UNIVERSIDAD
M NACIONAL AUTONOMA [N 14 M
, POSGRADO =2

DE MEXICO 7

iy,

TRIR

FACULTAD DE QUIMICA

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

EXPRESION DEL RECEPTOR TROMBOGENICO
FACTOR TISULAR (TF) EN MONOCITOS
ESTIMULADOS CON EL VIRUS DENGUE

T E S IS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS (BIOQUIMICAS)

P R E S E N T A
BIOL. JANET GARCIA PILLADO

TUTOR:
DRA. BLANCA H. RUIZ ORDAZ

México, D. F., abril 2011.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA:

A la Vida que me ha dado tanto. ..

...Me ha dado el sonido y el abecedario

con él las palabras que pienso y declaro. ..

...Me dio el corazén que agita su marco

cuando miro el fruto del cerebro humano...

+ A la memoria de Soco



Agradecimientos I

A la Dra. Blanca Ruiz Ordaz:

Por la oportunidad primero de trabajar en su laboratorio para aprender y formarme como cientifico; luego
por creer en mi, en lo que hago y en lo que puedo hacer. Porque bajo ninguna circunstancia ha dejado de
brindarme su apoyo: ora en el laboratorio, ora en los seminarios, luego en la oficina; y finalmente, por su
ejemplo como investigadora de gran calidez y compromiso humano. Mi estima, admiracién y respeto a su

persona.

A la Dra. Verénica Monroy Martinez:

Primero por su apoyo en el laboratorio, particularmente con el manejo y cuidado de los cultivos celulares,
del virus Dengue, por su asesoria con las técnicas de ELISA y de Citometria de Flujo y todo lo que sea
necesario para el uso de reactivos y manejo de equipos. Luego por su apoyo no solo en las discusiones

para solucionar los problemas cuando no resultan los ensayos como uno espera, sino en aquellos
momentos en donde las palabras de 4nimo y consejo son valiosas. Por todo ello debo expresar mi aprecio

y respeto hacia Ud.

A Miguel Tapia:
Por su valiosa ayuda con el uso de los Microscopios Invertido y Confocal y la captura de todas las

micrograffas que presento en esta tesis.

Al QFB Carlos Castellanos:

Por su asesoria en la adquisicion de muestras en el Citometro de Flujo FascCalibur

Al Dr. Carlos Cabello Gutiérrez:

Por su apoyo para la deteccién de TNFa por ELISA, por su tiempo y paciencia.

A todos y cada uno de mis cdlegas y al mismo tiempo queridos amigos del laboratorio:
desde Jorge-super cassiopeo-, Carlitos, César- mi ex concubino-, Adri (gran amiga de tanto tiempo),
Gibran, Gaby —mi rémorita-, Verito, Jomarpoa hasta Jaqui; por sus valiosas observaciones y sugerencias,
pot su apoyo cuando los experimentos no salen, por las ideas compartidas, en los seminarios y por sobre

todo, por su calida compafifa como mi familia en mi otra casa, es decir, en el laboratorio.



Agradecimientos II

A mi mami, que siempre me acompafias en este camino que a veces parece interminable; por el aliento que
me das cada dia para continuar y por el amor que me has ensenado a tener por la vida, por mi vida.
L J
A mi hermano, mi borregiito, que por sobre todo, siempre has estado ahi para mi, como sea y en donde
sea... tu apoyo fue determinante pero tu carifio imprescindible.
L J
A mi hermana Chiquis, por tu apoyo y carifio, por la severidad de tus consejos y por lo mismo utiles asi
como por el ejemplo que me das cada dia con tu empefio y dedicacion en lo que haces.
L J
A mi querida Alejandra, “la pareja”, por haberte quedado quietecita en el momento preciso para que
pudiera encontrarte, le has dado otro sentido a todas aquellas cosas que parecian nimiedades y que por ello
ahora somos compafieras en suefios de toda clase, porque volar como vuelas, tienes un pedacito en mi
vida!
L J
A mi Joel, por tu amor infinito... por llegar a la playa de mi vida y alentarme cuando la pesadez y
cansancio se empafiaron en acompafiarme.
L J
A todas las personas que de una u otra forma me han acompafado en esta vida, particularmente mientras

hago lo que amo hacer: esta tesis como ejemplo.

A la Universidad Nacional Auténoma de México por dejarme seguir formandome en ella, por la
oportunidad de enriquecer mi vida como biéloga de los virus y como ser humano.
L J
Al posgrado por todas las oportunidades que nos brinda para prepararnos y continuar haciéndolo.
L J
A CONACYT, por la beca otorgada para obtener el grado de maestra en ciencias: Becaria (CVU)
Asi como por los recursos para la adquisicion de reactivos y equipo para llevar a cabo todos los ensayos de

esta tesis.



Los virus vienen y se van,
mientras algunos se adaptan y sobreviven,

otros desaparecen‘

(Eigen, 1993)



RESUMEN
Expresion del receptor trombogénico Factor Tisular (TF)

en monocitos estimulados con el virus Dengue.

La incidencia del Dengue se ha incrementado en las dos dltimas décadas. Aproximadamente un 40% de
la poblacién mundial se encuentra en riesgo de presentar la enfermedad. La OMS refiere 50-100 millones
de casos de Dengue al afio en el mundo y aproximadamente un 2,5% de los afectados fallecen. El Dengue
severo se caracteriza por alteraciones hemostaticas como la CID cuyos mecanismos etipatogénicos no
estan totalmente entendidos. El TF es el receptor fisiolégico de inicio de la cascada de coagulacion. La
sobreexpresion del TF en monocitos ha sido asociada con alteraciones trombéticas como la CID. Este
receptor puede ser liberado al torrente circulatorio en forma de MPs que pueden inducir efectos biologicos
en células como el endotelio vascular. Se ha reportado que existe una asociacion de los niveles elevados de
TF en pacientes con Dengue severo. Estudios previos de nuestro grupo confirmaron la participacion del
TF en la alteracion de la regulacion de la hemostasia a nivel del endotelio vascular durante la infeccién por
DENV. Los monocitos-macréfagos son las principales células diana para el DENV las cuales se activan en
presencia del virus por lo que se propone que la activaciéon de monocitos humanos por el DENV,
favorece la sobreexpresion del receptor TF y la formacién de microparticulas derivadas del monocito. En
este trabajo se observé que el DENV es capaz de activar a los monocitos induciendo cambios de
adherencia, tamafio y morfologia desde las 6 hpe asi como la produccion de la citocina pro-inflamatoria
TNFa siendo a las 12 hpe cuando se dié su maxima produccion. Mediante ensayos de citomettia de flujo
se detectd la expresion de TF en la superficie membranal de monocitos estimulados con DENV de
manera dosis dependiente desde las 6 hpe mientras que la maxima expresion de TF se presentd a las 12
hpe. Finalmente, se observé por citometria de flujo y microscopia confocal, que el DENV induce la
formacion de MPs a partir de los monocitos THP-1 estimulados con DENV desde las 6 hpe, siendo a las
12 hpe cuando se detectd el nivel mas elevado de MPs. Por lo anterior, el DENV es capaz de favorecer la
activacion de la respuesta proinflamatoria y procoagulante en monocitos humanos. En el presente estudio

se reporta por primera vez, la formacién de microparticulas, derivadas de monocitos activados por

DENV.

Abteviaciones: OMS, Organizacion Mundial de la Salud; DHF/DSS, Fiebre Hemotragica por Dengue / Sindrome de Choque
por Dengue; CID, Coagulacion Intravascular Diseminada; DENYV, Virus Dengue; TNFa, Factor de Necrosis Tumoral alfa;

TF, Factor Tisular; MPs, microparticulas hpe, horas post estimulacion.
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INTRODUCCION

Expresion del receptor trombogénico Factor Tisular (TF) en

monocitos estimulados con el virus Dengue.

1. INTRODUCCION.

1.1. Epidemiologia.

La infeccién ocasionada por el virus dengue (DENV) afecta a dos quintas partes de la poblacién
mundial, las cuales habitan en las regiones tropicales y subtropicales del mundo, por lo que 2,800
millones de personas se encuentran en riesgo de contraer la enfermedad (Figura 1.1). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), estima que cerca de 50-100 millones de individuos se infectan cada afio, de
éstos 500 000 presentan las formas graves (Dengue Severo) como la Fiebre Hemorragica por Dengue
(DHF) y el Sindrome de Choque por Dengue (DSS), con una letalidad muy elevada que va del 2 al 20 %
(Halstead 2007; OMS 2008).

-

Figura 1. 1. Distribucién mundial del vector del virus del Dengue. Las lineas en color rojo corresponden a las isotermas de
Enero y Julio que indican el limite geografico potencial de los hemisferios norte y sur para la sobrevivencia anual de Aedes
aegypti, el principal vector del Virus Dengue. Tomado de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés),
2008.

Previo a 1940, epidemiolégicamente el Dengue se presentaba en forma de brotes epidémicos
esporadicos y en general, en las localidades se reportaba la circulacién de un serotipo viral. Sin embargo,
cuando aument6 la presencia tanto de hospederos susceptibles como de la densidad del vector, se
incrementd la transmision viral y la enfermedad. Hoy en dia, el DENV circula ampliamente entre el
mosquito y el hospedero, e incluso en algunas regiones se ha registrado la presencia de varios serotipos
circulando a la vez (hiperendemicidad regional), lo cual incrementa el riesgo para las formas graves de la
enfermedad.

La primera epidemia conocida en Asia ocurri6 en Manila, Filipinas en 1953-1954, seguida por

Bangkok, Tailandia en 1958 y en Malasia, Singapur y Vietman en 1960. Con la globalizacién econémica y
2



INTRODUCCION

la urbanizacién asociada, la enfermedad se dispersé rapidamente afectando gran parte de Asia. En la
década de los 60, la Organizacién Panamericana de la Salud auspicié una campafia continental de
erradicacion del mosquito Aedes aegypti en la region de las Américas (Norte, Centro y Sur) para el control
de La Fiebre Amarilla, cuyo vector también es Ae aegypti, por lo que hubo un periodo
epidemiol6gicamente de silencio para el Dengue de 10 afios. Posteriormente, se descuidaron las
campaflas de fumigacién, resurgieron mosquitos resistentes a insecticidas y se descuidaron las campafias
de recoleccion de desechos, por lo que, a finales de los 70 resurgi6é el vector y la enfermedad en
América. A principios de los 80 ocurrié un gran brote en Cuba. Con ello, la epidemia se extendi6 en los
tropicos del Pacifico y de América por lo que actualmente es endémico en mas de 60 paises. El Dengue
continia expandiéndose y los unicos continentes que no han registrado casos son Europa y La
Antartida. Entre los factores que han contribuido a la expansion dramatica del Dengue son el
crecimiento poblacional, la urbanizacién, el inadecuado manejo de agua estancada, la falta de un
adecuado control del mosquito y el desplazamiento global de individuos por el mundo. En los dltimos
afios, el cambio climatico pudo haber contribuido tanto a la expansién del habitat del vector como al
incremento en la actividad epidémica. Por otro lado, se ha reportado la emergencia de cepas o genotipos
con gran potencial epidémico (Gubler 1998; Teo e al., 2009).

El principal vector del DENV es el mosquito Aedes aegypti (figura 1.2), sin embargo, también puede
ser transmitido por los mosquitos Ae. albopictus y Ae. polynesiensis. Los humanos infectados son los
principales portadores del DENV. La hembra del mosquito adquiere al virus al alimentarse de un
humano infectado en la fase virémica y llega a ser infectivo después de un periodo de incubacién en el
mosco de 7-14 dias. Subsecuentemente, el mosquito es capaz de transmitir el virus por el resto de su
vida en cada alimentacién. Ae. aegypti es un mosquito altamente domestico que se reproduce en
contenedores artificiales como tanques de agua, llantas, tinas, charcos, etc. El comportamiento multiple
de alimentaciéon de Ae. aegypti y su preferencia por el hospedero humano contribuye a la dispersién y

extension del DENV aun en presencia de una poblacién pequefia de vectores (Teo ez al., 2009).

Figura 1.2. Vector artrépodo del DENV, el mosquito Aedes aegypti cuyo

hébitat se localiza en regiones tropicales y subtropicales.

En la actualidad, no existe un tratamiento especifico (anti-viral) disponible para el Dengue. El manejo

apropiado de los fluidos para corregir la hipovolemia en los casos severos, ha tenido éxito para reducir la

3



INTRODUCCION

tasa de mortalidad; aunque el acceso a los servicios médicos representa un problema en ciudades
subdesarrolladas. Cuando no existe un diagnéstico temprano del Dengue severo ni un tratamiento
oportuno, la tasa de letalidad puede exceder al 20% (OMS, 2008). El control del mosquito, el cual es
costoso y a veces inefectivo, es hasta ahora el unico método disponible de prevenir el Dengue. Por lo
que el desarrollo de una vacuna efectiva y segura contra el DENV ha sido prioritario para la OMS

(Rothman 2004).

1.2. El Virus Dengue (DENYV).

El DENV pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus y presenta 4 serotipos distintos entre si
(aunque relacionados genéticamente) denominados DENV1, DENV2, DENV3 y DENV4. Las
particulas virales tienen un diametro entre 40 y 50 nm aproximadamente. Este virus esta formado por
nucleocapside de naturaleza proteica con simetria icosahédrica y cubierto por una envoltura lipidica
(figura 1.3). El genoma del virus Dengue es un RNA de cadena sencilla de polaridad positiva con una
longitud de 11 Kilobases que codifica para 3 proteinas estructurales: la proteina de capside (C), la
proteina precursora de membrana (pre-M) y la proteina de envoltura (E). Esta dltima est4 involucrada en
las principales funciones bioldgicas del virus y es responsable del reconocimiento al receptor, el
transporte en la célula hospedera ademas de que se asocia con la induccién de anticuerpos neutralizantes
y el desarrollo de una respuesta inmune protectora en el hospedero. El genoma, codifica 7 proteinas no
estructurales llamadas; NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (figura 1.4) cuya sintesis ocurre en
el citoplasma de la célula hospedera y entre las que se encuentran las enzimas necesatias para la

replicacion viral (Gubler 1998; Kurane 2007; Noisakran & Chuen 2007).

