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RESUMEN 

 

 

La infección por el Virus Dengue (DENV) es la arbovirosis más prevalente en el mundo. La 

disfunción endotelial es un sello distintivo de la patogénesis durante el estadio más severo de 

la enfermedad conocido como dengue grave, presentando fuga vascular, shock hipovolémico 

y falla multiorgánica. Sin embargo, los mecanismos por los cuales se produce la disfunción 

endotelial aún no han sido bien dilucidados y el enfoque inmunopatogénico no ha 

proporcionado una terapia efectiva para la prevención de las muertes. Una perspectiva 

diferente para entender la enfermedad es la disrupción de la barrera endotelial mediante la 

liberación de factores solubles por parte de las células endoteliales infectadas, generando el 

aumento en la permeabilidad vascular. Para identificar los posibles mecanismos celulares 

implicados durante la infección por dengue, se expusieron células endoteliales de 

microvasculatura humana (HMEC-1) a medios condicionados colectados tras la infección 

por DENV-2 y se evalúo la participación de la quinasa c-ABL, proteína involucrada en la 

regulación del citoesqueleto y las uniones interendoteliales. Utilizando inhibición 

farmacológica de c-ABL con Imatinib y la estrategia de silenciamiento génico de la proteína 

por medio de la transfección con miRNAs artificiales, se encontró que participaba en la 

entrada y liberación viral, además, el silenciamiento de c-ABL indujo remodelación del 

citoesqueleto de actina en células HMEC-1. El tratamiento con factores solubles liberados 

tras la infección por DENV-2 en células endoteliales, provocó el aumento en los niveles de 

expresión de c-ABL y p-CRK II, blanco celular directo de la quinasa c-ABL, sugiriendo su 

activación. Este incremento fue significativo con los medios condicionados colectados 48 

horas post-infección. Asimismo, se encontró un aumento en la expresión de marcadores 

mesenquimales como Vimentina y N-cadherina y, una disminución concomitante de 

proteínas específicas endoteliales VE-cadherina y ZO-1, bajo el tratamiento con los factores 

solubles derivados de la infección. Finalmente, se comprobó que las células endoteliales 

adquirieron un carácter migratorio al ser expuestas a los factores solubles producidos por 

DENV-2 en células endoteliales que fue revertido por el tratamiento con Imatinib y con el 

silenciamiento de c-ABL. Este estudio establece por primera vez a DENV-2 como un 

potencial inductor de EndMT, sugiriendo que los cambios fenotípicos de las células 

endoteliales son inducidos por los factores solubles secretados tras la infección produciendo 

pérdida de las uniones intercelulares y, por ende, desestabilización vascular durante los casos 

de dengue grave. Más aún, a pesar de que este estudio fue realizado bajo la modalidad In 

Vitro, c-ABL aparece como un prometedor blanco terapéutico basado en la estrategia 

antivirales basados en el hospedero.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Dengue virus infection is the most prevalent arbovirosis in the world. Endothelial 

dysfunction is a hallmark of pathogenesis during the most severe stage of the disease, known 

as severe dengue, exhibiting vascular leakage, hypovolemic shock, and multisystemic failure. 

However, the mechanisms by which endothelial dysfunction occurs have not yet been well 

elucidated, and the immunopathogenic approach has not provided effective therapy for 

preventing deaths. A different perspective to understand the disease is the endothelial barrier 

disruption through the release of soluble factors by infected endothelial cells, which increases 

vascular permeability. In this context, we propose identifying possible cellular mechanisms 

involved in dengue infection. In this regard, human microvasculature endothelial cells 

(HMEC-1) were exposed to conditioned media collected after DENV-2 infection, and the 

participation of c-ABL kinase, a protein involved in the regulation of the cytoskeleton and 

interendothelial junctions, was evaluated. Using the pharmacological inhibition of c-ABL 

with Imatinib and gene silencing strategy of the protein by transfection with artificial 

miRNAs, it was found to be involved in viral entry and release. Furthermore, c-ABL 

silencing induced actin cytoskeleton remodeling in HMEC-1 cells. Treatment with soluble 

factors released after DENV-2 infection in endothelial cells resulted in increased expression 

levels of c-ABL and p-CRK II, a direct cellular target of c-ABL kinase, suggesting its 

activation. This increased expression was significant with conditioned media collected 48 

hours post-infection. Likewise, we found an increase in the expression of mesenchymal 

markers such as Vimentin and N-cadherin and a concomitant decrease in endothelial-specific 

proteins VE-cadherin and ZO-1 under treatment with soluble factors derived from the 

infection. Finally, we observed that endothelial cells acquired a migratory character upon 

exposure to soluble factors produced by DENV-2 in endothelial cells that were reversed by 

treatment with Imatinib and c-ABL silencing. This study establishes for the first time DENV-

2 as a potential inducer of EndMT, suggesting that phenotypic changes in endothelial cells 

are induced by soluble factors secreted after infection and respond to the loss of intercellular 

junctions and thus vascular destabilization during severe dengue cases. Moreover, although 

this study was performed in vitro, c-ABL appears as a promising therapeutic target based on 

the host-based antiviral strategy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. INTRODUCCIÓN 

 

 

 

El Virus Dengue (DENV) causa la mayor carga de enfermedad humana de todos los 

arbovirus, provocando hasta 100 millones de infecciones sintomáticas por año en el 

mundo(1). Durante la patogénesis, en el estadio más severo de la enfermedad conocido como 

el dengue grave, se presenta aumento de la permeabilidad vascular y extravasación del 

plasma que, de no detectarse a tiempo, puede conllevar a la muerte(2). Clásicamente, se ha 

explicado este fenómeno desde una perspectiva inmunopatogénica en donde existe una 

respuesta inmune exacerbada que desencadena la liberación de citoquinas y mediadores 

proinflamatorios, alterando así la integridad endotelial(3). No obstante, aún no se cuenta con 

un tratamiento específico antiviral para la enfermedad y las inmunoterapias no han resultado 

efectivas para los pacientes que presentan dengue grave(4).  

 

La biología de la infección viral se desarrolla en íntima asociación con diversas alteraciones 

en el funcionamiento celular y el endotelio desempeña un papel central en la regulación de 

la permeabilidad vascular(5). La barrera endotelial depende de la arquitectura molecular de 

las uniones intercelulares, el citoesqueleto y la señalización celular(6). Previamente se ha 

reportado que la infección de las células endoteliales por DENV induce la liberación de 

factores solubles, tales como, FGF-2, TGF-α, GM-CSF e IL-8, que aumentan la migración 

de células endoteliales no infectadas, contribuyendo a la desestabilización del endotelio por 

el debilitamiento de las uniones adherentes y estrechas(7). A su vez, estos factores han sido 

asociados con la fuga vascular en el dengue grave(8).   

 

Entre las múltiples vías de señalización que se pueden estar activando bajo el estímulo de las 

citoquinas y factores de crecimiento secretados tras la infección por DENV, un mecanismo 

en común es a través de la activación o inhibición de la actividad quinasa. Esencialmente, 

estas proteínas gobiernan eventos de señalización e interacción proteína-proteína 

fundamentales para la estabilidad en las redes del citoesqueleto y del soporte de las uniones 

intercelulares(9–11). La quinasa celular ABL ha sido documentada por tener un rol 

fundamental en la regulación de las uniones interendoteliales(12), la reorganización del 

citoesqueleto de actina(13,14) y en procesos de transdiferenciación celular como es la 

Transición Endotelio-Mesénquima (EndMT)(15). La estimulación de las células endoteliales 

por VEGF desencadena la activación de c-ABL que favorece la contractilidad de los 

filamentos de actomiosina impulsando la internalización de VE-cadherina desde las uniones 

adherentes hacia el citosol(12). Además, la estimulación por TGF-β conduce a la activación 

de c-ABL en células endoteliales, favoreciendo la expresión de factores de transcripción 

como SNAIL y TWIST y generando la represión de proteínas específicas endoteliales y la 

sobreexpresión de marcadores mesenquimales(15). Esta transición de un fenotipo endotelial 

a mesenquimal al presentar un incremento en la motilidad celular y disrupción de las uniones 

intercelulares, contribuye a la desestabilización del endotelio(16).    

 

Previamente, se ha reportado potenciales efectos antivirales para inhibidores de la quinasa c-

ABL. El pretratamiento con GNF-2 (un inhibidor específico de c-ABL) redujo 

significativamente la entrada viral vía endocitosis mediada por clatrina(17), además, 

interfiere en la replicación viral en células epiteliales(18). No obstante, los posibles efectos 



antivirales de la inhibición de c-ABL no han sido estudiados en células endoteliales, las 

cuales, son protagónicas en los eventos de fuga vascular presentados en los pacientes con 

dengue grave(19). A pesar de que sigue siendo controversial la infección de las células 

endoteliales por DENV In Vivo, su contribución como fuente de liberación de mediadores 

solubles que participan en la disrupción endotelial es cada vez más relevante y va en 

concordancia con el fenómeno fisiopatológico(7,20). Dicho efecto se debe principalmente a 

que el mecanismo por el cual DENV induce disfunción endotelial probablemente 

compromete un ataque indirecto al endotelio compatible con la pérdida de un fenotipo 

endotelial y la adquisición de un fenotipo de características mesenquimales.  

 

En este estudio, se encontró que factores solubles liberados tras la infección por DENV-2 en 

células endoteliales inducían la sobreexpresión de la quinasa celular ABL y de su blanco 

celular fosforilado CRK II, sugiriendo su activación. Además, la inhibición farmacológica 

con Imatinib y el silenciamiento génico de la proteína c-ABL por la estrategia de miRNAs 

artificiales disminuyó el incremento en la migración celular potenciada por los factores 

solubles secretados tras la infección en células endoteliales. Finalmente, hubo una 

disminución en la expresión de VE-cadherina y ZO-1, y un incremento en la expresión de 

marcadores mesenquimales como N-cadherina y Vimentina en células endoteliales tratadas 

con medios condicionados colectados tras la infección. Este efecto fue revertido bajo el 

tratamiento con el inhibidor farmacológico de c-ABL Imatinib. Conjuntamente, estos datos 

no solo postulan a c-ABL como un posible blanco terapéutico para la fuga vascular, sino que 

también nos acerca a dilucidar un posible evento de plasticidad celular subyacente durante la 

infección por DENV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. MARCO TEÓRICO 

 

 

2.1 Epidemiología del Virus Dengue 
 

 

 

El Virus Dengue (DENV) es el arbovirus que más rápido se disemina en el mundo, es 

transmitido por la picadura de mosquitos infectados principalmente de la especie Aedes 

aegypti y en menor grado Aedes albopictus. La enfermedad se distribuye en las regiones 

tropicales y subtropicales, su alta propagación está determinada por la creciente expansión 

geográfica de los vectores transmisores, la tendencia a la urbanización y/o migración y a 

cambios ambientales(21,22). A la fecha, se han identificado cinco serotipos virales (DENV1, 

DENV2, DENV3, DENV4 y DENV5), de los cuales, DENV1-DENV4 producen un espectro 

de manifestaciones clínicas muy similares en humanos(23) y DENV5 cumple 

mayoritariamente ciclo selvático(24). 

 

Globalmente, la Organización Mundial de la Salud estima entre 50 y 100 millones de 

infecciones por dengue cada año, de las cuales 500.000 presentan dengue grave y un 

aproximado de 20.000 muertes han sido documentadas por año, dejando innumerables 

pérdidas socioeconómicas(25,26). Entre los informes más recientes, para el año 2020 la 

Organización Panamericana de la Salud (OPS) y la OMS reportaron un total de 2.326.115 

casos de Dengue en las Américas, 6,156 se diagnosticaron como dengue grave con 1.027 

defunciones(27). En 2021, de los 1.173.674 casos de dengue notificados en la Región de las 

Américas, 2.821 fueron clasificados como dengue grave. El número más alto de casos de 

dengue grave se observaron en los siguientes países: Colombia con 864 casos, Honduras con 

851 casos y Brasil con 172 casos. En el mismo periodo se notificaron un total de 387 muertes 

en la Región(28). En 2022, hasta la semana epidemiológica 32 van 2.248.245 casos 

notificados de dengue, con 2.942 pacientes que presentaron dengue grave, Colombia se 

encuentra entre los países con mayor incidencia de dengue grave en la Región de las 

Américas(28).   

 

El incremento en la incidencia del dengue (30 veces más durante las últimas cinco décadas), 

la susceptibilidad a contraer la enfermedad y el número de muertes que ocasiona por la 

severidad en las fases más graves, hacen de esta enfermedad un foco de atención urgente(25). 

Las medidas de control y prevención de la enfermedad se han enfocado en contrarrestar la 

propagación y/o erradicación del mosquito vector, en la implementación de una vacuna 

tetravalente y en la búsqueda de antivirales de acción directa contra el virus. Sin embargo, 

persiste el incremento en la incidencia de esta enfermedad debido a diversas falencias 

halladas en estos métodos. Se ha reportado que el control biológico de los mosquitos puede 

generar resistencia en los organismos por la presión adaptativa impuesta por los insecticidas 

además que, representa una solución transitoria en el tiempo dado que ocurren 

reinfestaciones(29,30). En cuanto al uso de la vacuna tetravalente, se han registrado 

irregularidades en su eficacia entre los diferentes grupos de edad, los serotipos virales y aún 

no se concibe suficiente información sobre su seguridad a largo plazo, por tanto, no 

constituye una solución eficaz(31–34). Por último, el desarrollo de medicamentos antivirales 



basados en acción directa contra DENV no otorgarían un tratamiento efectivo dada la alta 

capacidad de mutación que poseen los virus RNA(35,36), entre los cuales se encuentra 

DENV, posibilitando el escape por selección de mutantes resistentes a estos 

medicamentos(37).  

