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RESUMEN

El dengue es la enfermedad viral transmitida por artropodos de mayor impacto en
salud publica. La OMS reporta alrededor de 50 a 100 millones de casos
anualmente, de estos 500,000 son casos severos que requieren hospitalizacion y

se estima un porcentaje de mortalidad del 5% principalmente en nifios.

Los virus como parasitos intracelulares obligados necesitan la maquinaria de su
célula huésped para su replicacion, por lo que han desarrollado diversas
estrategias de control y/o evasion de la respuesta celular. Asi también, se conoce
que las células estan expuestas a diversas condiciones de estrés incluidas las
infecciones virales, donde las proteinas son las efectoras de la respuesta celular, y
uno de los principales mecanismos de regulacion de su actividad es la

fosforilacion.

La investigacion protedmica nos permite entender un sistema biolégico, mediante
el estudio global de proteinas y/o sus modificaciones post-traduccionales. Se
conoce que los monocitos/macréfagos son los principales blancos de infeccién del
virus dengue en humanos Yy son responsables de la diseminacién del virus
después de la transmision. Dado lo anterior, en este trabajo, se realizé la
identificacion del fosfoproteoma de células monociticas THP-1 infectadas con el
virus dengue serotipo 2. Nuestros resultados muestran 45 proteinas que cambian
su nivel de fosforilacién en respuesta a la infeccion, de éstas, 41 disminuyen su

fosforilacién y 4 la aumentan.



INTRODUCCION

Las enfermedades virales emergentes causadas por flavivirus constituyen un
importante problema de salud publica a nivel mundial, debido a su rapida
diseminacion dependiente de vectores artropodos y a su gran impacto
socioecondémico. Los flavivirus son un género de virus de RNA pertenecientes a la
familia Flaviviridae, este grupo de virus incluye al virus de la Fiebre amarilla, al
virus dengue (DV), al Virus del Oeste del Nilo y al virus de la encefalitis Japonesa.
De estos, el virus dengue se considera como el arbovirus de mayor importancia a

nivel salud y de mayor diseminacion en el planeta.

Se estima que dos quintas partes de la poblacion humana viven en riesgo de
infeccion, principalmente en las areas tropicales y sub-tropicales. Los DV circulan
en la naturaleza como una poblacion de cuatro diferentes serotipos (DV1-4), cada
uno con multiples genotipos y variantes. Los DV son transmitidos al hombre
mediante la picadura de las hembras de mosquitos del género Aedes,
principalmente A. aegypti y A. albopictus, infectados con alguno de estos

serotipos™?

El tropismo celular del DV es amplio, estda adaptado a desarrollarse en dos
hospederos filogenéticamente diferentes, el hombre y los mosquitos del género
Aedes. El blanco principal de la infeccion del DV en humanos son células
dendriticas, monocitos y macréfagos®* ademas de células de higado, pulmoén,

nédulos linfaticos, timo, cerebro y piel. >%78



La replicacién del DV puede autolimitarse de manera efectiva, después de un
corto periodo de viremia en la mayoria de los individuos. Sin embargo, no se
conocen del todo, qué factores del huésped inducidos por la infeccion estan
involucrados en la regulacion de la replicacion viral. Asi también, no es claro, que
factores contribuyen a la patogénesis y a la progresién de la enfermedad. Se
piensa, que la gravedad de la enfermedad es determinada por las interacciones
entre el virus, la respuesta inmune y factores genéticos del hospedero, que
incluyen magnitud y duracion de la replicacion viral, expresién de citocinas
(especialmente Tumor Necrosis Factor-TNF), al igual que activacion y proliferaciéon

de células que participan en la respuesta inmune®.

La fiebre por dengue (FD) es una enfermedad multifactorial compleja que involucra
diversos procesos bioldgicos, y es determinada por una serie de interacciones
entre el virus, la respuesta inmune y otros factores genéticos del hospedero. No
existe consenso sobre el mecanismo por el cual, la infeccion del hombre con el
virus dengue causa Fiebre hemorragica por dengue (FHD)/Sindrome de choque
por dengue (SCD). La ausencia de un modelo animal de estudio particularmente
de las formas graves de la enfermedad ha limitado el conocimiento de la

fisiopatologia de la infeccion por dengue.

Para tratar de entender la interaccidén del virus dengue con su célula hospedera,
en este trabajo, se usaron metodologias al estado del arte de la investigacién
protedmica, para evaluar cambios en el estado de fosforilacion de las proteinas

celulares de los monocitos infectados y no infectados con el virus dengue 2.
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ANTECEDENTES

Epidemiologia del dengue

Hasta el siglo XIX la FD fue considerada como una enfermedad esporadica, sin
embargo, hoy en dia es la enfermedad viral transmitida por mosquitos vectores
mas importante en el mundo. La OMS estima mas de 50 millones de infecciones
con DV a nivel mundial, con 500, 000 casos de FDH y 22,000 muertes,
principalmente en nifios. La FD y FHD estan presentes en areas urbanas y

suburbanas de las regiones tropicales del mundo®®

Countries /areas at risk of dengue transmission, 2006

Jan. isoth.

10.C

@ Hawaii

! @ Madagascar - La Reunion

@ Geographic extension of dengue, 2000-2006

Risk of dengue transmission 0 1625 3250 6,500 Kiometers

Figura 1. Areas en riesgo de transmisién. Las regiones tropicales son las zonas con
mayor riesgo de transmisién debido a una mayor presencia del vector en estas areas.
Fuente: Organizacién Mundial de la Salud 2006™
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La combinacion de factores tales como un rapido crecimiento poblacional,
migracion, infraestructura urbana inadecuada, incremento en el volumen de
basura, asi como contenedores de plastico y otros articulos abandonados proveen
habitats para el desarrollo de las larvas de A. aegypti en areas urbanas,
produciendo asi condiciones epidemioldgicas en paises en vias de desarrollo, en

trépicos y subtrépicos que favorecen la transmisién viral por el vector'. (Figura 1)

La Organizacion Panamericana de la Salud reporta que México ocupa el cuarto
lugar en incidencia en América®?, por su parte el Centro Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica y Control de Enfermedades durante el 2011 reporté 10,970 casos
de fiebre por dengue y 4608 casos de fiebre hemorragica por dengue con un total
de 36 defunciones, lo que representa una letalidad de 0.78 por cada 100

habitantes.'®

Cuadro clinico

La infeccion del hombre con el virus dengue puede cursar en forma asintomatica o

expresarse en un amplio espectro de manifestaciones clinicas

Después de un periodo de incubacion de 2 a 7 dias en general el paciente suele
experimentar fiebre de comienzo brusco, cefalea, dolor retro orbitario, dolores de
espalda, ademas de mialgias intensas. Durante el primer dia de aparicion de los
sintomas suele haber un exantema maculopapuloso, asi como adenopatias,
vesiculas en el paladar e inyeccion conjuntival. La enfermedad puede durar una
semana y habitualmente existen otros sintomas, como anorexia, nauseas o

vomitos, e intensa hipersensibilidad cutanea'®.
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La FHD y SCD son las formas mas graves de la enfermedad. Estas tienen como
caracteristica el aumento de la permeabilidad vascular que puede llevar a una

hemoconcentracién y choque hipovolémico ™.

La FHD se diagnostica detectando la tendencia hemorragica o la existencia de
hemorragias manifiestas®, sin que haya procesos subyacentes. EI SCD es mucho
mas grave, y es el resultado del aumento de la permeabilidad vascular que
provoca el choque. En FHD y SCD se presenta agitacién, letargo, trombocitopenia
y hemoconcentracion, 2 a 5 dias después del comienzo tipico de la fiebre del
dengue. En los casos mas graves es evidente un shock manifiesto, con baja
presion arterial, cianosis, hepatomegalia, derrames pleurales, ascitis, equimosis y

hemorragias digestivas'®.

El tratamiento clinico de las infecciones por DV es sintomatico y de soporte, no
existe ninguna vacuna aceptada, ni una terapia antiviral especifica para prevenir o

contrarrestar la infeccion®®.

El virus dengue

Durante la infeccién de los virus a su célula hospedera, ocurren una serie de
eventos que los virélogos han denominado “ciclo de replicacion”. Este involucra, la
unién-entrada del virus a la célula, la replicacibn de su genoma, la sintesis y
modificacion de sus proteinas, el ensamblaje de la particula viral y por ultimo, la
liberacion de la progenie al medio externo. El resultado de la coevolucién del virus
y su hospedero, es su sobrevivencia. A nivel molecular, esto se traduce en el

desarrollo de diversas estrategias de control/modulacion de los procesos celulares
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de su hospedero.

El DV presenta un genoma es de 11 kb que esta conformado por RNA de cadena
sencilla de polaridad positiva. Presenta CAP (m7Gppr) en el extremo 5’ pero

carece de cola poliadenilada (poli A) en el extremo 3'.

Viral genome SUTR OPEN READING FRAME 3UTR
~100nt ~11kB ~400-700 nt

K (e )

<
5 Translation
Polyprotein precursor ~3400 aa
NH ~€lorS £ AR AT s COOH

Polyprotein processing
Mature proteins

B M EETT BN BN BB BN B HE BT

Bindil}g and Assembly, | Serine-protease, Assembly
Nucleocapsid fusion replication | belicase, replication
RNA triphosphatase Methyliransferase,
E protein Lo ReRp
chaperone Replication, NS3 serine-  Replication, assembly,
pathogenesis, protease induction of membrane
immunoevasion  cofactor rearrangenients

Figura 2. Genoma y Proteoma del Virus Dengue'® El genoma del DV codifica para 3
proteinas estructurales (C, prM y E) que conforman la particula viral y 7 no estructurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 que estan involucradas en la replicacion,
ensamblaje del virion asi como la modulacion de la respuesta célular.

Su genoma codifica para tres proteinas estructurales que son: la proteina de la
capside (C), premembrana (prM) y envoltura (E) y siete proteinas no estructurales

(NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5). (Figura 2)

Las proteinas estructurales forman la particula viral, (figura 3); mientras las no

estructurales participan en la replicacion, ensamblaje del viridon y modulacion de la
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respuesta celular. Los DV son particulas icosahedricas de 50 nm de diametro con
una capa lipidica derivada del hospedero revistiendo una nucleocapside de

proteina C que rodea al RNA viral'"*8,

€ i M protein

Figura 3. Proteinas estructurales ensambladas®®. En la figura se muestra un corte
transversal de la particula viral ensamblada y su forma icosahedrica.