Figura 1.3. Particulas virales maduras detectadas por Microscopia Electrénica. El cuadro resalta una particula viral que

muestra el arreglo icosahédrico de la proteina E o de la envoltura. Tomado del Centro de Control de Enfermedades, CDC.
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Figura 1.4. Estructura del genoma del virus Dengue. E1 RNA de sentido positivo contiene una estructura cap 5'(mG) y el
marco de lectura abierto esta flanqueado por UTRs (regiones no traducidas) 5y 3”. Esta estructura secundaria esta basada en
cepas del sureste asiatico del Serotipo DENV-2 y es similar en diferentes cepas y serotipos. RARP, polimerasa de RNA
dependiente de RNA. Modificado de Clayde et /., 2006.

El ciclo de vida intracelular del DENV en el hospedero humano, inicia cuando el vector artrépodo,
que previamente se encontraba infectado, en una nueva alimentacién transmite el virus al humano. El
DENV se une y se internaliza en las células permisivas del huésped por endocitosis mediada por
receptor (RME). Con la internalizacién y acidificacién del endosoma, la fusiéon de las membranas virales
y vesiculares permite la liberacién de la nucleocapside en el citoplasma y el genoma viral queda
descubierto. La sintesis del intermediario de RNA de polaridad negativa sirve como templado para la
produccién de multiples copias de RNA de sentido positivo o VRNA (figura 1.5). Eventos sucesivos de
traduccion producen niveles altos de proteinas virales (C, prM y E) junto con RNA de hebra positiva,
que en conjunto se ensamblan para dar a lugar a la progenie viral; éstas se transporta a través del

compartimiento del aparato de Golgi y posteriormente se secreta de la célula (Clayde ez a/., 2000).
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INTRODUCCION

Figura 1.5. Ciclo de Vida intracelular del DENV/. El virus se une (paso 1) y entra (paso 2) a la célula mediante un receptor no
caracterizado por RME. La acidificaciéon endosomal (paso 3) genera una trimerizacioén irreversible de la proteina E,
exponiendo el dominio de fusién. Después de que se ha desnudado, el vVRNA (RNA de polaridad positiva) se traduce en las
membranas derivadas del RE en donde se procesard en tres proteinas estructurales y siete no estructurales (NS). Después de
que el complejo de replicacién se ha sintetizado, la traduccién del vRNA termina y comienza la sintesis de RNA (paso 5).
Subsecuentemente, eventos sucesivos de traduccién (paso 6) contintan por el ensamble en el RE. El virién madura en el
compartimento del Golgi (paso 7) y se libera por la via secretora. Las proteinas virales C, E, NS3 y NS5 se han observado en
el nicleo de células infectadas y el vVRNA se asocia especificamente con algunas proteinas celulares; sin embargo, su
significado biologico continua sin determinarse. ribonucleoproteina nuclear heterogénea L; PDI, proteina disulfuro
isomerasa. DC-SING, molécula intercelular de adhesién, no integrina de anclaje a ICAM-3 especifica de células dendriticas

de Langerhans, que residen en la piel. Modificado de Clayde ez a/., 2006.

1.3. Cuadro Clinico del Dengue (OMS, 2009).

El Dengue tiene un amplio espectro de manifestaciones clinicas, a menudo con una evolucién y
desenlace clinico impredecible. Mientras que el 95% de los pacientes se recuperan después de un estado
clinico moderado y auto limitante, el 5% restante, progresa a la enfermedad severa, caracterizada
principalmente por la salida de plasma con o sin hemorragia. La rehidratacién intravenosa es la terapia
de eleccion, esta intervencion puede reducir los casos fatales a menos del 1%. La progresion del Dengue

no severo al Severo es dificil de predecir.

La infeccién por dengue es una enfermedad sistémica y dindmica. Presenta un amplio espectro
clinico que incluye manifestaciones clinicas graves y no graves. Después del periodo de incubacién, la
enfermedad comienza abruptamente y le siguen tres fases de evolucion: la febril, la critica y la de

convalecencia.

1.3.1. Fase febril o Dengue Clasico.

En el Dengue clisico (recientemente definido como Dengue no Severo, OMS 2009), los pacientes
desarrollan repentinamente una fiebre elevada. Esta fase febril aguda tiene una duracién de 2-7 dias y
con frecuencia se acompafia por enrojecimiento facial, eritema, dolor de cuerpo generalizado, mialgias,
artralgias (fiebre “quebranta-huesos”) y dolor de cabeza. Algunos pacientes presentan dolor de garganta
dolor retro-orbital y conjuntivitis, entre otros. La anorexia, niusea y/o vémito son comunes. El
diagnéstico diferencial se hace con diferentes enfermedades exantematicas como el Sarampién y la
Rubedla, entre otras debido a que puede ser dificil distinguir el Dengue de cualquier otra enfermedad
febril. Asimismo, las manifestaciones clinicas iniciales son indistinguibles entre los casos de dengue
severo y no severo (Dengue Clasico). Por tanto, el monitoreo de los signos de alarma y otros parimetros
clinicos es crucial para reconocer la progresiéon de la fase clinica. Se pueden observar manifestaciones

hemorragicas de mediana severidad como las petequias y el sangrado de las membranas mucosas como
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en nariz y encfas. Aunque no es comun, se puede presentar sangrado vaginal y gastrointestinal masivo.
Con frecuencia el higado se agranda (hepatomegalia). La anormalidad mas temprana en la circulacion
sanguinea es un decremento progresivo en la cuenta total de leucocitos.

La cuenta plaquetaria es normal y no hay defectos en la coagulacién. En algunos casos, los pacientes
con DF presentan trombocitopenia y elevacion sérica de transaminasas hepaticas. Ninguno de estos

parametros son suficientemente especificos para hacer un diagnéstico clinico confirmatorio.

1.3.2. Fase Critica.

En los dias 3-7 de la enfermedad, alrededor de la defervescencia (la temperatura es < 37.5-38 °C y ya no
aumenta) puede presentarse un incremento en la permeabilidad vascular (a nivel capilar) en paralelo con
un incremento de los niveles del hematocrito. Esto marca el inicio de la fase critica.

Se detecta leucopenia progresiva seguida por una decremento rapido de la cuenta plaquetaria que
usualmente precede al incremento en la permeabilidad vascular y a la salida de plasma. En este punto los
pacientes que no manifiesten fuga de plasma mejoran, mientras que aquellos que muestran datos de
incremento en la permeabilidad del endotelio vascular, pueden estar en riesgo de presentar choque
hipovolémico. El grado del incremento en el hematocrito puede reflejar la severidad de la salida de
plasma. El choque se presenta cuando un volumen ctitico de plasma se ha perdido. La temperatura
corporal puede estar debajo de lo normal cuando el paciente entra en choque, la hipoperfusién organica
(disminucién del flujo de sangre que pasa por un 6rgano) consecuente puede generar daflo organico
progresivo, acidosis metabdlica y coagulacion intravascular diseminada (CID). Esto favorece un cuadro
de hemorragia ocasionando el decremento del hematocrito en el choque severo. Ademas, puede haber
dafio a diferentes 6rganos presentindose hepatitis, encefalitis, miocarditis. Asimismo, la hemorragia
severa se puede desarrollar de forma independiente al Sindrome de choque. Cabe mencionar que los

pacientes que mejoran después de la defervescencia (60% de los casos) no cursan con Dengue Severo

(tigura 1.6).
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Figura 1.6. El curso de la enfermedad del Dengue, Modificado de la OMS 2009.
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1.3.4. Fase de Recuperacion.

Si el paciente sobrevive a las 24-48 horas posteriores a la fase critica, comenzara a darse la reabsorcion
gradual de los fluidos del compartimiento extravascular en las siguientes 48-72 horas. El hematocrito se
estabiliza, la cuenta de leucocitos comienza a subir después de la defervescencia pero la cuenta

plaquetaria tipicamente tarda un poco mas en normalizarse (tabla 1.7).
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Tabla 1.7. Fases Febril, Critica y de Recuperacién en pacientes con Dengue, OMS 2009.

1.3.4. Dengue Severo.

El Dengue Severo (también denominado DHE/DSS) se define por uno o miés de los siguientes criterios:
i) salida de plasma que puede llevar al choque y /o i) la acumulacién de fluidos con o sin
complicaciones respiratorias, iii) y/o sangrado severo, iv) y/o dafio organico severo.

En la medida que la permeabilidad vascular progresa, la hipovolemia se complica lo que lleva al choque.
Usualmente ocurre alrededor de la defervescencia, en los dias 4 o 5 de la enfermedad, precedido por
signos de alarma.

Durante el estadio inicial del choque, los mecanismos compensatorios que mantienen la presién
sanguinea sistolica normal también producen taquicardia y vasoconstriccion periférica con perfusion
reducida (llevar oxigeno y nutrientes a un tejido por medio de la sangre), lo que lleva al enfriamiento de
las extremidades. El paciente presenta compromiso circulatorio o choque (pulso débil o indetectable). Se
considera que el paciente tiene choque si la presion arterial es de = 20 mm de mercurio (Hg). Existe
también compromiso gastrointestinal que se manifiesta por vomito persistente, dolor abdominal intenso,
hepatomegalia ¢ ictericia.

Los pacientes con Dengue severo pueden presentar alteraciones importantes de la coagulacién.
Cuando se presentan hemorragias severas casi siempre se asocia con un profundo choque lo que en
combinacién con la trombocitopenia, hipoxia y acidosis puede llevar una falla organica multiple (falla

hepitica y renal agudas, cardiopatias, entre otras menos usuales) y CID (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Clasificacién de los casos de Dengue y niveles de severidad, OMS 2009.

1.4. Fisiopatologia del Dengue Severo (DHF/DSS).

El incremento en la permeabilidad vascular es el signo patognomoénico de la DHFE/DSS, que propicia la
salida de plasma del espacio intravascular al intersticial, ocasionando de hemoconcentracién y presion
arterial baja. Durante la permeabilidad vascular (por separacion entre las células endoteliales) no se ha
observado necrosis o lesion inflamatoria a nivel endotelial, lo que sugiere que la permeabilidad pueda
deberse a una disfuncién celular ocasionada probablemente por un mediador de corta accién. El
incremento en la permeabilidad ocurre tardfamente durante la infeccién aguda o cercana a la
defervescencia y coincide con la eliminacién del virus lo que podria sugerir que esta disfuncién del
endotelio estd mediada por la respuesta del hospedero, méas que por el dafio tisular directo del virus
(Vaughn ¢f al., 2000; Teo ef al., 2009). A pesar de que en la década pasada hubo avances importantes en
la biologia del DENYV incluyendo la determinaciéon de su estructura asi como de las proteinas virales, la
replicacion y traduccién asi como la caracterizacion funcional de las proteinas virales; la patogénesis por
DENYV continua siendo un rompecabezas complejo de interacciones entre el virus y el hospedero, en

parte se ha debido a la falta de un modelo animal apropiado.

Existen dos hipétesis que intentan explicar los casos de Dengue Severo. Una teoria esta basada en la
variacion antigénica: las cepas de Dengue virulentas ocasionan DHF/DSS mientras que las no virulentas
ocasionan DF (Rosen 19806). Esta teorfa asume que el DENV, como cualquier virus animal puede variar
genéticamente como resultado de presiones de seleccién del hospedero que genera cambios fenotipicos.
La otra teorfa, propuesta en 1977, sostiene un mecanismo inmunopatogénico el cual sugiere que el Dengue

severo es causado por la respuesta inmune del hospedero, particularmente por anticuerpos heterotipicos
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no neutralizantes o incremento dependiente de anticuerpos (ADE) que facilitan tanto la infeccién por

DENV (Figura 1.9) como un incremento en la carga viral (Halstead 2007; Kurane 2007).
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Figura 1.9. Facilitacion dependiente de anticuerpos en la infeccion con DENV. Modificado de Stephen ez a/, 2007.

En este contexto, el ADE podtia explicar la presencia del Dengue severo en el curso de una
infeccién secundaria causada por un serotipo de DENV distinto al de la primo-infeccién. Es decir,
durante la infeccién primaria, se generan anticuerpos con capacidad de neutralizar al virus causante. Sin
embargo, en el curso de una segunda (6 posterior) infeccién con un serotipo viral distinto al de la primo-
infeccion, los anticuerpos IgG de memoria no tienen capacidad de neutralizar al DENV diferente, por lo
que sélo se formarin complejos virus-anticuerpos, que se uniran a los receptores Fey favoreciendo la
internalizacion viral en células de linaje fagocito-mononuclear que expresen estos receptores Fe (figura
1.9). En respuesta a la infeccién viral, estas células secretan mediadores vasoactivos y citocinas pro-
inflamatorias que pueden inducir el incremento en la permeabilidad del endotelio vascular (Gubler 1998;
Kurane 2007). Con respecto a las hipétesis planteadas, existe una discusion fundamental referente a la
asociacion de la infeccion secundaria con un serotipo heterélogo y el desarrollo del Dengue Severo, el
cual fue documentado en el sureste de Asia en la década de los 60s. Desde entonces diferentes grupos
han llevado a cabo estudios epidemiolégicos en otras regiones como Asia y América, sugiriendo que la
infecciéon secundaria es un factor importante de riesgo para las manifestaciones severas de la
enfermedad. Sin embargo, también se han reportado casos de DHF/DSS en el curso de una infeccion
primaria (Balmaseda ez a/., 2006), aunado al hecho de que el 95% de los casos de infeccion secundaria no

cursan con DHF/DSS.

1.4.1. Inmunopatogenia y Dengue Severo.

Ademas de la teoria de la Facilitacion Mediada por Anticuerpos, se han propuesto otras hipétesis que
intentan explicar la DHF/DSS, como la de la Inmunopatogenia. Este propone la patticipacion de
diferentes mecanismos inmunolégicos como la cascada del Complemento, que se activa por complejos
inmunes virus-anticuerpo asi como por varias citocinas, las cuales a su vez favorecen el incremento en la

permeabilidad vascular; la presencia de anticuerpos anti-NS1 que reaccionan de manera cruzada con el
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endotelio vascular y las plaquetas, la tormenta de citocinas y otros mediadores solubles como el receptor
de IL-2, CD4, CD8, TNFa e IL-10 y el factor de inhibicién de migracion de macrofagos, entre otros.
De acuerdo a esta hipétesis, los diferentes efectores inmunolégicos en respuesta al virus, afectan

indirectamente al endotelio vascular y por consecuencia, pueden incrementar el riesgo de presentar las

formas severas de la enfermedad. (Basu & Chaturvedi 2008, Rothman & Ennis 1999).