 

Al no existir un tratamiento específico para la enfermedad, se hace imprescindible la continua 

búsqueda de nuevas estrategias que superen las limitaciones actuales, a saber, la evolución 

viral propia del agente infeccioso, las condiciones adaptativas del vector transmisor, eficacia 

contra los diferentes serotipos virales y la accesibilidad a toda la comunidad susceptible y/o 

afectada por esta enfermedad. 

 

2.2 Ciclo Replicativo del Virus Dengue: Generalidades  

 
 

El virus dengue (DENV) es un virus perteneciente a la familia Flaviviridae del género 

Flavivirus, al cual hacen parte diversos virus de alta importancia médica a nivel mundial, 

como lo son: Virus Zika (ZIKV), Virus del Nilo Occidental (WNV) y Virus de la Fiebre 

Amarilla (YFV)(38). Estos virus comparten genoma RNA monocatenario de polaridad 

positiva ((+) ssRNA) de aproximadamente 11kb, el cual, codifica a tres proteínas 

estructurales (C, PrM/M y E) y siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B 

y NS5). Son pequeñas partículas esféricas envueltas de ∼50 nm de diámetro. DENV, está 

conformado por una nucleocápside que contiene el RNA+ genómico rodeado por la cápside 

(C), que a su vez está rodeada por una bicapa lipídica donde se encuentra la proteína de 

membrana (prM) unida a la glicoproteína de envoltura más externamente (E)(39).  

 

Su ciclo replicativo inicia con la unión de la proteína E a los receptores (CD14, el receptor 

de laminina de alta afinidad 37/67 kDa, el GRP78/BiP, DC-SIGN y al heparán sulfato) 

presentes en la superficie de la membrana celular(40). Tras la unión, la partícula viral se 

interioriza mediante el proceso de endocitosis seguido a la fusión de la proteína de envoltura 

con la membrana celular (dependiente de pH) en el endosoma, lo que permite el 

desacoplamiento de la nucleocápside y la liberación del RNA viral en el citoplasma que se 

traduce en el retículo endoplásmico rugoso (RER)(41). El proceso de traducción da lugar a 

una poliproteína de aproximadamente 3.400 aminoácidos, la cual, posteriormente es clivada 

tanto por proteasas celulares como por la proteína viral NS2B3.  Una vez el genoma viral es 

traducido, se forma el complejo de replicación compuesto por la ARN-polimerasa 

dependiente del ARN NS5 (RdRp), proteínas NS accesorias, RNA (+) viral y factores de la 

célula huésped que se asocian con membranas intracelulares inducidas por el virus, 

constituyendo paquetes vesiculares derivados del retículo endoplasmático (ER)(42). El 

primer paso durante la replicación es la síntesis de la plantilla genómica RNA (-) para 

producir la cadena RNA (+) que servirá para seguir siendo traducida o para ensamblarse en 

nuevos viriones y dar lugar a la progenie viral inmadura (Fig 1). 



 
Figura 1. Ciclo Replicativo de DENV. Tomado de: Murugesan, A., & Manoharan, M. 

(2020). Dengue Virus. Emerging and Reemerging Viral Pathogens, 281–359. 

https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819400-3.00016-8 

 

Seguido de esto, las nuevas partículas virales sufren un proceso de maduración pasando del 

RE a la Red Trans-Golgi derivando a la glicosilación de las proteínas de membrana virales, 

así como el corte mediado por la proteasa Furina de la proteína Precursora de Membrana 

PrM. Esto es necesario para la liberación de los viriones, puesto que, la PrM evita que la 

proteína de envoltura presente una forma fusogénica, al ser escindida, la proteína de envoltura 

forma complejos homodiméricos que facilitan finalmente la exocitosis de la progenie viral 

madura(43). 

 

 

2.3 Teoría de la Fisiopatología del Dengue 

 
El dengue provoca un amplio espectro de manifestaciones clínicas que puede cursar como 

dengue sin signos de alarma, con signos de alarma o dengue grave(2). Esta clasificación 

clínica fue anunciada por la OMS en el año 2009 con el propósito de identificar 

oportunamente a aquellos pacientes en los que la enfermedad puede progresar a dengue grave 

https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819400-3.00016-8


y requieren asistencia médica (Fig 2).  

 

 

 
 

Figura 2. Esquema de la clasificación clínica de dengue dictaminada por OMS (2009). 
Modificado de: Guzman, M., Gubler, D., Izquierdo, A. et al. Dengue infection. Nat Rev Dis 

Primers 2, 16055 (2016). https://doi.org/10.1038/nrdp.2016.55 

 

Inicialmente, el virus es inoculado por los mosquitos al alimentarse de la sangre del individuo 

en la piel, donde in situ se da la infección de macrófagos y células de Langerhans(44). 

Mediante la migración de estas células, DENV puede diseminarse por todo el sistema 

linfático infectando monocitos derivados de la sangre, células dendríticas mieloides y 

macrófagos esplénicos y hepáticos(45). Esto da como resultado una infección aguda, 

sistémica y dinámica.  

 

Tras el período de incubación, los síntomas suelen comenzar abruptamente primero en una 

fase febril aguda que puede durar de 2-7 días, con náuseas, vómito, cefalea, dolor corporal 

generalizado y erupción maculopapular. En esta fase, al cursar la enfermedad con signos de 

https://doi.org/10.1038/nrdp.2016.55


alarma presenta dolor o sensibilidad abdominal, petequias, sangrado en las mucosas, 

acumulación de líquidos y leucopenia progresiva. El comienzo de la fase crítica es detectado 

por el incremento en la fuga vascular que se refleja en el pulso reducido, taquicardia, 

hipotensión, acumulación de líquido en la cavidad pleural o peritoneal y choque con 

afectación grave de órganos como el hígado, corazón y SNC. En paralelo, la permeabilidad 

vascular aumenta con una concomitante trombocitopenia e incremento en el hematocrito, 

evidenciando la pérdida del volumen intravascular. Esta fase alarmante suele durar de 24-48 

horas. Si el paciente logra sobrevivir, entra en el periodo de recuperación estabilizándose el 

sistema hemodinámico y el organismo gradualmente inicia la reabsorción de los líquidos en 

los compartimentos extravasculares(2). 

 

Cuando el paciente cursa la fase crítica, el manejo hospitalario consiste en un diagnóstico 

temprano oportuno y en terapia de reposición de fluidos, sin embargo, los pacientes pueden 

deteriorarse hasta el punto de presentar dengue grave con una o varias de las siguientes 

características: i) fuga de plasma que puede conllevar a choque, ii) hemorragia grave, iii) 

falla multiorgánica (Figura 2). En este punto, no existe un tratamiento específico debido a la 

incomprensión de los mecanismos subyacentes que conllevan al incremento de la 

permeabilidad vascular en las etapas más severas de la infección.  

 

Tradicionalmente, la fuga vascular ha sido explicada desde una aproximación inmunológica, 

donde la infección por DENV de las células inmunes media el aumento en la secreción de 

citoquinas y factores proinflamatorios, tales como, IFN-1, TNF-α, IL-6, IL-8, IL-10 que 

conducen a la activación del endotelio, la alteración de la integridad endotelial y la 

coagulopatía, presentándose incremento en la permeabilidad vascular(46,47). Sin embargo, 

las inmunoterapias no han resultado efectivas para el tratamiento del dengue grave, más 

específicamente en estudios comparativos concluyeron que el uso de corticoides tanto en 

etapas tempranas como en el choque no presenta efectos terapéuticos importantes(4,48). 

 

Por otra parte, el riesgo de padecer dengue grave se ha relacionado con la amplificación de 

la infección dependiente de anticuerpos (Antibody-Dependent Enhancement, ADE), la cual 

sostiene que el virus causante de una infección secundaria es reconocido, pero no 

neutralizado por anticuerpos IgG generados en la infección primaria, de esta manera facilitan 

el ingreso a las células susceptibles en tanto que aumentan la replicación viral(49,50). No 

obstante, esta asociación descuida el hecho de que la potenciación mediada por anticuerpos 

en las etapas más severas ocurra en un estrecho rango de títulos de anticuerpos anti-DENV 

preexistentes y en infecciones heterotípicas secundarias, mientras que, a niveles más 

elevados hay protección contra la enfermedad sintomática(51).  

 

Tomando estas aproximaciones en conjunto, y teniendo en cuenta la ausencia de un 

tratamiento efectivo para el dengue grave, se hace imprescindible un cambio en el 

entendimiento de la enfermedad, así como en la búsqueda de nuevas alternativas que 

permitan hallar blancos terapéuticos en la infección por dengue y prevenir las muertes dadas 

en su estado más severo. 

 

 



2.4 Disfunción endotelial inducida por la proteína NS1 en 

DENV 
 

 

 

La superficie interna de los vasos sanguíneos está recubierta en su totalidad por una 

monocapa celular endotelial que actúa como la primera línea de contacto entre los 

componentes sanguíneos y los tejidos subyacentes, funcionando así como una barrera 

altamente selectiva y semipermeable(52). La alteración en la integridad endotelial puede 

conllevar a fugas vasculares y extravasación del plasma, tal como ocurre en el dengue 

grave(53). Dos estructuras fundamentales que determinan la función e integridad de la 

barrera endotelial son el glicocálix y las uniones intercelulares, tales como las uniones 

estrechas y adherentes(54,55).  

 

La proteína no estructural 1 (NS1) se ha identificado por tener un rol importante en la 

disfunción endotelial ocasionada por DENV, específicamente, NS1 participa en la 

replicación viral(56), en la evasión de la respuesta inmune(57) y en la fuga vascular 

incrementando la permeabilidad endotelial(58). El potencial mecanismo por el cual NS1 

induce disfunción endotelial es mediante la disrupción de la capa de carbohidratos y proteínas 

que recubren la superficie luminal de las células endoteliales(59); el glicocálix les confiere 

protección frente a fuerzas de cizallamiento y contribuye a la señalización e interacción del 

endotelio con las células que viajan por el torrente sanguíneo(60). Por lo tanto, la alteración 

en su integridad conduce a disfunción endotelial. 

 

Las investigaciones enfocadas en dilucidar este mecanismo encontraron que la proteína NS1 

de DENV promovía la degradación de componentes del glicocálix como el ácido siálico y el 

desprendimiento de proteoglicanos como el heparán sulfato, a través del incremento en la 

expresión de sialidasas y heparanasas, respectivamente(59,61,62). Asimismo, se descubrió 

que este efecto de hiperpermeabilidad vascular inducido por NS1 es independiente de la 

respuesta inflamatoria desencadenada por citoquinas como la IL-6 y TNF-α tanto In Vitro 

como In Vivo(61).  

 

En esta misma línea investigativa, y de manera más exhaustiva, se evaluó el efecto de la NS1 

de diversos Flavivirus: DENV, Virus Zika (ZIKV), Nilo Occidental (WNV), Encefalitis 

Japonesa (JEV) y Fiebre Amarilla (YFV) en diferentes líneas celulares endoteliales. Los 

resultados indican que, de manera selectiva, la NS1 de los Flavivirus induce disfunción 

endotelial e incremento en la permeabilidad vascular de las líneas celulares evaluadas, 

reflejando el tropismo de la enfermedad en cada caso. Más aún, DENV NS1 promovió 

hiperpermeabilidad endotelial en todas las líneas celulares analizadas In Vitro y se detectó 

mayor fuga vascular en los pulmones e hígado cuando se inoculó la proteína NS1 de DENV 

en un modelo de ratón, denotando la fisiopatología de la enfermedad grave, es decir, derrame 

pleural y disfunción hepática(62). 

 

Los hallazgos proporcionados por estos estudios son sólidos y proveen una base para el 

entendimiento del papel de los factores virales en la disfunción endotelial, sin embargo, 

además del glicocálix, la homeostasis del endotelio se mantiene mediante la presencia de 

uniones intercelulares que ayudan a preservar los contactos célula a célula y a regular el 



transporte paracelular, por donde puede ocurrir la fuga vascular(63). Por tanto, es importante 

estudiar otros mecanismos más intrincados que potencialmente estén actuando en la 

disfunción endotelial inducida por DENV alterando las uniones celulares. 

 

 

2.5 Importancia de las uniones adherentes en la barrera 

endotelial: el papel de c-ABL 
 

La función de barrera endotelial que regula finamente el paso de moléculas y solutos entre el 

torrente sanguíneo y los tejidos subyacentes, está mediada por la arquitectura de las uniones 

intercelulares, el citoesqueleto y la señalización celular, manteniendo el dinamismo y la 

versatilidad endotelial(64,65). La interrupción de los contactos intercelulares altera la 

función adecuada de barrera semipermeable endotelial, conllevando a un incremento en la 

permeabilidad vascular, edema y daño tisular(66).  

 

Existen dos mecanismos controlados por los cuales ocurre ese intercambio de fluidos, 

moléculas y proteínas entre los tejidos, el endotelio y la vía sanguínea(67). El transporte 

transcelular permite el paso de proteínas como la albúmina a través de las células 

endoteliales, mediante la formación de vesículas que se internalizan y posteriormente son 

secretadas en su cara basal(67). En contraste, el transporte paracelular constituye la 

interrupción de la comunicación interendotelial y se da la articulación de las uniones 

adherentes y estrechas entre células vecinas, uniéndose y disociándose para permitir el paso 

de moléculas e incluso la migración de células como los leucocitos(68,69).   

