranos para ser transportado directamente hacia endosomas tardios (Quirin et al., 2008).
Nuestro andlisis de la participacion de Rab5 GTPasa en la entrada de DENV, sugiere que se
requiere de la funcion de esta proteina para que las particulas virales sean incorporadas en
compartimentos endosomales (Figura 39). La expresion de la version dominante negativa de
Rab5 reduce notablemente la infeccion de DENV-1 y DENV-2, lo que demuestra el
requerimiento del transporte hacia endosomas tempranos de ambos virus para que ocurra una
infeccion productiva (Figura 37). Estos resultados coinciden con la propuesta de varios autores
que sugiere que practicamente todas las vias endociticas convergerian en endosomas
tempranos, desde donde los ligandos son clasificados para su destino final (Jovic et al., 2010).
La ruta recorrida por ciertos virus como LCMV representaria una excepcion a esta regla.

Al continuar nuestro estudio sobre el transporte de las particulas de DENV encontramos
que en concordancia con lo reportado por Krishnan et al. (2007), la expresién de la version
dominante negativa de Rab7 no tiene efecto inhibitorio sobre la multiplicacion de DENV-2 NGC
(Figura 40). Esto indica que en células Vero el virus no requiere de un transporte hasta

endosomas tardios para que ocurra la penetracién viral, lo que fue corroborado por la falta de
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efecto de la droga wortmanina sobre la liberacién de la proteina de capside viral al citoplasma
celular (Figura 41). Esta falta de requerimiento de transporte de DENV-2 NGC hacia
endosomas tardios, sumado a la cinética de penetracion tardia exhibida por este virus nos
condujo a especular acerca de la posible participacion de los endosomas de reciclaje en la
penetracion viral. La expresién de Rab22 wt y su mutante redujeron la multiplicacion de DENV-
2 NGC y DENV-1 HW, mientras que no tuvieron efecto frente a DENV-2 16681, la Unica cepa
analizada por nosotros que presentd una infeccidbn dependiente de Rab7 (Figura 42). Esto
indicaria que mientras que DENV-2 16681 seguiria la ruta degradativa clasica, es decir desde
endosomas tempranos hacia endosomas tardios en un trasporte dependiente de Rab7 y PI3-K,
DENV-1 HW y DENV-2 NGC seguirian la ruta de reciclaje lenta, en un transporte desde
endosomas tempranos hacia endosomas de reciclaje perinucleares mediado por Rab22 (Figura
45). Esta ruta de reciclaje lenta es independiente de PI3-K, como lo demuestra un reporte
reciente (van Dam et al., 2002) y la falta de efecto de la droga wortmanina sobre la liberacién
de la proteina de capside de DENV-2 NGC al citoplasma celular (Figura 41). Asimismo, el
moderado efecto inhibitorio frente a DENV-1 HW y DENV-2 NGC exhibido por la expresién de
la versiébn dominante negativa de Rab11 aporta otro indicio en favor de esta hipétesis. Esta
GTPasa participa en el ultimo tramo de la ruta de reciclaje lenta, regulando el transporte desde
los endosomas de reciclaje perinucleares hacia la membrana plasmatica (Figura 45). La
alteracion de la funcién de esta proteina no afecta la tasa de internalizacién de la proteina
transferrina pero provoca una redistribuciéon de los endosomas de reciclaje, haciendo que los
mismos pasen a estar dispersos por todo el citoplasma celular (Ullrich et al., 1996). Por lo tanto,
el modesto efecto inhibitorio observado por nosotros frente a DENV-1 HW y DENV-2 NGC
podria deberse a un efecto indirecto causado por la expresion de esta proteina mutante sobre
la localizacién de los endosomas de reciclaje.

Como se menciond en la Introduccién, los endosomas tempranos tienen una estructura
compleja, compuesta por regiones de finas extensiones tubulares (de 60-90 nm de diametro) y
grandes cuerpos vacuolares (de 200-1000 nm de diametro) (Gruenberg, 2001). Las moléculas
destinadas a reciclaje se concentran en las extensiones tubulares, mientras que las proteinas
destinadas a degradacién permanecen asociadas al cuerpo vacuolar. En este sentido no es
sorprendente que existan en la bibliografia muy pocos ejemplos acerca del recorrido de
particulas virales a través de los endosomas de reciclaje. La mayoria de los virus se
encuentran dentro del rango de tamafo de 60-150 nm de diametro, por lo que son demasiado