Por otra parte, en respuesta a la infecciéon por DENV se activan los linfocitos CD4+ de memoria y T
CD8+ de reacciéon cruzada con serotipos de DENV, que reconocen antigenos virales en el contexto del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad II y II (MHC I y II). Estos linfocitos producen citocinas como
INFy, IL-2 y TNFa y B para lisar monocitos infectados con DENV (figura 1.10), presentando a su vez
efectos indirectos en las células endoteliales. El INFy activa a los monocitos lo que incrementa tanto la
expresion de moléculas MHC y FcyR como la produccién de TNFa e IL-2 que facilitan la proliferacién
de linfocitos T. (Rothman & Ennis 1999). Asi mismo, se ha observado un incremento en los niveles de

TNF-a, IL-6 e IL-8 en el suero de pacientes con DHF/DSS (Lin ¢ al., 2006). El factor de necrosis

tumoral alfa (TNF-a) es la citocina directamente asociada en la patogénesis del DHF/DSS, ya que su
liberacién sistémica puede participar en el incremento de la permeabilidad vascular (Clayde ez 4/, 20006).
Durante un estimulo antigénico persistente, la respuesta inflamatoria exacerbada puede contribuir en la
patogénesis del Dengue. En este contexto, el ambiente inflamatorio que generan las citocinas, juegan un

papel importante en la inmunopatogenia del Dengue (Rothman 2004; Mathew & Rothman 2008).
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Figura 1.10. Modelo Inmunopatogénico de la permeabilidad vascular en DHF/DSS. Modificado de Rothman & Ennis 1999.
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1.5. Factores de Riesgo.

Entre los factores de tiesgo asociados con DHF/DSS se encuentran la edad: en nifios menores de 15
afios la sintomatologia de la enfermedad tiende a ser medianamente severa con respecto a los adultos y
el riesgo de desarrollar DHE/DSS es mayor. Muchos casos severos de Dengue desarrollados en el curso
de una infeccién primaria en niflos que viven en lugares en donde el Dengue es endémico, pueden
explicarse por la transferencia transplacentaria de anticuerpos anti-DENV no neutralizantes que
recibieron previamente de madres inmunes a Flavivirus. Estos anticuerpos favorecen el incremento en la
carga viral y la subsiguiente activaciéon inmune por la facilitacion dependiente de anticuerpos o ADE
(Gubler 1998; Guzman ez al., 2002; Simmons ez al., 2007). La hospitalizacién y tasa de mortalidad para
Dengue Severo, es mayor en pacientes menores a 15 afios de edad y mayores a 65 afios. Por otra parte,
el estado clinico del paciente con diabetes mellitus, hipertension e insuficiencia renal incrementa la
susceptibilidad a DHF/DSS (Teo ef al., 2009). Otro factor es el tipo viral: la infeccién con los serotipos
DENV-2 y DENV-3 se ha asociado con DHF (Balsameda ¢# a/., 2006). Existen genotipos virales de
aislados del pacientes con DHE versus DF, asociados con la severidad, lo que sugiere diferencias en
virulencia entre las cepas de DENV que circulan en la naturaleza entre el huésped y el vector (figura
1.11). Se observé que tanto mutaciones puntuales en la posicion 390 de la secuencia de la proteina E
como en las regiones no traducidas (UTRs) 57y 3” del genoma de DENV pueden contribuir a la
virulencia de las cepas aisladas de pacientes (Cologna ef al, 2005; Mathew & Rothman 2008).
Adicionalmente, se ha reportado que el genotipo Asidtico es mas agresivo que el genotipo Americano
(Rico-Hesse ¢z al., 1997). Por otra parte, el fondo genético del hospedero (antigeno leucocitario humano
o HLA) también se ha asociado con susceptibilidad y proteccién frente a la infeccién; por ejemplo, los
pacientes que presentan los alelos HLA-A*0203 y 33 se han relacionado con un fenotipo protectot,
mientras que los pacientes susceptibles son portadores de los alelos HLA-A0207 y *24, en poblaciones
étnicas de Thai y Vietnam, respectivamente (Chiewsilp ¢ a/, 1981). Existen también factores
epidemiolégicos, por ejemplo en Haitf se han registrado pocos casos de DHF a pesar de que la tasa de
transmision es del 30 % y que en la poblacion circulan los 4 serotipos virales (Halstead e af., 2001).
Estudios retrospectivos y prospectivos han demostrado que una infeccién secundaria por un serotipo
heter6logo es un factor de riesgo importante para desarrollar DHS/DSS (Halstead 2007). Cabe
mencionar que el riesgo para causar las formas severas del Dengue en el curso de una infeccion primaria,

varia entre los distintos serotipos del DENV (Vaughn ¢ a/., 2000; Balsameda ¢z a/., 2000).
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Figura 1.11. Interaccién de factores que determinan el cuadro clinico del Dengue Severo (DS). Tomado del CDC 2009.
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2. ANTECEDENTES.

2.1. Hemostasia y Dengue.

El Dengue severo se caracteriza por la presencia de alteraciones hemostaticas importantes, como la
trombocitopenia, la coagulopatia y la vasculopatia que estan asociadas con la patogénesis del DHF/DSS
(Huang ¢t al., 2001; Jiang et al., 2007). De manera general, la hemostasia se mantiene por el balance entre
la regulacion de la coagulacion y la fibrindlisis. El sistema de la coagulacion se puede activar tanto por la
via intrinseca como por la extrinseca para formar trombina la cual polimeriza el fibrinégeno a fibrina
durante la formacién del coagulo sanguineo (figura 2.1). Por otra parte, el sistema fibrinolitico, degrada
enzimaticamente la fibrina en productos de la degradaciéon de fibrina (dimeros D). El plasminégeno es
un zimoégeno que puede ser activada a plasmina, a través de sus principales activadores: el activador tipo
tisular (tPA) y el activador tipo urocinasa (uPA). El tPA circulante en plasma se deriva principalmente
del endotelio vascular. El tPA a su vez es regulado por el inhibidor del activador de plasminégeno-1

(PAI-1) que se produce por las plaquetas, el higado y el endotelio vascular (Huang e a/., 2001).

Leslén vascular
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actor Xa

Trombing—g| Frotrombina
Factory

Flbrindgeno Abrina
Factor X1i - .
ﬁ? o 1* #5 ViaIntrinseca
Fibrina alla 2 " .
Factar XII Malla de fibrna #~, Via extrinseca

Figura 2.1. Cascada de Coagulacion. Se muestran las dos vias para activar la coagulacion, la intrinseca y extrinseca.

La patogénesis del Dengue severo no esta completamente entendida. Los defectos en la coagulacion
y/o en la fibrindlisis, pueden predisponer la presencia de la Coagulacién Intravascular Diseminada o
CID. Un sindrome que se observa en los casos graves de la enfermedad. El endotelio vascular en
reposo, produce inhibidores de la coagulacién y moduladores de la fibrindlisis (Trombomodulina,
heparan sulfato y activadores del plasminégeno) que en conjunto inhiben la formacién de trombos,
contribuyendo al mantenimiento de la integridad vascular y la hemostasia (Mairuhu e 4/, 2003). Pero

cuando el endotelio es activado, los mecanismos hemostaticos se alteran. Continua en debate si la
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infeccién por DENV actua directa o indirectamente en la desregulacién de la hemostasia y la evolucion

a los casos graves de la enfermedad.

La desregulacién de la hemostasia en pacientes con DHF/DSS se ha demostrado en diferentes
estudios (Willis e al, 2002). Se han reportado alteraciones a diferentes niveles, por ejemplo: El
incremento en el tiempo parcial de tromboplastina, tiempo de protrombina, tiempo de trombina, asi
como una disminucién variable en la actividad de los factores 11, V, VII, VII, IX y X. Asimismo, se ha
reportado que el decremento del fibrindgeno correlaciona con la severidad de la enfermedad. En un
estudio reciente en nifios que presentaban DHFE grado III y IV, se demostré la relacion existente entre
la activacion del sistema de coagulacién y la mortalidad. Los pacientes que no sobrevivieron presentaron
una disminuciéon en las proteinas C y S que participan en la via anti-coagulante. Asi mismo, se presentd
un incremento en la activaciéon del sistema fibrinolitico con niveles elevados de tPA, complejos
plasmina-antiplasmina y dimeros D (tabla 2.1); los niveles de PAI se incrementaron significativamente
en los nifios que no sobrevivieron. En este estudio se confirmé la participacion del sistema fibrinolitico,

promoviendo un estado pro-coagulante (van Gorp et al., 2002).

Tabla 2.1. Marcadores de Coagulacion y Fibrindlisis en el dia de admisién de pacientes infantes con DHF grado 11T y IV.

All patients Survivors Nonsurvivors
(n= &0} (n =27} (n =13} Normal P*
Activated partial thromboplastin 52.0 (43.4-64.1) 476 (40.1-59.7) 71.1 (52.6-97.4) 24-36 0.001
time (sec)
Prothrombin time (sec) 13.2(11.9-15.4) 126 (11.4-13.9) 16.3 (15.0-25.8) 10.5-13.5 0.001
Prothrombin fragment 1 + 2 (nmol/L} 3.2(2.0-5.0) 2.801.9-40) 49 (2.7-7.2) < 1.1 0.008
Thrombin -antithrombin 27.2(13.3-65.7) 21.0 (10.9-52.00 50.9 (28.5-117.5) <41 0.004
complexes (mg/L)
Fibrinogen {g/L) 1.6(1.3-1.9) 1.7(1.5-21) 1.3 (0.8~1.6) L7-4.0 0.005
Protein C (%) 52.5 (36.8-66.3) 56.0 (48.0-68.0) 38.0 (10.0-63.5) 100% 0.04
Protein 8 activity (%) 51.0 (39.0-64.3) 54 (42.5-66.5) 34.0 (30.5-48.0) L00% 0.002
Protein S free (%) 23.0 (19.0-28.0) 23.0(20.0-28.0) 18.0 {14.3~-24.8) 100% 0.02
Tizsue-type plasminogen 52.5 (41.0-61.00 54.0 (41.0-61.00 51.0 (25.0-69.0) <10 0.93
activator (ng/ml}
Plasmin-antiplasmin 8.6 (6.3-12.0) 10.0(7.1-13.00 64 (4.1-8.5) <7 0.03
complexes (nmol}
Plagsminogen activator 183.0 (86.8—-3925) 130.0(65.0-280.5) 394.0 (270.0-1573.0) 30-60 0.001
inhibitor (ng/ml}
o-Dimer (ng'ml} 241.0 (1973 -761.0) 234.0(179.5-715.5 301.0(205.0-1303.0} <39 0.23
Thrombin-antithrombin to 2.8 (1.3-6.5) 2.311.1-58) 7.8(3.3-23.7) — 0.03

plasmin—antiplasmin ratio

T valor de los marcadores de coagulacién y fibrindlisis en el dia 1 de admisién en todos los nifios (n=50) con DHF grados 111
y IV. También se muestran los valores del subgrupo de sobrevivientes (n=37) y no sobrevivientes (n=12). *Denota el valor

de P resultante después de la comparacion de sobrevivientes y no sobrevivientes, utilizando la prueba Mann-Whitney.

Tomado de van Gorp ¢t al., 2002.
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2.2. Coagulopatia y Dengue Severo.

La ocurrencia de Coagulacion Intravascular Diseminada en los casos severos de la enfermedad, se ha
apoyado en estudios de histoquimica llevados a cabo en adolescentes y adultos que manifestaron
sangrado severo y DSS (Strichaikul e al., 1975, 1977; Srichaikul & Nimmannitya 2000). Funahara y col.
reportaron la presencia de CID, trombocitopenia, prolongacién en los tiempos de protrombina y de
tromboplastina parcial activada, asi como un decremento en los niveles de fibrindégeno, factor VIII,
antitrombina y plasminégeno (figura 2.2 ') en adultos con Dengue severo, proponiendo que la trombina
circulante pueda incrementar el sangrado ya sea por la activacion (y posible liberacion) del tPA de células
endoteliales 6 por la posible activacién de la Proteina C , a nivel de la superficie del endotelio vascular, lo
que en conjunto resulta en el incremento de la formacién de plasmina por la disminucién del PAI

(Funahara et al., 1985).
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Figura 2.2. Consumo de fibrindgeno en el plasma de pacientes con Dengne Hemorrdgico. El nimero entre paréntesis indica el nimero de
sujetos estudiados en cada grupo. Tomado de Srichaikul ez 4/, 1989 Southeast Asian Journal of Tropical Medicine and Public
Health 20: 19-25 en Srichaikul y Nimmannitya 2000.

La CID es una complicacién presente en enfermedades diferentes al Dengue. Por ejemplo durante la
infeccién con otros virus hemorragicos como el Ebola Zaire (Geisbert ez al, 2003). La CID no es una
enfermedad o un sintoma, es un sindrome adquirido, que se caracteriza por la activaciéon de modo
sistémico de la coagulacién, favoreciendo la formacidén y presencia de microtrombos en toda la
microvasculatura, los cuales, ocluyen vasos sanguineos de diferente calibre. Esta condicién puede

comprometer el suministro sanguineo a los diferentes 6rganos, favoreciendo la presencia de falla multi-
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organica y muerte. La CID se presenta como una complicacién subyacente a otro desorden, siendo los
mas comunes: la infecciéon viral y/o bacteriana, trauma severo, malignidad tumoral y complicaciones

obstétricas (Geisbert ¢ a/., 2003; Mammen 2000).