 

El complejo de uniones adherentes en las células endoteliales está compuesto principalmente 

por proteínas de adhesión transmembrana específicas pertenecientes a la familia de las 

cadherinas, la cadherina vascular endotelial (VE-cadherina)(70). Estas proteínas a través de 

su dominio citoplasmático se unen a proteínas intermediarias como β-catenin, p120 y 

placoglobina, las cuales, a su vez se unen con α-catenin que interactúa con varias proteínas 

de unión a actina(69). La formación de dímeros entre las VE-cadherinas en los sitios de 

unión, permite su interacción con los dominios extracelulares de las respectivas proteínas en 

las células adyacentes en un proceso dependiente de Ca2+, de esta forma, se establece una red 

de adhesión entre células vecinas, soportada por el citoesqueleto y la señalización celular que 

controla íntimamente la permeabilidad vascular(71).  

 

Entre los diversos actores moleculares que podrían estar implicados en la modulación de las 

uniones adherentes se ha postulado que, la estimulación de las células endoteliales con el 

factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), histamina y trombina induce el incremento 

en la permeabilidad vascular por disrupción entre estas uniones, internalización de VE-

cadherina y desestabilización del complejo proteico con el citoesqueleto de actina(72–75). 

Además, entre los efectos ejercidos por estos inductores de la permeabilidad vascular, se ha 

detectado la participación de las quinasas ABL, donde su activación por VEGF media la 

fosforilación del residuo Y1175 en el dominio citoplasmático del receptor del factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGFR), desencadenando la activación de la fosfolipasa C 

(PLCγ), generación de inositol 3-fosfato (IP3) y movilización de Ca2+ desde el retículo 

endoplásmico al citosol. De esta manera, se promueve la fosforilación de la cadena ligera 



reguladora de miosina (MLC2) por MLCK, favoreciendo la contractilidad de los filamentos 

de actomiosina e impulsando la internalización de VE-cadherina, desestabilización en los 

contactos célula-célula y, finalmente, incremento en la permeabilidad vascular (Fig 3) (12). 

 

 
Figura 3. Regulación de las uniones adherentes por las quinasas ABL. Tomado de: 

Chislock, E. M., & Pendergast, A. M. (2013). Abl family kinases regulate endothelial barrier 

function in vitro and in mice. PloS one, 8(12), e85231. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0085231 

 

Por otra parte, las quinasas ABL regulan negativamente la actividad basal de las Rho 

GTPasas Rac1 y Rap1(12), las cuales, contribuyen a la estabilización de las uniones 

adherentes mediante la deposición de filamentos de actina manteniendo la función de barrera 

endotelial(76,77).  

 

De manera complementaria, se ha demostrado en numerosos estudios los efectos protectores 

de la inhibición farmacológica de c-ABL, así como de otras tirosinas quinasas, con Imatinib 

(STI571) sobre las uniones intercelulares y la integridad endotelial(12,78–81). El tratamiento 

con Imatinib no sólo eliminó la aparición de brechas o gaps entre las uniones intercelulares, 

sino que también se ha posicionado como un medicamento promisorio para la disfunción 

endotelial tanto In vitro como In Vivo, a saber, la evaluación de fuga vascular empleando el 
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colorante Evans Blue bajo el tratamiento con VEGF, mostró una disminución significativa 

en la extravasación del plasma en los ratones tratados con Imatinib(12). Asimismo, en un 

modelo de ratas sometidas a bypass cardiopulmonar, Imatinib previno la reducción en la 

perfusión microvascular, la saturación se vio menos afectada en comparación al control, 

disminuyó la fuga vascular y la reposición de líquidos(78). En un modelo ex vivo de lesión 

por isquemia y reperfusión, el tratamiento con Imatinib demostró un mejor rendimiento 

fisiológico de los pulmones reperfundidos, además, se observó menos inflamación, estrés 

oxidativo y disfunción de la barrera vascular(79). De hecho, en otro estudio llevado a cabo 

por Aman J y colaboradores, se evalúo extensamente el efecto protector de Imatinib sobre la 

disfunción endotelial exhibiendo su amplia aplicabilidad, los resultados concluyeron que en 

monocapas endoteliales Imatinib atenuó la disrupción de la barrera bajo la estimulación con 

Trombina e Histamina, previene eficazmente el edema pulmonar In Vivo inducido por VEGF 

y, finalmente, en un modelo murino de sepsis limitó la fuga vascular en riñones y pulmones 

24 horas después de la inducción de la sepsis(80). 

 

No obstante, a pesar de que Imatinib es un potente inhibidor competitivo de la quinasa c-

ABL(82,83), sus efectos terapéuticos en la disfunción endotelial por diversas patologías 

podrían resultar de su mecanismo inhibitorio registrado para otras tirosinas quinasas, como 

el Receptor del Factor de Crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), c-Kit, entre otras(84). 

Por tanto, es de singular importancia trabajar con aproximaciones más específicas para 

validar la implicación de la quinasa c-ABL en estos procesos regulatorios y multifactoriales.  

 

Para terminar, una interesante investigación reveló que en células endoteliales pulmonares c-

ABL tiene un rol determinante en la biomecánica celular en respuesta a agonistas como la 

trombina. Más específicamente, por Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) y 

cuantificaciones del módulo elástico, la trombina induce a la formación de fibras de tensión 

y contracción de las células endoteliales, provocando interrupción de los contactos célula-

célula y brechas intercelulares. Estos cambios se atenúan significativamente al inhibirse la 

expresión endógena de c-ABL por transfección con pequeños RNAs interferentes (siRNAs), 

de hecho, imágenes tomadas por Microscopía de Fluorescencia indican una redistribución de 

VE-cadherina y disociaciones entre las uniones intercelulares bajo el tratamiento con 

trombina, las cuales, se recuperan significativamente al silenciar las células para c-ABL(85). 

Conjuntamente, estos resultados sugieren que la proteína c-ABL tiene un rol crítico en la 

organización y regulación de las uniones adherentes entre las células endoteliales.  

 

 

2.6 Participación de la quinasa c-ABL en la Transición 

Endotelio-Mesénquima (EndMT)  
 

 

Entre los factores que contribuyen a la desestabilización de la barrera endotelial se encuentra 

el fenómeno de Transición Endotelio-Mesénquima (EndMT), el cual, consiste en un tipo de 

transdiferenciación celular donde las células endoteliales adquieren progresivamente un 

fenotipo mesenquimal(16). Este proceso de plasticidad celular involucra notables cambios 

morfológicos, funcionales y moleculares, además, se ha reconocido en el desarrollo 

embrionario y en diversas patologías como el cáncer, trastornos vasculares, fibróticos e 



inflamatorios(86–90).   

 

Las células endoteliales en estado de quiescencia presentan un fenotipo bastante definido, 

caracterizándose por la expresión de proteínas específicas incluidas VE-cadherina, CD31 

(PECAM-1) y Factor de von Willebrand (vWF), entre otras. Asimismo, las células presentan 

una morfología poligonal, polaridad apico-basal, fuertes adhesiones célula-célula y una 

actividad migratoria limitada. Durante la EndMT, se dispara un programa de expresión 

génica que denota la conversión de células endoteliales a un fenotipo mesenquimal, se resalta 

la expresión de proteínas como N-cadherina, α-actina de músculo liso (α-SMA) y vimentina, 

mostrando una concomitante morfología celular alargada en forma de huso, polaridad antero-

posterior, pérdida de contactos célula-célula con incremento en el potencial migratorio de las 

células y propiedades contráctiles, conduciendo a una alteración en su función como barrera 

semipermeable (Fig 4) (16).  

 

 
 

Figura 4. Esquema general de la Transición endotelio-mesénquima (EndMT). Tomado 

de: Piera-Velazquez, S., & Jimenez, S. A. (2019). Endothelial to Mesenchymal Transition: 

Role in Physiology and in the Pathogenesis of Human Diseases. Physiological reviews, 

99(2), 1281–1324. https://doi.org/10.1152/physrev.00021.2018 

 

Existen diversas vías de señalización que participan en la EndMT, si bien aún no se han 

dilucidado por completo todos los mecanismos debido a la complejidad de los eventos 

moleculares, el inductor más importante y reconocido hasta ahora es el Factor de Crecimiento 

Transformante β (TGF-β) (16), siendo el TGF-β2 más potente en comparación a las 

isoformas TGF-β1 y TGF-β3(91). Subsecuentemente, las investigaciones han revelado que 

en respuesta a la estimulación por TGFβ se puede inducir EndMT tanto por la vía dependiente 

de Smad o canónica, como por las rutas de señalización MEK/ERK, PI3K, JAK/p38MAPK 

y c-ABL/PKCδ, consideradas vías no canónicas(15,16,92).  

https://doi.org/10.1152/physrev.00021.2018


 

La unión de homodímeros TGFβ al complejo heterodimérico TGF-βRI/II conduce a su 

autofosforilación activando a proteínas efectoras corriente abajo como las tres vías de la 

proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK): ERK, p38MAPK y JNK, así como PI3K, 

c-ABL y PKCδ. Esto da como resultado el aumento en la expresión de factores de 

transcripción como Snail1/2 y Twist1 que favorecen la represión de proteínas específicas 

endoteliales como VE-cadherina y la inducción de un fenotipo mesenquimal mediante el 

incremento en los niveles de expresión de marcadores y genes mesenquimales(16,92)(Fig 5).  

 

 
Figura 5. Rutas canónicas y no canónicas implicadas en la EndMT. Tomado de: Piera-

Velazquez, S., & Jimenez, S. A. (2019). Endothelial to Mesenchymal Transition: Role in 

Physiology and in the Pathogenesis of Human Diseases. Physiological reviews, 99(2), 1281–

1324. https://doi.org/10.1152/physrev.00021.2018 

 

Particularmente, la activación de c-ABL y PKCδ por la estimulación de TGFβ en células 

endoteliales pulmonares conlleva a una marcada disminución en la expresión de VE-
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cadherina y a un incremento en los niveles de expresión de α-SMA, colágeno I y del factor 

de transcripción Snail1. Resultados posteriores indicaron que este incremento en la expresión 

de Snail1, fue anulado por la inhibición farmacológica de c-ABL con Imatinib y de la PKCδ 

con Rottlerin, lo cual, se confirmó por silenciamiento específico empleando siRNAs. 

Interesantemente, la inhibición con Imatinib y Rottlerin impidió la fosforilación de la Serina9 

en la Glucógeno sintasa quinasa-3β (GSK-3β) observada bajo el tratamiento con TGFβ(15), 

en consecuencia, se inactiva la GSK-3β encargada de la degradación proteosomal de Snail1 

dando lugar a su acumulación nuclear, incremento marcadores mesenquimales e inducción 

EndMT(16,92).  

 

Por otra parte, una de las características distintivas de la EndMT es la mejorada actividad 

migratoria que adquieren las células endoteliales. La quinasa celular ABL lidera procesos de 

motilidad celular mediante la polimerización de la actina en el borde avanzante, esto genera 

la fuerza de protrusión que impulsa la membrana hacia adelante. Seguidamente, se establecen 

adhesiones focales con la matriz extracelular y, finalmente, la contractilidad por la 

actomiosina es lo que propulsa el cuerpo celular hacia delante(93). Proteínas adaptadoras 

como CRKII tienen un rol esencial dado que participan en la polimerización de actina y en 

la formación de protrusiones de membranas interactuando con los motivos ricos en prolina 

(PxxP) de c-ABL(94). La activación de otras proteínas efectoras corriente abajo como 

cortactina, WASp y WAVE por la quinasa c-ABL fomentan la polimerización de actina y la 

migración celular(14,93,95).  

 

En conjunto, estos datos respaldan la posibilidad de una inducción de la EndMT por medio 

de la activación de c-ABL en respuesta a diferentes estímulos extracelulares.  

 

2.7 Factores solubles durante la infección por DENV 
 

Las células endoteliales están sujetas a la comunicación intercelular a través de estímulos 

extracelulares constantes que activan o interrumpen diversos procesos celulares como la 

regulación del tono y la permeabilidad vascular. Durante la infección por DENV en las 

células endoteliales, se ha identificado In Vitro una mayor secreción de múltiples factores 

celulares que contribuyen a la fuga capilar como la IL-6, IL-8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, 

VEGF, TNFα y Angiopoyetina 2(Ang-2)(8,20,96,97). Consistentemente, el tratamiento de 

células endoteliales con el suero de pacientes positivos para dengue que presentaron fuga 

vascular incrementó la permeabilidad vascular In Vitro en comparación al suero de pacientes 

que no presentaron fuga vascular(8).  

 

Coincidiendo con estos hallazgos, Talavera y colaboradores encontraron que medios 

condicionados colectados a las 48 horas post-infección provocaban un incremento en la 

permeabilidad de las células endoteliales no infectadas y un engrosamiento en las estructuras 

de actina, estos efectos fueron parcialmente revertidos bajo el tratamiento con anticuerpos 

neutralizantes para IL-8(98). Adicionalmente, observaciones morfológicas de células 

endoteliales expuestas a suero de pacientes con dengue grave mostraron perturbaciones en la 

conformación de las uniones estrechas y adherentes, una morfología irregular y disrupción 

de la monocapa endotelial(97). Estos resultados son consistentes con los reportados por 

Kanlaya y colaboradores durante la infección por DENV-2 en células endoteliales humanas, 



donde se observó una disminución en la expresión de VE-cadherina, ZO-1, PECAM-1 y 

redistribución del citoesqueleto de actina(99).  

