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EL VIRUS DEL DENGUE ES TRANSMITIDO AL SER HUMANO POR EL
MOSQUITO AEDES AEGYPTI, GENERANDO UNA ENTIDAD PATOLOGICA
CUYAS MANIFESTACIONES CLINICAS VARIAN EN SEVERIDAD DESDE
UN SINDROME FEBRIL AUTOLIMITADO A UNA FIEBRE HEMORRAGICA
CUYA COMPLICACION MAS GRAVE, EL SINDROME DE CHOQUE POR
DENGUE, ES POTENCIALMENTE FATAL.

Rosa Ma. del Angel

En el ambito mundial, el dengue es la enfermedad
viral transmitida por artrépodos mds importante, ya
que produce la fiebre hemorrdgica de mayor incidencia.
El virus del dengue es transmitido al ser humano por el
mosquito Aedes aegypti, generando una entidad
patolégica cuyas manifestaciones clinicas varian en
severidad desde un sindrome febril autolimitado o
fiebre del dengue (FD) a una fiebre hemorragica

o dengue hemorrégico (DH) cuya complicacién mds
grave, el sindrome de choque por dengue (SSD), es
potencialmente fatal. La distribucién geografica de la
infeccién por dengue correlaciona con la distribucién
del mosquito vector e incluye las zonas tropicales y
subtropicales del mundo, en las cuales ademds se
encuentran las naciones con mayores carencias
econémicas y de salud. Se estima que cada ano se
presentan entre 50-100 millones de casos de FD y de

250,000 a 500,000 casos de DH dependiendo de la
actividad epidémica (Guzmdn y Kouri, 2002). Durante
los ultimos ocho anos la incidencia de dengue ha
aumentado en América, particularmente en México,
donde co-circulan los cuatro serotipos del virus desde la
década de los anos ochenta.

Inicialmente, la infeccién por el virus dengue puede
pasar desapercibida por ser asintomadtica o bien
manifestarse inespecificamente como FD, caracterizada
por fiebre de alto grado, dolor retroocular, mialgia y
artralgia. La FD rara vez persiste mds de siete dias; sin
embargo, los pacientes presentan una larga
convalecencia, durante la cual pueden presentarse
sintomas neurolégicos residuales, como fatiga y lasitud,
que pueden durar meses. En una pequefia proporcién
de casos, particularmente de infecciones secundarias
(con un serotipo diferente al que causé la infeccién
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Durante los ultimos ocho anos la incidencia de dengue ha aumenta-
do en América, particularmente en México, donde co-circulan los
cuatro serotipos del virus desde la década de los anos ochenta.
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ProTeINAS ESTRUCTURALES

ProTeiNAS No ESTRUCTURALES

Fig. 1. Genoma del virus del dengue. El marco de lectura del virus del dengue, flanqueado por dos regiones no
traducidas, codifica para tres proteinas estructurales: g, m y E, y siete proteinas no estructurales: NSS1 a NSS.

inicial), el virus causa DH con un incremento en la
permeabilidad vascular, diatesis hemorrdgica y
potencialmente choque hipovolémico y distributivo. De
esta manera, el DH se caracteriza por
hemoconcentracién, trombocitopenia y colapso
circulatorio, condicién clinica que se asocia
frecuentemente con disfuncién severa de algunos
6rganos, como del higado, del bazo y del cerebro. Hasta
la fecha muchos grupos se han dedicado al estudio de
los factores que determinan los casos graves de la
enfermedad, encontrdndose que la fisiopatogenia del
DH es multifactorial, donde el papel que juega la
respuesta inmune innata, incrementada por factores
intrinsecos, tanto del virus (como el genotipo) como del
huésped, es muy importante.

Existen cuatro serotipos del virus del dengue,
miembros del género Flavivirus (familia Flaviviridae), los
cuales se caracterizan por tener una cdpside
icosahédrica rodeada por una membrana lipidica o
envoltura, con un didmetro aproximado de 50 nm. En
su interior contiene como genoma una molécula de
RNA de cadena sencilla y polaridad positiva de 10.7 kb.
El genoma viral presenta la estructura “cap” en el
extremo 5 y carece de poli(A) en el extremo 3~
terminal. El inico marco de lectura abierto estd
flanqueado por dos regiones no traducidas (RNT), y
codifica a las tres proteinas estructurales: la proteina de
la envoltura E, la proteina asociada a la membrana M, y
la proteina de la cdpside C, y a las siete proteinas no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5)
(Linderbach and Rice, 2003) (fig. 1).

Como ocurre con otros virus, el primer paso en la
infeccién por dengue requiere la interaccién entre la

particula viral y el complejo receptor presente en la
superficie de la célula huésped. La glicoproteina E es

la proteina viral mds expuesta y ella interacciona con el
complejo receptor a través de su dominio III localizado
hacia el extremo carboxiterminal de la proteina (Crill y
Roehring, 2001).