Previo a que la CID aguda se manifieste, en el huésped se activan mecanismos compensatorios de
regulacion a nivel de la superficie del endotelio vascular, como el sistema Trombina-Trombomodulina o
el de la proteina C activada (APC), cuya funcién es antagonizar el proceso pro-trombético a través de la
inactivaciéon enzimatica (por APC) de los factores V y VIII de la coagulacién asi como por la
produccién inhibidores de la cascada de coagulacién. Sin embargo, los inhibidores y los factores de la
coagulacion se consumen y si la tasa de consumo excede la tasa de sintesis en células parenquimales del
higado, los niveles plasmaticos se agotan, ocasionando una Coagulopatia por consumo, que inicia con CID y
concluye con la instalacién del proceso hemorrigico (Geisbert e al, 2003). Por otro lado, el dafio al
endotelio vascular puede contribuir a la activacién sistémica de la coagulacién mediante la adhesion y

agregacion plaquetaria, formacion de trombina y alteracién del sistema fibrinolitico.

La presencia sistémica de trombos esta mediada por la generaciéon de trombina posterior a la
expresion del Factor Tisular por el endotelio vascular. Simultaneamente ocurre una activacion de los
mecanismos inhibitorios como el de la antitrombina y la proteina C (figura 2.3). Ademas, la formacion
incrementada de fibrina, la eliminaciéon de codgulos de fibrina se altera por la desregulacion del sistema
fibrinolitico. Ia trombolisis endégena es ocasionada por la presencia de niveles elevados de PAI-1 en
circulacion. En la fase tardia de la CID, la actividad fibrinolitica puede incrementarse, contribuyendo a la

presencia de hemorragia (Levi ef al., 1999).
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Figura 2.3. Regulacion de la Coagulacidn y Fibrindlisis. Las interacciones entre los mecanismos fibrinoliticos y de coagulacién
permiten numerosas oportunidades de disfunciéon lo que resulta en CID. El sistema fibrinolitico se resalta en itdlicas y la via
reguladora anticoagulante se muestra en negritas. La linea punteada representa vias de retroalimentacion positiva por la
trombina. El Factor Tisular (TF) es el principal iniciador de la coagulacién en la DIC. Los mecanismos anticoagulantes
(antitrombina III, AT III, inhibidor de la via del factor tisular TFPI, via de la proteina C- trombomodulina TM, proteina C
activada, APC, S, soluble, I, insoluble) regulan la formaciéon de trombina. Los mecanismos fibrinoliticos generan plasmina
que corta los trombos de fibrina aunque en la DIC puede darse una excesiva fibrindlisis. tPA= activador del plasminégeno
tisular, u-PA= activador del plasminégeno de urocinasa, PAl-1= inhibidor del activador del plasminégeno-1, fibrina,=
fibrina soluble (no polimerizada), fibrina;= fibrina insoluble (polimerizada), FDP= productos de degradacién de fibrina o

fibrinégeno. Tomado de Carey & Rodgers 1998.

2.3. El receptor trombogénico, Factor Tisular (TF).

El Factor Tisular o TT es el principal iniciador fisiolégico de la coagulacién. Es un receptor de alta
afinidad para su ligando especifico, la proteasa-serina FVIIa (factor VII activado) y su zimoégeno
precursor FVII (figura 2.4). El TF es un cofactor esencial durante la hidrolisis (activacion)
eficientemente los factores IX y X a sus formas activas (factores IXa y Xa, respectivamente). El
complejo protrombinasa de los factores Xa/Va activa la protrombina a trombina que polimetiza el

fibrin6geno para la produccion de fibrina (figura 2.3).
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El'TF es una glicoproteina transmembranal de 47 kDa que se expresa de modo constitutivo en varios
tipos celulares como astrocitos, trofoblastos y fibroblastos o células sub-endoteliales y en células en
circulacién como monocitos y plaquetas. Estructuralmente, el TF es un miembro de la superfamilia de
receptores de citocinas (Chu 2005; Wolberg & Roubey 2004; Mackman 2004). El TF también circula en
el torrente circulatorio (concentraciones bajas) en condiciones fisiologicas asociado a microvesiculas
derivadas de la membrana celular denominadas Microparticulas (MPs), y soluble —representa una

isoforma de edicién de la proteina que carece de la regién transmembranal - (Bogdanov ez a/., 2003).

Figura 2.4. El Factor Tisular (TF). Receptor fisiol6gico de inicio de la via extrinseca de la cascada de coagulacion. Izguierda:
Modelo molecular del TF; los residuos de unién a su ligando se muestran en color morado y los sitios de reconocimiento sus

sustrato, en azul. Derecha, unién del TF con su sustrato factor VII activando al factor X. Tomado de Martin e# a/., 1995.

Las células endoteliales, los monocitos y otras células que tienen contacto con la sangre, no expresan
constitutivamente TF funcional. Sin embargo, en respuesta a la estimulacién con antigenos especificos
como los lipopolisacatidos (LPS), quimiocinas, homocisteina, P-selectina y/o clertas citocinas
inflamatorias, estas expresan TT (Wolberg & Roubey 2004).

El inhibidor de la via del Factor Tisular o TFPI, es una proteasa trivalente que presenta dominios
tipo-Kunitz que participan en la modulacién de la fase inicial de la coagulacién. El TFPI inhibe la
actividad del TF mediante la formacién de un complejo cuaternario (TFPI, TF, VIla, Xa) a través de una
interacciéon dependiente de iones calcio, la cual se incrementa por la presencia de fosfolipidos aniénicos
de membrana. El TFPI también puede inhibir tanto el complejo VIIa/TF sin el factor Xa, como al
factor Xa independiente de la presencia de fosfolipidos aniénicos. Este inhibidor se puede encontrar

tanto en el torrente circulatorio como en los vasos sanguineos y se puede liberar por la accién de la
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heparina ya sea administrada de una manera exégena (inyectada) 6 endbégenamente a través de la
liberacién de la heparina almacenada en las plaquetas (en concentraciones bajas), posterior a la activacion

plaquetaria (Wolberg & Roubey 2004).

2.4. EITF yla Coagulacion Intravascular Diseminada (CID).

El incremento en la expresion de TF se ha asociado con la presencia de alteraciones trombdticas. La
sobre-expresion de TF en células del endotelio vascular y monocitos, se ha reportado en pacientes con
cancer (Zhao ¢t al., 2009), sepsis bacteriana por gram-negativos (Gregory et al., 1989) y arteroesclerosis,
entre otras. (Wolberg & Roubey 2004). Existe evidencia clinica que indican la participacion de las
proteasas de la coagulacién (Trombina, Factor VIIa) en la activacién de la respuesta inflamatoria,
independientemente de su participacion en la cascada de coagulacion (Riewald & Ruf 2003). El dialogo
cruzado en los procesos de coagulacion- inflamacién-infeccion, durante el choque séptico esta bien

documentado (Schouten ¢# al., 2008). En el caso del DSS, las citocinas pro-inflamatorias (TNF-) y los

marcadores de activacion de coagulacion-fibrindlisis se han correlacionado con los reportados (TNF-a)

durante la sepsis bacteriana humana. (Suharti ¢f a/., 2002).

La participacién de TF (con la generacion de proteasas) quedé demostrada en los estudios en los que
se observo que el bloqueo de TT redujo la letalidad en un modelo de sepsis experimental llevado a cabo
en primates babuinos, a los que se les administré inhibidores del complejo ternario TF-VIIa-Xa
(anticuerpos anti TF, anticuerpos contra el sitio activo del FVIIa y el inhibidor de la via del TF, TFPI).
Se observé una disminucién del proceso de inflamacién en lugar de una atenuacién en la coagulacién
(Geisbertt ez al., 2003). Existe un reporte similar, en el que se utilizé un modelo experimental de infeccién
con el virus Ebola, en el que se administré a monos Rhesus, un inhibidor recombinante (rNAPc2) para
el complejo TF-FVIIa que fue capaz de contrarrestar la respuesta inflamatoria sistémica y disminuir los
efectos adversos de la fiebre hemorrigica por Ebola en los monos. El papel que tiene el TF en la
instalacion de la CID, presente en la infeccién por el virus Ebola es ambiguo; no obstante, la
intervencién terapéutica exitosa de bloqueo del TF en primates infectados con el Ebola virus, ha
proporcionado evidencia clara de la participacién de las proteasas de la coagulaciéon en el proceso
inflamatorio, presente en la fiebre hemorragica, posterior a una infeccién viral. De acuerdo a lo anterior,
el TF puede ser un blanco terapéutico 1util en el control de la sobreexpresion de la respuesta inmune,

durante la infeccién por virus hemorragicos (Ruf 2004).

La asociacion entre los niveles elevados de TF en pacientes con DHF/DSS (Dengue Severo) y la
severidad de la enfermedad, han sido sugeridos. En el reporte de Willis ¢f a4, 2000 observaron en el

plasma de pacientes pediatricos con Sindrome de choque por Dengue un incremento en la
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concentracion de TF durante el primer dia de admisién al hospital mientras que en el trabajo de
Sosothikul ez al., 2007 también en pacientes pediatricos, se encontré un incremento significativo de este
receptor durante la fase febril de la enfermedad con respecto a los valores de TF en individuos sanos,
particularmente en aquellos pacientes con Dengue Severo o DHF. Sin embargo, el origen celular de este

receptor aun no esta totalmente claro.

Durante la CID, la via extrinseca de la coagulacién dependiente de TF es la ruta dominante para la
generacion de trombina y el depésito de fibrina. La activacién CID por TF es un fenémeno importante
relacionado con la letalidad durante la septicemia bacteriana experimental (Mammen 2000). La
sobreexpresion de TF puede llevar tanto a CID como a la presencia de trombosis relacionada con la
falla multiorganica. E1 TF presente en circulacién, puede ser el factor que ocasione el inicio de CID. La
expresion de TEF por los monocitos, puede promover la dispersion de trombos. En el caso del Dengue
severo, aunque la presencia de CID es frecuente los mecanismos involucrados en la instalacién de éste
sindrome, atn no han sido clucidados. Con base en lo antetior, la sobreexpresion de TF en monocitos
de pacientes que cursan con Dengue severo, podria explicar la presencia de CID en las formas graves de
la enfermedad. Asimismo, se conoce que durante la infeccién por DENV se puede activar de manera
exacerbada la fibrindlisis, incrementando la degradacién del fibrinégeno, lo que promueve una
activaciéon secundaria de diferentes mecanismos hemostaticos pro-coagulantes que incluyen el

incremento en la expresién del TEF (Willis ez a/., 2002).

Recientemente, reportamos que la infecciéon con DENV de células del endotelio vascular humano,
induce la sobreexpresion de TT, el cual participa de manera central en la generacién de proteasas de la
coagulaciéon como la trombina, las que inician el didlogo cruzado entre los procesos de inflamacion y
coagulacion, a través de la activacién de Receptores Activados por Proteasas (PARs) y la expresién de
moléculas tanto pro-adherentes como pro-inflamatorias (figura 2.5), a nivel del endotelio vascular

humano (Huerta-Zepeda ¢z al., 2008).
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Figura 2.5 Didlogo cruzgado entre coagulacion e inflamacion durante la infeccion de células del endotelio vascular humano con el virus Dengue. En
este esquema se resumen las posibles vias de sefializacion intracelular involucradas en la activacién de las células endoteliales,
que podtian explicar diferentes aspectos de la patogénesis del DHE/DSS. Se obsetvé que un aislado viral procedente de un
caso clinico de DHF favorecié la presencia de una respuesta proinflamatoria y procoagulante, las cuales involucran la
fosforilacion de MAPK-p38 y ERK 1/2 asi como la sobre regulacién de los receptores TF y PARI. Tomado de Huerta-
Zepeda et al, 2008.

Asimismo, en un estudio realizado en 25 monos Rhesus infectados con el virus hemorragico Ebola,
se observé la sobreexpresion del TF en los monocitos/macr6fagos que se incrementa significativamente
al dia 2 post infecciéon. Asi mismo, se detectd en el plasma de éstos macacos un nimero elevado de
microparticulas TT positivas, proponiendo que tales observaciones explicarian la CID caracteristica de la
infeccién por el virus Ebola a través de la dispersién de TF en las MPs circulantes favoreciendo la

formacién localizada de microtrombos en toda la vasculatura (Geisbert ef a/., 2003).

2.5. Microparticulas.

Las microparticulas (MPs) son una subpoblacién de microvesiculas entre las que se incluyen los
exosomas. En condiciones fisiolégicas se encuentran en el torrente circulatorio en concentraciones muy
bajas y se incrementan en algunas enfermedades. Las MPs se forman por rearreglos estructurales del
citoesqueleto y se liberan de la membrana celular después de un proceso de activacién o durante la
apoptosis (figura 2.6); varfan en tamafio (alrededor de 1 micra), composicién de fosfolipidos y proteinas

de membrana (Cocucci ¢ al., 2008).

i
S
stimulo =

= formscidn de [l /:" =
‘Z{?'I vesicules "}_ ke

ub P I 3 (=] Py

[

:‘:.d::‘: 5 = l\\,= \‘:{j
o ) L =
dul == b= i

vesicules exocitioes
N0 SECTEbories

Figura 2.6. Generacion de microparticulas a partir de células activadas o en apoptosis.

Modificado de Cocucci ¢ al., 2008
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Las MPs contienen proteinas o antigenos que reflejan su origen celular. Se conoce que las células
endoteliales, las plaquetas, las células de musculo liso y los leucocitos pueden liberar MPs TF positivas
(Aarén ef al., 2008). En circulacion, las MPs facilitan la interaccion célula-célula e inducen diferentes vias
de sefializacion intracelular, pueden participar en los procesos de inflamacién, trombosis, angiogénesis y
disfuncién vascular. Asi mismo, las propiedades protrombéticas de las MPs se han asociado con la
presencia del TF en la membrana de las MPs (del Conde ¢ 4/, 2005). Por otro lado, también se ha
reportado la asociacién de vasculopatias como la trombosis con un incremento en las MPs 7 vivo. Las
MPs TT positivas afectan diferentes vias en células endoteliales, como la apoptosis, y la coagulacién
(Aardn ef al., 2008). Las MPs se unen a plaquetas activadas durante la formacién de trombos, a través de
su ligando glicoproteina —1 P selectina (PSGL-1) y la P-selectina en las plaquetas, favoreciendo el

reclutamiento del TF en el trombo en formacién (del Conde 7 4/, 2005).
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Figura 2.7. Formacién de un trombo en el sitio de dafio vascular. En un individuo sano, el TF se expresa por las células de
musculo liso y fibroblastos adventicios en la pared del vaso que estd separado fisicamente de su ligando FVII/FVIIa por el
endotelio. El dafio endotelial lleva a la rapida unién de plaquetas al sub-endotelio y la activacién de la cascada de coagulacion
por TF. La propagaciéon del trombo involucra el reclutamiento de mds plaquetas, la amplificacion de la cascada de
coagulacién por la via intrinseca y posiblemente por MPs TF positivas, asi como el TF almacenado en plaquetas. Finalmente,

la deposicién de fibrina estabiliza el trombo. Modificado de Mackman e# a/., 2007.