 

Finalmente, en un estudio más reciente se analizó el potencial efecto de factores solubles 

liberados tras la infección por DENV-2 en células endoteliales, encontrando perfiles de 

expresión de citoquinas y factores de crecimiento diferenciales en los medios condicionados 

colectados tras la infección, así como en los perfiles de distintos miRNAs promoviendo la 

migración celular.  Además, In Silico se realizó un análisis de redes sugiriendo posibles 

procesos biológicos que se están optimizando dada la disregulación de los miRNAs, tales 

como migración celular, regulación positiva de la locomoción, adhesión celular y 

angiogénesis(100).  

 

Los mecanismos inducidos por las citoquinas y factores de crecimiento encontrados en 

niveles relativamente altos bajo la infección por DENV podrían tener un papel central en el 

desequilibrio de la función de barrera endotelial, como lo demuestran algunas de las 

investigaciones citadas previamente. No obstante, el efecto de estos factores solubles 

liberados tras la infección por DENV en la disfunción endotelial mediante la activación de 

c-ABL y la inducción de un posible cambio fenotípico, aún no ha sido descrita. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo general 
 

 

Identificar la participación de la quinasa c-ABL en los cambios fenotípicos celulares 

endoteliales inducidos por factores solubles liberados durante la infección por DENV. 

 

3.2 Objetivos específicos  
 

 

 Determinar que la liberación de factores solubles producidos durante la infección por 

DENV promueven la activación de c-ABL en células endoteliales. 

 Evaluar cambios morfológicos en las células endoteliales durante la infección por 

DENV. 

 Explorar el efecto de la inhibición de la proteína c-ABL en la migración de células 

endoteliales inducida por factores solubles liberados tras la infección por DENV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPÓTESIS 

 

4.1 Planteamiento del problema 
 

Durante la patogénesis del Virus Dengue (DENV) en su estadio más severo como es el 

dengue grave, se presenta aumento de permeabilidad vascular y extravasación del 

plasma(101). Tradicionalmente, esta ha sido atribuida a una respuesta inmune amplificada, 

que provoca la liberación de citoquinas y mediadores proinflamatorios que alteran la 

integridad endotelial(46,102). Sin embargo, basándose en los escasos reportes con éxito, las 

inmunoterapias no han resultado efectivas para los pacientes que presentan dengue grave(48), 

además, actualmente no se cuenta con una vacuna totalmente efectiva ni con un tratamiento 

específico para la infección por dengue y sus complicaciones más severas. Una perspectiva 

diferente que permitiría entender la enfermedad es la disfunción de las células endoteliales 

provocada por la liberación de factores solubles tras la infección, desencadenando un 

aumento en la permeabilidad vascular. 

 

La función de barrera endotelial está sostenida por la arquitectura molecular de las uniones 

intercelulares, el citoesqueleto y la señalización celular, en lo cual se ha visto implicada la 

quinasa c-ABL(12). Previamente se ha demostrado que la infección de las células 

endoteliales por DENV induce la liberación de factores solubles que aumentan la migración 

de células endoteliales no infectadas(100) y, además, la participación de c-ABL mediante la 

reorganización del citoesqueleto de actina durante la infección en células epiteliales (Datos 

aún no publicados). Teniendo en cuenta lo anterior, se busca estudiar si factores solubles 

liberados tras la infección por DENV inducen cambios fenotípicos celulares mediante la 

activación de c-ABL en células endoteliales. Esto permitiría postular que la disfunción 

endotelial es un actor etiopatogénico(103,104) y, adicionalmente, un blanco terapéutico 

promisorio para el tratamiento del dengue grave. 

 

 

4.2 Hipótesis nula 
 

El Virus Dengue no induce cambios fenotípicos en las células endoteliales mediante la 

liberación de factores solubles que promueven la activación de c-ABL. 
 

 

4.3 Hipótesis alternativa 
 

El Virus Dengue induce cambios fenotípicos en las células endoteliales mediante la 

liberación de factores solubles que promueven la activación de c-ABL. 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

5.1 Inhibidor y reactivos 
 

El inhibidor Imatinib Mesylate (STI571) se adquirió de Selleckchem (Selleck Chemicals, 

USA). Las soluciones stock fueron preparadas en agua Mili-Q estéril y almacenadas a -20ºC 

hasta su uso. El Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI), Medio de Eagle Modificado 

por Dulbecco (DMEM), el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) 

y el reactivo XtremeGENE™ HP DNA Transfection Reagent fueron suministrados por 

Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, USA). El suero bovino fetal (FBS) y el antibiótico 

Penicilina Estreptomicina (PS), fueron provistos por Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, 

USA). El FluorSave se obtuvo de Calbiochem (La Jolla, USA).  

 

Los anticuerpos anti-c-ABL (Rabbit Polyclonal IgG) y anti-ocludina (Mouse Monoclonal 

IgG) se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA). El anticuerpo anti-CRK 

(Rabbit Polyclonal phospho-Tyr221) fue provisto por LSBio (Seattle, USA). Los anticuerpos 

anti-envoltura (Mouse Monoclonal flavivirus E-glycoprotein) y anti-vimentina (Mouse 

Monoclonal) fueron suministrados por la empresa ABCAM (Cambridge, UK). El anticuerpo 

anti-VE-cadherina (Mouse Monoclonal CD144) se adquirió de Merck Millipore (Burlington, 

USA). Los anticuerpos anti ZO-1 (Rabbit Polyclonal), anti N-cadherina (Mouse 

Monoclonal), anti-α/β-tubulina (Mouse Monoclonal), secundarios (Alexa Fluor 488 y Alexa 

Fluor 594), la micotoxina faloidina conjugada con Alexa Fluor 594 y la sonda Hoechst fueron 

suministrados por Molecular Probes Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, USA). Los 

anticuerpos IRDye 680LT (Goat anti-Rabbit) e IRDye 800CW (Goat anti-Mouse) fueron 

provistos por LI-COR Biosciences (Lincoln, USA). 

 
 

5.2 Virus y líneas celulares 
 

El virus dengue tipo 2 (DENV-2, cepa de Nueva Guinea) donado por María Elena Peñaranda 

y Eva Harris (Universidad de California, Berkeley) se amplificó en células C6/36 HT (Aedes 

albopictus-ATCC® CRL-1660 ™) y fueron titulados en células BHK-21 (riñón de hámster 

-ATCC® CCL-10 ™) de acuerdo con nuestras condiciones de laboratorio(105). Para el 

desarrollo de todos los ensayos biológicos, se emplearon células HMEC-1 (endotelial 

microvascular dérmica humana-ATCC® CRL-3243) mantenidas en medio basal de 

crecimiento (RPMI al 10% FBS suplementado con 10mM de L-glutamina, 100 unidades/mL 

de penicilina/100 mg/mL estreptomicina(P/S), 10ng/mL factor de crecimiento epidermal 

(hEGF), 1 µg/mL Hidrocortisona), incubadas a 37°C en atmósfera humidificada de CO2 al 

5%.  

 



Las células BHK-21 fueron mantenidas en DMEM al 10% FBS suplementado con 100U/mL 

de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina y 10 mM de L-Glutamina incubadas a 37°C y 5% 

de CO2 y las células C6/36 HT con medio L-15 al 10% FBS y 1X P/S a 34°C y 5% de CO2. 
 

 

5.3 Amplificación y cuantificación stocks virales 
 

Para la replicación y amplificación viral, se sembraron células C6/36 HT en medio L-15 

suplementado con FBS al 10% y 1X P/S en frascos de 75cm2 a una confluencia del 70%, 

fueron infectadas con DENV-2 a una Multiplicidad de Infección (MOI, por sus siglas en 

inglés) de 0,01 PFU/mL en un volumen final de 1 mL y se incubaron a 34°C en atmósfera de 

CO2 al 5% por dos horas. Posteriormente, cumplido el tiempo de incubación se agregaron 

6mL de L-15 al 2% de FBS sin retirar el inóculo viral. Transcurridos 6 días de infección y 

tras observar sincitios en un 50% de la monocapa celular realizando monitoreo en campo 

claro (microscopio Olympus IX-81), los sobrenadantes fueron colectados y almacenados a -

70ºC hasta su posterior cuantificación. 

 

Para la cuantificación viral se realizó el Ensayo de Formación de Unidades de Placas 

(PFU)(106). Para ello, se sembraron 7,5x104 células BHK-21 en platos de 24 pozos en 

DMEM suplementado al 2% FBS. Al día siguiente, a partir del virus que sería titulado, se 

realizaron 7 diluciones seriadas 1:10, adicionando cada dilución a tres réplicas celulares. Se 

incubó a 37°C en CO2 al 5% por 2 horas y posteriormente se descartó el inóculo viral de 

todos los pozos infectados adicionando Carboximetilcelulosa (CMC) de mediana viscosidad 

1,5%. Al sexto día se realizó la fijación y coloración con una solución de 3,5% de 

formaldehído-cristal violeta al 0,2% y se cuantificaron las Unidades Formadoras de Placa 

para determinar los títulos virales expresados en PFU/mL. 
 

 

5.4 Plásmidos, transfección y RNAi 
 

El silenciamiento del gen ABL1, se realizó usando la estrategia de microRNA artificial 

(amiRNA). Para ello, el cassette de expresión del miRNA, dirigido por el promotor murino 

U6, fue insertado en el plásmido pFBAAV corriente arriba del cassette de expresión CMV-

eGFP-SV40 polyA, generando el plásmido de expresión pFBAAVmU6mcs-CMVeGFP 

SV40pA. Asimismo, se tuvo el plásmido control que contenía la versión Scramble 

(pFBAAVmU6miScramble-CMVeGFPSV40pA). Estos plásmidos fueron amablemente 

donados por Dr. Ryan Boudreau Gene Transfer Vector Core del Carver College of Medicine 

(University of Iowa, USA). La amplificación de los plásmidos se logró mediante la 

transformación de bacterias E.colli ultracompetentes (DH5), se extrajo el DNA empleando 

un Kit Qiafilter Miniprep y se cuantificó la pureza y concentración del mismo usando un 

espectrofotómetro (NanoDrop). Las transfecciones se realizaron con XtremeGENE™ HP 

DNA Transfection Reagent y se estandarizaron las condiciones óptimas para nuestros 

ensayos utilizando una relación 2:1 XtremeGENE™-DNA. 

 

5.5 Ensayos estandarización de la Multiplicidad de Infección 
 



5.5.1 Ensayos de Formación de Unidades de Placas 
 

Con el fin de garantizar que los medios condicionados contengan factores solubles liberados 

tras la infección por DENV-2 en células HMEC-1, se estandarizó la MOI a la cual las células 

HMEC-1 serían infectadas. Para ello, se accedió en un primer momento mediante el ensayo 

de unidades formadoras de placa, se sembraron 18x104 células HMEC-1 en platos de 24 

pozos en RPMI suplementado al 10% de FBS. Se incubaron a 37ºC y 5% de CO2 durante 24 

horas para permitir su adherencia, se lavaron con PBS 1X y se infectaron con DENV-2 a 

MOI 5 y MOI 10 (PFU/cell) durante dos horas por triplicado. Transcurrido este tiempo, se 

retiró el inoculo, se lavaron las células con PBS 1X y se adicionó RPMI al 2% de FBS 

dejándose en incubación por 24, 48, 72, 96 y 120 horas. En cada punto temporal, se 

colectaron los sobrenadantes almacenándose a -80ºC para su posterior titulación.  

 

Para la cuantificación del título viral, se sembraron 7,5x104 células BHK-21 en platos de 24 

pozos en DMEM suplementado al 2% FBS. Al día siguiente, a partir de los sobrenadantes 

colectados a los diferentes tiempos post-infección, se realizaron diluciones seriadas 1:10, 

adicionando cada dilución por duplicado. Se incubó a 37°C en CO2 al 5% por 2 horas y 

posteriormente se descartó el inóculo viral y se adicionó Carboximetilcelulosa (CMC) al 

1,5%. Al sexto día se realizó la fijación y coloración con una solución de 3,5% de 

formaldehído-cristal violeta al 0,2% y se cuantificaron el número de PFU/mL. 

 

5.5.2 Expresión proteína de envoltura viral 
 

Para determinar la expresión de la proteína de envoltura viral y hallar posibles diferencias 

entre las células infectadas a MOI 5 y 10, se sembraron 18x104 células HMEC-1 sobre 

láminas cubreobjetos en RPMI suplementado al 10% de FBS. Al día siguiente, se lavaron 

con PBS 1X y se infectaron con DENV-2 a MOI 5 y MOI 10 (PFU/cell) durante dos horas 

por triplicado. Transcurrido este tiempo, se retiró el inoculo, se lavaron las células con PBS 

1X y se adicionó RPMI al 2% de FBS dejándose en incubación por 24, 48, 72, 96 y 120 

horas. En cada punto temporal, las células fueron lavadas con CBS 1X precalentado a 37°C 

tres veces por 5 minutos, fijadas con 3,8% PFA en CBS por 20 minutos, tratadas con NH4Cl 

(50 mM), permeabilizadas con 0,2% de Tritón X-100 en PBS 1X, bloqueadas durante 1 hora 

(5% Suero Fetal Bovino en PBS 1X) e incubadas con el anticuerpo primario de envoltura 

viral (anti-ENV;1:500) por 1 hora. Posteriormente, se lavaron tres veces con PBS 1X y se 

adicionaron los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 (1:1000) y Hoescht 33258 (marcaje 

de núcleos; 1:10.000) por 45 minutos. Por último, las células se lavaron tres veces con 

PBS1X y se añadió la solución de montaje en los portaobjetos para montar los cristales, se 

dejaron secar en oscuridad por 24 horas para ser observadas en un microscopio de 

epifluorescencia (Olympus IX83P2ZF) y analizar la Intensidad Media de Fluorescencia 

empleando el software ImageJ.  
 