Respecto al receptor celular, diversos grupos han
dirigido sus esfuerzos para su identificacién y han
descrito moléculas como el glicosaminoglicano hepardn
sulfato (HS), al cual se une el virus a través de la
interaccién con la proteina E (Chen et al. 1997). Dado
que el HS estd presente en una gran diversidad de
células, su interaccién con el virus permite la adsorcién
viral a la superficie de distintos tipos celulares. En el
caso especifico de células dendriticas, que estdn
presentes en la piel del huésped humano y que son de
las primeras que se infectan con dengue, la unién
ocurre entre la lectina de unién a ICAM3, DC-SIGN o
CD209, y los residuos de manosa de la Asn 67 de la
proteina E. DC-SIGN también permite la unién de las
células dendriticas con otros virus como HIV, hepatitis
C, ebola y citomegalovirus (Navarro-Sdnchez, et al. 2003;
Tassaneetrithep et al. 2003; Lozach et al. 2005).

Por otro lado, se han identificado al receptor de alta
afinidad de laminina de 37/67 kDa y a la proteina
GRP78 como moléculas receptoras para dengue 1y 2
respectivamente en células hepdticas Hep G2
(Thepparit, y Smith, 2004; Jindadamrongwech et al.
2004). GRP78 o Bip es una molécula muy importante en
la respuesta a estrés celular, sobre todo el relacionado
con el reticulo endopldsmico.

Nuestro grupo, interesado en el estudio de las
moléculas que pudieran participar en la entrada de



Es muy probable que la interaccién entre el complejo receptor y el
virus dispare una serie de eventos dindmicos que, como ocurre con
otros virus, debe traer como consecuencia la movilizacién del citoes-

queleto que permitirad la entrada viral.

dengue a monocitos/macréfagos, una de las células blanco
clave en la infeccién por dengue y en la respuesta inmune
que el virus induce, decidimos clonar, expresar y acoplar la
proteina E de dengue 4 a una resina de niquel. Mediante
cromatografia de afinidad logramos aislar algunas
proteinas de monocitos humanos y de las lineas celulares
SH-SY-5Y (de neuroblastoma de humano) y U937
(promonocitica que se diferencia de macréfagos) que
tenian afinidad por la proteina E (Reyes-del Valle y del
Angel, 2004). Dos de las cinco proteinas de superficie
aisladas por este método fueron identificadas como las
proteinas de choque térmico (Hsp) de 70 y 90 kDa (Hsp70 y
Hsp90) (Reyes-del Valle et al. 2005). Este hecho nos llev6 a
estudiar la posible participacién de ambas Hsps como
parte del complejo receptor para el virus del dengue.
Inicialmente, mediante el uso de citometria de flujo
determinamos que ambas Hsps, ademads de encontrarse de
manera abundante dentro de la célula, también se
localizan en la superficie celular, distribucién esperada
para una molécula que participa en la entrada viral.
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Ademads, observamos que la incubacién de las células U937
con anticuerpos contra ambas Hsps, antes de infectarlas
inhibian la infeccién por dengue de manera dependiente
de dosis (Reyes-del Valle et al. 2005), sugiriendo que Hsp90
y Hsp70 participan en la entrada viral.

A pesar de que las proteinas de choque térmico no
tienen dominios transmembranales que les permitan
anclarse a la membrana citopldsmica, frecuentemente
se asocian a ésta en regiones conocidas como
microdominios membranales o “rafts”. Estos “rafts”, o
balsas lipidicas, que reciben su nombre por su
insolubilidad en Tritén X100 a 4 °C debida a la
presencia abundante de colesterol, son elementos
dindmicos que se forman o desintegran dependiendo de
estimulos especificos. Los rafts que se forman en
respuesta a la interaccién entre las células U937,
monocitos/macréfagos y SH-SY-5Y y el virus del dengue
contienen a Hsp90 y Hsp70 (fig. 2, U937 + DEN), lo que
no ocurre en ausencia del virus (fig. 2, U937),
sugiriendo que éste podria ser un estimulo que induce

Fig. 2. Aislamiento de rafts de células
U937, incubadas sin y con el virus del
dengue. Las células U937 se incubaron
en ausencia o en presencia del virus del
dengue (U937 + Den), por 1 hora a

37 °Cy se lisaron con Tritén X 100 a a
4°C antes de someterlas a centrifugacién
en un gradiente discontinuo de sacarosa.
El mismo volumen de cada fraccién se
someti6 a SDS-PAGE y se analiz6 por
Western-blot, usando anticuerpos anti-
HSP90, anti-HSP70 y anti-CD14.
(Marcador de rafts en monolitos. En la
parte inferior se indican las fracciones
correspondientes a rafts). Tomado de
Reyes del Valle, et. al 2006).
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la relocalizacién de ambas Hsps a la membrana celular
para con ello permitir la entrada viral. A este respecto,
demostramos que la presencia de rafts lipidicos es
indispensable para la infeccién por dengue, ya que el
tratamiento de las células con metil-b-ciclodextrina
(MCD), droga que secuestra el colesterol y destruye los
rafts, antes de la interaccién con dengue inhibe la
infeccién de manera dependiente de dosis (Reyes-del
Valle, et al. 2005). Todos estos datos indican que dengue
induce la relocalizacién de Hsp90 y Hsp70 en rafts
lipidicos, lo que a su vez favorece la entrada viral a
células de neuroblastoma y macréfagos humanos.