Se ha reportado que los niveles de MPs TF positivas se incrementa en una variedad de entidades
nosolégicas como las septicemia, el cancer y la ateroesclerosis; contribuyendo a la instalacién de un

estado protrombético (figura 2.8) o el desarrollo de CID (Mackman 2009).
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vena

Figura 2.8. El Factor Tisular de las Microparticulas juega un papel importante en

la trombosis venosa. Modificado de Mackman ez 4/, 2007.

Las MPs TF positivas provenientes de monocitos, probablemente sean el factor primario que de
inicio a los procesos de activacion celular exacerbados que pueden propiciar la Coagulapatia o CID
reportada en los casos desafortunados del Dengue. No obstante, a pesar de que ya se ha reportado que
la sobreexpresién de TT a nivel del endotelio vascular humano durante la infeccién con DENV participa
en la instalacién del dafio vascular, no se conoce aun si el TF que se expresa durante la infeccion,
activacién de los monocitos y la generaciéon de MPs TF positivas inducidas por el proceso infeccioso por
DENYV, permitiria entender la participacién del TT a nivel sistémico, durante el desarrollo de la CID en
el Dengue severo. Hasta ahora se desconoce la contribucién de MPs derivadas de monocitos (TF

positivas) durante la infeccién por el DENV.

2.6. Participacion del monocito durante la infeccién por DENYV.

Los monocitos-macréfagos son células efectoras muy importantes en la defensa del hospedero frente a
una infeccién por DENV. En general los macréfagos pueden inactivar a los virus o bien actuar como
sus portadores pasivos; por otra parte, pueden ser permisivos a algunos virus, como ocurre con el
DENYV mediante la Facilitacién Mediada por Anticuerpos. En el caso de la infecciéon con DENV, los

macréfagos son las principales células diana (Rizvi e7 /., 1987).

Adicionalmente, los macréfagos activados por INF-y juegan un papel muy importante al participar
en la eliminacién viral a través de la produccién de oxido nitrico (NO) el cual ha demostrado inhibir la
replicacion de DENV i vitro (figura 2.11). La produccién de NO podtia a su vez, causar dafio al
endotelio (Neves-Souza ¢f al., 2005). El TNF-a, es la principal citocina asociada tanto en la fiebre por
Dengue como en DHF/DSS. Esta citocina se expresa en monocitos infectados con DENV asi como

en células endoteliales activadas favoreciendo un incremento en la permeabilidad del endotelio vascular
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(Chakravarti ez al., 2006; Clayde ez al., 20006). Por lo tanto, el entendimiento de los mecanismos que llevan
a la activacion y produccion de TNF-a en macréfagos representa una pieza clave para elucidar alguno(s)

de los posibles mecanismos patogénicos que favorecen el desarrollo de DHF/DSS.
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Figura 2.11. El papel de los monocitos-macréfagos durante la infeccion con DENV. El monocito infectado con el virus
Dengue se activa liberando quimiocinas y citocinas proinflamatorias como IL-8 y TNF-a; éste ultimo se ha asociado con la
patogénesis del DHF/DSS, ya que su liberacion sistémica puede participar en el incremento de la permeabilidad vascular. El

dafio al endotelio vascular favorece la expresion del receptor trombogénico, Factor Tisular.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3. Planteamiento del Problema.

En los casos de Dengue severo se presentan alteraciones hemostaticas muy importantes como
la coagulopatia por consumo que inicia con CID y culmina con la presencia de Hemorragia.
Sin embargo, los mecanismos etipatogénicos involucrados en estos procesos ain no estan
totalmente entendidos. Por lo que en el presente trabajo nos proponemos llevar a cabo el
estudio de uno de los posibles receptores involucrados en el inicio de los procesos de
coagulacion-inflamacion durante la infeccién por el virus Dengue. Estudios previos de nuestro
grupo apoyan la participacion del receptor trombogénico Factor Tisular (TF) durante la
infeccién con el virus dengue a nivel del endotelio vascular. Sin embargo, desconocemos si el
monocito (principal célula efectora y célula diana para el DENV) juega un papel importante
durante el desarrollo de la CID. La sobreexpresiéon de TF en monocitos estimulados con
DENV a nivel de la superficie membranal y su posterior liberaciéon en las microparticulas
(MPs TF positivas) derivadas del monocito, podrian explicar la coagulacion a nivel sistémico,

como ocutre en la CID.

4. Justificacion.

La incidencia del Dengue tanto a nivel mundial como en nuestro pafs se ha incrementado
dramaticamente en las dos ultimas décadas. Aproximadamente un 40% de la poblacion
mundial presenta el riesgo de presentar la enfermedad. La OMS estima que cada afio se
presentan 50-100 millones de casos de Dengue en el mundo y aproximadamente un 2,5% de
los afectados mueren. No existe un tratamiento especifico (anti-viral) ni una vacuna efectiva
que prevenga la enfermedad, por lo que las tasas de letalidad del Dengue severo han superado
el 20%. Asimismo, no existe un modelo animal para el estudio de los mecanismos
etipatogénicos de la DHF/DSS. Por lo que el estudio de los posibles mecanismos patogénicos
involucrados en los trastornos hemostaticos presentes en los casos severos de la enfermedad
como la coagulopatia por Dengue (CID y Hemorragia) es importante. El presente trabajo
permite entender en parte, la participaciéon de receptores trombogénicos que inician los
procesos de coagulacién-inflamacién durante la infeccién por el DENV. Ademas puede ayudar
a encontrar y proponer posibles indicadores de riesgo de DHF/DSS, utiles en la prognosis de

los casos desafortunados del Dengue.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5. Hipétesis:
La activacion de monocitos humanos por el virus Dengue, favorece tanto la produccién de
TNFa y la sobreexpresion del Factor Tisular a nivel de la superficie membranal como la

formacion de microparticulas derivadas de este monocito activado.

6. Objetivo General:

Evaluar la posible expresion del receptor trombogénico, Factor Tisular, a nivel de la superficie
membranal de monocito humano THP-1, posterior a su estimulacién con el virus Dengue.
Asimismo, se evaluard la produccién de TNFa como un marcador de activacion asi como la
posible induccién de Microparticulas generadas por monocitos humanos estimulados con el

virus Dengue.

6.1. Objetivos Particulares:

o Evaluar la expresion de TNFa en monocitos humanos THP-1 activados con DENV.

0 Determinar la expresion de TF en monocitos humanos THP-1 posterior a la

estimulacién con DENV.

o Ewvaluar si la estimulacion de monocitos humanos THP-1 con DENV induce la

generacion de microparticulas monocitarias.
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7. MATERIAL Y METODOS.

7.1. Cultivo del virus Dengue en células LLC-MK2.

Durante el desarrollo del presente estudio, se utilizé un aislado viral procedente de un caso
de Dengue clasico serotipo-2, el cual es la cepa prototipo del DENV-2, denominada
DENV-2 Nueva Guinea- C. Este aislado se propagd, tituld y purificé en células de rifién
de mono verde africano LLC-MK2. El serotipo se confirmé con el anticuerpo monoclonal
especifico Mab8702 (Millopore 92590, CA). La amplificacién viral se llevé a cabo en células
LLC-MK2 con una confluencia del 80% las cuales se inocularon con una multiplicidad de
infeccién (MOI) de 0.1 y se incubaron a 37°C con 5% de CO, hasta observar que el efecto
citopatico (CPE) fuera aproximadamente del 90% (alrededor de 6-8 dfas). Los
sobrenadantes (sn) de cultivo se colectaron, y se clarificaron de restos celulares mediante
centrifugaciéon a 900 g por 10 minutos a 4°C. Posteriormente, los sobrenadantes, se
centrifugaron a 16 000 g durante 45 minutos, colectando el precipitado, el cual se almacend
a -70° hasta su uso. El titulo viral se determiné mediante ensayo de placa litica, para lo cual,
las células LLLC-MK2 se sembraron en placas de cultivo de 24 pozos y se incubaron a 37°C
con 5 % de CO, hasta obtener una monocapa al 100% de confluencia. Estos cultivos se
inocularon por duplicado, con 100 pL. de DENV-2 utilizando diluciones setiadas en base
10 y se incubaron por 2 h a 37°C con 5 % de CO,. Posteriormente se eliminé el virus no
adsorbido y los cultivos se lavaron con PBS 1X (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na,HPO, 8.1
mM, KH,PO, 1.76 mM; pH 7.4). Las monocapas se cubrieron con 1 mL de medio D-
MEM completo (Biowest L0107-500) con 2% de metil-celulosa y posteriormente se
incubaron hasta observar CPE. Finalmente, las células se fijaron con metanol y se tifieron
con cristal violeta al 1% durante 15 minutos. El titulo viral se determiné de acuerdo a la
siguiente férmula:

PFU/mL= n (10) (factor dilucién) en donde:

n, numero de placas contadas

10, factor de correccion

Factor de dilucién, dilucién correspondiente a la columna en donde se hizo el conteo de

placas liticas

7.2. Determinacién de TF en monocitos mediante Citometria de Flujo.
Para evaluar la estimulacién de monocitos humanos THP-1 (linea celular que procede de

un paciente pediatrico con leucemia monocitica aguda; Tsuchiya e a/., 1980) en presencia
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del virus Dengue, inicialmente se cultivaron 5 x10° células, en placas de cultivo de 24 pozos
en medio RPMI 1640 (Biowest 1.0501-500) complementado con suero fetal bovino (SFB)
al 10%, los monocitos se incubaron a 37°C con 5% de CO, en presencia del DENV2-
NGC con MOI = 0.1, 1 y 10 por pozo (se hicieron duplicados para cada condicion)
durante 6, 12 y 24 horas. Transcurrido los tiempos de estimulacién, los monocitos se
lavaron 2 veces con PBS 1X frio (se centrifugaron a 100 x g durante 10 minutos),
desechando el sobrenadante y recuperando el pellet el cual se resuspendié en PBS 1X.
Posteriormente, se adicion6 un anticuerpo monoclonal primario, anti -TF humano hecho
en ratén (American Diagnostica. 4503) a una concentracién delpg por cada 5 x 10* células
y las muestras se incubaron en hielo durante 40 minutos. Las células se lavaron con PBS
1X y el pellet celular se resuspendié en una dilucion 1:1000 del anticuerpo secundario anti
IgG hecho en ratén acoplado a FITC (Millipore AP308F) en PBS 1X. Las muestras se
incubaron en hielo durante 30 minutos cuidando que no se expusieran a la luz. Las células
se lavaron y se resuspendieron en buffer de adquisicion (FacsFluid®). Finalmente, las
muestras fueron analizadas mediante Citémetria de Flujo (Facscalibur). Los datos de los
histogramas se evaluaron con el software CellQuest® y WinMD® Version 2.9. Las células

control se incubaron con un anticuerpo no especifico acoplado con FITC (anti IgG ratén

Santa Cruz, sc-2939). Como control positivo, los monocitos se estimularon con 10 pg/mL

de Lipopolisacaridos (LPS) de Escherichia coli 026:B6 (Sigma, 1.2654-1MG) durante 6 horas.

7.3 Activacion y adherencia de monocitos THP-1 en presencia del virus Dengue.

A partir de un cultivo de monocitos THP-1 se hizo un conteo celular con hemocitémetro
(Bright-Line, Hausser Scientific, USA) y se cultivaron 1 x 10° células en una placa de cultivo
de 6 pozos en medio RPMI 1640 complementado con SFB al 10%. Se dejaron en
incubacién a 37°C con 5% de CO, con un estimulo de 10 MOI de DENV2-NGC por
pozo. Como control negativo, los monocitos fueron tratados con el pellet obtenido por
ultra centrifugacién a partir de un cultivo de células MK2 sin infectar. Se prepararon pozos
duplicados para cada condicién. Se dejaron con el estimulo viral durante 6, 12, 24 y 48
horas; al final de ese tiempo, se retiré todo el sobrenadante de los pozos, se lavaron dos
veces con PBS1X a 37°C y se observaron por microscopia de campo claro (20X y 40X) en
un Microscopio invertido Olympus IX71 equipado con una cimara Evolution VF (Media
Cybernetics). La captura de imagenes de realizé con el software QCapture Pro® (Media
Cybernetics) para determinar la adhesiéon y morfologia de los monocitos a la placa de

cultivo, posterior a la estimulacién con DENV.
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7.4. Deteccion de TNFa en monocitos THP-1 estimulados con DENV2-NGC.

El TNFa presente en los sobrenadantes de monocitos THP-1 estimulados con DENV2-

NGC se cuantificé de acuerdo con el protocolo siguiente:

7.4.1. Preparacion de los sobrenadantes.

Para la determinacién del TNFa en los sobrenadantes de los cultivos de monocitos
estimulados con DENV2-NGC, se cultivaron 5 x10° monocitos en placas de cultivo de 24
pozos en medio RPMI 1640 complementado con SFB al 10%. Se dejaron en incubacién a
37°C con 5% de CO, con un estimulo de 10 MOI de DENV2-NGC por pozo (se hicieron
duplicados por condicién) y se estimularon durante 6, 12, 24 y 48 horas. Al final, se
colectaron los sobrenadantes y se centrifugaron a 100 x g durante 10 minutos para desechar
el pellet celular. Se recuperd el sobrenadante y se hicieron alicuotas en tubos para centrifuga

de 1.5 mL que se conservaron a -20°C hasta su uso.