Ciclo de replicacion del Virus Dengue

La entrada de los DV al citoplasma celular se realiza por endocitosis mediada por
receptor. Muchas moléculas han sido propuestas como posibles receptores, pero
la interaccién mejor descrita es la que se lleva a cabo, en células dendriticas, con
la lectina DC-SIGN como molécula responsable de la unién. Otros ejemplos
descritos son: La proteina clecba, la cual participa en la union del virus a la
membrana celular, aunque no es requerida para la entrada del virus en el
citoplasma, la interaccion de esta proteina con el virion, dispara una cascada de
sefales que lleva a la transcripcién de citocinas proinflamatorias, las cuales se

relacionan con la patogenia de los cuadros severos de la enfermedad 2°%.
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Figura 4. Ciclo de replicacion del DV. El DV ingresa a la célula mediante endocitosis
mediada por receptor, la traduccion y replicacion ocurre en estructuras membranosas
relacionadas con RE, luego, las particulas recién ensambladas son transportadas a Golgi,
donde termina su maduracion y son expulsadas el medio extracelular por exocitosis.

El pH acido de los endosomas provoca cambios conformacionales en la
glicoproteina E, lo cual induce la fusion de membranas viral y endosomal
permitiendo su interiorizacion?. Una vez dentro de la célula el genoma viral debe
traducirse para generar la replicasa de RNA viral para establecer una infeccion

productiva.

La traduccion y replicacion de virus de cadena positiva ocurre en asociacién con
estructuras membranosas intracelulares relacionadas con el reticulo
endoplasmico®?*. Cuando la nucleocapside entra al citoplasma, el genoma viral
es liberado, y traducido a una poliproteina la cual sufre procesamiento co y

postraduccional, por proteasas del hospedero y virales para producir las proteinas
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individuales para la replicacion y empaquetamiento.

La replicacion inicia con la sintesis de la cadena negativa, que sirve como molde
para la produccién de multiples copias de la RNA de cadena positiva®®. Tanto la
replicacion como el ensamblaje ocurren en las membranas del reticulo
endoplasmico. (Figura 4). Las particulas recién ensambladas son transportadas
hacia la red trans Golgi y en este compartimiento la proteina E experimenta
cambios conformacionales y la proteina prM es procesada proteoliticamente por la
furina celular en pr y M. El péptido pr permanece asociado con la proteina E hasta
que el virion maduro es liberado de la célula, mientras la proteina M se asocia con
la membrana viral. (Figura 5). Finalmente, la progenie viral es liberada al medio

externo por exocitosis'’"®,

Immature Virus Immature Virus Immature Virus Mature Virus
Non-infectious Non-infectious Non-infectious Infectious

pH 7.0 pH 6.0 pH 6.0 pH 7.0
ER TGN TGN Extracellular

Figura 5. Maduracién de la particula viral. ?® En la red trans Golgi la proteina prM es
procesada proteoliticamente por una furina celular en pr y M. El péptido pr permanece
unido a la proteina E hasta que el virién es liberado.
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Patologia de la enfermedad

Aun hoy en dia, la patogénesis del dengue es pobremente entendida,
principalmente debido a la falta de un modelo animal de estudio, ya que sélo los
humanos desarrollan las formas graves de la enfermedad, donde la investigacion
se ha limitado a estudios que incluyen pacientes. Sin embargo, en las dos ultimas
décadas se han tenido importantes avances en la biologia del DV, que incluyen,
las determinaciones estructurales del virion y de las proteinas virales, la
caracterizacion de los mecanismos de replicacion y traduccion viral, asi como

algunos factores del hospedero que facilitan la infeccion viral.

Aungue no es posible establecer una correlacién clara con la severidad de la
enfermedad entre un serotipo o genotipo del DV, existe evidencia que ciertos
genotipos de DV2 y DV3 estan asociados con FHD.?" % Por otra parte estudios
epidemioldgicos han demostrado que existen factores genéticos de riesgo en el
hospedero, entre los cuales se encuentran: alelos HLA clase |, polimorfismos en el

factor de necrosis tumoral (TNF alfa), receptor de la vitamina D entre otros.?

Otro punto a resaltar, es el tropismo tisular y celular que tiene el virus dengue, lo

cual le da muchas ventajas para su diseminacion por el organismo.

Proceso de Infeccion

El humano es infectado con el virus dengue durante la alimentacion hematéfaga
del mosquito Aedes hembra infectado. ElI DV es depositado en la piel, llegando a
la epidermis y dermis, donde infecta células inmaduras de Langerhans (células

dendriticas de la epidermis)®* Las células infectadas migran hacia los nodos

18



linfaticos, donde los monocitos y macréfagos se convierten en blancos de la
infeccion. Consecuentemente, la infeccion es amplificada y los virus se diseminan
a través del sistema linfatico. En la viremia primaria distintos tipos de células del
linaje mononuclear son infectados, incluyendo los monocitos®!, células dendriticas

y macréfagos esplénicos y hepaticos.

La infeccidn con un serotipo de DV proporciona inmunidad a el mismo serotipo, la
respuesta inmune proporciona proteccion contra otros serotipos solamente

durante los primeros meses después de adquirida la infeccion®?

:‘.EN\./ 6}“‘;
e N\ _FeYR

(\:‘} ‘ : — Monocyte
1 M Increased
' Y viral load
o | - O
Heterotypic (\} h Disease
Ab from previous ¢ {{—} {.}} @ i >

nfection

Figura 6 Amplificacién mediada por anticuerpos®. La formacion de complejos virus
anticuerpos, interaccionan con el recetor Fc, dirigen a los virus a las células diana
originando una infeccidn potenciada.

Debido a esto, una de las explicaciones del aumento de la severidad en una
segunda infeccion es la teoria de amplificacion mediada por anticuerpos. Esta
propone que una infeccidon previa causada por un serotipo heterdlogo del virus
dengue puede inducir a la formaciéon de complejos virus-anticuerpos que se unen
a la superficie del virién y tras su interaccién con el receptor, Fc dirigen a los virus

dengue hacia células diana, originando una infeccién potenciada® (Figura 6).
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El huésped esta también sensibilizado ante una respuesta secundaria de
anticuerpos cuando se liberan los antigenos virales y la formacion de
inmunocomplejos induce la activacion de la via clasica de complemento,

aumentando los efectos inflamatorios.
Interaccion del virus dengue con células humanas

El virus dengue es reconocido en las células de mamifero por los receptores tipo

Toll y las helicasas tipo DexD/h box, activando asi la respuesta de interferdn tipo .

IFNa/B
)
) ) IFNAR2
Viral Infection P - _ L J_IFNAR
ndendocyoss 7 ssrna "\ T TRAIL
T [EATAN | Jak1 | Tyk2 T~
TR S DENV
e NS4B, NS2A
? MyDE8 STATH and NS4A
DENV
STATZ }— NS5 /
IRAK1 L C-FLIP
IRAKS ISGF3 Caspase
l Pathway Ay

A\
|II
ﬁ T APOPTOSIS
- |

NF-kB \
—+ |
) )
1) . )
. Viral
IRF7 ISREs / Vi.n'n |Replication #
¥ pe Exocytosis /
(Cig5) /
\\ . IFNa Feedback loops
/ Promoter Eg.
f r ANy STATI2
PKR
IFNB MDAS
\ "
. Promm_e;),. RIG-|

—_— -

~—_ Cytoplasm o

Figura 7. Modulaciéon de IFN a/B en la célula hospedera®. El reconocimiento del DV
ocurre en los compartimientos endosomales, durante la infeccion disparando de NFkB,
IFNa/B, IR7 e IR3 y la activacién de INFa e IFNB. INFa/B activa al receptor INFa/B y a la
via JAK/STAT, la cudl induce la fosforilacién y dimerizacion de STAT1/2 y la formacion de
el factor ISGF3, el cual se trasloca al nucleo y activa ISREs. Las proteinas no
estructurales NS4B, NS2A y NS4B bloquean la fosforilacion de STAT1, NS5 por su parte
se une Yy facilita la degradacion de STAT2. Estas interecciones bloguean parte de la via
JAK/STAT y reducen la activaciéon de ISREs.
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El interferon actia en las células no infectadas estimulando la sefializacion
JAK/STAT, la cual promueve la activacion de los genes de respuesta a interferén
por medio de los cuales las células establecen una respuesta antiviral. Aunque,
existe evidencia reciente, que el virus tiene mecanismos por medio de los cuales
debilita la sefializacion de interferdn, La expresion de la proteina NS5 de DV es

suficiente para inhibir la sefializacién del IFN alfa®.

Las proteinas no estructurales NS4, NS2 y NS5 del virus dengue expresadas por
separado o en replicones bloquean la fosforilacién y disminuyen la expresion de
los principales componentes de la via JAK/STAT, causando una reduccion

significativa de la expresién de los genes de respuesta a interferén.® (figura 7)

Por otro lado, se sabe que en el curso de una infeccion productiva, los flavivirus
inducen proliferacion e hipertrofia de las membranas del reticulo endoplasmico de
su célula huésped. Adicionalmente, la biogénesis de las glicoproteinas virales y la
acumulacion de proteinas mal plegadas, da lugar a una respuesta adaptativa de la
célula que se conoce como Respuesta a Proteinas Mal Plegadas. (UPR unfold
protein response). Existen tres sensores de estrés en el RE, las proteinas
transmembranales ATF6, IRE1 y PERK. En condiciones normales, estas proteinas

se encuentran unidas a BIP (GRP78), la cual se localiza en el lumen del RE.

Cuando se da una acumulacion de proteinas mal plegadas en el RE, BIP se une a
las proteinas defectuosas y libera a los sensores de estrés. Se ha visto que la
infeccion por dengue induce la activacion de UPR vy la fosforilacion del factor de

inicio de la traduccion elF2alfa, que tiene como consecuencia la inhibicién de la

21



traduccion"*. Sin embargo, este fenémeno fue descrito a 48 y 72 horas post-
infeccion, tiempo en el cual ya se dieron varios ciclos de replicacion, se ha
estimado que el tiempo que pasa entre la entrada del virus y la salida del nuevo
virion es de 20 horas. Ademas durante la infecciébn con el virus dengue no se
inhibe la sintesis de proteinas, por lo que se deduce que el virus debe haber

desarrollado alguna estrategia que le permite controlar la respuesta UPR %,

La proteina E contiene dos sitios de N-glicosilacion Asn-67 y Asn-153. Ya que la
glicosilacion es muy importante en el ciclo replicativo viral, se ha estudiado el
efecto de estos dos residuos en la infeccién del DV en células de mamiferos y
células de insecto. Los resultados mostraron que los virus que perdieron el residuo
Asn-67 fueron capaces de infectar las células de mamiferos, traducir y replicar el
genoma viral, sin embargo no se obtuvo progenie. Los virus que perdieron el
residuo Asn-153 mostraron una reduccion de la infectividad. Sin embargo, en
células de insectos los virus que perdieron uno o dos residuos se comportaron
igual que el control, es decir mantuvieron los mismos niveles de replicacion®.
Recientemente, se describié que la glicoproteina viral E interactia con la
chaperona BIP en el RE, y con las proteinas calnexina y calreticulina. Ademas, se
ha reportado que la inhibicion de estas proteinas disminuye drasticamente la
infeccién del DV*. Estos resultados sugieren, que el virus dengue utiliza diferentes
estrategias diferenciales de control de la maquinaria celular de acuerdo

hospedero donde se replique.