5.6 Ensayos de inhibición farmacológica 
 

5.6.1 Ensayos de citotoxicidad con Imatinib  
 

Para determinar las concentraciones no citotóxicas del inhibidor Imatinib en las células 

HMEC-1, se llevó a cabo el ensayo del 3-(4,5-dimethylthiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio 



(MTT). Brevemente, células HMEC-1 (6.0x104 células/pozo) se sembraron en platos de 

cultivo de 96 pozos hasta la formación de la monocapa celular. Luego, las células fueron 

expuestas a diluciones seriadas 1:2 del inhibidor durante 24, 48 y 72 horas, empezando en 

500µM hasta 1,96 µM. Transcurrido los tiempos respectivos, el inhibidor se retiró y se añadió 

una solución MTT (4 mg/mL), la cual se incubó por 2 horas a 37º C. Después, se adicionó 

DMSO para disolver los cristales de formazán y se realizó la lectura de absorbancias en un 

lector de Elisa (Microplate reader, BioRad). La lectura espectrofotométrica se llevó cabo a 

570 nm para determinar la concentración inhibitoria 50 (IC50), definida como concentración 

del inhibidor que inhibe el 50% del crecimiento celular. Los valores de IC se obtuvieron 

mediante análisis de regresión lineal de curvas de concentración generadas a partir de los 

datos de absorbancia, con el software estadístico GraphPad Prism.  
 

 

5.6.2 Ensayos de inhibición en etapas iniciales y etapas post-

infectivas  
 

Para determinar un posible efecto antiviral de Imatinib sobre la infección por DENV-2 en 

células HMEC-1, se evaluó el efecto de Imatinib en etapas pre (entrada viral) y post-

infectivas, usando concentraciones inferiores a las IC50 determinadas previamente, 3,105µM 

y 6,25µM. Para el ensayo de entrada viral, se le adicionó la respectiva solución de Imatinib 

a la monocapa celular con un 80% de confluencia y se incubó por 1 hora a 37°C en atmósfera 

de CO2 al 5%. Transcurrido este período, se lavaron las células con PBS 1X y fueron 

inoculadas con una MOI:5 (PFU/cell) por 2 horas a 37°C y CO2 al 5%. Posteriormente, se 

retiró el medio infeccioso, se realizó un lavado con PBS 1X y se adicionó RPMI al 2% de 

FBS dejándose en incubación por 72 horas a 37°C y CO2 al 5%. Los sobrenadantes fueron 

colectados al cumplir el tiempo indicado y almacenados a -80ºC hasta su titulación. 

 

Para el ensayo de etapas post-infectivas, la monocapa celular con un 80% de confluencia fue 

infectada a una MOI:5 (PFU/cell) por 2 horas a 37°C y CO2 al 5%. Después, se retiró el 

inóculo y se lavó la monocapa con PBS 1X pre-calentado. Seguidamente, se adicionaron las 

distintas concentraciones de Imatinib preparadas en RPMI al 2% de FBS y se incubó 

nuevamente a 37°C y CO2 al 5% por 3 días. Los sobrenadantes de ambos experimentos 

fueron colectados al cumplir el tiempo indicado y almacenados a -80ºC hasta su titulación. 

 
 

5.7 Silenciamiento génico de Abl1 mediante el uso de miRNAs 

artificiales 
 

5.7.1 Eficiencia de transfección y nivel de expresión de c-ABL 
 

Para el desarrollo de los correspondientes ensayos, células HMEC-1 fueron transfectadas por 

cuatriplicado usando una relación 2:1 XtremeGENE™ HP Transfection Reagent-DNA, con 

los plásmidos: i) pFBAAVmU6miABL1 CMVeGFP SV40pA (contiene el amic-ABL) y ii) 

pFBAAVmU6miScramble CMVeGFPSV40pA (control amiScramble), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante(107). Una vez terminado el proceso de transfección, las 

células fueron incubadas a 37°C y CO2 al 5% durante 24, 48 y 72 horas.  

 



Para la medición de la eficiencia de transfección, se sembraron 18x104 células HMEC-1 

sobre láminas cubreobjetos en RPMI suplementado al 10% de FBS. Al día siguiente, se 

observó que las células tuviesen una confluencia del 80% y se realizaron las respectivas 

transfecciones. Las células fueron fijadas a las 24, 48 y 72 horas post-transfección con 3,8% 

PFA en CBS por 20 minutos, tratadas con NH4Cl (50 mM) y bloqueadas durante 1 hora con 

5% Suero Fetal Bovino en PBS 1X, posteriormente, se incubaron con Hoescht 33258 

(marcaje de núcleos; 1:10.000) por 45 minutos, se lavaron tres veces con PBS 1X y se 

montaron en las láminas portaobjetos. Se detectó el reportero GFP usando microscopía de 

fluorescencia (microscopio Olympus IX-81) y se realizó la captura (DS Camera DS-5M, 

Nikon) de las imágenes a 20X. Posteriormente, para cuantificar el porcentaje de células 

positivas para GFP se empleó el software ImageJ. 

 

La determinación del nivel de expresión relativo de c-ABL se realizó a las 24, 48 y 72 horas 

post-transfección en platos de 96 pozos por In Cell Western (ICW). Para ello, la monocapa 

celular fue fijada (PFA 3,8%), permeabilizada (triton X-100), bloqueada (albúmina sérica 

bovina al 5%), marcada para c-ABL (anti c-ABL rabbit polyclonal IgG; 1:500) y revelada 

con el anticuerpo en la longitud del infra-rojo IRDye 800LT (1:1000). En paralelo, se realizó 

el marcaje de tubulina (mouse anti-α/β-tubulina; 1:500) e IRDye 800CW (1:1000), usada 

como proteína normalizadora. La detección se realizó con un Odyssey (LI-COR 

Biosciences). Los resultados fueron normalizados y provienen de tres ensayos 

independientes, cada uno con cuatro réplicas.  

 

5.7.2 Efecto del silenciamiento en la expresión de fosfo CRK II y 

en la reorganización del citoesqueleto de actina 
 

Con el objetivo de validar el silenciamiento de la proteína c-ABL bajo la acción de los 

miRNAs artificiales empleados, se midió el nivel de expresión de un blanco celular directo 

de la quinasa, CRK fosforilado a las 48 horas post-transfección por ICW. La monocapa 

celular fue fijada (PFA 3,8% en CBS), permeabilizada (triton X-100), bloqueada (Albúmina 

sérica bovina al 2%), marcada para fosfo CRK (Rabbit Polyclonal phospho-Tyr221; 1:500), 

para tubulina (mouse anti-α/β-tubulina; 1:500) y se revelaron mediante un anticuerpo en la 

longitud del infra-rojo IRDye 800LT (1:1000). La detección se realizó con un Odyssey (LI-

COR Biosciences). Los resultados fueron normalizados y provienen de tres ensayos 

independientes con cuatro réplicas cada uno. 

 

La reorganización del citoesqueleto de actina se observó mediante microscopía de 

fluorescencia (microscopio Olympus IX-81) en el contexto de silenciamiento. Para ello, se 

sembraron 18x104 células HMEC-1 sobre láminas cubreobjetos en RPMI suplementado al 

10% de FBS. Al día siguiente, se observó que las células tuviesen una confluencia del 80% 

y se realizaron las respectivas transfecciones. Las células fueron fijadas a las 48 horas post-

transfección con 3,8% PFA en CBS por 20 minutos, tratadas con NH4Cl (50 mM), 

permeabilizadas (triton X-100) y bloqueadas durante 1 hora (5% Suero Fetal Bovino en PBS 

1X). Posteriormente, las células se marcaron para actina (faloidina conjugada con Alexa 

Fluor 594; 1:1000) y núcleos (Hoescht 33258; 1:10.000) por 45 minutos, se lavaron tres veces 

con PBS 1X y se montaron en las láminas portaobjetos. Se realizó la captura (DS Camera 

DS-5M, Nikon) de las imágenes a 60X.  

 



5.8 Evaluación del efecto de factores solubles liberados tras la 

infección 
 

5.8.1 Expresión y activación de c-ABL 
 

La determinación del nivel de expresión relativo de c-ABL y fosfo CRK en las células 

HMEC-1 bajo el tratamiento con medios condicionados provenientes de la infección por 

DENV-2 se realizó por ICW. Para estos fines, se sembraron 18x104 células HMEC-1 en 

platos de 24 pozos en RPMI suplementado al 10% de FBS durante 24 horas permitiendo su 

adherencia. Transcurrido este tiempo, las células fueron infectadas por DENV-2 a MOI:5 y 

los sobrenadantes fueron colectados a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas post-infección (h.p.i) e 

inactivados con luz UV por 30 min. En paralelo, se colectaron los sobrenadantes del control 

(MOCK) en los tiempos preestablecidos. Posteriormente, se sembraron 6.0x104 células 

HMEC-1 en platos de 96 pozos para ser tratadas con los medios condicionados colectados a 

los diferentes tiempos post-infección y control. Las células fueron fijadas a las 24 horas post-

tratamiento (PFA 3,8% en CBS), tratadas con NH4CL (50mM), permeabilizadas (triton X-

100), bloqueadas (albúmina sérica bovina al 5%) y marcadas para c-ABL (anti c-ABL rabbit 

polyclonal IgG; 1:500) y fosfo CRK (Rabbit Polyclonal phospho-Tyr221; 1:500) revelados 

con el anticuerpo en la longitud del infra-rojo IRDye 680LT (1:1000). Así mismo, se realizó 

el marcaje de tubulina (mouse anti-α/β-tubulina; 1:500) y CRK basal (mouse monoclonal 

IgG; 1:500) que se reveló con el anticuerpo IRDye 800CW (1:1000). La detección se realizó 

con un Odyssey (LI-COR Biosciences). Los resultados fueron normalizados y provienen de 

tres ensayos independientes, cada uno con cuatro réplicas. 

 

5.8.2 Expresión y redistribución de marcadores endoteliales-

mesenquimales 
 

Para evidenciar los patrones subcelulares de las proteínas específicas endoteliales y de los 

marcadores mesenquimales en las células HMEC-1 durante la exposición a factores solubles 

liberados tras la infección por DENV-2, se sembraron 18x104 células HMEC-1 en láminas 

cubreobjetos y se dejaron durante 24 horas permitiendo su adherencia. Transcurrido este 

tiempo, se trataron las células en cada condición y se fijaron a las 48 horas post-tratamiento. 

Posteriormente, se lavaron con PBS 1X tres veces por cinco minutos, se trataron con NH4CL 

(50 mM), se permeabilizaron con tritón X-100 al 0,2% y se bloquearon los posibles sitios no 

específicos de unión durante 1 hora con 5% Suero Fetal Bovino en PBS 1X. Seguidamente, 

las células se incubaron con los anticuerpos primarios anti-VE-cadherina (Mouse 

Monoclonal CD144;1:500), anti-N-cadherina (Mouse Monoclonal;1:500), anti-ocludina 

(Mouse Monoclonal IgG;1:500) y anti-vimentina (Mouse Monoclonal;1:500) por 1 hora. 

Luego, se lavaron tres veces las células con PBS 1X y se adicionaron los anticuerpos 

secundarios (Alexa Fluor 488 y 594; 1:1000) junto con Hoescht 33258 (1:10.000) y faloidina 

conjugada con Alexa Fluor 594 (1:1000) por 45 minutos, para el marcaje de núcleos y actina. 

Por último, se lavaron tres veces con PBS 1X y se montaron en las láminas portaobjetos. Se 

realizó la captura en un Microscopio Confocal de disco giratorio Olympus®IX-81 DSU 

(objetivo de 40X) acoplado a una cámara Nikon DS-L1. 

 

 



5.8.3 Ensayos de migración celular 
 

Para determinar la dinámica celular en la eficiencia de migración de las células HMEC-1 en 

cada condición de tratamiento, se sembraron 20x104 células en cajas petri (35mm) que tienen 

incorporado en el fondo un cristal, lo cual, garantiza la correcta visualización y registro de 

las células en el microscopio. Las células son incubadas por 2 días hasta la formación de la 

monocapa celular y minutos antes del registro, se realiza la herida usando una jeringa de 

insulina. Seguidamente, las células son tratadas con los medios condicionados provenientes 

de la infección (DENV2-CM) o del control (MOCK-CM) combinado con medio de registro, 

en una proporción 80/20 respectivamente. Además, un control del experimento (MOCK), 

células tratadas con DENV2-CM e Imatinib 6,25µM y células silenciadas para c-ABL 

tratadas con DENV-CM. 