7.4.2. ELISA sandwich para la cuantificacién de TNFa.

Para cuantificar el TNFa a partir de los sobrenadantes, se prepard una curva estandar con
TNFo humana recombinante (thTNFo, R&D Systems 210-TA). Se sensibilizé una placa
para ELISA de 96 pozos (Nunc, 80040LE 0903) con 50 pL (4pg/mlL) con una dilucién del
anticuerpo monoclonal anti-TNFo humano (R&D Systems, MABG610) en buffer de

carbonatos (Na,Co3 15 mM, NaHCO; 35 mM, NaN; 0.2 g/L; pH 9.6) y se dej6 en
incubacién a 4°C durante 16 horas. Se lavé 3 veces con PBS 1X-Tween 20 al 0.05%. Se
bloquearon sitios de pegado inespecifico con 200 pL por pozo con PBS 1X-albumina
bovina sérica (BSA) al 1% y se dej6 en incubacién a temperatura ambiente (T'A) durante 1
hora. Se lavé de la manera previamente descrita. Posteriormente, para hacer la curva patrén
del TNFa recombinante, se agregaron en 8 pozos por triplicado, 100 pL de la proteina
recombinante en las siguientes concentraciones: 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62 y
7.81 pg/mlL. Paralelamente, en la placa de titulacién se agregaron 100 pL de los
sobrenadantes de los cultivos no estimulados y estimulados con DENV2-NGC por
triplicado, incubando las muestras a TA durante 2 horas. Se lavé la placa y se agregaron 100
pL por pozo (0.3 pg/mlL) del anticuerpo anti IgG biotinilado hecho en cabra (R&D
Systems, BAF210), incubdndose a TA durante 2 horas. La placa se lavé y posteriormente se

agregaron 100 pL de una dilucién 1:300 de estreptavidina conjugada a peroxidasa (Sigma,
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E-28806) en PBS 1X-BSA 1%, incubandose a TA durante 30 minutos. Finalmente, se lavé la

placa y se afiadieron 100 pL por pozo de Tetrametilbenzidina o TMB (Sigma, T0440) en

oscuridad durante 15 minutos hasta observar el cambio de color. Se detuvo la reaccidén con

50 pL de H,S0O, 0.19 N y se hizo la lectura de la densidad 6ptica (DO) a 450 nm en un

lector para placas de ELISA (Multiskan Ascent, Thermo Labsystems). A partir de las curva

patron obtenida (DO versus pg/mlL), se determiné la concentraciéon de TNFo en los

sobrenadantes problema.

7.5. Deteccion del Factor Tisular en monocitos estimulados con DENV2-NG
mediante inmunofluorescencia.

Se cultivaron 5 x10° monocitos en placas de cultivo de 24 pozos en medio RPMI 1640
complementado con SFB al 10%. Se dejaron en incubacién a 37°C con 5% de CO, con
una MOI=10 de DENV2-NGC por pozo y se dejaron en estimulacién durante 12 horas.
Transcurrido este tiempo, los monocitos se lavaron dos veces con PBS 1X frio (se
centrifugaron a 100 x g durante 10 minutos), se descartd el sobrenadante y la pastilla o
pellet celular se resuspendié en buffer de fijacion (PBS 1X, para-formaldehido al 4%),
incubandose en hielo durante 20 minutos. Las muestras se lavaron con PBS 1X-BSA 0.5%
y el pellet final se resuspendi6 en 100 pL. de PBS 1X. Se hizo el conteo celular, agregando
5x10" células en portaobjetos de vidrio salinizados (Fisherbrand, 12-550-15) para cada
condicién o tratamiento. Los portaobjetos se dejaron secar a TA y se lavaron con 100 pL
de PBS 1X-BSA 0.5% y se bloquearon con 100 pL. de PBS1X-BSA 3% durante 10 minutos
a TA. Se retir6 el exceso de solucién de bloqueo y se afiadio la dilucién (1 pg por cada 5x
10* células) del anticuerpo anti-TF humano acoplado a FITC (American Diagnostica Inc.
080320) en PBS1X-BSA 0.5% incubdndose a 4°C durante 16 horas en una cdmara humeda.
Finalmente, las laminillas o portaobjetos se lavaron con PBS 1X-BSA 0.5% vy se afladieron
10 pL de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en solucién de montaje (Vectashield, Vector
Laboratories Inc., 94010). Se colocd un cubreobjetos sobre la muestra, sellando los bordes
de la laminilla con esmalte incoloro. Se protegieron de la exposicion a la luz hasta su
evaluacién por microscopia confocal (Microscopio Olympus BX51WI equipado con una
unidad de disco giratorio -DSU- y una camara EM-CCD Hamamatsu). La captura se

realiz6 con el software Stereolnvestigator® (MicroBrightfield.)
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7.6. Obtencion y Deteccion de MPs de mocitos estimulados con DENV2-NG.

7.6.1. Microparticulas Fluorescentes.

Los monocitos THP-1 se marcaron con Calceina AM, compuesto que al entrar a la célula
es cortado por esterasas intracelulares quedando insertado en la membrana, por lo que la
membrana se marca con este compuesto fluorescente y puede ser identificado mediante
Citometria de flujo (figura 7.1).
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Figura 7.1.A. Calceina AM, molécula que ser cortada por esterasas intracelulares, forma un compuesto
fluorescente unido covalentemente a la membrana del monocito. B. Se marca la membrana con Calceina AM
para que posterior a la estimulacion y activacién de la célula, la liberacién de microparticulas puede ser

detectada por la emisién de fluorescencia.

Los monocitos se lavaron 2 veces con PBS 1X de la forma anteriormente descrita y se
incubaron a 37°C durante 45 minutos con 1uM de Calceina AM (Biotium Inc., Haywartd,
CA, USA) protegiéndolas de la luz. Se afiadié un volumen de medio completo RPMI y se
centrifugaron a 100 x g durante 10 minutos, el pellet celular se resuspendié en Medio
Completo, cultivando 5 x10° monocitos en placas de 24 pozos en medio RPMI 1640
complementado con SFB al 10%, incubandose a 37°C con 5% de CO, con un MOI 10 de
DENV2-NG por pozo, por triplicado y se dejaron en estimulaciéon durante 12 horas. Al
final del estimulo, se colectaron los sobrenadantes y se centrifugaron a 100 x g durante 20
minutos para descartar el pellet celular. Se recuperé el sobrenadante y este se centrifugd a
16 100 x g durante 40 minutos. El pellet resultante se resuspendié en 200 pL de
FacsFluid® cuidando de no exponetlo a la luz y se analizé por Citometria de Flujo.

Para montar las MPs en portaobjetos y visualizarlas por microscopia confocal, se
obtuvieron como ya se ha descrito en el apartado anterior, con la siguiente modificacion: el
pellet resultante de la centrifugacién a 16 100 x g durante 40 minutos, se resuspendié en
100 pL de buffer de fijacién y se colocaron 30 pL en cada circulo trazado con un lapiz

hidrofébico, en el portaobjetos salinizado (Fisherbrand, 12-550-15). Se dejaron secar a TA
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y se lavaron con PBS 1X-BSA 0.5%. Se les afiadieron 10 pl. de solucién de montaje con
DAPIL Se colocé un cubreobjetos sobre la muestra, sellando los bordes de la laminilla con
esmalte incoloro. Se protegieron de la exposicién a la luz hasta su evaluacién por
microscopia de confocal (Idew).

Para inducir la formacién de microparticulas, las células THP-1 se trataron con 5 6 10
UM de un iondéforo de calcio, denominado Calcimicina A23187 (Calbiochem, 100105). Se
incubaron a 37°C durante 15 minutos y se procedi6 con el aislamiento de MPs a partir de

los sobrenadantes de estos cultivos de monocitos de la manera anteriormente descrita.

7.7. Analisis de Datos.

Para el analisis de los datos, se compararon las medias de los grupos utilizando la prueba
estadistica no parametrica de Mann-Whitney con un intervalo de confianza del 95%. Se
consideraron los valores de p<0.05 como diferencia significativa entre las medias
comparadas. Para la elaboracién de los graficos y el analisis estadistico se utilizo el Software

Prisma® versién 5.0.
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8. Estrategia Experimental.
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9. RESULTADOS.

9.1. Amplificacién y titulacion del DENV-2.

El cultivo, cosecha y titulacién del Virus Dengue Serotipo 2 Nueva Guinea C (DENV-2NG), se realizé
con la linea de células epiteliales de riién de mono verde LLC-MK2. En la figura 9.1 A se muestra una
monocapa homogénea de células sin infectar, mientras que en la figura 9.1.B se observa un cultivo de
ocho dias post infeccion con DENV a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1; se muestra el
desprendimiento celular o placas liticas debido al efecto citopatico ocasionado por la infeccién viral que

altera la integridad de la monocapa.

A B

Figura 9.1. Infeccién de células LLC-MK2 con el virus Dengue. A) Células sin infectar. B) Células infectadas con DENV a
1.0 MOL. La flecha blanca sefala el efecto citopatico (placa litica).

Cuando se observo el efecto citopatico maximo en los cultivos de células LLLC-MK2, ( antes de que
se desprendiera la monocapa celular) se colectaron los sobrenadantes a partir de los cuales se llevé a
cabo la purificacién viral mediante ultra centrifugacion. El titulo viral del stock del DENV, se determiné
mediante ensayo de placa litica. Alrededor del dia 10 post-infeccion, observamos la formacion de placas
liticas completamente definidas (figura 9.2).

control negativo 10 s 10° 107 10°® 10°

Figura 9.2. Titulacién Viral por ensayo de placa litica. Duplicados de las diluciones logaritmicas en base 10 del stock viral en

células LLC-MK2
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Se considerd la columna de la dilucién mas alta en la que se pudieron contar placas liticas: en la
dilucién 10° se observaron 15 placas en promedio de los dos pozos. El titulo viral (1.5 x 10'") se expres6
como unidades formadoras de placa (PFU) por mL (PFU/mL). A partir de esta muestra se llevaron a

cabo todos los ensayos del presente trabajo.

9.2. Estimulo de monocitos THP-1 con el Virus Dengue. Activacion y adherencia.

Inicialmente se llevd a cabo la evaluaciéon de la activacién, morfologia y adherencia de los monocitos
THP-1 estimulados con el DENV. Las células THP-1 normalmente crecen en suspension, sin formar
monocapas. Sin embargo, posterior a un estimulo como el reconocimiento de un antigeno especifico, se
inicia un proceso de activaciéon y adherencia celular a la placa de cultivo con la subsiguiente
diferenciacién a macréfagos. Por microscopia de campo claro se evalué la adherencia de los monocitos
THP-1 a la superficie de la placa de cultivo a las 6, 12, 24 y 48 posterior a la estimulacién con DENV.
Como se observa en las figura 9.3, las células activadas en presencia del DENV se adhirieron a la placa
de cultivo. Asi mismo, se presentaron los siguientes cambios en la morfologia celular: aumento de
tamafio, cambio en la forma redondeada a un plasmalema rugoso y la extensién de filipodios. Estas
modificaciones fueron mas notables a mayor tiempo de estimulacién en donde se pudieron observar
células diferenciadas (figura 9.3, DENV 48h). Estos efectos se presentaron desde las 6 h de estimulacion
(hpe) aunque es probable que los cambios inicien a tiempos mas tempranos. En contraparte, las células

que no fueron estimuladas no se adhirieron a la placa de cultivo ni mostraron cambios en su morfologfa.
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Control negativo

DENV 6

DENYV 12

DENV 24

DENV48

Figura 9.3. Activaciéon y Adherencia de monocitos estimulados con DENV. Derecha: Adherencia de las células a la placa de
cultivo asi como la induccién filipodios y maduraciéon de los monocitos THP-1 estimulados a diferentes tiempos (6, 12, 24 y

48 h) con DENV (MOI=10). Izguierda: Monocitos sin estimulacién. Microscopia de campo claro 20X.

Se observé que no todos los monocitos responden de igual forma al estimulo con DENV; algunos,
aunque estan adheridos a la placa no presentaron extensiones de la membrana celular o diferenciacion a

macro6fagos.
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9.3. Produccion de TNFa en monocitos THP-1 estimulados con DENYV.

Posteriormente, evaluamos la respuesta inflamatoria de los monocitos THP-1 en presencia del virus
Dengue, mediante la cuantificacion de la produccion de esta citocina.

En la grafica 9.1, se observa que los monocitos THP-1 secretan TNFa, posterior al estimulo con

DENV (MOI=10). La mayor concentracién de TNFa se encontré a las 6 hpe: las células sin estimular
presentaron 100.1+ 74.1 pg/mL wversus los cultivos celulares estimulados: 597.2 + 119.5 pg/mlL,
concentracion que se mantiene hasta las 12 hpe: células sin estimular 150 £ 128.7 pg/mL versus células
estimuladas 357.5 + 180.3 pg/mlL,; al final del tiempo de estimulacién (24 y 48 h), la presencia del
TNFa en el sobrenadante de los cultivos estimulados con DENV es practicamente igual que en los
controles negativos. Los datos anteriores pueden sugerir que los eventos de activaciéon celular se
presentan antes de las 6 hpe, alcanzandose la maxima respuesta a las 6 hrs. Estos resultados concuerdan
con lo que se ha reportado en la literatura para monocitos aislados de sangre periférica, estimulados con
antigenos del Virus Dengue (Espina ez a/., 2003). Por otro lado, estos resultados son congruentes con los

datos obtenidos por microscopia, respecto a los cambios en la morfologia de los monocitos estimulados

a las 6 hpe (figura 9.3).

700+
600+
500+
400+
300+
2004
100+

0-

THP-1 no estimulados
E= THP-1 +DENV2-NG

TNFalfa (pg/mL)

6 12 24 48
hrs.

Grafica 9.1. Cuantificacién por ELISA sandwich de la produccién de TNFa en monocitos THP-1 a diferentes
tiempos de estimulacién con DENV (MOI 10). Resultado del promedio de tres experimentos independientes.
Prueba no paramétrica de Mann-Whitney. *p < 0.05 cuando se compara con los monocitos sin estimular, *¥»<0.05

cuando se compara con el valor de los monocitos estimulados con DENV durante 6 h.
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9.4. Cinética de Expresion del Factor Tisular en monocitos estimulados con diferentes

multiplicidades de infeccion del virus Dengue.

