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RESUMEN

La infeccion por el Virus Dengue (DENV) es la arbovirosis mas prevalente en el mundo. La
disfuncion endotelial es un sello distintivo de la patogénesis durante el estadio mas severo de
la enfermedad conocido como dengue grave, presentando fuga vascular, shock hipovolémico
y falla multiorgénica. Sin embargo, los mecanismos por los cuales se produce la disfuncién
endotelial aun no han sido bien dilucidados y el enfoque inmunopatogénico no ha
proporcionado una terapia efectiva para la prevencion de las muertes. Una perspectiva
diferente para entender la enfermedad es la disrupcion de la barrera endotelial mediante la
liberacion 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 infeccion por dengue, se expusieron células endoteliales de
microvasculatura humana (HMEC-1) a medios condicionados colectados tras la infeccion
por DENV-2 y se evallo la participacion de la quinasa c-ABL, proteina involucrada en la
regulacion del citoesqueleto y las uniones interendoteliales. Utilizando inhibicion
farmacoldgica de c-ABL con Imatinib y la estrategia de silenciamiento génico de la proteina
por medio de la transfeccion con miRNAs artificiales, se encontr6 que participaba en la
entrada y liberacion viral, ademas, el silenciamiento de c-ABL indujo remodelacion del
citoesqueleto de actina en células HMEC-1. El tratamiento con factores solubles liberados
tras la infeccion por DENV-2 en células endoteliales, provocé el aumento en los niveles de
expresion de c-ABL y p-CRK I, blanco celular directo de la quinasa c-ABL, sugiriendo su
activacion. Este incremento fue significativo con los medios condicionados colectados 48
horas post-infeccion. Asimismo, se encontré un aumento en la expresion de marcadores
mesenquimales como Vimentina y N-cadherina y, una disminucién concomitante de
proteinas especificas endoteliales VE-cadherina y ZO-1, bajo el tratamiento con los factores
solubles derivados de la infeccion. Finalmente, se comprobd que las células endoteliales
adquirieron un caracter 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 fenotipicos de las células
endoteliales son inducidos por los factores solubles secretados tras la infeccion produciendo
pérdida de las uniones intercelulares y, por ende, desestabilizacidn vascular durante los casos
de dengue grave. Méas aln, 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. INTRODUCCION

El Virus Dengue (DENV) causa la mayor carga de enfermedad humana de todos los
arbovirus, provocando hasta 100 millones de infecciones sintomaticas por afio en el
mundo(1). Durante la patogénesis, en el estadio méas severo de la enfermedad conocido como
el dengue grave, se presenta aumento de la permeabilidad vascular y extravasacion del
plasma que, de no detectarse a tiempo, puede conllevar a la muerte(2). Clasicamente, se ha
explicado este fendmeno desde una perspectiva inmunopatogenica en donde existe una
respuesta inmune exacerbada que desencadena la liberacion de citoquinas y mediadores
proinflamatorios, alterando asi la integridad endotelial(3). No obstante, alin no se cuenta con
un tratamiento especifico antiviral para la enfermedad y las inmunoterapias no han resultado
efectivas para los pacientes que presentan dengue grave(4).

La biologia de la infeccion viral se desarrolla en intima asociacion con diversas alteraciones
en el funcionamiento celular y el endotelio desempefia un papel central en la regulacion de
la permeabilidad vascular(5). La barrera endotelial depende de la arquitectura molecular de
las uniones intercelulares, el citoesqueleto y la sefializacion celular(6). Previamente se ha
reportado que la infeccion de las células endoteliales por DENV induce la liberacion de
factores solubles, tales como, FGF-2, TGF-a, GM-CSF e IL-8, que aumentan la migracion
de células endoteliales no infectadas, contribuyendo a la desestabilizacion 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 maltiples vias de sefializacion que se pueden estar activando bajo el estimulo de las
citoquinas y factores de crecimiento secretados tras la infeccion por DENV, un mecanismo
en comun es a traves de la activacion o inhibicion de la actividad quinasa. Esencialmente,
estas proteinas gobiernan eventos de sefializacion e interaccion proteina-proteina
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 regulacion de las uniones interendoteliales(12), la reorganizacion del
citoesqueleto de actina(13,14) y en procesos de transdiferenciacién celular como es la
Transicién Endotelio-Mesénquima (EndMT)(15). La estimulacién de las células endoteliales
por VEGF desencadena la activacion de c-ABL que favorece la contractilidad de los
filamentos de actomiosina impulsando la internalizacién de VE-cadherina desde las uniones
adherentes hacia el citosol(12). Ademas, la estimulacion por TGF-B conduce a la activacion
de c-ABL en células endoteliales, favoreciendo la expresion de factores de transcripcion
como SNAIL y TWIST y generando la represion de proteinas especificas endoteliales y la
sobreexpresion de marcadores mesenquimales(15). Esta transicion de un fenotipo endotelial
a mesenquimal al presentar un incremento en la motilidad celular y disrupcion de las uniones
intercelulares, contribuye a la desestabilizacion del endotelio(16).

Previamente, se ha reportado potenciales efectos antivirales para inhibidores de la quinasa c-
ABL. El pretratamiento con GNF-2 (un inhibidor especifico de c-ABL) redujo
significativamente la entrada viral via endocitosis mediada por clatrina(17), ademas,
interfiere en la replicacion viral en células epiteliales(18). No obstante, los posibles efectos



antivirales de la inhibicién de c-ABL no han sido estudiados en células endoteliales, las
cuales, son protagonicas en los eventos de fuga vascular presentados en los pacientes con
dengue grave(19). A pesar de que sigue siendo controversial la infeccion de las células
endoteliales por DENV In Vivo, su contribucién como fuente de liberacion de mediadores
solubles que participan en la disrupcidén endotelial es cada vez mas relevante y va en
concordancia con el fendmeno fisiopatologico(7,20). Dicho efecto se debe principalmente a
que el mecanismo por el cual DENV induce disfuncion endotelial probablemente
compromete un ataque indirecto al endotelio compatible con la pérdida de un fenotipo
endotelial y la adquisicion de un fenotipo de caracteristicas mesenquimales.

En este estudio, se encontro que factores solubles liberados tras la infeccion por DENV-2 en
células endoteliales inducian la sobreexpresion de la quinasa celular ABL y de su blanco
celular fosforilado CRK 11, sugiriendo su activacion. Ademas, la inhibicién farmacoldgica
con Imatinib y el silenciamiento génico de la proteina c-ABL por la estrategia de miRNAS
artificiales disminuyd el incremento en la migracion celular potenciada por los factores
solubles secretados tras la infeccion en células endoteliales. Finalmente, hubo una
disminucion en la expresion de VE-cadherina y ZO-1, y un incremento en la expresion de
marcadores mesenquimales como N-cadherina y Vimentina en células endoteliales tratadas
con medios condicionados colectados tras la infeccion. Este efecto fue revertido bajo el
tratamiento con el inhibidor farmacoldgico 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
infeccion por DENV.



2. MARCO TEORICO

2.1 Epidemiologia del Virus Dengue

El Virus Dengue (DENV) es el arbovirus que mas rapido 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 propagacion esta determinada por la creciente expansion
geografica de los vectores transmisores, la tendencia a la urbanizacion y/o migracion y a
cambios ambientales(21,22). A la fecha, se han identificado cinco serotipos virales (DENV1,
DENV2, DENV3, DENV4 y DENVS5), de los cuales, DENV1-DENV4 producen un espectro
de manifestaciones clinicas muy similares en humanos(23) y DENV5 cumple
mayoritariamente ciclo selvatico(24).

Globalmente, la Organizacion Mundial de la Salud estima entre 50 y 100 millones de
infecciones por dengue cada afio, de las cuales 500.000 presentan dengue grave y un
aproximado de 20.000 muertes han sido documentadas por afio, dejando innumerables
pérdidas socioecondmicas(25,26). Entre los informes mas recientes, para el afio 2020 la
Organizaciéon 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 Region de las
Américas, 2.821 fueron clasificados como dengue grave. EI nimero mas alto de casos de
dengue grave se observaron en los siguientes paises: 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 Region(28). En 2022, hasta la semana epidemiolégica 32 van 2.248.245 casos
notificados de dengue, con 2.942 pacientes que presentaron dengue grave, Colombia se
encuentra entre los paises con mayor incidencia de dengue grave en la Region de las
Américas(28).

El incremento en la incidencia del dengue (30 veces mas durante las ultimas cinco décadas),
la susceptibilidad a contraer la enfermedad y el nimero de muertes que ocasiona por la
severidad en las fases mas graves, hacen de esta enfermedad un foco de atencion urgente(25).
Las medidas de control y prevencion de la enfermedad se han enfocado en contrarrestar la
propagacion y/o erradicacion del mosquito vector, en la implementacion de una vacuna
tetravalente y en la busqueda de antivirales de accion 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 bioldgico de los mosquitos puede
generar resistencia en los organismos por la presion adaptativa impuesta por los insecticidas
ademas que, representa una solucion 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 aun
no se concibe suficiente informacién sobre su seguridad a largo plazo, por tanto, no
constituye una solucion eficaz(31-34). Por ultimo, el desarrollo de medicamentos antivirales



basados en accién directa contra DENV no otorgarian un tratamiento efectivo dada la alta
capacidad de mutacion que poseen los virus RNA(35,36), entre los cuales se encuentra
DENV, posibilitando el escape por seleccion de mutantes resistentes a estos
medicamentos(37).

Al no existir un tratamiento especifico para la enfermedad, se hace imprescindible la continua
basqueda de nuevas estrategias que superen las limitaciones actuales, a saber, la evolucion
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 ((+) ssSRNA) de aproximadamente 11kb, el cual, codifica a tres proteinas
estructurales (C, PrM/M vy E) y siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
y NS5). Son pequefias particulas esféricas envueltas de ~50 nm de diametro. DENV, esta
conformado por una nucleocépside que contiene el RNA+ gendmico rodeado por la capside
(C), que a su vez esta rodeada por una bicapa lipidica donde se encuentra la proteina de
membrana (prM) unida a la glicoproteina de envoltura mas externamente (E)(39).