Otro estudio muestra que la infeccidn por DV en células dendriticas, monocitos,
linfocitos B y células endoteliales induce la sobre-expresion de TRAIL (Tumor
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necrosis factor-related apoptosis-inducing Ligand) a nivel de RNA y a nivel de
proteina. TRAIL es un inductor de apoptosis, sin embargo, cuando se agrego
TRAIL recombinante a los cultivos de células infectadas con dengue, se inhibe la
replicacion viral y no se induce apoptosis. Estos datos sugieren que TRAIL inhibe

la replicacién independiente de apoptosis®.

Fosforilacién durante las infecciones virales

Los sistemas de transduccion de sefiales, coordinan la informacion celular
compleja para regular diferentes acontecimientos biolégicos, tales como
proliferacion y diferenciacion celular, mediante la fosforilacién/defosforilacion de
proteinas. Este evento es catalizado por enzimas proteina cinasas, las cuales
transfieren un grupo fosfato desde el ATP a un grupo hidroxilo de la cadena lateral
de un residuo de serina, treonina o tirosina de la proteina y esta fosforilacion
puede ser revertida por las enzimas proteina fosfatasas, las cuales catalizan la
hidrdlisis de un grupo fosfato de un aminoacido fosforilado. La accion combinada
de las cinasas y las fosfatasas media la fosforilacién reversible de muchas
proteinas celulares. La accion secuencial de varias proteinas cinasas puede
transmitir una senal recibida en la superficie celular a una proteina diana en el
interior de la célula, cuyo efecto final impacta la expresion de genes y se refleja en
cambios celulares en respuesta a diversos estimulos ambientales*. En el caso de

una infeccion por DV estos cambios podrian detener o favorecer la infeccion.

Los cambios en la fosforilacion de proteinas son utilizados por los agentes

infecciosos, para explotar las vias de sefializacién de su célula hospedera**°. En
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el caso de los flavivirus se ha reportado, que en infecciones de la microglia con el
Virus del Oeste del Nilo, se produce un aumento de la fosforilacion en p38 MAP,
ERK y JNK*. Para el caso del virus dengue, se conoce que la infeccién induce la
fosforilacién del factor de inicio de la traduccién elF2alfa®**’. Cabe resaltar que la
fosforilacion esta involucrada en la modulacion de la respuesta inmune innata por
el virus dengue. Se conoce que las proteinas virales no estructurales NS4B, NS2A
y NS4A bloquean la fosforilacion de STAT1.*” Asi también, la proteina viral NS5 se
une y facilita la degradacién de STAT2* estas interacciones inhiben/disminuyen la

respuesta celular antiviral por IFN, como se observa en la figura 7.

Analisis Gendmicos de la relacién virus dengue-célula hospedera

Con el advenimiento de la tecnologia gendmica, se pueden conocer los genes que
se expresan diferencialmente en respuesta a la infeccion a nivel RNA
(transcriptoma) o a nivel de proteinas (proteoma). Durante la infeccion de DV, se
han reportado cambios en la expresion de genes a nivel transcripcional, tanto en
lineas celulares como en pacientes. Estos resultados muestran, que la célula
infectada responde a la infeccidn activando una respuesta inmune NF-kappa,
interferon de tipo | y la via ubiquitina para activacion del proteosoma *9:°0°1:5253:54,
Adicionalmente, se ha reportado el analisis de distintos proteomas en respuesta a
la infeccion con el DV, de la linea celular Hep2, células endoteliales y en suero de
pacientes®™>%°". Estos trabajos mencionan entre 15 y 30 proteinas que cambian

su patron de expresion en respuesta a la infeccion, cuya funcidon esta relacionada

con la respuesta de interferdn tipo | y con la activacion del proteosoma.
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Para la biologia de sistemas, la capacidad de cuantificar las proteinas es una
ventaja clave del analisis protedmico. El objetivo general de estas mediciones
relativas es obtener una instantanea de las concentraciones proteicas asociadas a

los diferentes estados fisiologicos.

La proteOmica cuantitativa, se realiza basicamente por dos procedimientos: 1) el
marcaje de proteinas con fluoroforos Cy, seguido de la separacion y andlisis de
geles con el sistema DIGE (del inglés Diference Gel Electrophoresis), finalizando
con la identificacibn de proteinas por EM, y 2) mediante la incorporacién de
isétopos estables en cultivos celulares (marcaje metabdlico) o reactivos quimicos
con diferentes is6topos que marcan las proteinas para su posterior andlisis por
espectrometria de masas. Estas técnicas son: ICAT (del inglés isotope-coded
affinity tags), SILAC (del inglés stable isotope labeling with amino acids in cell
cultura), iTRAQ (del inglés isobaric tags for relative and absolute quantification) y

AQUA (del inglés absolute quantification).

La fosfoprotedmica basada en espectrometria de masas es una metodologia que
permite el analisis global de la fosforilacion de proteinas y de senalizacion
molecular en las células®®. El genoma humano contiene alrededor de 500 genes
para proteinas quinasa, que constituyen aproximadamente el 2% del total. Se
estima, que alrededor del 30% de todas las proteinas pueden ser modificadas por
la actividad de una cinasa®. Hasta hace unos afios, la fosforilacidon mas
frecuentemente encontrada correspondia a la tirosina. Sin embargo, con el
advenimiento de la tecnologia proteémica, se ha visto que las fosforilaciones en
serinas y treoninas son mas abundantes, aunque son mas labiles. La fosforilacion
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es la modificacion postraduccional de mas frecuente e importante que ocurre en

las células de mamifero.

El aislamiento de fosfopéptidos y su andlisis por espectrometria de masas sigue
siendo un desafio para la investigacion protedmica, principalmente a causa de la
baja estequiometria de la fosforilacion, de la diversidad de los péptidos que
pueden ser fosforilados, de la dindAmica de la fosforilacion y de la estabilidad del
estado de fosforilacion. Existen tres estrategias para el enriqguecimiento de
fosfopéptidos: captura por afinidad a anticuerpos, modificacion quimica de
fosfoaminoacidos y la captura por afinidad a iones metalicos. Los métodos
basados en anticuerpos, se utilizan principalmente para el aislamiento selectivo de
proteinas o péptidos que contienen fosfotirosina. Los métodos quimicos,
involucran la B-eliminacion de fosfatos de fosfoserina y fosfotreonina o la
formacion de fosforamidatos por reaccidbn con aminas para inmovilizar
selectivamente fosfopéptidos. Las técnicas de captura por afinidad a iones
metalicos comprende la cromatografia de afinidad a iones metalicos (IMAC) con
Fe (lll) o Ga (lll), también se utilizan éxido de metales (TiO2 y ZrO2) para la union

selectiva de péptidos fosforilados®.

Con el desarrollo tecnolégico de los ultimos afos, se han podido elucidar un
namero importante de fosfoproteomas. Combinando las metodologias de
protedmica cuantitativa y de enriquecimiento de fosfopéptidos se han aislado he

identificado alrededor de 1000 fosfopéptidos en diferentes modelos celulares ®%?
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Los estudios a nivel transcripcional han contribuido a un mejor entendimiento de la
interaccion del virus dengue y su célula hospedera. Sin embargo, dado que las
efectoras de la funcién celular son las proteinas y sus modificaciones
postraduccionales, en este trabajo se propone analizar el fosfoproteoma de las
células THP-1 infectadas con el virus dengue mediante la tecnologia protedmica.
Combinando dos metodologias, el enriquecimiento de fosfopéptidos mediante
columnas de afinidad cargadas con dioxido de titanio y el marcaje peptidico con
etiguetas de masa conocida ITRAQ, para la cuantificacién relativa de los
fosfopéptidos aislados de células THP1 infectadas y no infectadas con el virus

dengue ®* ©2,
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JUSTIFICACION

El dengue es una enfermedad multifactorial compleja, que involucra alteraciones
de distintos procesos bioldgicos, y que esta determinada por una serie de
interacciones entre el virus y el hospedero. EI genoma del virus dengue codifica
para 10 proteinas y con ellas debe controlar/modular la maquinaria celular del

hospedero para llevar a cabo su ciclo de replicacion.

Los monocitos son el principal blanco de infeccién del virus dengue y se ha
propuesto que tienen un rol fundamental en el desencadenamiento de las formas
severas de la enfermedad. Por ello, consideramos que los monocitos son un
modelo adecuado para la identificacion in vitro de proteinas celulares que cambian
su patron de fosforilacidon en respuesta a la infeccion con el virus dengue. El
conocimiento de las vias de transduccidon de senales que son afectadas durante la
infeccion viral contribuira a un mejor entendimiento de las bases moleculares de

la patogénesis de la enfermedad.

HIPOTESIS

La infeccion de monocitos con el virus dengue induce una respuesta celular, que
se puede observar a nivel de cambios en los patrones de fosforilacion de las

proteinas celulares.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar las proteinas celulares que cambian su nivel de fosforilacién en células

THP-1 infectadas con el virus dengue serotipo 2.

Objetivos especificos

1) Establecer el tiempo post-infeccion en el cual se detecta el mayor porcentaje
de células infectadas.

2) ldentificar en forma cuantitativa el patron de expresion de proteinas fosforiladas
en células infectadas y no infectadas con el virus dengue.

3) Realizar el analisis bioinformatico de las proteinas identificadas

Para cumplir con el objetivo general y los objetivos especificos se proponen los

siguientes objetivos metodoldgicos:

Objetivos Metodolégicos

1) Realizar un curso temporal de infeccion con el virus dengue 2 en células
THP1 y determinar el porcentaje de infeccién por citometria de flujo.

2) Realizar el analisis protedmico cuantitativo usando el sistema ITRAQ y
Cromatografia de afinidad para el enriquecimiento de fosfopéptidos.

3) Usar bases de datos para de analisis de interacciones de proteinas:

Uniprot, PANTHER y STRING .
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Disefio experimental 1: Cuantificacion del porcentaje de células infectadas

Cultivo de linea celular
THP1y U937

PR _—
V -

Diferenciacion con PMA

Cinéticas de
infeccion

Infeccion de lineas
celulares a 24, 48y
72 hrs con VD2
cepa YUC 18500

Determinacion de porcentajes
de infeccién

N 1’

Citometria de flujo

£ 50 Mot

Figura 8. Cuantificaciéon de porcentajes de infeccion en linea celular U937 y THP1. Las lineas celulares U937
y THP1 fueron diferenciadas con PMA, posteriormente se determind el porcentaje de infeccién a diferentes tiempos
(24, 48 y 72hrs) mediante citometria de flujo, cuantificando la presencia intracelular de la proteina E del DV2.
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Diseiio experimental 2: Analisis cuantitativo de los fosfopéptidos

Lisis celular Reduccion
Extraccién de Alquilacién .
proteinas Digestion Lavado coniTRAQ
3 }ﬁ, Mezcla
A0
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<+ Interacciones i
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Figura 9. Diseno experimental del analisis del fosfoproteoma de la linea celular THP1 infectada con DV2 cepa 18500. Las
proteinas celulares se obtienen mediante un buffer de lisis y se cuantifican. Luego se digieren proteoliticamente con tripsina y los
péptidos obtenidos son marcados por medio del reactivo iTRAQ. Los fosfopéptidos se separan mediante una columna de TiO2. La
muestra enriquecida, es analizada por espectrometria de masas para su identificacion y cuantificacién.
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MATERIAL Y METODOS

LINEAS CELULARES

Una de las lineas celulares de monocitos que se usan con mayor frecuencia para
estudios de biomedicina es la linea celular THP1 (Human acute monocytic
leukemia cell line), ésta procede de un paciente masculino de un afio de edad con
leucemia monocitica aguda. Estas células expresan marcadores caracteristicos de
los monocitos y poseen receptores Fc y C3b, sin embargo, no expresan
inmunoglobulinas de superficie o citoplasméticas. Estan caracterizadas por su
capacidad fagocitica y por la produccion de lisozimas y esterasa, Al tratar las
THP-1 con 12-miristato, 13-acetato de forbol (PMA) se observa adherencia a las
superficies de cristal, a la vez que exhiben caracteristicas morfologicas similares a

los macréfagos®.