 

Los fotogramas de las células vivas se obtuvieron, a un aumento de 40X, con un microscopio 

confocal de disco giratorio (Olympus®IX-81 DSU), acoplado a sistemas de incubación y 

mezcla de gases Tokai-Hit Co® que regulan el microambiente del cultivo celular. Éste cuenta 

con un sistema de escaneado (PriorScientific) y de auntoenfoque (Laser Autofocus System) 

automatizados, los cuales permiten el monitoreo de múltiples puntos de registro 

simultáneamente. Los fotogramas son capturados usando una cámara ultrarefrigerada 

OrcaR2CCD (Hamamatsu®) con multiplicador eléctrico, acoplada a los sistemas de 

iluminación con quemadores de arco de 150W constituidos por lámparas de mercurio-xenón 

o xenón (Olympus®-MT10 Sistema de Iluminación). Las señales fotónicas emitidas por el 

espécimen biológico son transducidas a ondas electromagnéticas y enviadas al dispositivo de 

acoplamiento de carga (CCD), transmitido por una fibra ligera de 2m de cuarzo único al 

Software Xcellence-Pro (Olympus®), el cual, permite descargar los datos resultantes en 

formato de video (.AVI). 

 

La depuración y análisis a partir de los videos, consistió en extraer fotogramas usando el 

programa de video de Windows media VLC, y posteriormente las imágenes fueron 

segmentadas de manera semi-asistida usando el software BioEdIP, el cual, arroja el dato de 

área sin células tanto en porcentaje como en número de píxeles. Los datos fueron expresados 

como Porcentaje de área de la herida (%AH) en función del tiempo de registro, y como 

Porcentaje de efectividad de reducción de la herida (%Efectividad RH) en función de cada 

condición, se evaluaron 12 fotogramas por video representativos de cada hora de registro.  
 

5.9 Análisis estadísticos  
 

Los valores de IC50 se calcularon usando el modelo de regresión lineal en el programa 

GraphPad Prism. Para comparar los títulos virales (PFU/mL) y la IMF de los componentes 

virales y endoteliales se empleó la prueba T Student de datos no apareados. Los datos de 

nivel de expresión de proteína obtenidos por In Cell Western se analizaron mediante la 

prueba T de Student múltiple. Por último, para evaluar si existían diferencias significativas 

en el porcentaje de efectividad de reducción de la herida (%EfectividadRH) y el porcentaje 

de área de la herida (%AH) entre las condiciones, se aplicó la prueba ANOVA de una vía y 

el test no paramétrico Kruskal-Wallis, respectivamente. Las comparaciones múltiples entre 

los grupos se llevaron a cabo por el test de Dunnett en el Software R. 

 



 

 

 

 

 

 

6. RESULTADOS 

 

6.1 Estandarización de la Multiplicidad de Infección  
 

6.1.1 Infección de células HMEC-1 por DENV-2 a MOI 5 y MOI 

10 no muestra diferencias estadísticamente significativas. 
 

La estandarización de la multiplicidad de infección (MOI) en las células HMEC-1 infectadas 

con DENV-2 dio como resultado que no había diferencias estadísticamente significativas en 

la producción de Unidades Formadoras de Placa (PFU/Ml) cuando las células fueron 

infectadas a una MOI:5 y a una MOI:10 con DENV-2 (Figura 6A). De manera consistente 

con este resultado, la señal de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) para la envoltura 

viral de DENV-2 en células HMEC-1 a MOI:5 y MOI:10 no muestra diferencias 

significativas (Figura 6B). Por tanto, se concluye que las células HMEC-1 se infectan de 

manera similar a una MOI:5 como MOI:10. 
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Figura 6. Infección de células HMEC-1 con DENV-2 a MOI 5 y 10. (A) Replicación viral 

de DENV-2 en células HMEC-1. Cuantificación de las Unidades Formadoras de Placas a 

partir de la titulación en células BHK21 de los sobrenadantes obtenidos a 24, 48, 72, 96 y 

120 horas post-infección en las células HMEC-1. (B) Intensidad Media de Fluorescencia de 

la proteína de la envoltura viral de DENV-2 en células HMEC-1. Se muestra la señal de 

intensidad media de fluorescencia en células HMEC-1 infectadas con DENV-2 a MOI 5 y 

10. La IMF se cuantificó empleando el software ImageJ. Las barras representan la desviación 

estándar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. El valor de p fue 

determinado por la prueba T Student de datos no apareados. 

 

6.2 Ensayos de inhibición farmacológica 
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6.2.1 Tratamiento de células HMEC-1 con el inhibidor Imatinib 

sugiere un efecto antiviral para DENV-2 en etapas iniciales 

y post-infectivas. 
 

Inicialmente se realizó el ensayo de viabilidad celular MTT con el fin de determinar la 

concentración inhibitoria (IC50) de Imatinib en las células HMEC-1. Para ello, se incubaron 

las células con diluciones seriadas del inhibidor desde 500µM hasta 1.96µM por 24 y 48 

horas (Figura 7A y B). Los ensayos de viabilidad celular muestran que se necesitan 

concentraciones superiores a 502 y 346 μM para lograr un efecto citotóxico en el 50% de las 

células HMEC-1 a las 24 y 48 horas post-tratamiento, respectivamente (Figura 7B). 
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Figura 7. Viabilidad celular de las células HMEC-1 tratadas con el inhibidor Imatinib.  
(A) Tratamiento de células HMEC-1 con Imatinib por 24 horas y (B) 48 horas. Los ensayos 

de MTT se realizaron por duplicado con concentraciones de 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 

15,625, 7,81, 3,906 y 1,953 μM. Los valores de IC50, p value, y R se calcularon usando el 

modelo de regresión lineal en el Software GraphPad Prism. 

 

Posteriormente, se procedió a evaluar la posible participación de la quinasa c-ABL en etapas 

iniciales de la infección (entrada viral) y en etapas post-infectivas (ensamblaje y/o salida 

viral), usando un rango de concentraciones de Imatinib por debajo de las IC50 determinadas 

previamente. Esto con el fin de garantizar que el efecto de Imatinib se deba a la función 

inhibitoria de dicha molécula y no a un posible efecto citotóxico en la línea celular HMEC-

1. Los resultados muestran que el pretratamiento con el inhibidor farmacológico Imatinib a 

3,105µM y 6,25µM reduce significativamente el título viral (Figura 8A), de manera similar, 

cuando las células fueron tratadas con Imatinib después de la infección por DENV-2 se 

obtuvo una disminución consistente en el título viral (Figura 8B), siendo 6,25µM la 

concentración con mayor efecto antiviral tanto en pretratamiento como en post-tratamiento. 
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Figura 8. Actividad antiviral del inhibidor farmacológico Imatinib en células HMEC-1 

durante la infección con DENV-2. (A) Pretratamiento por una hora de las células HMEC-

1 con Imatinib, posteriormente fueron infectadas con DENV-2 y los sobrenadantes fueron 

recogidos a las 72 horas post-infección. (B) Post-tratamiento de las células HMEC-1 con 

Imatinib, previamente infectadas, el tratamiento duró hasta la recolección de los 

sobrenadantes a las 72 horas post-infección. El título viral se cuantificó por medio del ensayo 

de formación de placa en células BHK-21. Las barras representan la desviación estándar de 

tres experimentos independientes realizados por duplicado. El valor de p fue determinado 

por la prueba T Student de datos no apareados. (****): valor de P < 0,0001; (***): P < 0,001; 

(**): P < 0,01; (*): P < 0,05; ns: no significativo. 

 

 

6.3 Silenciamiento génico de Abl1 mediante el uso de miRNAs 

artificiales 
 

6.3.1 Disminución en la expresión de la quinasa c-ABL y la 

fosforilación de CRK II en las células HMEC-1. 
 

Para evaluar de manera específica la participación de la quinasa celular ABL en los cambios 

fenotípicos ocasionados por DENV-2 en la línea celular endotelial HMEC-1, se implementó 

la estrategia de microRNAs artificiales (amiRNAs). Para ello, se utilizó un plásmido que 

contenía el cassette de expresión tanto del amiRNA dirigido al gen ABL1 (gen que codifica 

para la proteína c-ABL) como del reportero GFP, bajo el promotor murino U6 

(pFBAAVmU6miABL1-CMVeGFPSV40pA). Este amic-ABL fue seleccionado de un pool 

de oligos que cumplían con las características esenciales para llevar a cabo el silenciamiento. 

Asimismo, se usó la versión Scramble (pFBAAVmU6miScramble-CMVeGFPSV40pA) 



como control.  

 

Inicialmente se observó la expresión del gen reportero GFP en las células HMEC-1 a las 24, 

48 y 72 horas post-transfección. La mayor eficiencia de transfección se identificó a las 48 

horas post-transfección para ambos plásmidos: amic-ABL y amiScr, con un porcentaje de 

transfección superior al 90% (Figura 9B). Estos resultados sugieren que casi toda la 

población celular llevo a cabo la transcripción de ambos plásmidos: amic-ABL y amiScr.   

 

Seguido, se procedió a verificar la expresión relativa de la proteína c-ABL bajo la acción de 

los amiRNAs. Como se esperaba, hubo una disminución en la expresión relativa de la 

proteína cuando las células fueron transfectadas con amic-ABL en comparación con amiScr, 

además, esta reducción fue significativa a las 48 horas post-transfección (Figura 9C). Con 

base en lo anterior, se concluye que las células HMEC-1 se transfectan correctamente con 

los amiRNAs empleados y estos logran silenciar eficientemente la proteína c-ABL. 
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Figura 9. Disminución de c-ABL y fosfo CRK II por la acción del silenciamiento 

mediado por amiRNAs. (A) Flujograma metodología empleada. (B) Eficiencia de 

transfección detectada por expresión del gen reportero GFP. Células HMEC-1 fueron 

transfectadas con amic-ABL y amiScr, se observó la expresión de GFP a las 24, 48 y 72 horas 

post-transfección por microscopía de fluorescencia (20X). Las imágenes obtenidas fueron 

analizadas por medio del Software ImageJ, obteniendo el número de células positivas para 

GFP sobre el total de núcleos. (C) Expresión relativa de la quinasa c-ABL en células HMEC-

1. Las células fueron transfectadas con amic-ABL y amiScr, fijadas a las 24, 48 y 72 horas 

post-transfección. La medición se realizó por In Cell Western (ICW). (D) Expresión relativa 

del blanco celular CRK II fosforilado de la quinasa c-ABL. Las células HMEC-1 fueron 

transfectadas con amic-ABL y amiScr, fijadas a las 48 horas post-transfección, tiempo donde 

se obtuvo mayor silenciamiento de c-ABL bajo la acción de amic-ABL. La medición de fosfo 

CRK II se realizó por ICW. Las barras representan la desviación estándar de tres 

experimentos independientes realizados por cuatriplicado. El valor de p fue determinado por 

la prueba T Student de datos no apareados. (*): P < 0,05. 

 

El siguiente paso consistió en validar los hallazgos previamente descritos. Para esto, se midió 

la expresión del blanco celular directo fosfo CRK II de la quinasa c-ABL en el punto temporal 

donde hubo mayor silenciamiento, esto es, a las 48 horas post-transfección. Los resultados 

señalan que bajo la acción de amic-ABL, hay una reducción significativa en la expresión del 

blanco celular CRK II fosforilado (Figura 9D), reflejando la disminución en la actividad 

celular de la quinasa c-ABL cuando estuvo silenciada.  
 

6.3.2 Reorganización del citoesqueleto de Actina bajo el 

silenciamiento génico de c-ABL. 
 

De manera adicional a los resultados previos, el silenciamiento génico indujo una 

reorganización en el citoesqueleto de actina, observándose una disminución en la aparición 

de fibras de tensión en el citosol en las células endoteliales para amic-ABL, en comparación 

con el control no transfectado y amiScr (Figura 10).   



 
 

 

 

  

Figura 10. Reorganización del citoesqueleto de Actina bajo el silenciamiento génico de 

c-ABL. Se muestran células HMEC-1 control, transfectadas con amic-ABL y amiScr. Se 

observan las fibras de tensión del citoesqueleto de actina (en rojo) en el control y en amiScr, 

en contraste, células transfectadas con amic-ABL sufren redistribución del citoesqueleto de 

actina denotándose pérdida de las fibras de tensión y mayor presencia de actina cortical. 

Expresión del gen reportero GFP (en verde) para células transfectadas. 

 

 

6.4 Evaluación del efecto de factores solubles liberados tras la 

infección por DENV-2 
 

6.4.1 Factores solubles liberados tras la infección por DENV-2 en 

células HMEC-1 incrementan la expresión de la quinasa c-

ABL y su blanco celular CRK II fosforilado, sugiriendo su 

activación. 
 



Teniendo en cuenta que la quinasa celular ABL participa en la regulación de las uniones 

adherentes en las células endoteliales, las cuales, se ven interrumpidas bajo las etapas más 

severas del dengue presentándose extravasación del plasma, se evalúo la posibilidad de que 

factores solubles liberados tras la infección por DENV-2 promovieran su activación. Para 

ello, se midió la expresión relativa de la proteína c-ABL y CRK II fosforilado en células 

HMEC-1 tratadas con medios condicionados colectados a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas post-

infección. Los medios condicionados provenientes de la infección por DENV-2 fueron 

expuestos a luz UV para inactivar los viriones allí presentes y de esta manera, atribuir el 

efecto a los factores solubles y no a posibles efectos citopáticos derivados de la infección. 