Su ciclo replicativo inicia con la union de la proteina E a los receptores (CD14, el receptor
de laminina de alta afinidad 37/67 kDa, el GRP78/BiP, DC-SIGN vy al heparan sulfato)
presentes en la superficie de la membrana celular(40). Tras la union, la particula viral se
interioriza mediante el proceso de endocitosis seguido a la fusién de la proteina de envoltura
con la membrana celular (dependiente de pH) en el endosoma, lo que permite el
desacoplamiento de la nucleocapside y la liberacion del RNA viral en el citoplasma que se
traduce en el reticulo endoplasmico rugoso (RER)(41). El proceso de traduccién da lugar a
una poliproteina de aproximadamente 3.400 aminoéacidos, la cual, posteriormente es clivada
tanto por proteasas celulares como por la proteina viral NS2B3. Una vez el genoma viral es
traducido, se forma el complejo de replicacion compuesto por la ARN-polimerasa
dependiente del ARN NS5 (RdRp), proteinas 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 reticulo endoplasméatico (ER)(42). El
primer paso durante la replicacion es la sintesis de la plantilla genomica RNA (-) para
producir la cadena RNA (+) que servira para seguir siendo traducida o para ensamblarse en
nuevos viriones y dar lugar a la progenie viral inmadura (Fig 1).
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Seguido de esto, las nuevas particulas virales sufren un proceso de maduracién pasando del
RE a la Red Trans-Golgi derivando a la glicosilacion de las proteinas de membrana virales,
asi como el corte mediado por la proteasa Furina de la proteina Precursora de Membrana
PrM. Esto es necesario para la liberacion de los viriones, puesto que, la PrM evita que la
proteina de envoltura presente una forma fusogeénica, al ser escindida, la proteina de envoltura
forma complejos homodiméricos que facilitan finalmente la exocitosis de la progenie viral
madura(43).

2.3 Teoria de la Fisiopatologia del Dengue

El dengue provoca un amplio espectro de manifestaciones clinicas que puede cursar como
dengue sin signos de alarma, con signos de alarma o dengue grave(2). Esta clasificacion
clinica fue anunciada por la OMS en el afio 2009 con el proposito de identificar
oportunamente a aquellos pacientes en los que la enfermedad puede progresar a dengue grave
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y requieren asistencia médica (Fig 2).

DENGUE CON O SIN SIGNOS DE ALARMA

*El paciente vive o viaj6 a un drea endémica de dengue,
tiene fiebre y presenta dos o més de las siguientes
caracteristicas clinicas: nauseas o vomito, sarpullido,
molestias y dolores, leucopenia, prueba de torniguete
positiva y cualquier signo de alarma

«Confirmacién por laboratorio de la infeccion por DENV

!

L
Sin signos de alarma Con signos de alarma
L)

Dengue grave v

R L T T T

» Pérdida grave de plasma con acumulacidn de
liquido (ascitis, derrame pleural) mas dificultad
respiratoria

* Hemorragia mucocutdnea severa

» [nsuficiencia multiorgéanica, por ejemplo:
insuficiencia hepatica o cardiaca, obnubilacion,
coma

Figura 2. Esquema de la clasificacion clinica 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 infeccion de macréfagos y células de Langerhans(44).
Mediante la migracion de estas células, DENV puede diseminarse por todo el sistema
linfatico infectando monocitos derivados de la sangre, células dendriticas mieloides y
macrofagos esplénicos y hepaticos(45). Esto da como resultado una infeccion aguda,
sistémica y dinamica.

Tras el periodo de incubacion, los sintomas suelen comenzar abruptamente primero en una
fase febril aguda que puede durar de 2-7 dias, con nauseas, vomito, cefalea, dolor corporal
generalizado y erupcion maculopapular. En esta fase, al cursar la enfermedad con signos de
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alarma presenta dolor o sensibilidad abdominal, petequias, sangrado en las mucosas,
acumulacién de liquidos y leucopenia progresiva. EI comienzo de la fase critica es detectado
por el incremento en la fuga vascular que se refleja en el pulso reducido, taquicardia,
hipotensidn, acumulacion de liquido en la cavidad pleural o peritoneal y choque con
afectacion grave de érganos como el higado, corazén 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 recuperacion estabilizandose el
sistema hemodinamico y el organismo gradualmente inicia la reabsorcion de los liquidos en
los compartimentos extravasculares(2).

Cuando el paciente cursa la fase critica, el manejo hospitalario consiste en un diagndstico
temprano oportuno y en terapia de reposicion de fluidos, sin embargo, los pacientes pueden
deteriorarse hasta el punto de presentar dengue grave con una o varias de las siguientes
caracteristicas: i) fuga de plasma que puede conllevar a choque, ii) hemorragia grave, iii)
falla multiorganica (Figura 2). En este punto, no existe un tratamiento especifico debido a la
incomprension de los mecanismos subyacentes que conllevan al incremento de la
permeabilidad vascular en las etapas més severas de la infeccion.

Tradicionalmente, la fuga vascular ha sido explicada desde una aproximacién inmunoldgica,
donde la infeccion por DENV de las células inmunes media el aumento en la secrecion de
citoquinas y factores proinflamatorios, tales como, IFN-1, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 que
conducen a la activacion del endotelio, la alteracion de la integridad endotelial y la
coagulopatia, presentdndose incremento en la permeabilidad vascular(46,47). Sin embargo,
las inmunoterapias no han resultado efectivas para el tratamiento del dengue grave, méas
especificamente 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 amplificacion de
la infeccidn dependiente de anticuerpos (Antibody-Dependent Enhancement, ADE), la cual
sostiene que el virus causante de una infeccion secundaria es reconocido, pero no
neutralizado por anticuerpos 1gG generados en la infeccién primaria, de esta manera facilitan
el ingreso a las células susceptibles en tanto que aumentan la replicacion viral(49,50). No
obstante, esta asociacion descuida el hecho de que la potenciacion mediada por anticuerpos
en las etapas mas severas ocurra en un estrecho rango de titulos de anticuerpos anti-DENV
preexistentes y en infecciones heterotipicas secundarias, mientras que, a niveles mas
elevados hay proteccién contra la enfermedad sintomatica(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, asi como en la bldsqueda de nuevas alternativas que
permitan hallar blancos terapéuticos en la infeccién por dengue y prevenir las muertes dadas
en su estado mas severo.



2.4 Disfuncion endotelial inducida por la proteina NS1 en
DENV

La superficie interna de los vasos sanguineos esta recubierta en su totalidad por una
monocapa celular endotelial que actia como la primera linea de contacto entre los
componentes sanguineos y los tejidos subyacentes, funcionando asi como una barrera
altamente selectiva y semipermeable(52). La alteracion en la integridad endotelial puede
conllevar a fugas vasculares y extravasacion del plasma, tal como ocurre en el dengue
grave(53). Dos estructuras fundamentales que determinan la funcion e integridad de la
barrera endotelial son el glicocalix y las uniones intercelulares, tales como las uniones
estrechas y adherentes(54,55).

La proteina no estructural 1 (NS1) se ha identificado por tener un rol importante en la
disfuncion endotelial ocasionada por DENV, especificamente, NS1 participa en la
replicacion viral(56), en la evasion de la respuesta inmune(57) y en la fuga vascular
incrementando la permeabilidad endotelial(58). El potencial mecanismo por el cual NS1
induce disfuncion endotelial es mediante la disrupcion de la capa de carbohidratos y proteinas
que recubren la superficie luminal de las células endoteliales(59); el glicocalix les confiere
proteccion frente a fuerzas de cizallamiento y contribuye a la sefializacion e interaccion del
endotelio con las células que viajan por el torrente sanguineo(60). Por lo tanto, la alteracién
en su integridad conduce a disfuncién endotelial.

Las investigaciones enfocadas en dilucidar este mecanismo encontraron que la proteina NS1
de DENV promovia la degradacion de componentes del glicocalix como el acido sidlico y el
desprendimiento de proteoglicanos como el heparan sulfato, a través del incremento en la
expresion de sialidasas y heparanasas, respectivamente(59,61,62). Asimismo, se descubrio
que este efecto de hiperpermeabilidad vascular inducido por NS1 es independiente de la
respuesta inflamatoria desencadenada por citoquinas como la IL-6 y TNF-a tanto In Vitro
como In Vivo(61).

En esta misma linea investigativa, y de manera mas exhaustiva, se evalud el efecto de la NS1
de diversos Flavivirus: DENV, Virus Zika (ZIKV), Nilo Occidental (WNV), Encefalitis
Japonesa (JEV) y Fiebre Amarilla (YFV) en diferentes lineas celulares endoteliales. Los
resultados indican que, de manera selectiva, la NS1 de los Flavivirus induce disfuncion
endotelial e incremento en la permeabilidad vascular de las lineas celulares evaluadas,
reflejando el tropismo de la enfermedad en cada caso. Mas aun, DENV NS1 promovi6
hiperpermeabilidad endotelial en todas las lineas celulares analizadas In Vitro y se detectd
mayor fuga vascular en los pulmones e higado cuando se inocul6 la proteina NS1 de DENV
en un modelo de raton, denotando la fisiopatologia de la enfermedad grave, es decir, derrame
pleural y disfuncidn hepatica(62).

Los hallazgos proporcionados por estos estudios son solidos y proveen una base para el
entendimiento del papel de los factores virales en la disfuncion endotelial, sin embargo,
ademas del glicocalix, 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 mas intrincados que potencialmente estén actuando en la
disfuncion 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 funcién de barrera endotelial que regula finamente el paso de moléculas y solutos entre el
torrente sanguineo y los tejidos subyacentes, estd mediada por la arquitectura de las uniones
intercelulares, el citoesqueleto y la sefializacion celular, manteniendo el dinamismo y la
versatilidad endotelial(64,65). La interrupcién de los contactos intercelulares altera la
funcién adecuada de barrera semipermeable endotelial, conllevando a un incremento en la
permeabilidad vascular, edema y dafio tisular(66).

Existen dos mecanismos controlados por los cuales ocurre ese intercambio de fluidos,
moléculas y proteinas entre los tejidos, el endotelio y la via sanguinea(67). El transporte
transcelular permite el paso de proteinas como la albumina a través de las células
endoteliales, mediante la formacién de vesiculas que se internalizan y posteriormente son
secretadas en su cara basal(67). En contraste, el transporte paracelular constituye la
interrupcion de la comunicacion interendotelial y se da la articulacion de las uniones
adherentes y estrechas entre células vecinas, uniéndose y disociandose para permitir el paso
de moléculas e incluso la migracion de células como los leucocitos(68,69).