Otra linea celular usada frecuentemente es la linea celular U937 fue aislada de un
linfoma histiocitico de un paciente masculino de 37 afios. Estas células secretan
un gran numero de citosinas y quimiocinas al igual que la linea celular THP1. Al
tratarlas con 12-miristato, 13-acetato de forbol (PMA) se observa adherencia a las
superficies de cristal, a la vez que exhiben caracteristicas morfolégicas similares a

los macréfagos®.

La linea celular THP1, fue cultivada en medio RPMI advanced suplementado con
5% de suero fetal bovino (SFB) (PAA, Ontario, Canada), 200 mM de L-glutamina,
200 mM de antibidticos (estreptomicina ampicilina), y 2 % final de bicarbonato de

sodio (Sigma Aldrich), en cajas para cultivo.
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La linea celular U937, fue cultivada en medio RPMI advanced suplementado con
5% de suero fetal bovino (SFB) (PAA, Ontario, Canada), 200 mM de L-glutamina,
200 mM de antibidticos (estreptomicina ampicilina fungizona), y 2 % final de

bicarbonato de sodio (Sigma Aldrich), en cajas para cultivo.
STOCK VIRAL

Las cepa viral que se uso en este estudio fue obtenida de un caso clinico realizado
en 2008, denominado DENV-2 Yuc18500. El aislamiento se realizdé a partir del
suero de un paciente con diagnéstico de fiebre hemorragica por dengue en el
estado de Yucatdn en el Laboratorio de Arbovirologia del Centro de
Investigaciones Regionales “Hideyo Noguchi” de la Universidad Autonoma de

Yucatan y fue una amable donacién de la Dra. Maria Alba Lorofio Pino.
PROPAGACION DE VIRUS DENGUE

El VD obtenido del aislado clinico se propagd en ratones neonatos cepa Balb-C.
Cada uno de los ratones neonatos de la camada fue inoculado en la region
occipital con un 100ul de extracto de virus dengue, con una jeringa de insulina. Se
sacrificaron los ratones, al presentar manifestaciones clinicas. Se extrajo el tejido
cerebral mediante puncién occipital con jeringa de 5ml. Se colectaron 2 cerebros
en un tubo eppendorf se machacaron y posteriormente se afiadié un volumen de
medio MEM. Se centrifugé el tubo epperdorf a 13 000 rpm 30 minutos a 4°C y se
extrajo la primera fase la cual se coloco en tubos eppendorf, posteriormente se
volvio a centrifugar a 13 000 rpm 15 minutos a 4°C. Se extrajo de igual forma la
primera fase. Se filtr la el extracto en un filtro de .42um y posteriormente en uno
de .20 y, se hiceron alicuotas y se guardaron a -70°C hasta su uso®*.
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TITULACION VIRAL

Los titulos de DV fueron determinados por ensayos de placa en células BHK21%,
Las células BHK fueron crecidas en medio MEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino, cuando las células alcanzaron una confluencia de 80 a 90% fueron
inoculadas con diluciones del virus entre 10" a 10®. Después de 2 horas de
absorcion, se adicion6 a la monocapa medio MEM adicionado con
carboximetilcelulosa al 3% (Sigma), 0.5% de suero fetal bovino y 2mM de L-
glutamina. Las placas fueron incubadas a 37° por 6 dias, posteriormente se fijaron
con formalina al 10% y se tiferon con naftol blue black al 0.5% (sigma) para

realizar el conteo de la formacién de placas y determinar el titulo viral.
INFECCION DE LINEAS CELULARES

Se sembraron 1,000 000 de células, posteriormente se realizé su diferenciacion
con una solucién de phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) a una concentracién
final de 160 nM. se incubaron por tres dias a 37°C. Posteriormente se realizaron
dos lavados con medio libre de suero y se infectaron a las células con DV-2
Yuc18500 a una MOI de 5 a 37°por 2 horas. Después se desechd el inoculo viral
lavando dos veces con medio RPMI sin antibiéticos, sin suero y se adicionaron
450ul de medio de mantenimiento con 5% SFB y se incubaron a 37°C en una

atmosfera de 5% de CO2 los tiempos indicados para la cinética.
DETECCION DE CELULAS INFECTADAS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Se realizd un curso temporal de infeccion de células THP1 con DV2. A las 12, 24,

48 y 72 horas post-infeccion, se realizd el analisis de las células infectadas
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mediante citometria de flujo.

Para ello, se lavaron las células infectadas y no infectadas con PBS1x frio,
retirando el sobrenadante y adicionando un volumen de PBS1x. Se despegaron
cuidadosamente las células empleando un “scrapper”, recolectandolas en un pozo
de una multiplaca de 96 pozos con fondo en “U” y se concentraran por
centrifugacion a 800 r.p.m por 8 min. Posteriormente se retir6 el sobrenadante
cuidadosamente sin aspirar las células, se dejo aproximadamente un volumen de

50 uL.

Blogueo: Se adiciond al botén celular 100 uL de una solucion de suero fetal
bovino (SFB) al 10% en PBS1x frio. Se coloco por 20 min a 4°C en oscilacion

lenta.

Permeabilizacion: se adicion6 al boton celular 100 uL de saponina fria. Se dejo

por 20 minutos y se lavé con 3 volumenes de PBS1x frio. Se concentraron las

células por centrifugacién, 800 r.p.m. por 6 minutos.

Marcaje primario: Se adiciond anticuerpo primario (Hb-112 hibridoma mouse anti

E dengue, previamente estandarizado) dilucion 1:200, en una mezcla de PBS frio
con PBS con SFB 1% (3:1 respectivamente). Se incubaron 20 min a 4° en
oscilacion lenta en cuarto oscuro. Se lavaron con PBS1x (2 veces) retirando el

sobrenadante cuidadosamente sin aspirar las células.

Marcaje secundario: se adicion6 anticuerpo secundario (FITC-Goat, IgG Htl 62-

6511 Invitrogen previamente estandarizado) dilucién 1:200, en una mezcla de

PBS frio con PBS con SFB 1% (3:1 respectivamente). Se incubd a 4°C durante 20
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min en oscilacion lenta. Se lavé con PBS1x (2 veces) retirando el sobrenadante

cuidadosamente sin aspirar las células

Fijacién: Se disgregé el botdn celular y se adicionaron 100 uL de
paraformaldehido al 1% en PBS1x. Se resuspendid el botdon celular en 300 uL de
PBS1x y se analizo en el citbmetro para su deteccion. Minimo de eventos: 10.000

células®®.
EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Después de 48 horas post infeccion las células infectadas y los controles fueron
lisadas en Urea(6M) thiourea (2M) . buffer CHAPS (4%), posteriormente fueron

precipitadas el reactivo 2D clean up (GE Healthcare Life Sciences).

ANALISIS PROTEOMICO

Este se realiz6 en la Unidad de Protedmica de la Universidad de San Francisco en
el laboratorio del Dr. Alma Burlimgame a continuacion describo a grandes rasgos
la técnica utilizada. Para realizar este andlisis seguimos la metodologia descrita
por Trinidad y col®’.

iTRAQ

Las etiquetas de iTRAQ (Isobaric tag for relative and absolute quantitation)
consisten en un grupo reportero (114, 115, 116 y 117 Da), un grupo de equilibrio o
balanceador y un grupo aminoreactivo que se une covalentemente a los péptidos

generados por corte enzimatico. (Figura 7)
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Figura 10 Estructura del reactivo iTRAQ.®® Las etiquetas de iTRAQ consisten en u
grupo reportero, un grupo de balance y un grupo aminoreactivo.

El grupo de equilibrio o balance confiere el mismo valor m/z a todas las etiquetas,
siendo que péptidos generados de la misma proteina en diferentes condiciones de
tratamiento tendran la misma masa molecular, pero reporteros de masas

moleculares diferentes.

Como los péptidos generados en las 4 distintas condiciones tendran las mismas
propiedades fisico-quimicas e igual masa molecular, tendran tiempos de retencion
iguales en el sistema de cromatografia liquida. Sin embargo, cuando el ion
precursor que contiene las 4 diferentes etiquetas es detectado en el espectrémetro
de masas y sometido a fragmentacion (MS/MS) producira un solo espectro de
fragmentaciéon (para la informacion de secuencia) y cuatro masas
correspondientes al reportero, donde la abundancia de la proteina en cada
condicion de estudio es determinada a través de la intensidad del pico del ion

reportero correspondiente®. (Figura 8)
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Figura 11 diagrama de flujo iTRAQ . Los péptidos generados en las 4 distintas
condiciones tendran las mismas propiedades, por lo tanto tendran tiempos de retencion
iguales. Sin embargo, cuando el ion precursor que contiene las 4 diferentes etiquetas es
detectado en el espectrometro de masas, producira un solo espectro de fragmentacién y
cuatro masas correspondientes al reportero, donde la abundancia de la proteina en cada
condicién de estudio es determinada a través de la intensidad del pico del ion reportero
correspondiente.