Los hallazgos revelan que, los medios condicionados liberados tras la infección por DENV-

2 (DENV2-CM) a 24, 48, 72, 96 y 120 horas incrementan significativamente la expresión 

relativa de la quinasa c-ABL, en comparación con medios condicionados provenientes del 

control no infectado (MOCK-CM) (Figura 11A). A su vez, se encontró un aumento 

significativo en la expresión de CRK II fosforilado cuando las células fueron tratadas con 

factores solubles liberados por DENV-2 (Figura 11B), esto concuerda con la mayor 

expresión de la quinasa c-ABL previamente reportada en estos puntos temporales y sugieren 

que la secreción de factores solubles por las células endoteliales durante la infección con 

dengue promueve su activación. 
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Figura 11. Infección por DENV-2 en células HMEC-1 induce la liberación de factores 

solubles que promueven la actividad de c-ABL. (A) Expresión relativa de la quinasa c-

ABL y (B) fosfo CRK II en células HMEC-1 expuestas a medios condicionados provenientes 

de la infección por DENV-2. Se obtuvieron medios condicionados a las 24, 48, 72, 96 y 120 

horas post-infección (DENV2-CM) y del control no infectado (MOCK-CM). Las células 

HMEC-1 fueron tratadas durante 24 horas, al cabo de este tiempo se fijaron y se cuantificó 

la expresión mediante ICW. Las barras representan la desviación estándar de tres 

experimentos independientes realizados por cuatriplicado. El valor de p fue determinado por 

la prueba T Student Múltiple. (***): P < 0,001; (**): P < 0,01; (*): P < 0,05. 
 

 

6.4.2 Disminución en la expresión de VE-Cadherina y ZO-1 y 

aumento de marcadores mesenquimales durante la 

exposición a factores solubles liberados tras la infección por 

DENV-2 en las células HMEC-1. 
 

 

 

Para determinar posibles variaciones fenotípicas inducidas por los factores celulares 

liberados tras la infección por DENV-2 en las células HMEC-1, se midió la expresión de 

proteínas específicas endoteliales VE-Cadherina y ZO-1 pertenecientes a la arquitectura de 

las uniones adherentes y estrechas, respectivamente, y de marcadores mesenquimales N-

Cadherina y Vimentina por microscopía de fluorescencia cuantitativa. Las células HMEC-1 

fueron tratadas con los medios condicionados provenientes del control no infectado (MOCK-

CM), de la infección (DENV2-CM) y de la infección más Imatinib (Imatinib+DENV2-CM). 

Los hallazgos denotan una drástica reducción en la expresión de VE-Cadherina y ZO-1 bajo 

el tratamiento con DENV2-CM (Figura 12E-F). Asimismo, se observa disminución de VE-

Cadherina y ZO-1 en el borde celular con aparición de brechas intercelulares en la monocapa 

(Figura 12A y D). Este efecto fue revertido bajo el tratamiento con el Inhibidor Imatinib, 

restaurándose la expresión de VE-Cadherina y ZO-1 (Figura 12E-F) y observándose el 

patrón de distribución normal en la periferia celular (Figura 12A y D). Estas proteínas son 

de sustancial importancia para la conformación de la barrera endotelial y las uniones célula-



célula, proporcionando adhesión y estabilidad en los contactos intercelulares manteniendo la 

morfología característica endotelial. 

 

Por otra parte, los factores solubles derivados de la infección incrementaron 

significativamente la expresión de reconocidos marcadores mesenquimales como lo son N-

Cadherina y Vimentina (Figura 12 B-C, G-H). Además, el tratamiento con DENV2-

CM+Imatinib redujo la expresión exacerbada de N-Cadherina y Vimentina inducida por los 

los medios condicionados colectados tras la infección por DENV-2 (Figura 12G-H). No se 

encontraron cambios apreciables en la remodelación del citoesqueleto de actina bajo estas 

condiciones en comparación con el control (Figura 12A-D) Estos cambios fenotípicos 

demarcados por la alternancia en la expresión de proteínas específicas endoteliales y de 

marcadores mesenquimales en las células endoteliales reflejan una interrupción de las 

uniones intercelulares asociada al incremento de la permeabilidad vascular inducido por los 

componentes celulares y virales secretados tras la infección por DENV-2.  
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Figura 12. Disminución en la expresión de VE-Cadherina y ZO-1 e incremento de N-

Cadherina y Vimentina en las células HMEC-1 por factores solubles liberados tras la 

infección por DENV-2. (A-D) Imágenes representativas por microscopía de fluorescencia 

cuantitativa en células HMEC-1 tratadas con medios condicionados colectados del control 

no infectado (MOCK-CM), de la infección por DENV-2 (DENV2-CM) y de la infección por 

DENV-2 más Imatinib (Imatinib+DENV2-CM). Las células se tiñeron para Actina con 

faloidina594 (en rojo), Núcleos con Hoescht (en azul), (A) anti VE-Cadherina, (B) anti N-

Cadherina, (C) anti-vimentina y (D) ZO-1 (en verde). (E-H) Intensidad Media de 

Fluorescencia de los componentes celulares en células HMEC-1 bajo los diferentes 

tratamientos. La IMF se cuantificó empleando el software ImageJ. Las barras representan la 

desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. El valor 

de p fue determinado por la prueba T Student de datos no apareados. (****): valor de P < 

0,0001; (***): P < 0,001; (**): P < 0,01; (*): P < 0,05; ns: no significativo. 
 

 

 

6.4.3 El incremento en la migración celular bajo el tratamiento 

con factores solubles liberados tras la infección por DENV-

2 es inhibido durante el silenciamiento de c-ABL. 
 

 

Para evaluar el efecto de los factores solubles producidos en respuesta a la infección por 

DENV-2 en la actividad migratoria de las células endoteliales y posibles cambios fenotípicos 

asociados a la activación de la quinasa celular ABL, se empleó el ensayo de sellamiento de 

herida (Wound-healing). Para ello, las células HMEC-1 fueron tratadas con los medios 

condicionados provenientes del control no infectado (MOCK-CM), de la infección con 

DENV-2 (DENV2-CM), de la infección con DENV-2 más Imatinib como inhibidor 

farmacológico de la quinasa c-ABL (Imatinib+DENV2-CM), de la infección más el control 



de transfección Scramble (amiScr+DENV2-CM) y de la infección por DENV-2 más el 

silenciamiento específico de c-ABL (amic-ABL+DENV2-CM), realizándose un registro 

durante 12 horas. Al observar el comportamiento celular en las diferentes condiciones de 

tratamiento, se encontró que hay una tendencia de sellamiento de la herida mayor en las 

células endoteliales expuestas a los medios condicionados colectados tras la infección por 

DENV-2 en células HMEC-1 en comparación con el control (Figura 13A). Además, este 

efecto de los factores solubles liberados tras la infección por DENV-2 en la migración celular 

se revierte al tratar las células con el inhibidor Imatinib y al silenciar génicamente c-ABL, 

donde se observa que las células permanecen en el mismo punto al contrastarse 0 y 12horas 

(Figuras13A).  

 

Estas observaciones son consistentes con los resultados obtenidos al cuantificar la efectividad 

de la reducción de la herida para las células tratadas con los medios condicionados 

provenientes de la infección por DENV-2, donde se evidencia un mayor porcentaje en la 

efectividad de la reducción la herida dado el incremento en la migración celular endotelial 

en comparación con el control (Figura 13B). A su vez, esta efectividad se reduce 

significativamente al silenciarse génicamente y/o inhibirse farmacológicamente la proteína 

c-ABL, anulando el efecto de los factores solubles liberados tras la infección por DENV-2 

(Figura 13B). Estos hallazgos sugieren que el potencial migratorio inducido por los factores 

solubles liberados tras la infección implica una cascada de señalización que involucra a la 

quinasa c-ABL. Además, el porcentaje de área de la herida en función del tiempo para cada 

condición contemplada en este experimento, muestra diferencias estadísticamente 

significativas entre el porcentaje de área de herida a través del tiempo para las células tratadas 

con DENV2-CM e Imatinib+DENV2-CM y amic-ABL+DENV2-CM (Figura 13C), lo cual, 

refuerza la hipótesis de que los factores solubles liberados tras la infección por DENV-2 

favorecen la dinámica en el sellamiento de la herida celular mediante la activación de c-ABL. 

Éste incremento en la migración celular denotada por medio de esta técnica son compatibles 

con una posible Transición endotelio-mesénquima, donde se ha reportado que las células 

desestabilizan temporalmente las uniones intercelulares para migrar de manera direccional 

por estímulos extracelulares(108). 

 

 

A. 

 

 

 MOCK-CM      DENV2-CM     Imatinib+          amiScr+              amic-ABL+ 

                                                      DENV2-CM      DENV2-CM       DENV2-CM 

0hrs 

     
  

 

6hrs 

     



  

 

12hrs 

     
 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. 

M
O
C
K
-C

M

D
E
N
V
2-

C
M

Im
at

in
ib

+D
E
N
V
2-

C
M

am
iS

cr
+D

E
N
V2-

C
M

am
ic

-A
B
L+D

E
N
V
2-

C
M

0

1

2

3

4

E
fe

c
ti

v
id

a
d

 R
H

 (
%

)

MOCK-CM

DENV2-CM

Imatinib+DENV2-CM

amiScr+DENV2-CM

amic-ABL+DENV2-CM

***

***
***

 
 

C. 

 



0hrs 2hrs 4hrs 6hrs 8hrs 10hrs12hrs

80

85

90

95

100

105

110
%

 A
H

MOCK-CM

DENV2-CM

Imatinib+DENV2-CM

amiScr+DENV2-CM

amic-ABL+DENV2-CM

***
**

 
 

Figura 13. Factores solubles liberados tras la infección por DENV-2 inducen la 

migración de células endoteliales mediante c-ABL. (A) Fotogramas representativos por 

condición experimental de las 0, 6 y 12 horas en las células HMEC-1. Los fotogramas fueron 

capturados por el programa Windows Media VLC y segmentadas las imágenes por el 

Software BioEdIP, el cual, delimita el área sin células (en rojo). (B) Efectividad en la 

reducción de la herida por condición. Se midió la diferencia entre el %AH inicial-%AH final 

para determinar la efectividad en la reducción de la herida por condición. (C) Porcentaje del 

área de la herida (%AH) en función del tiempo en las células HMEC-1 por tratamiento. Las 

barras representan la desviación estándar de tres experimentos independientes. El valor de p 

fue determinado por la prueba ANOVA de una vía para la Efectividad RH (%) y Kruskal 

Wallis para %AH en el Software R. (***): P < 0,001; (**): P < 0,01; (*): P < 0,05. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

7. DISCUSIÓN 

 

 

La infección por DENV sigue siendo un foco de atención primario debido a su alta 

prevalencia, rápida expansión global, severas complicaciones y a la ausencia de un 

tratamiento eficaz contra la enfermedad. Los estudios concluyen una pobre eficacia y baja 

protección de la vacuna CYD-TDV (Dengvaxia®) para DENV, en especial para el serotipo 

2(109). Uno de los principales retos para desarrollar un tratamiento antiviral contra DENV 

concierne a la posibilidad de selección de mutantes de escape resistentes al medicamento, 

dada la naturaleza de su material genético RNA con carencia de una RNA polimerasa con 

actividad correctora. Esto le permite al virus generar mutantes y evadir la presión ejercida 

por un medicamento antiviral basado en el virus (DAA, Direct-acting antiviral). No obstante, 

la estrategia antiviral basada en el hospedero (HTA, Host-targeted antivirals) supera en gran 

medida esta dificultad, ya que los factores celulares tienen mayor estabilidad genética y 

podrían proporcionar actividad antiviral de amplio espectro(110). En esta línea, buscar 

blancos terapéuticos celulares subvertidos por el virus sería una herramienta novedosa para 

contrarrestar la diversidad de síntomas provocados por la infección e incluso, el 

reposicionamiento de fármacos ya aprobados por la FDA que bloqueen las mismas moléculas 

o proteínas activas durante la infección presentaría ventajas económicas y menor cantidad de 

tiempo para su implementación.   

 

En la fase crítica de la infección por DENV se presenta un incremento incontrolado de la 

permeabilidad vascular con hemorragias y falla multiorgánica que puede conllevar hasta la 

muerte. Esta fase suele cursar en el período de defervescencia o aclaramiento de la infección 

cuando la carga viral está en caída. Por tanto, diversos estudios han establecido que la 

infección no sería directamente responsable de la disfunción endotelial que se manifiesta 

clínicamente a pesar de una respuesta inmune innata robusta(111). En este sentido, se ha 

asociado la infección por DENV y la aparición del dengue grave en humanos con una 

secreción exacerbada de mediadores solubles como citoquinas/quimiocinas vasoactivas y 

proinflamatorias, factores de crecimiento y virales. Las células endoteliales se han descrito 

como fuentes importantes de factores celulares que contribuyen a la desestabilización de la 

barrera endotelial, por donde ocurre la fuga vascular(7,98,112).  

 

En esta investigación, el enfoque se direccionó en dilucidar el papel de los factores solubles 

liberados tras la infección en la disfunción endotelial ocasionada por dengue en los casos más 

severos, por consiguiente, células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1) 

fueron infectadas de manera sincronizada por DENV-2, obteniéndose una infección 

productiva de las mismas (Figura 6), lo que se traduce en producción de viriones titulables. 