El complejo de uniones adherentes en las células endoteliales estd compuesto principalmente
por proteinas de adhesion transmembrana especificas pertenecientes a la familia de las
cadherinas, la cadherina vascular endotelial (VE-cadherina)(70). Estas proteinas a traves de
su dominio citoplasmatico se unen a proteinas intermediarias como [B-catenin, pl20 y
placoglobina, las cuales, a su vez se unen con a-catenin que interactla con varias proteinas
de union a actina(69). La formacion de dimeros entre las VE-cadherinas en los sitios de
unién, permite su interaccién con los dominios extracelulares de las respectivas proteinas en
las células adyacentes en un proceso dependiente de Ca?*, de esta forma, se establece una red
de adhesidn entre células vecinas, soportada por el citoesqueleto y la sefializacion celular que
controla intimamente la permeabilidad vascular(71).

Entre los diversos actores moleculares que podrian estar implicados en la modulacion de las
uniones adherentes se ha postulado que, la estimulacion de las células endoteliales con el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), histaminay trombina induce el incremento
en la permeabilidad vascular por disrupcion entre estas uniones, internalizacion de VE-
cadherina y desestabilizacion del complejo proteico con el citoesqueleto de actina(72-75).
Ademas, entre los efectos ejercidos por estos inductores de la permeabilidad vascular, se ha
detectado la participacién de las quinasas ABL, donde su activacion por VEGF media la
fosforilacion del residuo Y1175 en el dominio citoplasmatico del receptor del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGFR), desencadenando la activacion de la fosfolipasa C
(PLCy), generacion de inositol 3-fosfato (IP3) y movilizacion de Ca?* desde el reticulo
endoplasmico al citosol. De esta manera, se promueve la fosforilacién de la cadena ligera



reguladora de miosina (MLC2) por MLCK, favoreciendo la contractilidad de los filamentos
de actomiosina e impulsando la internalizacion de VE-cadherina, desestabilizacion en los
contactos célula-célula y, finalmente, incremento en la permeabilidad vascular (Fig 3) (12).
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Figura 3. Regulacién 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 Racl y Rapl(12), las cuales, contribuyen a la estabilizacion de las uniones
adherentes mediante la deposicion de filamentos de actina manteniendo la funcion de barrera
endotelial(76,77).

De manera complementaria, se ha demostrado en numerosos estudios los efectos protectores
de la inhibicion farmacoldgica de c-ABL, asi como de otras tirosinas quinasas, con Imatinib
(STI571) sobre las uniones intercelulares y la integridad endotelial(12,78-81). El tratamiento
con Imatinib no solo elimino la aparicion de brechas o gaps entre las uniones intercelulares,
sino que también se ha posicionado como un medicamento promisorio para la disfuncién
endotelial tanto In vitro como In Vivo, a saber, la evaluacion de fuga vascular empleando el
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colorante Evans Blue bajo el tratamiento con VEGF, mostrd una disminucion significativa
en la extravasacion del plasma en los ratones tratados con Imatinib(12). Asimismo, en un
modelo de ratas sometidas a bypass cardiopulmonar, Imatinib previno la reduccion en la
perfusion microvascular, la saturacion se vio menos afectada en comparacion al control,
disminuyd la fuga vascular y la reposicion de liquidos(78). En un modelo ex vivo de lesién
por isquemia y reperfusion, el tratamiento con Imatinib demostr6 un mejor rendimiento
fisiologico de los pulmones reperfundidos, ademas, se observd menos inflamacion, estrés
oxidativo y disfuncion de la barrera vascular(79). De hecho, en otro estudio llevado a cabo
por Aman J y colaboradores, se evallo extensamente el efecto protector de Imatinib sobre la
disfuncion endotelial exhibiendo su amplia aplicabilidad, los resultados concluyeron que en
monocapas endoteliales Imatinib atenud la disrupcién de la barrera bajo la estimulacion con
Trombina e Histamina, previene eficazmente el edema pulmonar In Vivo inducido por VEGF
y, finalmente, en un modelo murino de sepsis limité la fuga vascular en rifiones y pulmones
24 horas después de la induccion 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 disfuncion endotelial por diversas patologias
podrian 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 mas especificas para
validar la implicacion de la quinasa c-ABL en estos procesos regulatorios y multifactoriales.

Para terminar, una interesante investigacion reveld que en células endoteliales pulmonares c-
ABL tiene un rol determinante en la biomecéanica celular en respuesta a agonistas como la
trombina. Ma&s especificamente, por Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) vy
cuantificaciones del mddulo elastico, la trombina induce a la formacion de fibras de tension
y contraccion de las células endoteliales, provocando interrupcion de los contactos célula-
célula y brechas intercelulares. Estos cambios se atendan significativamente al inhibirse la
expresion enddgena de c-ABL por transfeccion con pequefios RNAs interferentes (SIRNAS),
de hecho, iméagenes tomadas por Microscopia de Fluorescencia indican una redistribucion 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 proteina c-ABL tiene un rol critico en la
organizacion y regulacion de las uniones adherentes entre las células endoteliales.

2.6 Participacion de la quinasa c-ABL en la Transicion
Endotelio-Mesénquima (EndMT)

Entre los factores que contribuyen a la desestabilizacion de la barrera endotelial se encuentra
el fendmeno de Transicion Endotelio-Mesénquima (EndMT), el cual, consiste en un tipo de
transdiferenciacion celular donde las células endoteliales adquieren progresivamente un
fenotipo mesenquimal(16). Este proceso de plasticidad celular involucra notables cambios
morfoldgicos, funcionales y moleculares, ademas, se ha reconocido en el desarrollo
embrionario y en diversas patologias como el cancer, trastornos vasculares, fibroticos e



inflamatorios(86—90).

Las células endoteliales en estado de quiescencia presentan un fenotipo bastante definido,
caracterizandose por la expresion de proteinas especificas incluidas VE-cadherina, CD31
(PECAM-1) y Factor de von Willebrand (VWF), entre otras. Asimismo, las células presentan
una morfologia poligonal, polaridad apico-basal, fuertes adhesiones célula-célula y una
actividad migratoria limitada. Durante la EndMT, se dispara un programa de expresion
génica que denota la conversion de células endoteliales a un fenotipo mesenquimal, se resalta
la expresion de proteinas como N-cadherina, a-actina de musculo liso (a-SMA) y vimentina,
mostrando una concomitante morfologia 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 contractiles, conduciendo a una alteracion en su funcion como barrera
semipermeable (Fig 4) (16).
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Figura 4. Esquema general de la Transicion 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 vias de sefializacién que participan en la EndMT, si bien alin no se han
dilucidado por completo todos los mecanismos debido a la complejidad de los eventos
moleculares, el inductor mas importante y reconocido hasta ahora es el Factor de Crecimiento
Transformante  (TGF-B) (16), siendo el TGF-B2 mas potente en comparacion a las
isoformas TGF-B1 y TGF-B3(91). Subsecuentemente, las investigaciones han revelado que
en respuesta a la estimulacion por TGFP se puede inducir EndMT tanto por la via dependiente
de Smad o candnica, como por las rutas de sefializacion MEK/ERK, PI3K, JAK/p38MAPK
y c-ABL/PKC), consideradas vias no candnicas(15,16,92).
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La union de homodimeros TGFf al complejo heterodimérico TGF-BRI/II conduce a su
autofosforilacion activando a proteinas efectoras corriente abajo como las tres vias de la
proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK): ERK, p38MAPK y JNK, asi como PI3K,
c-ABL y PKCd. Esto da como resultado el aumento en la expresion de factores de
transcripcion como Snaill/2 y Twistl que favorecen la represion de proteinas especificas
endoteliales como VE-cadherina y la induccion de un fenotipo mesenquimal mediante el
incremento en los niveles de expresion de marcadores y genes mesenquimales(16,92)(Fig 5).
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Figura 5. Rutas candnicas y no candnicas 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 activacion de c-ABL y PKCS por la estimulacion de TGFp en células
endoteliales pulmonares conlleva a una marcada disminucion en la expresion de VE-
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cadherina y a un incremento en los niveles de expresion de a-SMA, colageno |y del factor
de transcripcion Snaill. Resultados posteriores indicaron que este incremento en la expresion
de Snaill, fue anulado por la inhibicion farmacoldgica de c-ABL con Imatinib y de la PKC3
con Rottlerin, lo cual, se confirmd por silenciamiento especifico empleando SiRNAs.
Interesantemente, la inhibicion con Imatinib y Rottlerin impidi6 la fosforilacion de la Serina9
en la Glucogeno sintasa quinasa-3 (GSK-3p) observada bajo el tratamiento con TGFB(15),
en consecuencia, se inactiva la GSK-3p encargada de la degradacion proteosomal de Snaill
dando lugar a su acumulacién nuclear, incremento marcadores mesenquimales e induccién
EndMT(16,92).

Por otra parte, una de las caracteristicas 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 polimerizacion de la actina en el borde avanzante, esto genera
la fuerza de protrusion 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). Proteinas adaptadoras
como CRKII tienen un rol esencial dado que participan en la polimerizacion de actina y en
la formacion de protrusiones de membranas interactuando con los motivos ricos en prolina
(PxxP) de c-ABL(94). La activacion de otras proteinas efectoras corriente abajo como
cortactina, WASp y WAVE por la quinasa c-ABL fomentan la polimerizacion de actina y la
migracion celular(14,93,95).

En conjunto, estos datos respaldan la posibilidad de una induccion de la EndMT por medio
de la activacion de c-ABL en respuesta a diferentes estimulos extracelulares.

2.7 Factores solubles durante la infeccion por DENV

Las células endoteliales estan sujetas a la comunicacion intercelular a través de estimulos
extracelulares constantes que activan o interrumpen diversos procesos celulares como la
regulaciéon del tono y la permeabilidad vascular. Durante la infeccion por DENV en las
células endoteliales, se ha identificado In Vitro una mayor secrecion de multiples factores
celulares que contribuyen a la fuga capilar como la IL-6, IL-8, CXCL9, CXCL10, CXCL11,
VEGF, TNFa 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 increment6 la permeabilidad vascular In Vitro en comparacion al suero de pacientes
gue no presentaron fuga vascular(8).

Coincidiendo con estos hallazgos, Talavera y colaboradores encontraron que medios
condicionados colectados a las 48 horas post-infeccion 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 morfoldgicas de células
endoteliales expuestas a suero de pacientes con dengue grave mostraron perturbaciones en la
conformacién de las uniones estrechas y adherentes, una morfologia irregular y disrupcion
de la monocapa endotelial(97). Estos resultados son consistentes con los reportados por
Kanlaya y colaboradores durante la infeccion por DENV-2 en células endoteliales humanas,



donde se observé una disminucion en la expresion de VE-cadherina, ZO-1, PECAM-1 y
redistribucion del citoesqueleto de actina(99).