grandes para entrar a las extensiones tubulares. Estos acaban acumulandose en el cuerpo
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vacuolar desde donde son transportados hacia la via degradativa (Mercer et al., 2010). En
concordancia, los unicos reportes de virus en los que estaria implicada la via de reciclaje lenta
pertenecen a la familia Polyomaviridae, cuyo didmetro es de aproximadamente 45 nm
(Mannova y Forstova, 2003) y Picornaviridae, cuyas capside virales poseen un diametro de 20-
30 nm (Johns et al, 2009). Coincidentemente con nuestras observaciones por microscopia
electrénica (Figuras 20, 21, 32 y 34), se ha reportado que las particulas de DENV poseen un
diametro de entre 40 y 50 nm (Ko et al., 1979; Smith et al, 1970), por lo que no existiria
impedimento fisico para su incorporacion en las extensiones tubulares de los endosomas

tempranos y su consecuente transferencia hacia endosomas de reciclaje.
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Figura 45. Transito intracelular de DENV-1 HW, DENV-2 NGC y DENV-2 16681 en células Vero. Rab: Ras-related
protein in brain.

Al momento desconocemos el mecanismo y los factores celulares y/o virales que hacen

que DENV-2 NGC y DENV-1 HW sean incorporados a la via de reciclaje lenta mientras que
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DENV-2 16681 tome la via degradativa. Estudios de seguimiento de moléculas fluorescentes
individuales en células vivas demostraron que los ligandos destinados a degradacién (como
LDL o EGF) y los destinados a reciclaje (transferrina) son diferencialmente incorporados dentro
de distintas poblaciones de endosomas tempranos (Lakadamyali et al., 2003). EI LDL y EGF se
asocian preferencialmente a endosomas que se mueven velozmente sobre microtiubulos hacia
la zona perinuclear y que maduran rapidamente adquiriendo marcadores de endosomas
tardios. Por su parte, la transferrina es incorporada indistintamente a dos poblaciones de
endosomas tempranos, los rapidos y otros mas estaticos que permanecen mayor tiempo en la
zona periférica y maduran lentamente. Estos autores postulan por lo tanto la existencia de un
mecanismo de clasificacion de ligandos que operaria con anterioridad al endosoma temprano,
probablemente en la membrana plasmatica, haciendo que los ligandos sean preferencialmente
incorporados en las distintas poblaciones endosomales (Lakadamyali et al.,, 2003). En este
mismo trabajo se demostré que el virus influenza, el cual fusiona en endosomas tardios con
dependencia de Rab7, es rapidamente incorporado en la subpoblacién de endosomas
tempranos rapidos, como un ligando destinado a degradacion (Lakadamyali et al., 2003). Si
bien, la correlacion entre el destino final de un ligando (en términos de degradacién o reciclaje)
y su incorporacién a endosomas tempranos rapidos o lentos aun no puede ser aplicada en
términos generales, el seguimiento de particulas individuales de DENV-2 PR159 S1 demostré
que éste es incorporado indistintamente en endosomas rapidos y lentos, es decir, tiene el
mismo comportamiento de un ligando destinado a reciclaje (van der Schaar et al., 2008). Sin
embargo, la cepa de DENV-2 analizada en el trabajo de van der Schaar demostr6 fusionar en
endosomas tardios. Estos antecedentes y los resultados expuestos por nosotros en el presente
trabajo permiten plantear la interesante hipétesis de que todas las cepas de DENV tendrian el
potencial de ser trasportadas hacia endosomas de reciclaje, pero la intervencion de ciertos
factores virales/celulares que aun desconocemos harian que algunas cepas sean dirigidas
preferencialmente hacia los endosomas tardios. Esta hipdtesis surge del hecho que luego de
su internalizacion, la ruta intracelular que sigue por defecto cualquier ligando es la via de
reciclaje, y su incorporacion a la via degradativa requiere de un proceso activo de marcacién y
seleccién, como por ejemplo la monoubiquitinacion (Maxfield y McGraw, 2004). A diferencia del
virus influenza, el virus dengue se comporta como un ligando no etiquetado para la via
degradativa, lo que sugiere que el proceso activo de seleccion y redireccionamiento operaria a
nivel de los endosomas tempranos, probablemente evitando la acumulacién de las particulas