La presencia de receptores que permitan la entrada viral como la proteína integrina α5β3 en 

las células endoteliales y los resultados de PFU/mL insinúan permisividad en la infección 

por DENV-2 de las células HMEC-1(7,113). La infección fue similar a las dos MOI 

evaluadas MOI:5 y MOI:10, sugiriendo una capacidad máxima de producción de progenie 

viral y de infección en las células HMEC-1 lograda a una MOI de 5 (Figura 6). Permanece 

abierta la posibilidad de explorarse a profundidad empleando diferentes métodos 



complementarios como RT-qPCR y microscopía de fluorescencia la cinética viral en las 

células endoteliales.  

 

La quinasa celular ABL ha sido relacionada estrechamente en diferentes procesos infecciosos 

como en la entrada y unión a receptores de Poliomavirus(114), Coxsackievirus(115), 

HIV(116), liberación de viriones por el virus Vaccinia(117) y en etapas post-infectivas de 

DENV-2(18). Aquí, se consideró el efecto de su inhibición farmacológica mediada por 

Imatinib en la infección por DENV-2 en células HMEC-1, hallándose una reducción 

significativa de las PFU/ml (Figura 8) en etapas iniciales de la infección (entrada viral) y en 

etapas post-infectivas (liberación progenie viral). Esta inhibición en el proceso infeccioso por 

Imatinib puede deberse al bloqueo directo o indirecto de c-ABL, puesto que Imatinib no actúa 

de manera específica sobre c-ABL, existen otras quinasas que son inhibidas como Arg, c-

KIT, PDGFR, entre otras(84). No obstante, se ha reportado que la línea celular HMEC-1 no 

expresa niveles relevantes de PDGF sin estímulos externos(118), por tanto, la inhibición del 

receptor no tendría efectos importantes a nivel celular In Vitro. Además, la infección por 

DENV In Vivo muestra una regulación negativa de esta proteína(119). Asimismo, aunque c-

KIT puede expresarse en células endoteliales, su función podría estar asociada a vías de 

proliferación (JAK2/STATS), de supervivencia celular (PI3K/AKT/mTOR) y a la activación 

de quinasas Scr que, corriente abajo activan c-ABL evidenciado por aumento en la 

fosforilación de CRK(120). Esto puede estar sugiriendo que la actividad inhibitoria de 

Imatinib sobre la infección por DENV, puede estar asociada directamente a la inhibición de 

c-ABL o de manera indirecta vía inhibición c-KIT.  

 

De manera adicional, para la entrada del genoma viral y la liberación de viriones es clave la 

remodelación del citoesqueleto de actina(113). Previamente, se ha podido observar la 

polimerización y despolimerización de los filamentos de actina en tiempos tempranos de la 

infección con DENV-2 por microscopía de fluorescencia. A su vez, el tratamiento con 

inhibidores de la polimerización de actina como citocalasina D reduce la entrada viral e 

inhibe la liberación de nueva progenie viral(121). En estas etapas, la inhibición de proteínas 

involucradas en la regulación de la dinámica de actina como c-ABL podría ser el mecanismo 

por el cual se produce un efecto antiviral (Figura 8), bloqueando vías compartidas en la 

replicación viral como lo demuestra Clark y cols, donde la inhibición de c-ABL por acción 

de GNF-2 interfiere con la eficiencia de la replicación viral(18). En congruencia, se apunta a 

c-ABL como posible blanco celular para controlar la infección por DENV. 

 

c-ABL tiene un rol central en diversos procesos celulares como la remodelación del 

citoesqueleto de actina(122), morfogénesis y migración celular por medio de la formación de 

filopodios, lamelipodios y otras proyecciones celulares(93). Esto se debe en parte a su 

capacidad para anclarse directamente a elementos del citoesqueleto(123). El silenciamiento 

génico de c-ABL en las células HMEC-1 mediante la transfección con miRNAs artificiales 

(amic-ABL) condujo a una redistribución del citoesqueleto de actina donde se aprecia una 

disminución en las fibras de tensión que aparecen notablemente en el control y en el control 

de transfección con la secuencia aleatoria Scramble (amiScr) (Figura 10). De igual manera, 

parece haber un incremento en la actina periférica en las células silenciadas para c-ABL, sin 

embargo, estas observaciones no son concluyentes para determinar que se trata de la actina 

cortical. Para ello, es necesario realizar un marcaje específico de esta estructura.  

 



En paralelo, c-ABL está implicada en la regulación de las uniones adherentes en las células 

endoteliales que bajo un incremento de la concentración citosólica de Ca2+ conlleva a la 

desestabilización de VE-Cadherina en las uniones adherentes(12). Este fenómeno está 

impulsado por la estimulación de VEGF en células endoteliales y se ha reportado 

previamente que se encuentra incrementado en los pacientes con dengue grave(97). El 

tratamiento con los factores solubles provenientes de la infección por DENV-2 en las células 

HMEC-1 aumenta la expresión de c-ABL y promueve su activación (Figura 11). Dicha 

afirmación se sustenta al observar el incremento significativo en la expresión del blanco 

celular directo de la quinasa c-ABL, CRK II fosforilado. Este hallazgo abre la posibilidad a 

un número importante de vías de señalización y procesos celulares promovidos por los 

factores solubles derivados de la infección por DENV-2 en células endoteliales. La proteína 

adaptadora CRKII participa en procesos como la proliferación, adhesión y migración celular, 

donde se ha descrito su interacción con c-ABL para la formación de adhesiones focales y 

proyecciones membranales(124).  

 

Los resultados hasta ahora obtenidos indican una posible interrupción de la homeostasis 

celular durante la estimulación con los factores celulares derivados de la infección por 

DENV-2 en las células endoteliales. Eso es comprobado con los ensayos de microscopía de 

fluorescencia cuantitativa donde proteínas específicas endoteliales pertenecientes la 

arquitectura de las uniones intercelulares sufren una regulación negativa bajo la exposición 

a los medios condicionados colectados tras la infección, VE-Cadherina y ZO-1 (Figura 12). 

Esto es consistente con lo reportado previamente en la literatura, donde se describe que 

DENV induce permeabilidad vascular a través de la fosforilación e internalización de VE-

Cadherina en células HMEC-1(63). Además, recientemente se detalló un mecanismo distinto 

por el cual DENV-2 induce fuga vascular, promoviendo la secreción de metaloproteinasa-9 

de la matriz (MMP-9) vía activación del factor nuclear κB (NF-Κb) y degradación de 

importantes proteínas de uniones estrechas mediante la interacción con ZO1/2(125). Sin 

embargo, una asociación entre los factores solubles liberados durante la infección y la 

expresión de proteínas de uniones estrechas en HMEC-1 no se había descrito antes.  

 

Más aún, la tinción de marcadores indicativos de un fenotipo mesenquimal N-Cadherina y 

Vimentina incrementaron su expresión en las células HMEC-1 cuando fueron expuestas a los 

factores solubles provenientes de la infección por DENV-2 (Figura 12). Los filamentos 

intermedios como la Vimentina se observan en las células endoteliales en estados basales, 

sin embargo, su nivel de expresión y función difieren de una célula mesenquimal. Mientras 

que en una célula endotelial su presencia está vinculada al mantenimiento y soporte de la 

forma celular, en células mesenquimales móviles se expresa abundantemente y participa en 

la remodelación del citoesqueleto altamente dinámico. Se ha observado, por ejemplo, que su 

silenciamiento en miofibloblastos impide las propiedades de migración características de esta 

línea celular(126). Por otro lado, y en contraste con VE-cadherina, N-Cadherina promueve 

la angiogénesis y es expresada en los tejidos neuronales donde regula la proliferación y 

diferenciación de las células progenitoras neuronales, el “switch” o intercambio de E-

cadherina por N-Cadherina está fuertemente asociado con incremento en patrones 

migratorios e invasivos, incluso detectados en cáncer y metástasis(16,127). Por tanto, la 

presencia de estos marcadores mesenquimales es sugestiva de un posible evento de 

Transición Endotelio-Mesénquima compatible con la disfunción endotelial presentada por 

DENV e inducida por los factores celulares secretados bajo la infección.  



 

Aunque Imatinib inhibidor selectivo de c-ABL previno estos efectos potenciados por los 

medios condicionados derivados de la infección (Figura 12), aún no se puede asegurar la 

implicación de c-ABL en la pérdida de las uniones adherentes y estrechas y en la inducción 

de un fenotipo mesenquimal mediada específicamente por los factores celulares provenientes 

de la infección. Es necesario abordar la estrategia de inhibición específica con GNF-2, por 

ejemplo, o silenciamiento génico de la proteína para validar su participación.  

 

Las células endoteliales sometidas a un evento de transdiferenciación celular como la EndMT 

involucran la pérdida de adhesión celular y reorganización del citoesqueleto, lo cual, se 

refleja en una morfología fusiforme sin polaridad apico-basal y un mayor potencial 

migratorio distintivo de células mesenquimales invasivas(16). Nuestros resultados de 

sellamiento de herida revelan un incremento significativo en la migración celular potenciada 

por los factores solubles producidos por las células HMEC-1 infectadas con DENV-2 

(Figura 13). Esto es consistente con los análisis ejecutados por Álvarez y cols, donde en una 

ventana temporal de 6 horas obtuvieron resultados similares en el incremento de migración 

celular endotelial promovida por medios condicionados colectados de HMEC-1 infectadas 

por DENV-2(7). Esta actividad migratoria fue restituida cuando se inhibió con Imatinib y se 

silenció específicamente la quinasa c-ABL, denotando el requerimiento de esta proteína para 

generar el incremento en la motilidad celular ejercida por los factores celulares de la 

infección por DENV-2 (Figura 13). Previamente, ha sido documentado el papel 

determinante de la quinasa c-ABL para la migración celular e incluso para la formación de 

nuevas redes capilares en la angiogénesis tumoral, el tratamiento con Imatinib redujo la 

migración celular, la expresión ectópica de c-ABL mejoró la respuesta angiogénica y la 

generación de un mutante de la quinasa abolió la angiogénesis inducida por FGF(128). En 

concordancia con nuestros resultados, c-ABL aparece como un factor clave que media 

procesos de migración celular endotelial.  

 

A pesar de que los experimentos fueron contemplados durante un lapso de 12 horas para los 

ensayos de sellamiento de herida y 48 horas de tratamiento para la fijación de las células y el 

marcaje de las proteínas respectivas por microscopía de fluorescencia, se obtuvieron 

hallazgos que sugieren un cambio fenotípico celular presentado por las células endoteliales 

y en el avance de la comprensión global del fenómeno patogénico inducido por DENV-2 

(Figura 14) en contraste con el paradigma inmunopatogénico hasta ahora ampliamente 

aceptado y establecido. Finalmente, se postula para futuras investigaciones una posible 

relación entre la disfunción endotelial presentada por DENV en los casos más graves y una 

EndMT. 

 

 

 

 



 
 

Figura 14. Esquema ilustrativo general del mecanismo propuesto. Factores solubles 

producidos durante la infección por DENV-2 inducen cambios fenotípicos en células 

endoteliales, asociados a la activación de la quinasa c-ABL. Esto se refleja por un aumento 

en la actividad migratoria de las células endoteliales y pérdida en la expresión de proteínas 

estructurales de las uniones intercelulares.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8. CONCLUSIONES 

 

 

 Las células HMEC-1 se infectan de manera similar a una MOI de 5 como a una MOI 

de 10 con DENV-2.  

 El tratamiento de las células HMEC-1 con el inhibidor Imatinib sugiere un efecto 

antiviral para DENV-2, inhibiendo procesos como la entrada y liberación viral.  

 Las células HMEC-1 se transfectan correctamente con los microRNAs artificiales 

empleados y estos logran silenciar eficientemente la proteína c-ABL. Este 

silenciamiento se validó mediante la disminución en la expresión del blanco celular 

CRK II fosforilado de la quinasa c-ABL, además, se logra evidenciar reducción en la 

formación de las fibras de tensión en las células silenciadas para c-ABL. 

 Los factores solubles producidos por las células HMEC-1 infectadas con DENV-2 

incrementan la expresión de la quinasa c-ABL y su blanco celular fosforilado CRK 

II, sugiriendo su activación.  

 Los datos obtenidos empleando la técnica de microscopía de fluorescencia 

cuantitativa indican una alteración en la expresión de proteínas presentes en las 

uniones intercelulares, VE-Cadherina, ZO-1 y N-Cadherina y un incremento 

concomitante de Vimentina, sugiriendo un posible cambio fenotípico celular.  

 Las células HMEC-1 incrementan su actividad migratoria al ser expuestas a factores 

solubles liberados tras la infección por DENV-2 mediante c-ABL, demostrando 

cambios celulares de carácter migratorio.  

 Se establece la posibilidad de que DENV-2 puede estar induciendo un fenómeno de 

plasticidad celular mediante la liberación de factores solubles que promueven 

cambios fenotípicos endoteliales asociados a la EndMT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9. PERSPECTIVAS 

 

 

 Estudiar funcionalmente el comportamiento de las células endoteliales bajo la 

exposición a los medios condicionados colectados tras la infección mediante un 

ensayo de Resistencia Eléctrica Transendotelial (TEER). Esto permitiría corroborar 

la participación de la proteína c-ABL en la disfunción endotelial ocasionada por los 

factores celulares derivados de la infección por DENV.  

 Evaluar los patrones de expresión y las redes moleculares implicadas en la EndMT 

mediante Transcriptómica en las células endoteliales tratadas con los factores 

solubles liberados tras la infección por DENV-2. 

 Comprobar funcionalmente por medio de ensayos clínicos la viabilidad del 

tratamiento con Imatinib y/o Knockdown de c-ABL para la disfunción endotelial 

producida por DENV.   
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