Marcaje isotépico por medio de iTRAQ

Para el andlisis proteémico, se realizaron los experimentos de infeccion por
duplicado. Entonces se analizaron dos muestras control y dos muestras
infectadas. 500 mg de péptidos de cada condicién fueron marcadas con el reactivo

ITRAQ (Applied Biosystems) de acuerdo al protocolo del producto. Una vez
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marcadas se combinaron las muestras (control-114, control-116, infectada-115,
infectada-117), para su posterior enriquecimiento por cromatografia.
Enriquecimiento y andlisis de fosfopéptidos

El enriquecimiento de los fosfopéptidos se realiz6 mediante una columna cargada
con dioxido de titanio y se llevé a cabo en FPLC AKTA purifier. (GE Healthcare
Sciencies). Se usaron 5 ym de didxido de titanio (GL Sciences, Tokyo Japan)
empaquetados en una columna analitica con 62 yL de volumen (Upchurch
Scientific, Oak Harbor, WA USA). Los péptidos marcados con iTRAQ fueron
resuspendidos en 250 pL de solucién de lavado (35% acetonitrilo, 4.5% TFA) e
inyectados en forma automatica sobre la columna de titanio a una velocidad de
50pl/ min con un lavado 3.9 ml para remover los péptidos no fosforilados. Los
péptidos fosforilados fueron eluidos directamente de la columna de TiO2 a una
columna de fase reversa C18 (Michrom Bioresources, Auburn, CA, USA) usando
15 mL de la solucién de elucion (1M KH,PO,). La columna C18 fue lavada con
17.1 mL de TFA. Los péptidos fueron eluidos de la columna C18 usando 400 uL
de solucion de elucién organica (50% acetonitrile, 0.1% TFA), se colectaron 35
fracciones que fueron analizadas en el espectrometro de masas Q-START XL.
Identificacién y cuantificacién relativa de las fosfoproteinas

La identificacion y la cuantificacion de las fosfoproteinas se hicieron de forma
automatica utilizando el motor de busqueda SEQUEST del programa
computacional Discovery 1.0. Para el analisis de los datos fueron pre-
determinados diferentes parametros como alquilacion de las cisteinas con
iodoacetamida, marcaje isotopico con iTRAQ quadriplex de los N-terminales y

lisinas, oxidacién de metioninas, nimero minimo de iones por “scan” (1x10%),
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tripsina como endoproteinasa y Homo sapiens como base de datos. Los analisis
estadisticos fueron realizados por el programa Discovery 1.0 y en el programa
PROSPECTOR considerando la intensidad de los iones precursores, numero de

péptidos coincidentes por proteina y sus correlaciones de intensidad.
ANALISIS BIOINFORMATICO DE PROTEINAS IDENTIFICADAS

Para el analisis se usaron las siguientes bases de datos:
e Uniprot htto://www.uniprot.org
e String: functional protein association networks http://string-db.org/
e Panther: Protein Analysis Through Evolutionary Relationships

http://www.pantherdb.org/

Con estas bases de datos se hizo un analisis para determinar posibles
interacciones biologicas entre proteinas, funciones moleculares, localizacion
celular, asi como su papel en diversas rutas metabdlicas.

Uniprot

The universal Protein Resource, es una base de datos de secuencias de
proteinas, estd compuesta de cuatro componentes principales, cada uno
optimizado para sus diferentes usos: the UniProt Archive, the UniProt
Knowledgebase, the UniProt Reference Clusters, the UniProt Metagenomic and
Environmental Sequence Database.

STRING

Es una base de datos de interacciones proteicas predichas, estas interacciones
incluyen, asociaciones directas (fisicas) e indirectas (funcionales) y estas son

derivadas de diferentes fuentes: contexto gendmico, experimetos experimentos

40


http://www.pantherdb.org/

high-throughput, coexpresion, conocimientos previos (pubmed); STRING integra
cuantitativamente datos de interacciones de estas fuentes para un gran numero de
organismos y transfiere informacién entre estos organismos cuando es aplicable.”
PANTHER

El sistema de clasificacion de PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary
Relationships) es un una base de datos que clasifica los genes por sus funciones,
usando evidencia de trabajos cientificos publicados, asi como relaciones
evolutivas para predecir una funcion aun en ausencia de evidencia experimental
directa.’? La clasificacién para vias consiste en 165 vias, cada una con subfamilias

y secuencias de proteinas mapeadas para cada molécula. "
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RESULTADOS

Evaluacion de la infeccidén en lineas celulares.

Estudios recientes han demostrado que los monocitos son el principal blanco del
virus dengue en humanos®. Por ello, en este trabajo analizamos la infeccién con el
virus dengue de las lineas celulares THP1 y U937, que son modelos in vitro de la
infeccion de DV en monocitos. Adicionalmente, existen pocos datos en la

bibliografia donde se mencione el porcentaje de infeccion.

Las lineas celulares monociticas THP1 y U937 en su estado no diferenciado
exhiben bajos niveles de infeccion viral con DV, por lo que para obtener un
porcentaje mayor de infecciéon fue necesario diferenciarlas con PMA, una vez
diferenciadas se verificaron los cambios fenotipicos que estas presentaron como

consecuencia de la diferenciacion. Figura 12

A) B)

Figura 12. Linea celular THP1. A) Cultivo no diferenciado, células no adherentes en
distintos planos. B) Cultivo 48 hrs después de la diferenciacién, se observa células
adheridas formando una monocapa.
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Se observd un cambio morfolégico hacia células fusiformes, en el cultivo
diferenciado, sin embargo el cambio mas significativo fue la adherencia vy

formacion de una monocapa en la superficie del frasco, en ambas lineas celulares.

Una vez diferenciados los cultivos celulares se procedidé a realizar los ensayos de

infeccion tal y como se describié en material y métodos.
Deteccion de células infectadas mediante citometria de flujo.
El objetivo primordial al inicio de este trabajo, fue determinar el porcentaje de

infeccion de las lineas celulares monociticas con DV2.

Linea celular THP1
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1
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Figura 13. Cinética de infeccion de las lineas celulares THP1 y U937 con DV2
YUC18500. A) Histograma representativo de un experimento donde se observa el mayor
porcentaje de infeccion a las 48 hrs en la linea celular THP1. B) histograma representativo
de un experimento donde se observa el mayor porcentaje de infeccién a las 72 hrs en la
linea celular U937.
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Dado que el ensayo de titulacion en placa del virus dengue no se puede realizar
en lisados provenientes de monocitos (debido a que las células se despegan), se
uso la técnica de citometria de flujo para evaluar el porcentaje de infeccién de
células THP1 y U937 infectadas con el virus dengue 2. Se verifico la presencia
intracelular de la proteina E del virus, de acuerdo a la metodologia anteriormente

descrita.

Se realizé un curso temporal de infeccion en ambas lineas celulares con el virus
DV2 cepa YUC18500 a una MOI de 1, se cosecharon las células infectadas a las
24, 48 y 72 horas post-infeccion (pi), cada condicion con su respectivo control. En
la figura 13 se muestran dos experimentos significativos en ambas lineas

celulares.

El andlisis estadistico de las muestras procesadas indica un aumento significativo
de la infeccion en la linea celular THP1 las 48hr pi, donde el 14% de las células
presentan proteina E en su interior, mientras que las células U937 presentan su
mayor porcentaje de infeccion (2.3%) a las 72 hrs pi, y este es menor en

comparacion con la linea celular THP1.

A las 96 horas p.i. las lineas celulares presentan una morfologia granular, con un

porcentaje de muerte entre 50-60% medida con Azul de Tripano.
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Figura 14. Cinética de infeccion de las lineas celulares THP1 y U937 con DV2
YUC18500. A) Evaluacion de todas las cinéticas de infeccidn realizadas en la linea celular
THP1. B) Evaluacién de todas las cinéticas de infeccion realizadas en la linea celular
uUoar.

Analisis proteémico

En los estudios protedmicos es importante que el 100% de la muestra problema
presente la condicién que se quiere analizar, en nuestro caso la infecciéon de DV.
Por ello, en el paso anterior se determind que célula monocitica se infecta mejor. Y

dado que no existen estudios de protedmica en monocitos o en lineas celulares
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monociticas, se decidid seguir el estudio protedbmico con un porcentaje de

infeccién no optimo.

Los resultados anteriores indican que la linea celular THP-1 presenta un
porcentaje de infeccion mayor que la linea U937. Debido a esto se realiz6 el

analisis del fosfoproteoma en la linea celular THP1 a las 48 horas pi.

Para estudiar los cambios en el estado de fosforilacion de las proteinas de los
monocitos infectados con el virus dengue, se infectaron células THP1 activadas
con PMA con el DENV-2 Yuc 18500, y se lisaron las células a las 48 horas post

infeccion.

Las proteinas del lisado celular se precipitaron con acetona y fueron enviadas para
su analisis a la Unidad de Protedmica de la Universidad de San Francisco en el

laboratorio del Dr Alma Burlimgame.

Un paso fundamental fue el enriquecimiento de los fosfopeptidos mediante una
columna de afinidad cargada con TiO2. Luego de obtener los fosfopétidos, se
procedié al desalado de la muestra usando una columna C18 antes del analisis de
los péptidos por espectrometria de masas. Cabe resaltar, que las sales inhiben la
ionizacion de los péptidos. En la grafica anterior (grafico 5) se muestra el

cromatograma de la separacion de péptidos en la columna C18.
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Figura 15. Cromatograma de la separacion de péptidos en la columna C18. Los
peptides fosforilados son eluidos de la columna de afinidad cargada con TiO,
directamente dentro de la columna C18 (Michrom Bioresources, Auburn, CA, USA)
usando la solucion de eluciéon (1M KH2PO4). Posteriormente los peptides son eluidos de
la columna C18 usando la solucién organica (50% acetonitrile, 0.1% TFA). Posteriormente
cada fraccion, es analizada en el espectrometro de masas.

Se escogieron 35 fracciones para su analisis por EM, en base a su deteccion
espetrométrica. Las diferentes fracciones fueron analizadas en el espectrometro
tipo LC MS/MS en la grafica 6 Se muestra a modo de ejemplo el analisis de una
fraccién, con su respectivo espectro de masas MS y MS/MS Q-START XL (

Applied Biosystems).

Cabe resaltar que este ultimo fue adquirido en dos modos, uno que cubre las
masas de 110-120 Da para analizar la etiqueta de masas de cada condicion y otro

de 200 a 1500 para el analisis del ion peptidico correspondiente.
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Figura 16. Analisis de una fraccion, con su respectivo espectro de masas MS y MS/MS. A) Espectro de una fraccion obtenida
en la columna C18. B) Espectro de masas MS/MS (para informacion de la secuencia) C) Espectro de masas correspondientes
al reportero, donde la abundancia de la proteina de cada condicion fue determinada a través del pico de la etiqueta de
masa correspondiente (114, 115, 116 y 117 Da).
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El analisis por EM de los péptidos presentes en las 35 fracciones cromatograficas,
dio como resultado la identificacion de 1105 fosfopéptidos que cambiaron su
estado de fosforilacién. Para la cuantificacién relativa de estos péptidos solo se
consideraron los péptidos que cambiaran su estado de fosforilacion 4 veces ( en
otras palabras nuestra linea de base fue 4). 51 fosfopéptidos cumplieron este
criterio, 47 bajaron su estado de fosforilacion en la célula infectada y 4 la

aumentaron. (Figura 17)
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Figura 17. Histograma de los fosfopetidos que cambian su estado de fosforilacion.
Se identificaron 1105, 47 disminuyeron su estado de fosforilacion 4 veces, y 4 lo
aumentaron.