De acuerdo con que el DENV es capaz de activar a los monocitos THP-1 favoreciendo su respuesta
proinflamatoria a través de la produccién de TNFa; se evalué por Citometria de Flujo si la estimulacion
con el DENV induce la actividad procoagulante del monocito a través de la expresion de Factor Tisular.
Para evaluar la expresion de TF en los monocitos activados, se hizo una cinética de estimulacion
utilizando diferentes multiplicidades de infeccién o MOI de DENV (MOI=0.1, 1 y 10) como se muestra

en el histograma 9.1.

Everts

10° To! o2 102
FLIH

Histograma 9.1. Expresion de Factor Tisular (I'TF) en monocitos THP-1 estimulados con diferentes multiplicidades de infeccion (MOI) de
DENT”: MOI = 0.1 (verde), 1 (azul) y 10 (rojo) de DENV durante 12 h. Control de isotipo (gris) células sin estimular
(negro). Adquisicién de 1x 10* eventos. FL1-H, fluorescencia emitida por las células marcadas con el anticuerpo anti-TF-

FITC; Events, representa el numero relativo de células.

Se observé que las células activadas en presencia del DENV expresan TT a nivel de la superficie
membranal y que esta respuesta es dosis dependiente. La expresion de TF fue significativamente mayor
utilizando la MOI de DENV mas elevada (10):16.935 £ 1.379 versus monocitos no estimulados= 3.950 *
0.679, p=0.0069. En los cultivos infectados con una MOI de 0.1, la intensidad de fluorescencia media
(MIF) fue de 6.750 £ 1.315 persus no estimuladas 3.950 = 0.679 mientras que en los monocitos
estimulados con una MOI de 1, la MIF fue de 13.540 £ 1.541 versus no estimulados 3.950 £ 0.679, con
un valor de p=0.0151 (tabla 9.1).
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Tabla 9.1. Media de la intensidad de fluorescencia (MIF) dada por la expresién de Factor Tisular en monocitos estimulados

con DENV y detectado por Citometria de Flujo.

Media de la intensidad

Condicion de fluorescencia (MIF)* Valor de p**
Control de isotipo 1.165 £ 0.021 -
Control negativo 3.950 + 0.679 -
DENV2 MOI0.1 6.750 £ 1.315 NS
DENV2 MOI'1 13.540 £ 1.541 0.0151
DENV2 MOI 10 16.935 £ 1.379 0.0069

* Los resultados corresponden a la media = 1 DE de dos experimentos independientes **indica valores de p cuando las

muestras en presencia del Virus Dengue se compararon con células sin estimular o control negativo (p<0.05). Prueba no

paramétrica de Mann-Whitney.

9.5. Cinética de Expresion del Factor Tisular en monocitos estimulados con el virus Dengue.

De acuerdo con la observacién anterior en donde la maxima expresion de TF en los monocitos se dio
con la mayor MOI de DENV probada; no se sabia a partir de qué momento se podia detectar la
sobreexpresion de este TF. Por tanto, se llevd a cabo una cinética de tiempo de estimulacion de

monocitos con DENV (MOI=10) para evaluar la expresiéon de TF mediante Citometria de Flujo

(histograma 9.2.A).
Y
| | Y
m
X NN
Lf )
I'Il |
| |
|
L/ |
|JI II'
l l_|II:.I '..
. ‘ ‘ o N ,
A B

Histograma 9.2. Expresidn de TE en monocitos THP-1 a diferentes tiempos de estimulacion con DENT/. Cinética de estimulacion de
los monocitos THP-1 con DENV (MOI 10). A. control de isotipo (relleno gris); células sin estimulo (negro), DENV
estimulo de 6h (verde), DENV, estimulo de 12 h (rojo), DENV estimulo de 24h (azul). B. Control de isotipo (relleno gris),

control negativo o sin estimulo (negro), DENV estimulo de 6h (rojo intenso) y 10 pg/mL de LPS estimulo de 6 h (rojo

claro). Adquisicion de 1x 10* eventos. FL1-H, fluorescencia emitida por las células marcadas con el anticuerpo anti-TF-

FITC; Events, representa el nimero relativo de células.
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En el histograma 9.2.A y la tabla 9.2, se observa un incremento en la expresion de TF, en los
monocitos a partir de las 6 hpe (que apoya las observaciones realizadas por microscopia de campo claro
desde las Ghpe, seccion 9.2), a diferencia de los cultivos no estimulados. A las 12 hpe se present6 la
maxima expresion de TF registrandose una MIF de 6.92 £ 0.601 zersus no estimulados 3.125 £ 0.554
(p=0.0268). La expresion de TF se mantuvo después de 12 h, decayendo a las 24 h (tabla 9.2).

Los monocitos se estimularon con LPS de Escherichia coli como control positvo dado que esta
endotoxina es un fuerte inductor de TF en monocitos y es a las 6 hpe cuando se presenta la expresién
mas elevada de este receptor (Aharon ez al, 2008). El histograma 9.2.B, muestra que la respuesta a las 6 h
de estimulacién con LPS, es similar a la que se observé a las 6hpe con DENV aunque fue
significativamente mayor con la endotoxina (4.95 = 0.212 versus 4.11£1.123, respectivamente p=0.0420;

tabla 9.2).
Tabla 9.2. Media de la intensidad de fluorescencia dada por la expresion de Factor Tisular en monocitos estimulados con
DENYV a diferentes tiempos de estimulacion y detectado por Citometria de Flujo.

Condicion Media de la intensidad de **Valor de p

fluorescencia (MIF)*

A. Control de isotipo 1.265 £ 0.049 -
Control negativo 3.125 £ 0.554 -
DENV2 6h 4.265% 0.926 NS
DENV2 12h 6.92 1 0.601 0.0268
DENV2 24h 5.52 +1.485 0.0461
Control de Isotipo 1.13£0.03 -
Control negativo 2.97+0.67 -
DENV 6h 411£1.123 NS
LPS 6h 495+ 0.212 0.0420
Control de Isotipo 1.37 £ 0.085 -
Control negativo 2.86 £ 0.552 -
DENV2 hetvido y radiado 6h 3.79+ 148 NS
DENV2 hetvido y radiado 12h 3.87£1.973 NS

* Los resultados corresponden a la media = 1 DE de dos experimentos independientes **indica valores de p cuando las
muestras en presencia del Virus Dengue se compararon con células sin estimular o control negativo (p<0.05). Prueba no

paramétrica de Mann-Whitney.

Asf mismo, para determinar si el efecto inducido por el DENV en el monocito es ocasionado por el
virus activo, se evalué la estimulacién de los THP-1 utilizando una muestra de pellet viral hervido

durante 5 min a 98°C y posteriormente radiado con luz UV durante 20 min. Como se observa en el
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histograma 9.3, no se present6 un incremento significativo de la expresion de TF en presencia del virus
inactivado entre las 6 y 12 h (MIF de 3.79 y 3.87 respectivamente) con respecto a las células sin estimular
(MIF de 2.86), lo cual indica que son las particulas o antigenos virales biolégicamente activos los que

estan induciendo tanto la activacién celular como la expresion de TT (tabla 9.2.C).

Histograma 9.3. Efecto del DENV inactivo en la expresion de TF en los monocitos THP-1. Control de isotipo (relleno gris), control
negativo o sin estimulo (negro), virus hervido y radiado, estimulo de 6 h (rojo) y 12 h (azul). Adquisiciéon de 1x 10* eventos.
FL1-H, fluorescencia emitida por las células marcadas con el anticuerpo anti-TF-FITC; Events, representa el nimero

relativo de células.

Por lo anterior, el DENV induce la expresién de Factor Tisular en los monocitos THP-1 de manera
dosis dependiente y aunque la activacién celular se puede observar a partir de las 6 h de estimulacién, la

maxima expresioén de TF se presenta a las 12 h post infeccion.

9.6. Deteccion del Factor Tisular en monocitos estimulados con DENYV mediante

inmunofluorescencia.

La expresion de TF posterior a la estimulacion con DENV se evalué también mediante
inmunofluorescencia. En la figura 9.4 se observa un incremento en la fluorescencia emitida por los
monocitos en presencia del DENV, en comparacién de las células que no fueron estimuladas.

Asimismo, encontramos que no todas las células responden al estimulo con DENV.
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B.

Figura 9.4. Expresion de TF en monocitos estimulados con DENV: A. Inmunoflorescencia que muestra el marcaje con un
anticuerpo anti-TF acoplado a FITC (verde) en células THP-1 no estimuladas y B. estimuladas con DENV MOI= 10,

durante 12 h. Marcaje de nucleos con DAPI (azul). Microscopia de Confocal 40X.
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9.7. Obtencion y Deteccion de MPs de monocitos estimulados con DENV.

Con base a que observamos que durante la infeccién de monocitos THP-1 con el DENV se favorece la
activacion celular, mediante la expresion tanto del receptor trombogénico TF como de la produccion de
TNFa, decidimos evaluar la posible presencia de otros productos de activacién celular como son las
microparticulas (MPs),a partir de los monocitos estimulados con DENV. Inicialmente llevamos a cabo
diferentes ensayos de estandarizacion de la técnica para aislar y detectar MPs a partir de sobrenadantes
de cultivos de monocitos THP-1 activados. Se utiliz6 Calcimicina A23187 como control positivo. La
calcimicina es un ionéforo de calcio que se utiliza como activador de células a través de la movilizacion

de calcio intracelular lo que promueve la formacién y liberaciéon de microparticulas de membrana celular

(Aharon e al., 2008).

En la figura 9.5 se presentan los resultados obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivo de
monocitos THP-1, estimulados durante 15 min con 5 y 10 pM de Calcimicina (Cal) que fueron
analizados por Citometria de Flujo. Se observaron particulas celulares de menor tamafio y celularidad
(FSC-H y SSC-H, respectivamente, dotplots de la figura 9.5) en comparacién con las células. El nimero
de particulas se incrementé en los monocitos activados con calcimicina, este aumento fue dosis
dependiente ya que con 5 UM de Cal se detectaron 1329 eventos, mientras que con10 pM 30063 eventos,

respectivamente.

Sin estimulo
. (244)

Fraccion Celular

Fevi
e

FsCH

Cal 10uM
(3063)

Figura 9.5. Dotplots que muestran las particulas detectadas en sobrenadantes de cultivos monocitarios THP-1 y estimulados
con Calcimicina (5 uM 6 10 pM) durante 15 min. Entre paréntesis se indica el numero de eventos detectados en cada
condicién de tratamiento en una misma cantidad de muestra durante 1 minuto de adquisicién en el Citémetro de Flujo

FascCalibur. El recuadro rojo muestra los eventos correspondientes a la adquisicién de células THP-1.
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En los ensayos posteriores de citometria de flujo para la deteccién de MPs a partir de sobrenadantes
de cultivo de monocitos estimulados con DENYV, utilizamos microperlas de poliestireno de 1 um de
didmetro (MicrobeadNIST 64030, Polysciences, Inc.) ajustando los parametros del dozplot para la

adquisicion en el citbmetro de las particulas 6 MPs con un tamafio entre 0.1 a 1 micras de (figura 9.6).
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Figura 9.6. Dotplots que muestran (A) el poligono o regién R1 seleccionada a partir de la adquisicién de micropetlas de
poliestiteno de 1pum (B) las particulas detectadas en este dotplot ajustado con los parametros deSSC-H y FSC-H dados en A,
en una muestra de sobrenadante de cultivo de monocitos estimulados con DENV durante 6h, donde posiblemente hay MPs

de 1um de tamafio y menor.

Posterior a la estandarizacion de los parametros para la deteccion de microparticulas por citometria
de flujo, llevamos a cabo paralelamente la deteccién de MPs mediante fluorescencia. Para evaluar si la
estimulacion de los monocitos con DENV, ademas de inducir la activacion del monocito y la expresion
de TT, induce la formacién de MPs, se llevaron a cabo ensayos en los que se marcaron las células THP-1
con Calceina AM y posteriormente se estimularon con DENV y Calcimicina como control positivo. Se
recuperaron los sobrenadantes de cultivo a partit de los que se aislaron las MPs mediante ultra-
centrifugacién, analizandose por citometria de flujo. Como se observa en el histograma 9.4, las células
estimuladas con Calcimicina mostraron mayor intensidad de fluorescencia ya que al haberse activado
generaron un gran nimero de microparticulas a partir de la membrana celular (histograma 9.4, tabla 9.3).
Esta activacién aumenté significativamente cuando los monocitos se estimularon con DENV durante
12 h: 527 £ 0.622 versus no estimulados1.77 £ 0396 (p=0.0215) y 24 h: 5.5 * 0.990 wersus no
estimulados1.77 £ 0.396 (p=0.0385) con respecto a las células estimuladas unicamente con Calcimicina

2.62 + 0.707).
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Histograma 9.4.Se muestra la fluorescencia de las particulas de 1 y<1 pM marcadas con Calceina AM y adquiridas en el
Citometro de Flujo Facscalibur. Blanco - células sin marcaje con Calceina AM- (rojo, linea delgada), sin estimulo (gris),
Calcimicina 10 uM (verde), estimulaciéon de 12 h con DENV (azul), estimulaciéon de 24 h con DENV (morado), estimulacién
de 24 h con DENV + Calcimicina 10 uM (rojo linea gruesa). Adquisicion de 1 x 10* eventos. FL1-H, fluorescencia emitida

por las células marcadas con Calceina AM; Events, representa el numero relativo de microparticulas.

Se observé que la media de la intensidad de fluorescencia de las MPs resultante de células estimuladas
durante 24 h con DENV y al final del estimulo con calcimicina 10 puM durante 15 min, fue
significativamente mayor en comparacién con la MIF de MPs originadas a partir de células unicamente
estimuladas con DENV o calcimicina: DENVy cal, 7.76 £ 1.676 wversus no estimulados 1.77 £ 0.396
(p=0.0389), lo que sugiere un efecto sumatorio que potencializa la activacién celular y la formacién de

MPs bajo estas condiciones (tabla 9.3).
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Tabla.9.3. Media de la intensidad de fluorescencia de MPs fluorescentes a partir de monocitos estimulados con DENV y

detectado por Citometria de Flujo.