Finalmente, en un estudio mas reciente se analizo el potencial efecto de factores solubles
liberados tras la infeccion por DENV-2 en células endoteliales, encontrando perfiles de
expresion de citoquinas y factores de crecimiento diferenciales en los medios condicionados
colectados tras la infeccion, asi como en los perfiles de distintos miRNAs promoviendo la
migracion celular. Ademas, In Silico se realizé un analisis de redes sugiriendo posibles
procesos bioldgicos que se estan optimizando dada la disregulacion de los miRNAs, tales
como migracion celular, regulacion positiva de la locomocién, adhesion celular y
angiogénesis(100).

Los mecanismos inducidos por las citoquinas y factores de crecimiento encontrados en
niveles relativamente altos bajo la infeccion por DENV podrian tener un papel central en el
desequilibrio de la funcion de barrera endotelial, como lo demuestran algunas de las
investigaciones citadas previamente. No obstante, el efecto de estos factores solubles
liberados tras la infeccion por DENV en la disfuncion endotelial mediante la activacion de
c-ABL vy la induccién de un posible cambio fenotipico, ain no ha sido descrita.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Identificar la participacion de la quinasa c-ABL en los cambios fenotipicos celulares
endoteliales inducidos por factores solubles liberados durante la infeccion por DENV.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar que la liberacion de factores solubles producidos durante la infeccion por
DENV promueven la activacién de c-ABL en células endoteliales.

e Evaluar cambios morfoldgicos en las células endoteliales durante la infeccion por
DENV.

e Explorar el efecto de la inhibicion de la proteina c-ABL en la migracion de células
endoteliales inducida por factores solubles liberados tras la infeccion por DENV.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

4.1 Planteamiento del problema

Durante la patogénesis del Virus Dengue (DENV) en su estadio mas severo como es el
dengue grave, se presenta aumento de permeabilidad vascular y extravasacion del
plasma(101). Tradicionalmente, esta ha sido atribuida a una respuesta inmune amplificada,
que provoca la liberacion de citoquinas y mediadores proinflamatorios que alteran la
integridad endotelial(46,102). Sin embargo, basandose en los escasos reportes con éxito, las
inmunoterapias no han resultado efectivas para los pacientes que presentan dengue grave(48),
ademas, actualmente no se cuenta con una vacuna totalmente efectiva ni con un tratamiento
especifico para la infeccidn por dengue y sus complicaciones mas severas. Una perspectiva
diferente que permitiria entender la enfermedad es la disfuncién de las células endoteliales
provocada por la liberacion de factores solubles tras la infeccion, desencadenando un
aumento en la permeabilidad vascular.

La funcion de barrera endotelial esta sostenida por la arquitectura molecular de las uniones
intercelulares, el citoesqueleto y la sefializacion celular, en lo cual se ha visto implicada la
quinasa c-ABL(12). Previamente se ha demostrado que la infeccion de las células
endoteliales por DENV induce la liberacion de factores solubles que aumentan la migracion
de células endoteliales no infectadas(100) y, ademas, la participacion de c-ABL mediante la
reorganizacion del citoesqueleto de actina durante la infeccion en células epiteliales (Datos
aun no publicados). Teniendo en cuenta lo anterior, se busca estudiar si factores solubles
liberados tras la infeccion por DENV inducen cambios fenotipicos celulares mediante la
activacion de c-ABL en células endoteliales. Esto permitiria postular que la disfuncion
endotelial es un actor etiopatogénico(103,104) y, adicionalmente, un blanco terapéutico
promisorio para el tratamiento del dengue grave.

4.2 Hipotesis nula

El Virus Dengue no induce cambios fenotipicos en las células endoteliales mediante la
liberacion de factores solubles que promueven la activacién de c-ABL.
4.3 Hipotesis alternativa

El Virus Dengue induce cambios fenotipicos en las células endoteliales mediante la
liberacion de factores solubles que promueven la activacion de c-ABL.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Inhibidor y reactivos

El inhibidor Imatinib Mesylate (ST1571) se adquirié de Selleckchem (Selleck Chemicals,
USA). Las soluciones stock fueron preparadas en agua Mili-Q estéril y almacenadas a -20°C
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 antibidtico
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 1gG) 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 adquirié de Merck Millipore (Burlington,
USA). Los anticuerpos anti ZO-1 (Rabbit Polyclonal), anti N-cadherina (Mouse
Monoclonal), anti-o/B-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 Virusy lineas celulares

El virus dengue tipo 2 (DENV-2, cepa de Nueva Guinea) donado por Maria Elena Pefiaranda
y Eva Harris (Universidad de California, Berkeley) se amplificé en células C6/36 HT (Aedes
albopictus-ATCC® CRL-1660 ™) y fueron titulados en células BHK-21 (rifién de hamster
-ATCC® CCL-10 ™) de acuerdo con nuestras condiciones de laboratorio(105). Para el
desarrollo de todos los ensayos bioldgicos, 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 ug/mL Hidrocortisona), incubadas a 37°C en atmdsfera 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 CO2y 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 Amplificacion y cuantificacion stocks virales

Para la replicacion y amplificacion viral, se sembraron células C6/36 HT en medio L-15
suplementado con FBS al 10% y 1X P/S en frascos de 75cm? a una confluencia del 70%,
fueron infectadas con DENV-2 a una Multiplicidad de Infeccion (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 atmosfera de
CO2 al 5% por dos horas. Posteriormente, cumplido el tiempo de incubacion se agregaron
6mL de L-15 al 2% de FBS sin retirar el indculo viral. Transcurridos 6 dias de infeccion y
tras observar sincitios en un 50% de la monocapa celular realizando monitoreo en campo
claro (microscopio Olympus 1X-81), los sobrenadantes fueron colectados y almacenados a -
70°C hasta su posterior cuantificacion.

Para la cuantificacion viral se realizé el Ensayo de Formacion de Unidades de Placas
(PFU)(106). Para ello, se sembraron 7,5x10* células BHK-21 en platos de 24 pozos en
DMEM suplementado al 2% FBS. Al dia siguiente, a partir del virus que seria titulado, se
realizaron 7 diluciones seriadas 1:10, adicionando cada dilucion a tres réplicas celulares. Se
incubd a 37°C en CO2 al 5% por 2 horas y posteriormente se descart6 el indculo viral de
todos los pozos infectados adicionando Carboximetilcelulosa (CMC) de mediana viscosidad
1,5%. Al sexto dia se realizo la fijacion y coloracion con una solucion de 3,5% de
formaldehido-cristal violeta al 0,2% y se cuantificaron las Unidades Formadoras de Placa
para determinar los titulos virales expresados en PFU/mL.

5.4 Plasmidos, transfeccion y RNAI

El silenciamiento del gen ABL1, se realizd usando la estrategia de microRNA artificial
(@amiRNA). Para ello, el cassette de expresion del miRNA, dirigido por el promotor murino
U6, fue insertado en el plasmido pFBAAV corriente arriba del cassette de expresion CMV-
eGFP-SV40 polyA, generando el plasmido de expresion pFBAAVmMU6mMcs-CMVeGFP
SV40pA. Asimismo, se tuvo el pldsmido control que contenia la versién Scramble
(pPFBAAVmMUGmMiScramble-CMVeGFPSV40pA). Estos plasmidos fueron amablemente
donados por Dr. Ryan Boudreau Gene Transfer Vector Core del Carver College of Medicine
(University of lowa, USA). La amplificacion de los plasmidos se logr6 mediante la
transformacion de bacterias E.colli ultracompetentes (DH5), se extrajo el DNA empleando
un Kit Qiafilter Miniprep y se cuantific la pureza y concentracion del mismo usando un
espectrofotometro (NanoDrop). Las transfecciones se realizaron con XtremeGENE™ HP
DNA Transfection Reagent y se estandarizaron las condiciones Optimas para nuestros
ensayos utilizando una relacion 2:1 XtremeGENE™-DNA.

5.5 Ensayos estandarizacion de la Multiplicidad de Infeccion



5.5.1 Ensayos de Formacion de Unidades de Placas

Con el fin de garantizar que los medios condicionados contengan factores solubles liberados
tras la infeccion por DENV-2 en células HMEC-1, se estandarizé la MOl a la cual las células
HMEC-1 serian infectadas. Para ello, se accedié en un primer momento mediante el ensayo
de unidades formadoras de placa, se sembraron 18x10* células HMEC-1 en platos de 24
pozos en RPMI suplementado al 10% de FBS. Se incubaron a 37°C 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
retir6 el inoculo, se lavaron las células con PBS 1X y se adiciond6 RPMI al 2% de FBS
dejandose en incubacion por 24, 48, 72, 96 y 120 horas. En cada punto temporal, se
colectaron los sobrenadantes almacenandose a -80°C para su posterior titulacion.

Para la cuantificacion del titulo viral, se sembraron 7,5x10* células BHK-21 en platos de 24
pozos en DMEM suplementado al 2% FBS. Al dia siguiente, a partir de los sobrenadantes
colectados a los diferentes tiempos post-infeccion, se realizaron diluciones seriadas 1:10,
adicionando cada dilucién por duplicado. Se incubd a 37°C en CO2 al 5% por 2 horas y
posteriormente se descarto el inoculo viral y se adiciond Carboximetilcelulosa (CMC) al
1,5%. Al sexto dia se realizo la fijacion y coloracion con una solucion de 3,5% de
formaldehido-cristal violeta al 0,2% y se cuantificaron el namero de PFU/mL.

5.5.2 Expresion proteina de envoltura viral

Para determinar la expresion de la proteina de envoltura viral y hallar posibles diferencias
entre las células infectadas a MOI 5 y 10, se sembraron 18x10* células HMEC-1 sobre
laminas cubreobjetos en RPMI suplementado al 10% de FBS. Al dia siguiente, se lavaron
con PBS 1X y se infectaron con DENV-2 a MOI 5y MOI 10 (PFU/cell) durante dos horas
por triplicado. Transcurrido este tiempo, se retird el inoculo, se lavaron las células con PBS
1X y se adicion6 RPMI al 2% de FBS dejandose en incubacién 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 Triton 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 ndcleos; 1:10.000) por 45 minutos. Por dltimo, las células se lavaron tres veces con
PBS1X y se afiadid la soluciéon 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 1X83P2ZF) y analizar la Intensidad Media de Fluorescencia
empleando el software ImageJ.