Los 51 fosfopéptidos seleccionados en base al cambio de su nivel de fosforilacion,
corresponden a 45 proteinas. Con el identificador de cada proteina se utilizé la
base de datos Uniprot para encontrar su funcion molecular reportada, las culaes

se muestran en la siguiente tabla. (Tabla1).
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AMINOACIDO N
PROTEINA FOSFORILADO FUNCION MOLECULAR spectra
SUB EXPRESADAS
STMN1 Stathmin Serina Proteina reguladora de sistema de microtubulos. -6.39 1
KIF1A Kinesin-like protein KIF1A Serina Proteina motora de transporte de organelos -6.24 1
USPS5 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 Treonina Hidroliza polimeros poliubiquitinados -5.99 1
STX1B Syntaxin-1B Serina Receptor celular para transporte de vesiculas. -5.93 2
MYOSA Myosin-Va Serina Proteina involucrada en transporte y anclaje vesicular -5.73 1
MACF1 Microtubule-actin cross-linking factor 1, Proteina de citoesqueleto, involucrada en dinamica de| -5.47
isoforms 1/2/3/5 Serina microtubulos, facilitando interacciones actina-microtubulo. 1
MARCKSL1 | MARCKS-related protein Serina Involucrada en sist transduccién de sefiales de calmodulina. -5.46 3
NBEA Neurobeachin Serina Ancla cinasas al citoesqueleto y/u organelos -5.29 3
DPYSL3 Sefalizacion de semaforinas clase 3, remodelacion de| -7.03
Dihydropyrimidinase-related protein 3 Treonina citoesqueleto 4
MAPT Microtubule-associated protein tau Treonina Involucrada en ensamblaje y estabilidad de microtubulos. -4.84 1
PGRMC1 | Membrane-associated progesterone -4.74
receptor component 1 Serina Receptor de progesterona 1
DCTN1 Dynactin subunit 1 Serina Involucrada en movimiento de vesiculas en microtubulos. -4.71 1
KLC2 Kinesin light chain 2 Serina Proteina motora, movimiento de organelos en microtubulos -4.70 1
C120rf51 |Probable E3 ubiquitin-protein  ligase -3.99
C120rf51 Treonina Proteina ligasa de ubiquitina E3 1
GSK3B Glycogen synthase kinase-3 beta Tirosina Proteina reguladora de glicégeno sintasa. -3.97 5
CTNNAZ2 | catenin alpha-2 Serina Funcién de link entre receptores de cadherina y citoesqueleto -3.97 1
AKT3 RAC-gamma serine/threonine-protein -3.79
kinase Treonina Proteina cinasa, fosforila diversas proteinas. 1
ENO1 Alpha-enolase Serina Enzima multifuncional involucrada en glicolisis. -3.59 1
RCAN Proteina nuclear inhibidora de respuesta transcripcional| -3.42
Calcipressin-1 Serina calcineurina dependiente 2
ATP8A1 Probable phospholipid-transporting Proteina involucrada en transporte de fosfolipidos de| -3.32
ATPase IA Serina membrana. 1
MYO9B Myosin-1Xb Serina Proteina motora involucrada en remodelacién de citoesqueleto -3.30 1
DYRK1 Dual specificity tyrosine-phosphorylation- Proteina reguladora de funciones nucleares involucradas en| -3.22
regulated kinase 1A Tirosina proliferacion celular. 2
SRSF1 Serine/arginine-rich splicing factor 1 Serina Proteina involucrada en la regulacion del splicing 313 |2

Tabla 1. Proteinas que cambian su estado de fosforilacion, identificadas por iTRAQ.
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AA N
PROTEINA FOSFORILADO FUNCION MOLECULAR spectra

PRKCA Cinasa involucrada en diversos procesos celulares:| -2.97
Protein kinase C alpha type Serina adhesion, transformacion celular y ciclo celular 1
HUWEH1 E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 Serina Ligasa involucrada en ubiquitinacion. -2.85 4
SSP1 Osteopontin Serina Citocina involucrada en la regulacion de expresion de INF. -2.8 1
PGM2L1 | Glycose 1,6-bisphosphate synthase Serina Involucrada en metabolismo de la sucrosa -2.65 1
PCBP1 Poly(rC)-binding protein 1 Serina Proteina de unién a RNA, involucrada en splicing. -2.63 2

PSMD1 26S proteasome non-ATPase Subunidad reguladora del proteasoma 26s el cual esta| -2.52
regulatory subunit 1 Treonina involucrado en la degradacion de proteinas ubiquitinadas. 2

BRCA1 Breast and ovarian cancer susceptibility Fosfoproteina que mantiene estabilidad gendémica y actia| -2.01
protein (Fragment) Serina como supresor de tumores. 1

RRP1B Ribosomal RNA processing protein 1 -1.98
homolog B Serina Involucrada en procesamiento de RNA ribosomal 1
ACTAZ2 Actin, cytoplasmic 1 Serina Involucrada en motilidad, estructura e integridad celular. -1.94 1
SLAC4AZ | Anjon exchange protein 2 Serina Proteina involucrada en intercambio de iones de membrana -1.86 1
FKBP15 FK506-binding protein 15 Serina Involucrada en transporte de endosomas tempranos -1.81 1

DYNC1LI1 | Cytoplasmic dynein 1 light intermediate Proteina involucrada en vincular la dineina con proteina| -1.79
chain 1 Serina adaptadoras que regulan la funcion de esta. 6

YWHAE Proteina adaptadora implicada en regulacion de diversas| -1.79
14-3-3 protein épsilon Serina vias metabdlicas. 4

VDACA1 Voltage-dependent anion-selective -1.78
channel protein 1 Serina Proteina formadora de canales de poro en mitocondria. 2

SMEKA1 Serine/threonine-protein phosphatase 4 Proteina reguladora de la actividad de PPPC4C en los| -1.75
regulatory subunit 3A Serina centros organizadores del centrosoma de los microtubulos. 1
CHMP2B Charged multivesicular body protein 2b Serina Involucrada en la formacioén de cuerpos multivesiculares. -1.74 1
MAP1B Microtubule-associated protein 1B Serina Proteina involucrada en ensamblaje de microtubulos -1.73 1

ACIN1 Proteina nuclear que induce condensacion de la cromatina| -1.70
ACIN1 protein Serina en apoptosis 4

SOBRE EXPRESADAS

NUCKS1 | Nuclear ubiquitous casein and cyclin- -1.73
dependent kinases substrate Serina Proteina nuclear, puede ser fosforilada por cdk1 1

NPM1 Chaperona, involucrada en procesos de biogénesis| -1.75
Nucleophosmin Serina ribosomal. 4
CD44 CD44 antigen Serina Glicoproteina involucrada en interacciones celulares -1.80 1
IL1B Interleukin-1 beta Serina Citosina, mediador de respuesta inflamatoria. -2.35 1

Tabla 1. Proteinas que cambian su estado de fosforilacidn, identificadas por itraq
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Conociendo la funcién molecular reportada, se realizé una busqueda bibliografica
en diferentes bases de datos, con el objetivo de conocer si alguna de estas
proteinas habian sido reportada en alguna infeccion viral. Se encontraron 5

proteinas (Tabla 2).

Proteina Interaccién viral Autor
Unidad reguladora del IFN causa decremento en niveles de | Bose et al 2001
proteasoma 26s 26 de proteasoma
Coxsackievirus Rassman et al 2006
Cadena intermedia de Adenovirus Bremmer et al 2009
dineina citoplasmatica
14-3-3 epsilon Coxsackievirus Rassman et al 2006
Hepatitis C Aoki et al 2000
Proteina de canal Influenza virus Zamarin 2005
selectivo de aniones
dependiente de voltaje
Nucleofosmina Coxsackievirus Rassman et al 2006
Papilomavirus Mc closley et al 2009

Tabla 2. Proteinas reportadas en infecciones virales. Se realizaron las busquedas
bibliograficas en las bases de datos NCBI, UNiprot, Prosite.

Con el objetivo de identificar las interacciones entre las proteinas encontradas, se
realizd un analisis en la base de datos STRING, en el siguiente grafico se
muestran las interacciones (Figura 18). Las proteinas que han sido previamente

descritas en infecciones virales, se sefialan con flechas rojas.
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Figura 18. Interacciones entre las proteinas identificadas realizadas en el programa
STRING. Las flechar rojas indican proteinas descritas en la literatura las cuales fueron
reportadas en interacciones virales.

Con el objetivo de identificar las vias de sefializacion que son afectadas como
consecuencia de la infeccion. Se realizé un analisis en la base de datos
PANTHER, a continuacibn se muestra en la tabla 3, las principales vias
metabdlicas en las cuales estan involucradas estas proteinas.

Del anélisis bibliografico encontramos que las vias de sefalizacion marcadas en
azul han sido reportadas en infecciones con el virus dengue en diferentes tipos de
lineas celulares. SE encontr6 que 4 proteinas hacen parte de la via de
sefalizacion de citocinas y quimiocinas que estan involucradas en inflamacion.

Muy recientemente, se ha reportado el papel fundamental de los lipidos en la
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Homo sapiens Lista proteinas
genes (REF)

Vias # # | Expected | +/- | ValorP
Sin clasificar 17 337 22 36.57 - | 4.91E-08
Whnt signaling pathway 317 4 .67 + | 4.44E-03
Nicotinic acetylcholine receptor 97 4 .20 + | 5.44E-05
signaling pathway
Inflammation mediated by chemokine 283 4 .60 + | 2.97E-03
and cytokine signaling pathway
Huntington disease 167 4 .35 + | 4.29E-04
Alzheimer disease-presenilin pathway 122 4 .26 + | 1.31E-04
P13 kinase pathway 115 3 .24 + | 1.87E-03
PDGF signaling pathway 159 3 .34 + | 4.63E-03
FGF signaling pathway 124 3 .26 + | 2.31E-03
EGE receptor signaling pathway 135 3 .28 + | 2.94E-03
Cadherin signaling pathway 147 3 31 + | 3.73E-03
Angiogenesis 191 3 40 + | 7.67E-03
Alzheimer disease-amyloid secretase 71 2 15 + | 9.96E-03
pathway
Ubiquitin proteasome pathway 70 2 15 + | 9.69E-03
P53 pathway 113 2 24 + | 2.39E-02
VEGEF signaling pathway 75 2 .16 + | 1.11E-02
T cell activation 102 2 22 + | 1.97E-02
Ras pathway 79 2 A7 + | 1.22E-02
Muscarinic acetylcholine receptor 1 61 2 A3 + | 7.45E-03
and 3 signaling pathway
Interleukin signaling pathway 161 2 .34 + | 4.55E-02
Insulin/IGF pathway-protein kinase B 89 2 19 + | 1.53E-02
signaling cascade
Endothelin signaling pathway 91 2 19 + | 1.59E-02
Cytoskeletal regulation by Rho GTPase 98 2 .21 + | 1.83E-02
Apoptosis signaling pathway 123 2 21 + | 2.79E-02
Synaptic vesicle trafficking 38 1 .08 + | 7.71E-02
FAS signaling pathway 36 1 .08 + | 7.32E-02

Tabla 3. Identificacién de vias de sefializacién en la base de datos PANTHER.

infeccion del virus dengue. Se ha visto que durante la infeccidén ocurre un aumento
de gotas de lipidos (Lipid droplets), estas organelas son fundamentales para la
replicacion del virus™ y se ha reportado que pueden tener una funcién emergente
como coordinadoras de la respuesta inmune, ya que participan en la generacién

de prostaglandinas y leucotrienos, importantes mediadores del proceso
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inflamatorio”™.