virales en las extensiones tubulares.
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En concordancia con nuestros resultados que demuestran que a pesar de la falta de
efecto inhibitorio del dominante negativo de Rab7 DENV sigue una ruta intracelular que lo
conduce mas alla de los endosomas tempranos, recientemente se demostrd el requerimiento
de la presencia de lipidos aniénicos para la fusién de DENV (Zaitseva et al., 2010). El agregado
de fosfatidilserina y bis(monoacilglicerol)fosfato a la composicion de liposomas permitié la
fusién de DENV-2 y DENV-4 en este sistema libre de células, mientras que la adicién exégena
de ambos lipidos a cultivos celulares produjo un incremento notable en la tasa de fusion viral.
Dado que el bis(monoacilglicerol)fosfato es un lipido que se encuentra Unicamente en los
endosomas tardios (Kobayashi et al., 2002), los autores del trabajo concluyeron que la fusiéon
de DENV ocurre en estos compartimentos endosomales y no en los endosomas tempranos
carentes de lipidos acidos. Nuestros resultados no son contradictorios con este reporte, ya que
antecedentes bibliograficos revelan que si bien los endosomas de reciclaje no contienen
bis(monoacilglicerol)fosfato, se encuentran enriquecidos en fosfatidilserina (Gagescu et al.,
2000) lipido aniénico que también facilita la penetracion de DENV (Zaitseva et al., 2010).

En este sentido, es interesante tener en cuenta que Kirshnan et al. (2007) revelaron que
un pH cercano a 6,4 es suficiente para disparar la fusion de DENV-2 NGC. Esto sugiere que el
ambiente de los endosomas de reciclaje, con un pH moderadamente &cido y una composicion
lipidica que incluye fosfatidilserina, provee un ambiente 6ptimo para la fusion de DENV, al igual
que los endosomas tardios. Desde el punto de vista funcional, el transporte de las particulas de
DENV hacia endosomas de reciclaje o endosomas tardios tiene un gran valor practico, ya que
estas organelas se encuentran ubicadas en la region perinuclear. La penetracion viral en estos
puntos estratégicos posicionaria al genoma en las inmediaciones de su sitio de replicacién, las

membranas derivadas del reticulo endoplasmatico.

Estudios recientes reportan una capacidad diferencial entre cepas de DENV de inducir
la respuesta de interferén (Umareddy et al., 2008). Un estudio in vitro destinado a analizar el
rol de las moléculas TLR (toll like receptors), importantes receptores de reconocimiento de
patégenos, en la identificacion inmunolégica de DENV tempranamente durante la infeccion,
reveld que TLR-3 se activa fuertemente con la presencia del virus (Tsai et al., 2009). Esta
sefalizacién mediada por TLR-3 es considerada como la respuesta mas importante para la
produccién de interferdn tipo | luego de la exposicidén de estructuras de ARN de doble cadena.
Estos receptores se encuentran, dependiendo del tipo celular, en la superficie de la célula o en
compartimentos endosomales cuya identidad aun no ha sido claramente dilucidada. Se ha

demostrado que el reconocimiento de DENV-2 por TLR-3 ocurre en células monociticas en
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compartimentos endosomales y que se requiere del pH acido endosomal disparador de la
fusiébn viral para que ocurra dicho reconocimiento. Nuestros resultados que describen
diferencias en el sitio de fusién segun la cepa viral podrian estar directamente relacionados con
las reportadas diferencias entre cepas en la activacion de TLR-3 y consecuentemente la
produccién de interferén y citoquinas (Tsai et al., 2009), factores fundamentales para entender

la patogenia viral.

Consideraciones finales

A pesar de la creciente incidencia de DENV como patégeno humano al presente no

existen vacunas o quimioterapia antiviral para la prevencién o tratamiento de esta virosis.

Los antecedentes de nuestro laboratorio que documentan el comportamiento antiviral
diferencial de DENV, dependiente de factores virales y celulares, frente a una clase de
compuestos dirigidos a la entrada del virus, junto con el hallazgo aqui reportado de las vias de
entrada alternativas a ser utilizadas para la internalizacion, tienen importantes implicancias en
lo que respecta al diseno de agentes quimioterapéuticos que tengan como objetivo bloquear los
pasos iniciales de la infeccién viral, ya que los mismos deberan estar dirigidos contra factores o
mecanismos comunes utilizados por el virus en las distintas rutas endociticas. Debe tenerse
presente que, por la posibilidad cierta de infecciones secuenciales con diferentes serotipos de
DENV que co-circulan en la poblacién de una misma regién geografica, cualquier agente
antiviral con perspectivas de uso terapéutico debe ser efectivo contra los cuatro serotipos
virales. En este marco, las investigaciones presentadas en este trabajo proveen una nueva
perspectiva para entender el complejo mecanismo de entrada a la célula de DENV vy asi
encarar el desarrollo racional de agentes antivirales dirigidos a este blanco de accion para la
prevencion y tratamiento de esta enfermedad de creciente reemergencia global.
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