5.6 Ensayos de inhibicion farmacologica

5.6.1 Ensayos de citotoxicidad con Imatinib

Para determinar las concentraciones no citotoxicas del inhibidor Imatinib en las células
HMEC-1, se llevd a cabo el ensayo del 3-(4,5-dimethylthiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio



(MTT). Brevemente, células HMEC-1 (6.0x10* células/pozo) se sembraron en platos de
cultivo de 96 pozos hasta la formacién de la monocapa celular. Luego, las células fueron
expuestas a diluciones seriadas 1:2 del inhibidor durante 24, 48 y 72 horas, empezando en
500uM hasta 1,96 uM. Transcurrido los tiempos respectivos, el inhibidor se retir0 y se afiadio
una solucion MTT (4 mg/mL), la cual se incubo por 2 horas a 37° C. Después, se adicion6
DMSO para disolver los cristales de formazan y se realizé la lectura de absorbancias en un
lector de Elisa (Microplate reader, BioRad). La lectura espectrofotométrica se llevé cabo a
570 nm para determinar la concentracion inhibitoria 50 (IC50), definida como concentracién
del inhibidor que inhibe el 50% del crecimiento celular. Los valores de IC se obtuvieron
mediante analisis de regresion lineal de curvas de concentracion generadas a partir de los
datos de absorbancia, con el software estadistico GraphPad Prism.

5.6.2 Ensayos de inhibicion en etapas iniciales y etapas post-
infectivas

Para determinar un posible efecto antiviral de Imatinib sobre la infeccion por DENV-2 en
células HMEC-1, se evaluo6 el efecto de Imatinib en etapas pre (entrada viral) y post-
infectivas, usando concentraciones inferiores a las IC50 determinadas previamente, 3,105uM
y 6,25uM. Para el ensayo de entrada viral, se le adicion0 la respectiva solucion de Imatinib
a la monocapa celular con un 80% de confluenciay se incub6 por 1 hora a 37°C en atmdsfera
de CO2 al 5%. Transcurrido este periodo, 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
retird el medio infeccioso, se realizd un lavado con PBS 1X y se adiciond6 RPMI al 2% de
FBS dejandose en incubacién por 72 horas a 37°C y CO2 al 5%. Los sobrenadantes fueron
colectados al cumplir el tiempo indicado y almacenados a -80°C hasta su titulacion.

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 retiro el
indculo y se lavo la monocapa con PBS 1X pre-calentado. Seguidamente, se adicionaron las
distintas concentraciones de Imatinib preparadas en RPMI al 2% de FBS y se incub6
nuevamente a 37°C y CO2 al 5% por 3 dias. Los sobrenadantes de ambos experimentos
fueron colectados al cumplir el tiempo indicado y almacenados a -80°C hasta su titulacion.

5.7 Silenciamiento génico de Abl1l mediante el uso de miRNAs
artificiales

5.7.1 Eficiencia de transfeccion y nivel de expresion de c-ABL

Para el desarrollo de los correspondientes ensayos, células HMEC-1 fueron transfectadas por
cuatriplicado usando una relacion 2:1 XtremeGENE™ HP Transfection Reagent-DNA, con
los plasmidos: i) pFBAAVMUGMIABL1 CMVeGFP SV40pA (contiene el amic-ABL) v ii)
pFBAAVmMUGmiScramble CMVeGFPSV40pA (control amiScramble), siguiendo las
recomendaciones del fabricante(107). Una vez terminado el proceso de transfeccion, las
células fueron incubadas a 37°C y CO2 al 5% durante 24, 48 y 72 horas.



Para la medicion de la eficiencia de transfeccion, se sembraron 18x10* células HMEC-1
sobre laminas cubreobjetos en RPMI suplementado al 10% de FBS. Al dia siguiente, se
observo que las células tuviesen una confluencia del 80% vy se realizaron las respectivas
transfecciones. Las células fueron fijadas a las 24, 48 y 72 horas post-transfeccion con 3,8%
PFA en CBS por 20 minutos, tratadas con NH4CI (50 mM) y blogueadas durante 1 hora con
5% Suero Fetal Bovino en PBS 1X, posteriormente, se incubaron con Hoescht 33258
(marcaje de nacleos; 1:10.000) por 45 minutos, se lavaron tres veces con PBS 1X y se
montaron en las ldminas portaobjetos. Se detecto el reportero GFP usando microscopia de
fluorescencia (microscopio Olympus 1X-81) y se realizé la captura (DS Camera DS-5M,
Nikon) de las imagenes a 20X. Posteriormente, para cuantificar el porcentaje de células
positivas para GFP se empled el software ImageJ.

La determinacion del nivel de expresion relativo de c-ABL se realiz6 a las 24, 48 y 72 horas
post-transfeccidn 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 (albimina 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 realiz6
el marcaje de tubulina (mouse anti-o/B-tubulina; 1:500) e IRDye 800CW (1:1000), usada
como proteina normalizadora. La deteccion se realizd6 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 expresion de fosfo CRK 11y
en la reorganizacion del citoesqueleto de actina

Con el objetivo de validar el silenciamiento de la proteina c-ABL bajo la accion de los
miRNAs artificiales empleados, se midi6 el nivel de expresion de un blanco celular directo
de la quinasa, CRK fosforilado a las 48 horas post-transfeccion por ICW. La monocapa
celular fue fijada (PFA 3,8% en CBS), permeabilizada (triton X-100), bloqueada (Albimina
sérica bovina al 2%), marcada para fosfo CRK (Rabbit Polyclonal phospho-Tyr221; 1:500),
para tubulina (mouse anti-a/p-tubulina; 1:500) y se revelaron mediante un anticuerpo en la
longitud del infra-rojo IRDye 800LT (1:1000). La deteccion se realizé con un Odyssey (LI-
COR Biosciences). Los resultados fueron normalizados y provienen de tres ensayos
independientes con cuatro réplicas cada uno.

La reorganizacion del citoesqueleto de actina se observd mediante microscopia de
fluorescencia (microscopio Olympus 1X-81) en el contexto de silenciamiento. Para ello, se
sembraron 18x10* células HMEC-1 sobre laminas cubreobjetos en RPMI suplementado al
10% de FBS. Al dia siguiente, se observo que las células tuviesen una confluencia del 80%
y se realizaron las respectivas transfecciones. Las células fueron fijadas a las 48 horas post-
transfeccion 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 nucleos (Hoescht 33258; 1:10.000) por 45 minutos, se lavaron tres veces
con PBS 1X y se montaron en las ldminas portaobjetos. Se realizo6 la captura (DS Camera
DS-5M, Nikon) de las imagenes a 60X.



5.8 Evaluacion del efecto de factores solubles liberados tras la
infeccion

5.8.1 Expresiony activacion de c-ABL

La determinacién del nivel de expresion relativo de c-ABL y fosfo CRK en las células
HMEC-1 bajo el tratamiento con medios condicionados provenientes de la infeccion por
DENV-2 se realiz6 por ICW. Para estos fines, se sembraron 18x10* 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-infeccion (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 6.0x10* células
HMEC-1 en platos de 96 pozos para ser tratadas con los medios condicionados colectados a
los diferentes tiempos post-infeccion 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 (albimina sérica bovina al 5%) y marcadas para c-ABL (anti c-ABL rabbit
polyclonal 1gG; 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). Asi mismo, se realiz6
el marcaje de tubulina (mouse anti-o/p-tubulina; 1:500) y CRK basal (mouse monoclonal
IgG; 1:500) que se reveld con el anticuerpo IRDye 800CW (1:1000). La deteccién se realiz6
con un Odyssey (LI-COR Biosciences). Los resultados fueron normalizados y provienen de
tres ensayos independientes, cada uno con cuatro réplicas.

5.8.2 Expresiony redistribucion de marcadores endoteliales-
mesenquimales

Para evidenciar los patrones subcelulares de las proteinas especificas endoteliales y de los
marcadores mesenquimales en las células HMEC-1 durante la exposicién a factores solubles
liberados tras la infeccion por DENV-2, se sembraron 18x10* células HMEC-1 en laminas
cubreobjetos y se dejaron durante 24 horas permitiendo su adherencia. Transcurrido este
tiempo, se trataron las células en cada condicion y se fijaron a las 48 horas post-tratamiento.
Posteriormente, se lavaron con PBS 1X tres veces por cinco minutos, se trataron con NH4ACL
(50 mM), se permeabilizaron con triton X-100 al 0,2% y se bloquearon los posibles sitios no
especificos de union 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 1gG;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 nucleos y actina.
Por ultimo, se lavaron tres veces con PBS 1X y se montaron en las laminas portaobjetos. Se
realizd la captura en un Microscopio Confocal de disco giratorio Olympus®IX-81 DSU
(objetivo de 40X) acoplado a una camara Nikon DS-L1.



5.8.3 Ensayos de migracion celular

Para determinar la dinamica celular en la eficiencia de migracién de las células HMEC-1 en
cada condicion de tratamiento, se sembraron 20x10* células en cajas petri (35mm) que tienen
incorporado en el fondo un cristal, lo cual, garantiza la correcta visualizacion y registro de
las células en el microscopio. Las células son incubadas por 2 dias hasta la formacion 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 infeccion (DENV2-CM) o del control (MOCK-CM) combinado con medio de registro,
en una proporcion 80/20 respectivamente. Ademas, un control del experimento (MOCK),
células tratadas con DENV2-CM e Imatinib 6,25uM vy 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 incubacién y
mezcla de gases Tokai-Hit Co® que regulan el microambiente del cultivo celular. Este cuenta
con un sistema de escaneado (PriorScientific) y de auntoenfoque (Laser Autofocus System)
automatizados, los cuales permiten el monitoreo de mdltiples puntos de registro
simultaneamente. Los fotogramas son capturados usando una camara ultrarefrigerada
OrcaR2CCD (Hamamatsu®) con multiplicador eléctrico, acoplada a los sistemas de
iluminacién con quemadores de arco de 150W constituidos por lamparas de mercurio-xenon
0 xendn (Olympus®-MT10 Sistema de Iluminacion). Las sefiales fotonicas emitidas por el
espécimen bioldgico son transducidas a ondas electromagnéticas y enviadas al dispositivo de
acoplamiento de carga (CCD), transmitido por una fibra ligera de 2m de cuarzo Unico al
Software Xcellence-Pro (Olympus®), el cual, permite descargar los datos resultantes en
formato de video (.AVI).