Por dltimo, se realiz6 otro analisis bioinformatico con la base de datos DAVID

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Cabe resaltar, que dependiendo del programa que

se use para el andlisis de un grupo de proteinas, los resultados pueden ser
diferentes. Debido principalmente a los parametros de los motores de busqueda,
estos estan relacionados con la limpieza (exigencia) de las bases de datos que
usen. Por ejemplo, Uniprot, sélo tiene datos donde existe una evidencia
experimental de la proteina, mientras que NCBI no tiene sesgo. Otra diferencia es
el nimero de proteinas que deben integrar una via, para que el reporte de la
misma tenga un valor p confiable. Los resultados de este analisis se muestran en

la siguiente tabla:

Via Prot involucradas | Valor P | Benjamini

Leukocyte transendothelial migration 9,92E-2 6,2E-1

Toll like receptor pathway 7,5E-1 5,6E-1

Fc gamma R- mediated phagocytosis 6,8E-2 5,8E-1

ErbB signaling pathway 5,8E-2 59E-1

MAPK signaling pathway 3,0E-3 4,3E-1

Tight junction 2,2E-2 55E-1

G OWWWww

Focal adhesion 1,2E-2 5,8E-1

Tabla 4. Identificacion de vias de senalizacion en la base de datos PANTHER.

No es sorprendente encontrar que la infeccién de las células THP1 con el virus
dengue induzca la via MAPK de transduccién de sefales, ya que este tipo de
senalizacion se da en respuesta a estrés, procesos inflamatorios y apoptosis entre
otros. Adicionalmente, trabajos previos en células de mosquito’® y células Hep2

infectadas con DV han descrito alteraciones en esta via en respuesta a la
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infeccion’”.

En referencia a las otras vias de transduccion que son afectadas durante la
infeccion, uniones estrechas y adhesiones focales, se conoce que durante la
infeccion de las células con dengue, se induce reordenamientos del citoesqueleto.
Asi también se ha visto que la proteina no estructural NS5 se une a las proteinas
PDZ, estas interacciones deben ser estudiadas con mayor profundidad ya que
podrian explicar la habilidad de los flavivirus para manipular la proliferacion y

permeabilidad celular™
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DISCUSION

El dengue es una enfermedad infecciosa dinamica y sistémica, que continua
siendo un importante problema de Salud Publica a nivel mundial. Principalmente,
debido a su rapida diseminacion dependiente de vectores artropodos y a que no
existe una terapia antiviral especifica, ni una vacuna profilactica para contender la

enfermedad.

Si bien el virus dengue fue aislado en el laboratorio en 1943, Recién en los
altimos 20 afios, se han dado importantes avances en el conocimiento de la
biologia del virus, la determinacion de la estructura viral, de la estructura y funcion
de sus proteinas® y en la elucidacién de los mecanismos de replicaciéon y
traduccién del genoma viral®'. Sin embargo, la patogénesis del dengue es poco

entendida y continua siendo un reto para los investigadores biomédicos.

Se conoce que la replicacién de DV es facilmente contralada en la mayoria de
individuos después de un corto periodo de viremia (fiebre); aunque no se conocen
que factores del huésped que participan en esta regulacién. Se ha reportado que
DENV es reconocido en las células de mamiferos por dos familias de receptores,
endosomales y citoplasmicos, que inducen la respuesta de IFN ao/f. La secrecion
de interferon estimula la sefializacién de JAK/STAT, lo que resulta en la activacién
de la transcripcion de genes de respuesta a IFN, que a su vez permiten el
establecimiento de una respuesta antiviral. Pero, este efecto es bloqueado por
proteinas virales no estructurales NS4, NS2A y NS5% | causando una inhibicién de
la sefalizacion de JAK/STAT y por ende una inhibicién de la activacién de la
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transcripcion de los genes de respuesta antiviral. Estos datos sugieren, que el
efecto antagonista de las proteinas virales a la respuesta celular via IFN puede
resultar en un cambio del grupo de proteinas que se expresan como resultado de
la respuesta antiviral y ser responsables en parte de las manifestaciones clinicas

de la enfermedad.

La transduccion de sefiales constituye una activa area de investigacion en
diferentes modelos eucariéticos. Sin embargo, el papel de la fosforilacion durante

infecciones virales ha sido poco explorado.

Lo anterior, hace evidente que se requiere un mayor esfuerzo en la investigacion
de las bases moleculares de la interaccion patdégeno-hospedero. Por ello, en este
trabajo planteamos el estudio fosfosproteimico de células THP-1 infectadas con el
virus dengue 2, con el objetivo de conocer las vias de transduccion de sefiales que
son afectadas como consecuencia de la infeccién. Cabe resaltar que este trabajo
es pionero en el campo de virologia del dengue, es una investigacion exploratoria,
que busca conocer en forma global los cambios en el nivel de fosforilacion de las
proteinas y con ello tratar de establecer las redes de interaccion proteica que
pueden ser afectadas durante la infeccion de los monocitos/macrofagos con el

virus dengue.

El analisis proteémico combinando ITRAQ, enriquecimiento de fosfopéptidos por
TiO2 y espectrometria de masas, nos ha permitido la identificacion de 1100
fosfopéptidos en la linea celular THP1l, de estos 51 fosfopéptidos (que

corresponden a 45 proteinas) cambian su estado de fosforilacion en respuesta
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directa o indirecta a la infecciébn con el VD. Se encontr6 que la mayoria de las
proteinas disminuyen su estado de fosforilacion (41) y pocas lo aumentan (4)
(Tablal). Es probable que la disminucién en la fosforilacion sea el resultado de la
intervencion de las proteinas virales en la funcion celular, que resulta en una
evasion y/o modulacion de la respuesta celular frente a la infeccion. Sin embargo,
dado que este estudio es global, se requieren realizar experimentos de infeccién y
por otras metodologias como western bloot o inmunofluorescencia para
comprobar, que el nivel de fosforilacion de las proteinas encontradas es diferente

a la fosforilaciéon de las células control.

Nuestros hallazgos muestran que las proteinas encontradas son parte de
importantes vias metabdlicas entre las que destacan apoptosis, sistema
ubiquitinacién-proteasoma, trafico vesicular, fagocitosis, e inflamacién, (tabla 4).
El describir el fosfoproteoma de la célula infectada nos puede permitir ubicar

proteinas que sirvan como nodo, esto es regulen varias vias de sefializacion.

En estudios previos, se ha analizado el proteoma de células Hep-2 y células

endoteliales en respuesta a la infeccién con el °® %7

Estos trabajos no utilizan
metodologias cuantitativas y analizan la proteina total no las fosforiladas, como es
nuestro caso. Mencionan entre 15 y 30 proteinas que cambian su patron de
expresion en respuesta a la infeccion, cuya funcién esta relacionada con la
respuesta de interferdn tipo | y con la activacion del proteosoma. Cabe destacar
que algunas proteinas encontradas en este trabajo hacen parte de estas vias, lo
cual nos indica que estamos corroborando datos ya existentes vy

complementandolos con proteinas nuevas. Este set de proteinas distintas, pueden
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ser producto de muchos factores tales como: tipo celular, condiciones de infeccién
(Multiplicidad de infeccién), tiempo de estudio (horas post infeccién)
enriquecimiento de proteinas fosforiladas y sensibilidad de la metodologia

(marcaje y espectrometro de masas).

La busqueda de informacién funcional de las proteinas que cambian su patrén de
fosforilacion en las células THP1 infectadas, nos muestra un grupo de cinco
proteinas que han sido descritas previamente, en relacion a la infeccion con otros
virus. Se encontr6 que las proteinas PMSD1, VDAC1, YWHAE y DYNC1LI1
disminuyen su nivel de fosforilacibn como consecuencia de la infeccidon, mientras

que la proteina NMP1 aumenta su patrén de fosforilacion.

Entre las proteinas que bajaron su expresién encontramos a:

1. La subunidad 1 reguladora del proteasoma 26s (PSMD1) la cual actua como
proteina reguladora del proteasoma, y funcionalmente esta relacionada con la
degradacién de proteinas ubiquitinadas dependientes de ATP®%. El sistema de
ubiquitiniacion-proteasoma (SUP) representa la principal via extra lisosomal
para la degradacién de proteinas, incluyendo las mal plegadas, por lo tanto no
es sorprendente que este sistema esté involucrado en una variedad de
procesos celulares tales como regulacion de ciclo celular, reparacion de ADN,
presentacion de antigenos, apoptosis, transduccion de sefiales y regulacion
transcripcional.®®* Se ha descrito que muchos virus tales como rotavirus,

84,85

coxsackievirus modifican este sistema para su propio beneficio En el caso

de virus dengue se ha reportado que la inhibicion farmacoldégica de compontes
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del SUP®® & resulta en la disminucion de la produccién de particulas virales®®.
Si bien el mecanismo molecular no es bien conocido, parece ser que SUP es
requerida para la traduccion y replicacion del RNA viral®®. En este trabajo, se
encontré una disminucion de fosforilacion de PSMD1, previamente se ha
reportado que esta proteina se desfosforila por accion del interferon en células
de pulmon®®. Se conoce que la infeccion de los monocitos con DV activa la
respuesta a IFN, el encontrar PSMD1 fosforilada puede indicar que es producto
de la respuesta a interferén en las células infectadas y no infectadas. Se tienen
que realizar estudios posteriores para evaluar la funcion de esta proteina en el

contexto de la infeccion de monocitos con el virus dengue.

. Proteina de canal anion-selectiva dependiente de voltaje 1 (VDAC1), esta
proteina se localiza en la membrana externa de la mitocondria, en la membrana
plasmatica y en combinacién con otras proteinas forman un complejo que
permite la difusion de moléculas hidrofilicas. Cambios de expresion de esta
proteina se han relacionado con apoptosis. En una infeccion viral, la apoptosis
puede ser un mecanismo de defensa contra la replicacién del virus, diferentes
trabajos mencionan que los virus han desarrollado estrategias para revertir los
mecanismos de apoptosis. Feng et al reportan la interaccion de la proteina
VMAP (viral mitocondrial anti apoptotic protein) con la proteina VDAC1 que da
como resultado la inhibicion de la liberacién de Citocromo c, impidiendo asi el
desencadenamiento del proceso de apoptosis®®. Se ha reportado inhibicion de
apoptosis en etapas tempranas de la infeccién con el DV®. En el caso del virus

influenza se ha descrito que la interaccion de proteinas no estructurales con
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VDAC1 desencadena el proceso de apoptosis en etapas tardias de la infeccion
y se ha propuesto que la cascada apoptética juega un rol fundamental en el
procesamiento de las proteinas virales, maduracion de las particulas virales, asi
como en la regulacion de la respuesta inmune del hospedero a la infeccién.®
Por otra parte Ding et al sugieren que esta proteina puede tener un rol diferente:
afectando la unién o la entrada del virus a las células, ya que en sus trabajos
con virus de la encefalitis Japonesa, demuestran mediante técnicas de
protedmica que una cepa celular resistente al virus tiene una expresion
aumentada de esta proteina®. Se necesita hacer una busqueda mas
exhaustiva sobre el rol de fosforilacion en la actividad de esta proteina para

relacionarla con la infeccion de monocitos con el virus dengue.