Es muy probable que la interaccién entre el
complejo receptor y el virus dispare una serie de
eventos dindmicos que, como ocurre con otros virus,
debe traer como consecuencia la movilizacién del
citoesqueleto que permitird la entrada viral. Asimismo,
se induce el inicio de la sefializacién intracelular
necesaria para alertar a la célula de la presencia de un
microorganismo dentro de ella. Es posible que en los
microdominios membranales que se forman por la
infeccién por dengue se concentren moléculas que se
encargardn de inducir los rearreglos del citoesqueleto y
la senalizacién celular. Por tanto, la caracterizacién de
los rafts formados en respuesta a la infeccién por
dengue es una de nuestras prioridades.

Por otro lado, es interesante observar que durante
una infeccién viral en células animales se producen
alteraciones caracteristicas de una respuesta a estrés,

como el aumento y relocalizacién de las proteinas de
choque térmico de la familia Hsp60, Hsp70 y Hsp90
(Jindal y Malkausky, 1994). Este evento es muy relevante,
ya que diversas proteinas de choque térmico participan
en distintas fases del ciclo replicativo de distintos virus.
Por ejemplo, se ha encontrado que las Hsp70 y Hsc70
participan en el ensamblaje y la morfogénesis del virus
Sindbis, del virus de la estomatitis vesicular, del virus
vaccinia, del virus SV40, de papilomavirus y del virus de
la hepatitis B. Ademds, las Hsps participan en el
transporte de algunos virus como poliovirus,
cocsakievirus, adenovirus, HTLV-1 y citomegalovirus, a
compartimentos celulares, siendo este transporte
necesario en el ciclo replicativo viral. Finalmente,
también se ha descrito que algunas proteinas de choque
térmico se incorporan en la particula viral y que algunos
virus codifican proteinas del tipo de las Hsps, haciendo
evidente que éstas son proteinas clave en la replicacién
viral. Las Hsps, en su mayoria chaperonas, tienen la
funcién de plegar correctamente a las proteinas
celulares y, por tanto, su actividad resulta crucial
durante ciertos pasos de la replicacién de los virus, ya
que pueden darle la conformacién adecuada a las
proteinas virales para que éstas también sean activas.
Asimismo, pueden permitir que la particula viral,
durante la entrada, pierda la envoltura o cdpside o bien
darle el arreglo correcto durante su salida de la célula.
Sumado a lo anterior, es importante recordar que
condiciones de estrés celular in vitro, como el choque

Ciclo reproductivo del virus del dengue: 1) el virus se
une a la célula huésped, 2) interacciona con su
complejo receptor, 3) entra a través de las vesiculas,
4y 5)en las cuales se lleva a cabo la fusiéon y la
liberacion del RNA viral, 6) el RNA es traducido en el
citoplasma, 7) la poliproteina es procesada por
proteasas virales y celulares, 8) posteriormente el RNA
es replicado, 9) las cadenas de polaridad positiva son
encapsidadas, 10) las membranas se cubren, (11 y 12)
se liberan por la via escocitica después del
procedimiento de la proteina viral prM a M.
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Hasta la fecha muchos grupos se han dedicado al estudio de los fac-
tores que determinan los casos graves de la enfermedad, encontrdn-
dose que la fisiopatogenia del dengue hemorrdgico es multifactorial.

térmico, la falta de suero, la irradiacién con luz UV o
bien eventos clinicos en el humano, como la fiebre,
infecciones con otros organismos, desnutricién,
diabetes, etc., pueden favorecer la sobreexpresion y
relocalizacién de Hsps. El efecto, que una condicién de
estrés pudiera tener para favorecer la infeccién con
ciertos virus que usan Hsps para su replicacién, es un
elemento que estamos estudiando y que podria jugar
un papel importante en la patogenia de las infecciones
virales y especificamente del dengue. Finalmente, no
debemos olvidar que el dengue es un virus que puede
replicarse en células de mamifero y en células de
mosquito, por tanto, los aspectos antes descritos para
células de humano pueden también estar operando en
el mosquito vector. A este respecto, trabajos en campo
sugieren que la susceptibilidad de los mosquitos a la
infeccion por dengue puede aumentar por las altas
temperaturas del medio donde se desarrollan la larvay
el mosquito adulto, apoyando la idea de que el estrés
puede ser un elemento que condicione o altere la
susceptibilidad celular a las infecciones virales. @®
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