La depuracion y analisis a partir de los videos, consistio en extraer fotogramas usando el
programa de video de Windows media VLC, y posteriormente las imagenes fueron
segmentadas de manera semi-asistida usando el software BioEdIP, el cual, arroja el dato de
area sin células tanto en porcentaje como en nimero de pixeles. Los datos fueron expresados
como Porcentaje de area de la herida (%AH) en funcién del tiempo de registro, y como
Porcentaje de efectividad de reduccién de la herida (%Efectividad RH) en funcién de cada
condicidn, se evaluaron 12 fotogramas por video representativos de cada hora de registro.

5.9 Analisis estadisticos

Los valores de IC50 se calcularon usando el modelo de regresion lineal en el programa
GraphPad Prism. Para comparar los titulos virales (PFU/mL) y la IMF de los componentes
virales y endoteliales se empled la prueba T Student de datos no apareados. Los datos de
nivel de expresion de proteina obtenidos por In Cell Western se analizaron mediante la
prueba T de Student mdltiple. Por Gltimo, para evaluar si existian diferencias significativas
en el porcentaje de efectividad de reduccion de la herida (%EfectividadRH) y el porcentaje
de area de la herida (%AH) entre las condiciones, se aplico la prueba ANOVA de una viay
el test no paramétrico Kruskal-Wallis, respectivamente. Las comparaciones multiples entre
los grupos se llevaron a cabo por el test de Dunnett en el Software R.



6. RESULTADOS
6.1 Estandarizacion de la Multiplicidad de Infeccion

6.1.1 Infeccion de células HMEC-1 por DENV-2 a MOI 5y MOI
10 no muestra diferencias estadisticamente significativas.

La estandarizacion de la multiplicidad de infeccion (MOI) en las células HMEC-1 infectadas
con DENV-2 dio como resultado que no habia diferencias estadisticamente significativas en
la produccion de Unidades Formadoras de Placa (PFU/MI) 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 sefial 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. Infeccion de células HMEC-1 con DENV-2 a MOI 5y 10. (A) Replicacion viral
de DENV-2 en células HMEC-1. Cuantificacion de las Unidades Formadoras de Placas a
partir de la titulaciéon en células BHK21 de los sobrenadantes obtenidos a 24, 48, 72, 96 y
120 horas post-infeccion en las células HMEC-1. (B) Intensidad Media de Fluorescencia de
la proteina de la envoltura viral de DENV-2 en células HMEC-1. Se muestra la sefial de
intensidad media de fluorescencia en células HMEC-1 infectadas con DENV-2 a MOI 5 y
10. La IMF se cuantific empleando el software ImageJ. Las barras representan la desviacion
estandar 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 inhibicion farmacologica



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 realizd el ensayo de viabilidad celular MTT con el fin de determinar la
concentracion inhibitoria (IC50) de Imatinib en las células HMEC-1. Para ello, se incubaron
las células con diluciones seriadas del inhibidor desde 500uM hasta 1.96uM por 24 y 48
horas (Figura 7A y B). Los ensayos de viabilidad celular muestran que se necesitan
concentraciones superiores a 502 y 346 uM para lograr un efecto citotoxico 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 uM. Los valores de IC50, p value, y R se calcularon usando el
modelo de regresion lineal en el Software GraphPad Prism.

Posteriormente, se procedio a evaluar la posible participacidn de la quinasa c-ABL en etapas
iniciales de la infeccién (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 funcion
inhibitoria de dicha molécula y no a un posible efecto citotoxico en la linea celular HMEC-
1. Los resultados muestran que el pretratamiento con el inhibidor farmacol6gico Imatinib a
3,105uM y 6,25uM reduce significativamente el titulo viral (Figura 8A), de manera similar,
cuando las células fueron tratadas con Imatinib después de la infeccion por DENV-2 se
obtuvo una disminucion consistente en el titulo viral (Figura 8B), siendo 6,25uM la
concentracion con mayor efecto antiviral tanto en pretratamiento como en post-tratamiento.
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Figura 8. Actividad antiviral del inhibidor farmacolégico Imatinib en células HMEC-1
durante la infeccion 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-infeccion. (B) Post-tratamiento de las células HMEC-1 con
Imatinib, previamente infectadas, el tratamiento durd hasta la recoleccién de los
sobrenadantes a las 72 horas post-infeccion. El titulo viral se cuantifico por medio del ensayo
de formacion de placa en células BHK-21. Las barras representan la desviacion estandar 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 Abll mediante el uso de miRNAs
artificiales

6.3.1 Disminucion en la expresion de la quinasa c-ABL y la
fosforilacién de CRK 11 en las células HMEC-1.

Para evaluar de manera especifica la participacion de la quinasa celular ABL en los cambios
fenotipicos ocasionados por DENV-2 en la linea celular endotelial HMEC-1, se implemento
la estrategia de microRNAs artificiales (amiRNASs). Para ello, se utilizé un plasmido que
contenia el cassette de expresion tanto del amiRNA dirigido al gen ABL1 (gen que codifica
para la proteina c-ABL) como del reportero GFP, bajo el promotor murino U6
(pPFBAAVMUGBMIABL1-CMVeGFPSV40pA). Este amic-ABL fue seleccionado de un pool
de oligos que cumplian con las caracteristicas esenciales para llevar a cabo el silenciamiento.
Asimismo, se usO la version Scramble (pFBAAVMUG6mMiScramble-CMVeGFPSV40pA)



como control.

Inicialmente se observo la expresion del gen reportero GFP en las células HMEC-1 a las 24,
48 y 72 horas post-transfeccion. La mayor eficiencia de transfeccion se identifico a las 48
horas post-transfeccion para ambos plasmidos: amic-ABL y amiScr, con un porcentaje de
transfeccion superior al 90% (Figura 9B). Estos resultados sugieren que casi toda la
poblacion celular llevo a cabo la transcripcion de ambos pldsmidos: amic-ABL y amiScr.

Seguido, se procedié a verificar la expresion relativa de la proteina c-ABL bajo la accién de
los amiRNAs. Como se esperaba, hubo una disminucién en la expresion relativa de la
proteina cuando las células fueron transfectadas con amic-ABL en comparacion con amiScr,
ademas, esta reduccion fue significativa a las 48 horas post-transfeccion (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 proteina c-ABL.
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Figura 9. Disminucion de c-ABL y fosfo CRK Il por la accion del silenciamiento
mediado por amiRNAs. (A) Flujograma metodologia empleada. (B) Eficiencia de
transfeccion detectada por expresion del gen reportero GFP. Células HMEC-1 fueron
transfectadas con amic-ABL y amiScr, se observo la expresion de GFP a las 24, 48 'y 72 horas
post-transfeccidén por microscopia de fluorescencia (20X). Las imagenes obtenidas fueron
analizadas por medio del Software ImageJ, obteniendo el nimero de células positivas para
GFP sobre el total de nucleos. (C) Expresion 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-transfeccién. La medicion se realizé por In Cell Western (ICW). (D) Expresion relativa
del blanco celular CRK 1l fosforilado de la quinasa c-ABL. Las células HMEC-1 fueron
transfectadas con amic-ABL y amiScr, fijadas a las 48 horas post-transfeccidn, tiempo donde
se obtuvo mayor silenciamiento de c-ABL bajo la accion de amic-ABL. La medicion de fosfo
CRK Il se realizd6 por ICW. Las barras representan la desviacion estandar 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 consistio en validar los hallazgos previamente descritos. Para esto, se midi6
la expresion del blanco celular directo fosfo CRK 11 de la quinasa c-ABL en el punto temporal
donde hubo mayor silenciamiento, esto es, a las 48 horas post-transfeccion. Los resultados
sefialan que bajo la accion de amic-ABL, hay una reduccion significativa en la expresion del
blanco celular CRK Il fosforilado (Figura 9D), reflejando la disminucidon en la actividad
celular de la quinasa c-ABL cuando estuvo silenciada.

6.3.2 Reorganizacion del citoesqueleto de Actina bajo el
silenciamiento génico de c-ABL.

De manera adicional a los resultados previos, el silenciamiento génico indujo una
reorganizacion en el citoesqueleto de actina, observandose una disminucion en la aparicion
de fibras de tension en el citosol en las células endoteliales para amic-ABL, en comparacion
con el control no transfectado y amiScr (Figura 10).
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Figura 10. Reorganizacion 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 tensién del citoesqueleto de actina (en rojo) en el control y en amiScr,
en contraste, células transfectadas con amic-ABL sufren redistribucion del citoesqueleto de
actina denotandose pérdida de las fibras de tension y mayor presencia de actina cortical.
Expresion del gen reportero GFP (en verde) para células transfectadas.

6.4 Evaluacion del efecto de factores solubles liberados tras la
infeccion por DENV-2

6.4.1 Factores solubles liberados tras la infeccion por DENV-2 en
celulas HMEC-1 incrementan la expresion de la quinasa c-
ABL vy su blanco celular CRK 11 fosforilado, sugiriendo su
activacion.



Teniendo en cuenta que la quinasa celular ABL participa en la regulacion de las uniones
adherentes en las células endoteliales, las cuales, se ven interrumpidas bajo las etapas mas
severas del dengue presentdndose extravasacion del plasma, se evaluo la posibilidad de que
factores solubles liberados tras la infeccion por DENV-2 promovieran su activacion. Para
ello, se midi6 la expresion relativa de la proteina c-ABL y CRK Il fosforilado en células
HMEC-1 tratadas con medios condicionados colectados a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas post-
infeccion. Los medios condicionados provenientes de la infeccion por DENV-2 fueron
expuestos a luz UV para inactivar los viriones alli presentes y de esta manera, atribuir el
efecto a los factores solubles y no a posibles efectos citopéaticos derivados de la infeccion.
Los hallazgos revelan que, los medios condicionados liberados tras la infeccion por DENV-
2 (DENV2-CM) a 24, 48, 72, 96 y 120 horas incrementan significativamente la expresion
relativa de la quinasa c-ABL, en comparacion con medios condicionados provenientes del
control no infectado (MOCK-CM) (Figura 11A). A su vez, se encontrd un aumento
significativo en la expresion de CRK 1l fosforilado cuando las células fueron tratadas con
factores solubles liberados por DENV-2 (Figura 11B), esto concuerda con la mayor
expresion de la quinasa c-ABL previamente reportada en estos puntos temporales y sugieren
que la secrecion de factores solubles por las células endoteliales durante la infeccion con
dengue promueve su activacion.
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Figura 11. Infeccion por DENV-2 en células HMEC-1 induce la liberacion de factores
solubles que promueven la actividad de c-ABL. (A) Expresion relativa de la quinasa c-
ABL y (B) fosfo CRK Il en células HMEC-1 expuestas a medios condicionados provenientes
de la infeccion por DENV-2. Se obtuvieron medios condicionados a las 24, 48, 72,96 y 120
horas post-infeccion (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 cuantifico
la expresion mediante ICW. Las barras representan la desviacion estandar de tres
experimentos independientes realizados por cuatriplicado. El valor de p fue determinado por
la prueba T Student Mdltiple. (***): P < 0,001; (**): P <0,01; (*): P <0,05.