. 14-3-3 epsilon (YWHAE) es una proteina adaptadora implicada en la regulacion
de un gran espectro de vias generales y especializadas. Se une a un gran
numero de proteinas, usualmente en reconocimiento de un motivo fosfoserina o
fosfotreonina. Su unién tiene como resultado la modulacién de la actividad de la
molécula a la que se une.?® Al igual que la subunidad 26 s de proteasoma, esta
proteina mostré una expresién diferencial en la células Hela y HepG2 infectadas
por virus coxsackievirus®®. Otros estudios muestran que las proteinas 14 3 3
epsilon interactuan con proteinas virales, ejemplo de esto es la interaccidon con
la proteina MT (middle tumor antigen) de poliomavirus teniendo como resultado
el control de la proliferacion celular contribuyendo al desarrollo de neoplasias,**
al igual que interaccion descrita con la proteina core del virus hepatitis C (HCV)

f_95

activando la via Ra En el caso de la infeccion con dengue no ha sido
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descrita.

. La cadena ligera intermedia de la dineina citoplasmatica (DYNC1LI1) esta
proteina es un componente accesorio no catalitico del complejo citoplasmatico
de dineina, se piensa que puede estar involucrada en la interaccion de dineina
con proteina adaptadoras que regulan su funcion. La Dineina citoplasmatica 1
actua como motor de la motilidad retrograda intracelular de las vesiculas y
organelos a los largo de los microttibulos®. Diferentes estudios han demostrado
que algunos virus interaccionan con esta proteina. La dineina se une
directamente al a la capside del adenovirus, para transportar el virus hacia el
nucleo y completar su ciclo de replicacién®, si bien el DV en su ciclo de
replicacién no presenta etapas en el nucleo, estudios previos han demostrado la
presencia algunas proteinas virales, dentro de este, por lo que esta proteina en
interaccion con NPM1 pudiera fungir como medio de transporte para las
proteinas virales que se encuentran en el nucleo durante el ciclo de replicacion

viral.

. Por ultimo la unica proteina que aumenta su patron de fosforilacion es la
Nucleofosmina (NMP1) la cual es una fosfoproteina nucleolar involucrada en
distintas funciones, incluyendo transporte nuclear, proliferacion celular y

biogénesis ribosomal®

Esta proteina tiene la habilidad de viajar entre nucleo y
citoplasma y unirse a proteinas que presentan sefial de localizacion nuclear,
promoviendo asi su importe a ntcleo®. Puede formar un complejo con la

proteina p120 nucleolina y algunas proteinas virales como la proteina Rev y Tat

de VIH'®. Para DV no se han descrito interacciones especificas con esta
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proteina, y aunque DV no se replica en el nucleo, se conoce que la proteina C
puede encontrarse en el nucleo y esto es requerido para la activacion de
apoptosis en células HepG2*!. Asi también, se ha reportado que la proteina no
estructural NS5 (polimerasa), NS1 y NS3 se encuentran en nucleo y

citoplasma'®%1%3

, aunque no se conoce la funcién que desempenan en él. Muy
recientemente, se ha reportado que Ivermectin, un inhibidor especifico de la
importacion de proteinas citoplasmicas al nucleo celular inhibe la infeccién del
virus dengue'®. La creciente importancia que ha adquirido la presencia nuclear

de proteinas virales en el ciclo de replicacion, nos estimula al estudio de la

funciéon de NMP1 durante la infeccion de DV, mediante interferencia de RNA.

Dado que el nivel de infeccion de las células THP-1 es de aproximadamente el
60% de la poblacion, puede ser que las diferencias encontradas respecto al
control, célula no infectada, correspondan a una mescla de células infectadas y no
infectadas que coexisten en la muestra problema. Aunque, sélo se consideraron
las diferencias de expresion de 4 veces el valor de la muestra control (célula THP1
no infectada). Por lo anterior, es necesario corroborar los datos de fosforilacion de

proteinas en una muestra problema, donde separemos por “cell sorting” Ila

poblacion de células infectadas ("60%) de las no infectadas (*40%) y asi asegurar

que los estudios funcionales se realicen sobre la poblacién correcta.

Con el advenimiento de la gendmica, en los ultimos afios, se han reportado
estudios globales a nivel RNA mediante transcriptoma, que revelan que la

sobreexpresion de genes relacionados con inflamacion, con la respuesta antiviral
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via IFN a/B, con la respuesta de NFx3 mediada por citocinas y la activaciéon de la

* Proteinas fosferiladas
Mufioz Jordan et al 2010

@ Kanylaelal2010

A Pattanakitsakul et al 2007

Figura 19. Transcriptoma y Proteoma de diversas lineas celulares infectadas con
DV.

via de ubiquitina-proteosoma’®>*®. Cabe resaltar que un andlisis bioinformatico
comparativo entre las proteinas fosforiladas encontradas en este trabajo y las
reportadas en estudios de transcripcion, nos sugiere que son sets de activacion

distintos, muy probablemente porque los niveles de expresion de RNA no
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coinciden con los niveles de expresidn a nivel de proteinas, por muchos factores,
principalmente procesamiento del RNA, regulacion de la traduccién vy

modificaciones postraduccionales (Figura 19).

El andlisis en conjunto de los trabajos reportados y de las proteinas fosforiladas
encontradas en este trabajo, nos muestra que existen coincidencias en la actividad
de algunas proteinas, como pueden observar en la figura 19. Estas coinciden en
su funcién en el SUP y apoptosis. Sin embargo, la fosforilacion de las proteinas
gue no se han reportado previamente abre una serie de posibilidades de estudio,
para ampliar nuestro conocimiento de la interaccion virus dengue-monocitos y asi
tener un mejor entendimiento del ciclo de replicacion y las implicaciones que éste

tiene en la patogénesis de la enfermedad.

Por otro lado, la intervencion quimioterapéutica en las vias de transduccion de
sefales ha permitido avances espectaculares en la farmacologia moderna. Por
ejemplo, una de las drogas de mas éxito en la actualidad, el sildenafil (viagra), es
un inhibidor de una fosfodiesterasa dependiente de GMP ciclico (GMPc), que
interfiere en un érgano especifico, con las vias de sefalizacion dependientes de
GMPc. En la actualidad, estan en el mercado decenas de drogas que modulan las
vias de transduccion de sefiales. No obstante, en el caso de la infeccion del
hombre con el virus dengue, no se ha explorado la intervencién farmacolégica de
estas vias y dado que no existe vacuna ni terapia antiviral, puede ser una opcién

de control de la enfermedad.

Este trabajo nos muestra que la proteGmica cuantitativa basada en espectrometria
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de masas, es una herramienta que nos sirve para responder preguntas biolégicas
complejas y encontrar resultados novedosos. Adicionalmente, este proyecto, nos
ha permitido generar las bases metodolégicas para la implementacién de esta
tecnologia en la Unidad de Protedmica del Centro de Investigacidon Sobre

Enfermedades Infecciosas, del Instituto Nacional de Salud Publica.
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CONCLUSIONES

1. A las 48 horas post-infeccion, las células THP1 infectadas con el virus
dengue contienen 45 proteinas celulares que cambian su nivel de

fosforilacibn como respuesta directa o indirecta a la infeccion.

2. La cuantificacion de los niveles de fosforilacion nos indica que 44 proteinas
disminuyen y 1 proteina aumenta el nivel de fosforilacion en comparacion a

la proteina de la célula no infectada.

3. Las proteinas PMSD1, VDAC1, YWHAE, DYNC1LI1 y NMP1, se han

reportado previamente en trabajos relacionados con infecciones virales.

4. Las vias metabdlicas que pueden estar involucradas en la interaccion virus
dengue-monocitos son apoptosis, sistema ubiquitinacién-proteasoma,

trafico vesicular, fagocitosis, e inflamacion.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo hace parte del proyecto “Quantitative proteomic analysis of
mononuclear cells infected with dengue virus using iTRAQ Labeling and tandem
mass spectrometry CN-10398 UC-MEXUS/CONACYT.2010. En el cual se
plantearon los siguientes objetivos: 1) Identificar en forma cuantitativa las
proteinas celulares de monocitos que se expresan diferencialmente como
consecuencia de la infeccion con el virus dengue. 2) Analizar cuantitativamente el
fosfoproteoma de los monocitos infectados con DV. Actualmente, estamos

realizando el analisis de las proteinas totales.

Dado que estos resultados son complementarios, con el listado general de
proteinas tanto totales como fosforiladas, se tendra una idea mas clara de lo que
ocurre en la célula THP1 (modelo de monocitos) a 48 horas después de la
infeccion. Para corroborar estos resultados, se realizara western blot para
comprobar el nivel de expresiéon tanto de la proteina total como de la proteina
fosforilada. También se realizaran inmunofluorescencias, para evaluar si los

cambios en expresion son en algun compartimento celular determinado.

Posteriormente, se tiene contemplado realizar el analisis funcional de un grupo de
proteinas, las cuales se seleccionaran en base su nivel de expresion y a la funcién
reportada en la bibliografia. Los estudios funcionales se realizaran mediante RNA
de interferencia y se estudiara la funcion de la proteina estudiada en el contexto
de la célula infectada. Con ello, se podra saber si las proteinas que se expresan
diferencialmente durante la infeccion tienen un papel en el ciclo de replicacién viral
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o si el en cambio en expresion es consecuencia de la respuesta de la célula a la

infeccion.

Este trabajo abre una serie de posibilidades en la investigacion de virologia
basica, busqueda de biomarcadores de las formas graves de dengue y moléculas

blanco para terapia antiviral.

El grupo de trabajo de la Dra. Pando, es nuevo en el CISEI-INSP y esta tratando
de consolidar la linea de investigacion “Analisis funcional de la relacion hospedero-
patdogeno”. Este trabajo es una prueba de que el abordaje de protedmica
cuantitativa, nos puede dar respuestas a preguntas complejas y poco exploradas.
Con la experiencia que hemos adquirido, tenemos como objetivo conocer los
eventos celulares que son inducidos por la infeccion viral a tiempos cortos de la
entrada del virus a la célula. Este conocimiento, es relevante para entender el
“crosstalk” entre el virus dengue y los monocitos, para posteriormente extrapolar
estos resultados a la infeccion de dengue en humanos. Este proyecto fue
presentado para su evaluacion en la Convocatoria CONACYT-Ciencia Basica

2012.
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