6.4.2 Disminucion en la expresion de VE-Cadherinay ZO-1y
aumento de marcadores mesenquimales durante la
exposicion a factores solubles liberados tras la infeccion por
DENV-2 en las células HMEC-1.

Para determinar posibles variaciones fenotipicas inducidas por los factores celulares
liberados tras la infeccion por DENV-2 en las células HMEC-1, se midio la expresion de
proteinas especificas 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 microscopia de fluorescencia cuantitativa. Las células HMEC-1
fueron tratadas con los medios condicionados provenientes del control no infectado (MOCK-
CM), de la infeccion (DENV2-CM) y de la infeccion mas Imatinib (Imatinib+DENV2-CM).
Los hallazgos denotan una dréstica reduccion en la expresion de VE-Cadherina y ZO-1 bajo
el tratamiento con DENV2-CM (Figura 12E-F). Asimismo, se observa disminucion de VE-
Cadherina'y ZO-1 en el borde celular con aparicion de brechas intercelulares en la monocapa
(Figura 12A y D). Este efecto fue revertido bajo el tratamiento con el Inhibidor Imatinib,
restaurandose la expresion de VE-Cadherina y ZO-1 (Figura 12E-F) y observandose el
patrén de distribucion normal en la periferia celular (Figura 12A y D). Estas proteinas son
de sustancial importancia para la conformacion de la barrera endotelial y las uniones célula-



célula, proporcionando adhesion y estabilidad en los contactos intercelulares manteniendo la
morfologia caracteristica endotelial.

Por otra parte, los factores solubles derivados de la infeccion incrementaron
significativamente la expresion de reconocidos marcadores mesenquimales como lo son N-
Cadherina y Vimentina (Figura 12 B-C, G-H). Ademas, el tratamiento con DENV2-
CM-+Imatinib redujo la expresion exacerbada de N-Cadherina y Vimentina inducida por los
los medios condicionados colectados tras la infeccion por DENV-2 (Figura 12G-H). No se
encontraron cambios apreciables en la remodelacion del citoesqueleto de actina bajo estas
condiciones en comparacion con el control (Figura 12A-D) Estos cambios fenotipicos
demarcados por la alternancia en la expresion de proteinas especificas endoteliales y de
marcadores mesenquimales en las células endoteliales reflejan una interrupcion de las
uniones intercelulares asociada al incremento de la permeabilidad vascular inducido por los
componentes celulares y virales secretados tras la infeccién por DENV-2.
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Figura 12. Disminucion en la expresion de VE-Cadherina 'y ZO-1 e incremento de N-
Cadherina y Vimentina en las células HMEC-1 por factores solubles liberados tras la
infeccion por DENV-2. (A-D) Imé&genes representativas por microscopia de fluorescencia
cuantitativa en células HMEC-1 tratadas con medios condicionados colectados del control
no infectado (MOCK-CM), de la infeccion por DENV-2 (DENV2-CM) y de la infeccién por
DENV-2 més Imatinib (Imatinio+DENV2-CM). Las células se tifieron para Actina con
faloidina594 (en rojo), Nucleos 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 cuantifico empleando el software ImagelJ. Las barras representan la
desviacion estandar 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 migracion celular bajo el tratamiento
con factores solubles liberados tras la infeccion por DENV-
2 es inhibido durante el silenciamiento de c-ABL.

Para evaluar el efecto de los factores solubles producidos en respuesta a la infeccion por
DENV-2 en la actividad migratoria de las células endoteliales y posibles cambios fenotipicos
asociados a la activacion de la quinasa celular ABL, se empleé 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 infeccion con
DENV-2 (DENV2-CM), de la infeccion con DENV-2 mas Imatinib como inhibidor
farmacologico de la quinasa c-ABL (Imatinib+DENV2-CM), de la infeccion mas el control



de transfeccion Scramble (amiScr+DENV2-CM) y de la infeccién por DENV-2 maés el
silenciamiento especifico de c-ABL (amic-ABL+DENV2-CM), realizdndose un registro
durante 12 horas. Al observar el comportamiento celular en las diferentes condiciones de
tratamiento, se encontré que hay una tendencia de sellamiento de la herida mayor en las
celulas endoteliales expuestas a los medios condicionados colectados tras la infeccion por
DENV-2 en células HMEC-1 en comparacion con el control (Figura 13A). Ademas, este
efecto de los factores solubles liberados tras la infeccion por DENV-2 en la migracion 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
(Figurasl13A).

Estas observaciones son consistentes con los resultados obtenidos al cuantificar la efectividad
de la reduccion de la herida para las células tratadas con los medios condicionados
provenientes de la infeccion por DENV-2, donde se evidencia un mayor porcentaje en la
efectividad de la reduccion la herida dado el incremento en la migracion celular endotelial
en comparacion con el control (Figura 13B). A su vez, esta efectividad se reduce
significativamente al silenciarse génicamente y/o inhibirse farmacol6gicamente la proteina
c-ABL, anulando el efecto de los factores solubles liberados tras la infeccion por DENV-2
(Figura 13B). Estos hallazgos sugieren que el potencial migratorio inducido por los factores
solubles liberados tras la infeccion implica una cascada de sefializacion que involucra a la
quinasa c-ABL. Ademas, el porcentaje de area de la herida en funcion del tiempo para cada
condicion contemplada en este experimento, muestra diferencias estadisticamente
significativas entre el porcentaje de area 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 hipdtesis de que los factores solubles liberados tras la infeccion por DENV-2
favorecen la dindmica en el sellamiento de la herida celular mediante la activacion de c-ABL.
Este incremento en la migracion celular denotada por medio de esta técnica son compatibles
con una posible Transicién endotelio-mesénquima, donde se ha reportado que las células
desestabilizan temporalmente las uniones intercelulares para migrar de manera direccional
por estimulos extracelulares(108).
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Figura 13. Factores solubles liberados tras la infecciébn por DENV-2 inducen la
migracion de células endoteliales mediante c-ABL. (A) Fotogramas representativos por
condicion 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 imégenes por el
Software BioEdIP, el cual, delimita el area sin células (en rojo). (B) Efectividad en la
reduccion de la herida por condicion. Se midio la diferencia entre el %AH inicial-%AH final
para determinar la efectividad en la reduccién de la herida por condicion. (C) Porcentaje del
area de la herida (%AH) en funcién del tiempo en las células HMEC-1 por tratamiento. Las
barras representan la desviacion estandar de tres experimentos independientes. El valor de p
fue determinado por la prueba ANOVA de una via para la Efectividad RH (%) y Kruskal
Wallis para %AH en el Software R. (***): P < 0,001; (**): P <0,01; (*): P <0,05.



7. DISCUSION

La infeccion por DENV sigue siendo un foco de atencion primario debido a su alta
prevalencia, rapida expansion global, severas complicaciones y a la ausencia de un
tratamiento eficaz contra la enfermedad. Los estudios concluyen una pobre eficacia y baja
proteccion 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 seleccion 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 presién 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
podrian proporcionar actividad antiviral de amplio espectro(110). En esta linea, buscar
blancos terapéuticos celulares subvertidos por el virus seria una herramienta novedosa para
contrarrestar la diversidad de sintomas provocados por la infeccion e incluso, el
reposicionamiento de farmacos ya aprobados por la FDA que blogueen las mismas moléculas
0 proteinas activas durante la infeccion presentaria ventajas econdmicas y menor cantidad de
tiempo para su implementacion.

En la fase critica de la infeccion por DENV se presenta un incremento incontrolado de la
permeabilidad vascular con hemorragias y falla multiorganica que puede conllevar hasta la
muerte. Esta fase suele cursar en el periodo de defervescencia o aclaramiento de la infeccion
cuando la carga viral estd en caida. Por tanto, diversos estudios han establecido que la
infeccion no seria directamente responsable de la disfuncidn endotelial que se manifiesta
clinicamente a pesar de una respuesta inmune innata robusta(111). En este sentido, se ha
asociado la infeccion por DENV vy la aparicion del dengue grave en humanos con una
secrecion 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 desestabilizacion de la
barrera endotelial, por donde ocurre la fuga vascular(7,98,112).

En esta investigacion, el enfoque se direccion6 en dilucidar el papel de los factores solubles
liberados tras la infeccion en la disfuncion endotelial ocasionada por dengue en los casos mas
severos, por consiguiente, células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC-1)
fueron infectadas de manera sincronizada por DENV-2, obteniéndose una infeccion
productiva de las mismas (Figura 6), lo que se traduce en produccién de viriones titulables.
La presencia de receptores que permitan la entrada viral como la proteina integrina a5p3 en
las células endoteliales y los resultados de PFU/mL insintan permisividad en la infeccion
por DENV-2 de las celulas HMEC-1(7,113). La infeccion fue similar a las dos MOI
evaluadas MOI:5 y MOI:10, sugiriendo una capacidad maxima de produccién de progenie
viral y de infeccion 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-gPCR y microscopia 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 union a receptores de Poliomavirus(114), Coxsackievirus(115),
HIV(116), liberacion de viriones por el virus Vaccinia(117) y en etapas post-infectivas de
DENV-2(18). Aqui, se considerd el efecto de su inhibicion farmacoldgica mediada por
Imatinib en la infeccion por DENV-2 en células HMEC-1, hallandose una reduccion
significativa de las PFU/ml (Figura 8) en etapas iniciales de la infeccidn (entrada viral) y en
etapas post-infectivas (liberacion progenie viral). Esta inhibicion en el proceso infeccioso por
Imatinib puede deberse al blogueo directo o indirecto de c-ABL, puesto que Imatinib no actta
de manera especifica sobre c-ABL, existen otras quinasas que son inhibidas como Arg, c-
KIT, PDGFR, entre otras(84). No obstante, se ha reportado que la linea celular HMEC-1 no
expresa niveles relevantes de PDGF sin estimulos externos(118), por tanto, la inhibicion del
receptor no tendria efectos importantes a nivel celular In Vitro. Ademas, la infeccion por
DENV In Vivo muestra una regulacion negativa de esta proteina(119). Asimismo, aunque c-
KIT puede expresarse en células endoteliales, su funcion podria estar asociada a vias de
proliferacion (JAK2/STATS), de supervivencia celular (PISBK/AKT/mTOR) y a la activacion
de quinasas Scr que, corriente abajo activan c-ABL evidenciado por aumento en la
fosforilacion de CRK(120). Esto puede estar sugiriendo que la actividad inhibitoria de
Imatinib sobre la infeccion por DENV, puede estar asociada directamente a la inhibicion de
c-ABL o0 de manera indirecta via inhibicion c-KIT.

De manera adicional, para la entrada del genoma viral y la liberacién de viriones es clave la
remodelacion del citoesqueleto de actina(113). Previamente, se ha podido observar la
polimerizacion y despolimerizacion de los filamentos de actina en tiempos tempranos de la
infeccion con DENV-2 por microscopia de fluorescencia. A su vez, el tratamiento con
inhibidores de la polimerizaciéon de actina como citocalasina D reduce la entrada viral e
inhibe la liberacion de nueva progenie viral(121). En estas etapas, la inhibicién de proteinas
involucradas en la regulacién de la dindmica de actina como c-ABL podria ser el mecanismo
por el cual se produce un efecto antiviral (Figura 8), bloqueando vias compartidas en la
replicacion viral como lo demuestra Clark y cols, donde la inhibicion de c-ABL por accion
de GNF-2 interfiere con la eficiencia de la replicacion viral(18). En congruencia, se apunta a
c-ABL como posible blanco celular para controlar la infeccion por DENV.

c-ABL tiene un rol central en diversos procesos celulares como la remodelacion del
citoesqueleto de actina(122), morfogénesis y migracion celular por medio de la formacion 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 transfeccion con miRNAs artificiales
(amic-ABL) condujo a una redistribucion del citoesqueleto de actina donde se aprecia una
disminucion en las fibras de tension que aparecen notablemente en el control y en el control
de transfeccion 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 especifico de esta estructura.



En paralelo, c-ABL est4 implicada en la regulacion de las uniones adherentes en las células
endoteliales que bajo un incremento de la concentracion citosélica de Ca?* conlleva a la
desestabilizacién de VE-Cadherina en las uniones adherentes(12). Este fendmeno esta
impulsado por la estimulacion 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 infeccion por DENV-2 en las células
HMEC-1 aumenta la expresion de c-ABL y promueve su activacion (Figura 11). Dicha
afirmacion se sustenta al observar el incremento significativo en la expresion del blanco
celular directo de la quinasa c-ABL, CRK I fosforilado. Este hallazgo abre la posibilidad a
un namero importante de vias de sefializacién y procesos celulares promovidos por los
factores solubles derivados de la infeccion por DENV-2 en células endoteliales. La proteina
adaptadora CRKI|I participa en procesos como la proliferacion, adhesién y migracion celular,
donde se ha descrito su interaccion con c-ABL para la formacion de adhesiones focales y
proyecciones membranales(124).

Los resultados hasta ahora obtenidos indican una posible interrupcion de la homeostasis
celular durante la estimulacion con los factores celulares derivados de la infeccion por
DENV-2 en las células endoteliales. Eso es comprobado con los ensayos de microscopia de
fluorescencia cuantitativa donde proteinas especificas endoteliales pertenecientes la
arquitectura de las uniones intercelulares sufren una regulacion negativa bajo la exposicién
a los medios condicionados colectados tras la infeccion, VE-Cadherinay 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 fosforilacion e internalizacion de VE-
Cadherina en células HMEC-1(63). Ademas, recientemente se detallé un mecanismo distinto
por el cual DENV-2 induce fuga vascular, promoviendo la secrecion de metaloproteinasa-9
de la matriz (MMP-9) via activacion del factor nuclear kB (NF-Kb) y degradacion de
importantes proteinas de uniones estrechas mediante la interaccion con Z01/2(125). Sin
embargo, una asociacién entre los factores solubles liberados durante la infeccion y la
expresion de proteinas de uniones estrechas en HMEC-1 no se habia descrito antes.

Mas aun, la tincion de marcadores indicativos de un fenotipo mesenquimal N-Cadherina y
Vimentina incrementaron su expresion en las células HMEC-1 cuando fueron expuestas a los
factores solubles provenientes de la infeccion 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 expresion y funcion difieren de una célula mesenquimal. Mientras
gue en una célula endotelial su presencia esta vinculada al mantenimiento y soporte de la
forma celular, en células mesenquimales moviles se expresa abundantemente y participa en
la remodelacion del citoesqueleto altamente dindmico. Se ha observado, por ejemplo, que su
silenciamiento en miofibloblastos impide las propiedades de migracion caracteristicas de esta
linea 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 proliferacion y
diferenciacion de las células progenitoras neuronales, el “switch” o intercambio de E-
cadherina por N-Cadherina esta fuertemente asociado con incremento en patrones
migratorios e invasivos, incluso detectados en cancer y metastasis(16,127). Por tanto, la
presencia de estos marcadores mesenquimales es sugestiva de un posible evento de
Transicién Endotelio-Mesénquima compatible con la disfuncion endotelial presentada por
DENYV e inducida por los factores celulares secretados bajo la infeccion.



Aunque Imatinib inhibidor selectivo de c-ABL previno estos efectos potenciados por los
medios condicionados derivados de la infeccion (Figura 12), ain no se puede asegurar la
implicacion de c-ABL en la pérdida de las uniones adherentes y estrechas y en la induccion
de un fenotipo mesenquimal mediada especificamente por los factores celulares provenientes
de la infeccion. Es necesario abordar la estrategia de inhibicion especifica con GNF-2, por
ejemplo, o silenciamiento génico de la proteina para validar su participacion.

Las células endoteliales sometidas a un evento de transdiferenciacion celular como la EndMT
involucran la pérdida de adhesion celular y reorganizacion del citoesqueleto, lo cual, se
refleja en una morfologia 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 migracion celular potenciada
por los factores solubles producidos por las células HMEC-1 infectadas con DENV-2
(Figura 13). Esto es consistente con los analisis ejecutados por Alvarez y cols, donde en una
ventana temporal de 6 horas obtuvieron resultados similares en el incremento de migracion
celular endotelial promovida por medios condicionados colectados de HMEC-1 infectadas
por DENV-2(7). Esta actividad migratoria fue restituida cuando se inhibié con Imatinib y se
silenci6 especificamente la quinasa c-ABL, denotando el requerimiento de esta proteina para
generar el incremento en la motilidad celular ejercida por los factores celulares de la
infeccion por DENV-2 (Figura 13). Previamente, ha sido documentado el papel
determinante de la quinasa c-ABL para la migracion celular e incluso para la formacion de
nuevas redes capilares en la angiogénesis tumoral, el tratamiento con Imatinib redujo la
migracion celular, la expresion ectopica de c-ABL mejor6 la respuesta angiogénica y la
generacion de un mutante de la quinasa aboli6 la angiogénesis inducida por FGF(128). En
concordancia con nuestros resultados, c-ABL aparece como un factor clave que media
procesos de migracion 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 fijacion de las células y el
marcaje de las proteinas respectivas por microscopia de fluorescencia, se obtuvieron
hallazgos que sugieren un cambio fenotipico celular presentado por las células endoteliales
y en el avance de la comprension global del fendmeno 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
relacién entre la disfuncidn endotelial presentada por DENV en los casos mas graves y una
EndMT.



Phenotype changes

Figura 14. Esquema ilustrativo general del mecanismo propuesto. Factores solubles
producidos durante la infeccion por DENV-2 inducen cambios fenotipicos en células
endoteliales, asociados a la activacion de la quinasa c-ABL. Esto se refleja por un aumento
en la actividad migratoria de las células endoteliales y pérdida en la expresion de proteinas
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 liberacion viral.

Las células HMEC-1 se transfectan correctamente con los microRNAs artificiales
empleados y estos logran silenciar eficientemente la proteina c-ABL. Este
silenciamiento se validé mediante la disminucién en la expresion del blanco celular
CRK 11 fosforilado de la quinasa c-ABL, ademaés, se logra evidenciar reduccion en la
formacion de las fibras de tension en las células silenciadas para c-ABL.

Los factores solubles producidos por las células HMEC-1 infectadas con DENV-2
incrementan la expresion de la quinasa c-ABL y su blanco celular fosforilado CRK
I1, sugiriendo su activacion.

Los datos obtenidos empleando la técnica de microscopia de fluorescencia
cuantitativa indican una alteracion en la expresion de proteinas presentes en las
uniones intercelulares, VE-Cadherina, ZO-1 y N-Cadherina y un incremento
concomitante de Vimentina, sugiriendo un posible cambio fenotipico celular.

Las células HMEC-1 incrementan su actividad migratoria al ser expuestas a factores
solubles liberados tras la infeccion por DENV-2 mediante c-ABL, demostrando
cambios celulares de caracter migratorio.

Se establece la posibilidad de que DENV-2 puede estar induciendo un fenémeno de
plasticidad celular mediante la liberacion de factores solubles que promueven
cambios fenotipicos endoteliales asociados a la EndMT.



9. PERSPECTIVAS

Estudiar funcionalmente el comportamiento de las células endoteliales bajo la
exposicion a los medios condicionados colectados tras la infeccion mediante un
ensayo de Resistencia Eléctrica Transendotelial (TEER). Esto permitiria corroborar
la participacion de la proteina c-ABL en la disfuncion endotelial ocasionada por los
factores celulares derivados de la infeccion por DENV.

Evaluar los patrones de expresion y las redes moleculares implicadas en la EndMT
mediante Transcriptomica en las células endoteliales tratadas con los factores
solubles liberados tras la infeccion por DENV-2.

Comprobar funcionalmente por medio de ensayos clinicos la viabilidad del
tratamiento con Imatinib y/o Knockdown de c-ABL para la disfuncion endotelial
producida por DENV.
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