Media de la intensidad

Condicién de fluorescencia Valor de p**
(MIF)*
blanco 1.44 £ 0.382 -
Control negativo 1.77 £ 0.396 -
Calcimicinal0 pM 2.62 £ 0.707 NS
DENV 12h 527 £ 0.622 0.0215
DENV 24h 5.5£0.990 0.0385
DENV 24 h + Calcimicinal0 pM 7.76 £ 1.676 0.0389

* Los resultados corresponden a la media = 1 DE de dos experimentos independientes **indica valores de p cuando las
muestras en presencia del Virus Dengue se compararon con células sin estimular (p<<0.05). Prueba estadistica no paramétrica

de Mann-Whitney.

Adicionalmente al ensayo de citometria, se aislaron microparticulas como se ha descrito
anteriormente y se fijaron en paraformaldehido al 4% para montarlas en laminillas y observatlas por
microscopia confocal (figura 9.7). Encontramos que el estimulo de los monocitos con DENV durante 6
h induce la formacién de particulas derivadas de la membrana celular a diferencia de los monocitos que
no son estimulados (figuras 9.7). Los resultados de fluorescencia confirman los datos obtenidos
mediante citometria de flujo, en donde aumenta la presencia de MPs originadas a partir de células
estimuladas con DENV con respecto a las MPs que se generan a partir de células no estimuladas. Asi
mismo, se observaron los fragmentos de membrana o microparticulas derivadas de las células

estimuladas con calcimicina, que fue utilizado como control positivo (figura 9.7).

Por otra parte, la formacién de MPs se potencializa cuando las células se trataron previamente con
un estimulo conjunto de DENV y calcimicina (figura 9.7). Asi mismo, la liberacién de microparticulas
parece ser un evento temprano ya que a partir de las 6 h de estimulacion, ya se estd llevando a cabo este
proceso, lo cual era de esperarse de acuerdo con los datos presentados: la activacion celular por DENV
se puede determinar desde las 6 h post estimulacion. Sin embargo, en un futuro serd necesario evaluar la
carga antigénica presente en las MPs. De acuerdo a los datos obtenidos por citomettia de flujo, es
posible que las MPs que se estan liberando durante las primeras h de la estimulacién viral (durante las
primeras 6 h aproximadamente) lleven consigo el TF que se expresado en el monocito durante la

activacion con DENV. Sin embargo, el TF detectable en MPs a tiempos posteriores a las 12 h pos

47



RESULTADOS

estimulacién puede ser considerablemente mayor, pues es cuando se da la maxima expresion de TF en la
superficie celular (histograma 9.2). Incluso, es posible que un mayor nimero de MPs se libere a las 12 h
de estimulacién coincidiendo con la maxima expresiéon de TF.

Observamos que el tamafio y morfologia de las particulas obtenidas a partir del estimulo tanto con
calcimicina como con DENV, cambié notablemente con respecto al control (figura 9.7) tales como

numerosos agregados.

A. Sin estimulo B. DENV 6h
C. Calcimicina 10 uM D. DENYV 6h + calcimicina 10 uM

Figura 9.7. Fluorescencia de microparticulas generadas a partir de monocitos cuya membrana se marcé con Calceina AM de

A. células sin estimulo B estimuladas con DENV durante 6 h (MOI =10), C estimuladas com 10 uM de calcimicina durante
15 min y D estimuladas con DENV durante 6 h y calcimicina 10 pM durante 15 min. Microscopia de Confocal, 60X Escala

20 um.
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10. DISCUSION

Activacién de monocitos humanos en presencia del Virus Dengue.

Los monocitos son las principales células blanco para el Virus Dengue y juegan un papel importante
durante la diseminacion viral en el hospedero humano (Gubler 1998; Halstead 1988). Se ha demostrado
que en el Dengue severo, se presenta una activaciéon exacerbada de los monocitos (Halstead 1989)
induciendo la expresion de diferentes mediadores solubles como citocinas proinflamatorias: TNFa , IL-
1, IL-6 e I1.-8, los cuales a su vez participan en la activacion del endotelio vascular, que favorece el
incremento en la permeabilidad de las células endoteliales (Anderson e# af., 1997; Chang ef al., 1994,
Espina et al., 2003). Estos datos sugieren la participacion de los monocitos en la patogénesis del
Sindrome de Choque por Dengue.

En el presente trabajo, se llevo a cabo la evaluacion de la respuesta pro-inflamatoria y pro-coagulante
de monocitos humanos estimulados con el virus Dengue. Como modelo de estudio, usamos la linea
celular humana THP-1, la cual ha sido ampliamente utilizada en estudios funcionales, debido a su
comportamiento similar al de los monocitos humanos derivados de sangre periférica: produccién de
citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL-1, IL-6 e IL-8, la expresiéon de receptores Fcy y C3b,
moléculas de adhesion, la diferenciacién a macréfagos y fagocitosis, entre otras (Auwerx 1991). Cabe
mencionar que, las células THP-1 se han utilizado en diferentes estudios iz witro referentes a la
elucidacién de los mecanismos involucrados en la interaccion DENV-monocito (Hober ef al., 1996;
Ubol et al., 2008; Padwad ez al, 2010).

En este estudio, se evalud la activacion celular inducida por DENV: tanto la morfologia como la
capacidad de adherencia de los monocitos THP-1. Las THP-1 no activadas, crecen en suspension sin
formar monocapa (Tsuchiya ez 4/, 1980). Sin embargo, como se observé en el presente trabajo, a partir
de las 6 horas post-estimulacién (hpe) con el DENV, los monocitos se activaron favoreciendo la
expresion de moléculas pro-adherentes, ya que los cultivos permanecieron adheridos a la placa de
cultivo. Con el transcurso de la estimulacién mostraron una maduracién a macréfagos. Esta observacion
es congruente con estudios previos # vitro en donde se reporta la activaciéon de monocitos a las 6 horas
post-infeccion con DENV. También a partir de este tiempo, observaron tanto particulas virales
adheridas a la superficie celular como antigenos virales en las vacuolas intra-citoplasmaticas y fagosomas
(Espina ¢# al., 2003). Por lo antetior confirmamos la participacién del monocito como una célula efectora

importante durante las primeras horas de la infecciéon por DENV.

A pesar de que no se conoce cual(es) es (son) el(los) receptor(s) que participa (n) en el

reconocimiento especifico del virus Dengue en los monocitos THP-1 y la subsiguiente activacién

49



DISCUSION Y CONCLUSIONES

celular, es un hecho que las células THP-1 presentan un incremento en su capacidad de adherencia, un
cambio en su morfologia y su maduracién a macréfagos ante la estimulacién y activaciéon con el virus
Dengue, siendo un modelo celular util en el estudio de las interacciones tempranas del DENV con su
célula diana.

Se propone que la activacién de monocitos pueda estar mediada por diferentes receptores presentes
en la superficie celular monocitaria como: CD14, CD11b/18, TLR2 y 4 para lipopolisaciridos
bacterianos o bien por el reconocimiento de antigenos opsonizados por moléculas de IgG a través de
sus receptores Fcy (Abbas ez al, 2007). El reconocimiento de lipopolisacaridos bacterianos esta
mediando por el complejo CD14/TLR4 (Matthew e al., 1998). En 1999, Chen ¢ al, demostraron
mediante ensayos zz vitro que el LPS bloquea la infecciéon de monocitos- macréfagos con DENV,
probablemente porque el LPS interactiia con alguna molécula de unién celular aun no determinada, la
cual pueda ser importante durante la unién de las particulas virales con el receptor de membrana en el
monocito por lo que el CD14 es una de las moléculas propuestas para la internalizacién del DENV en
monocitos. Es posible que durante la internalizacion celular del DENV mediada por receptor (RME),
estén participando dos o mas moléculas: un co-receptor ubicuo, de baja afinidad como el DC-SING
(molécula de adhesién intracelular 3- especifica de células dendriticas no integrina inmovilizadora de
ICAM-3) y/o heparin sulfato, que localiza al virus en la supetficie celular (incrementando la
concentracion local) y un segundo receptor de alta afinidad que favorece la internalizacién del DENV
(Clyde ez al., 2006). Recientemente, se reportd que la molécula CLEC5A (C-type lectin domain family 5
member A) también conocida como lectina mieloide asociada a DAP12 (MDL-1), es capaz de reconocer
especificamente al DENV2 (Chen ¢ a/, 2008) ya que a diferencia de DC-SING, el complejo CLEC5A-
DENY induce sefializacién celular para la expresion de TNFa. Asimismo, se conoce que la secrecion de
TNFa esta mediada por CLEC5A y TLR7-MyD88. A través de este receptor, el DENV favorece la
liberacién de diferentes citocinas pro-inflamatorias a nivel del macréfago, por lo que su bloqueo atentia
la respuesta inflamatoria y mantiene la inmunidad del hospedero para eliminar al virus (Chen ¢ af, 2008).
Asi, aunque es posible que la activacién celular de los THP-1 que se obsetvd en este trabajo este
llevindose a cabo a través de los receptores discutidos anteriormente o que la activaciéon de los
monocitos puede estar mediada por mas de un receptor, no todos los monocitos responden de igual
forma ante el estimulo viral; algunos, aunque estan adheridos a la placa no presentan extensiones de la
membrana celular o maduracién a macréfagos, probablemente por la heterogeneidad de la linea celular

al momento de trabajar con ella.
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Produccion de TNFa en monocitos THP-1 estimulados con el Virus Dengue.

Aunado a los cambios morfolégicos y de adherencia presentes en los monocitos humanos estimulados
con el virus Dengue, en el presente trabajo encontramos que la linea celular THP-1 es capaz de activarse
e inducir la produccién de TNFa, como un mecanismo efector ante la infecciéon con DENV.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) estimula la fase aguda de la respuesta inflamatoria y se
produce principalmente por monocitos-macréfagos. En presencia de LPS u otras endotoxinas
bacterianas se pueden liberar grandes cantidades de esta citocina (Abbas e a/, 2007). La principal
funcién del TNFa es el reclutamiento de células efectoras, inicialmente neutréfilos, subsecuentemente
monocitos y leucocitos al sitio de la infeccion, favoreciendo tanto la expresion de moléculas de adhesion
(selectinas e integrinas) en células endoteliales, como la activacién celular durante la eliminacion del
patégeno. El TNFa puede inducir muerte celular por apoptosis, inflamacion e inhibir la replicacion viral
(Tracey 1988).

En este estudio, se observé que las células THP-1 estimuladas con DENV, presentan un incremento
en la produccion de TNFa durante las primeras 12 hpe; presentandose la maxima produccion a las 6
hpe. Estos resultados apoyan los datos encontrados por microscopia de campo claro y los cambios en la
morfologfa de los monocitos en presencia del DENV2 también a las 6 hpe. Asimismo, Espina y col.
demostraron que monocitos aislados de sangre periférica, estimulados con antigenos del DENV fueron
capaces de producir TNFa, alcanzando su maxima expresién a las 6 h post-infecciéon (Espina ez al.,
2003). Por tanto, la produccién temprana de TNFa posterior a la estimulacién viral del monocito,
favorece la activacién celular para contener la infeccién viral a través tanto de la fagocitosis como de la
produccién de citocinas pro-inflamatorias. Es importante recordar que el TNF-a., es la principal citocina
implicada en el Dengue Severo o DHF/DSS (Anderson 2003). Se ha demostrado que los mediadores
solubles secretados por monocitos infectados con DENV como el TNFa e IL-1 participan tanto en la
activacion endotelial como en el incremento en la permeabilidad vascular (Anderson, R ef af, 1997;
Chang et al., 1994; Espina et al, 2003), sugiriendo que la interacciéon entre el virus dengue y los
monocitos juega un papel importarte en la patogénesis del Sindrome de Choque por Dengue. Se ha
reportado que en el suero de pacientes con DHF/DSS se presenta un incremento de TNFa y que el
tratamiento de células endoteliales con el suero de estos pacientes favorece la expresion de VCAM-1,
efecto que se abatié con anticuerpos anti-TNFa (Cardier ¢ 4/, 2005), por lo que el incremento de esta
ctocina en pacientes con Dengue Severo (Hober ¢7 al., 1996; Chakravarti & Kumaria 2006) se asocia con

la progresion a las formas graves de la enfermedad.
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Por otra parte, el TNFa es una molécula muy pleiotropica que participa activando otros sistemas
como el de la coagulacién, mediante la modificacién de las propiedades anticoagulantes del endotelio
vascular como la induccién de la expresion del Factor Tisular (receptor de inicio de la coagulacién) y la
inhibicién de la expresion de Trombomodulina, la cual inicia la via anti-coagulante (Rodgers 1988). Por
otra parte, se sabe que la produccién desregulada de TNFa se ha asociado con enfermedades severas
como el choque séptico por infecciones bacterianas y CID (Tracey 1988). Asimismo, la producciéon de
TNFa durante la infeccion por Dengue, podria modificar la respuesta proinflamatoria- procoagulante

del hospedero.

Expresion del Factor Tisular (TF) en monocitos THP-1 activados con el Virus Dengue.

Uno de los objetivos centrales del presente trabajo fue la evaluacién de la actividad pro-coagulante
proveniente de monocitos activados por DENV, mediante la deteccién de la expresiéon del Factor
Tisular. Se observé que durante la infeccién por DENV el TF se sobte expresé como consecuencia de
la activacién de las células monociticas.

En reposo, las células endoteliales y los monocitos no expresan constitutivamente TF funcional. Sin
embargo, en respuesta a la estimulacién con ciertos antigenos como los lipopolisacaridos (LPS),
quimiocinas, homocisteina, P-selectina y/o ciettas citocinas inflamatorias se favorece la expresion de TF
en estas células (Wolberg & Roubey. 2004). Geisbert ¢z a/, 2003 propusieron que la sobre-expresién de
TF en monocitos/macréfagos tiene un papel central en el inicio de las complicaciones procoagulantes y
hemorragicas que caracterizan la infeccién con el Virus Ebola. Sin embargo, durante la infeccién con el
Virus Dengue, aun no se conoce el papel que tiene este receptor en el contexto fisiopatolégico del
Dengue Severo y la coagulopatia como la CID asociada. En este contexto, los monocitos THP-1 son un
modelo de estudio adecuado para evaluar tanto la activacion celular por DENV asi como sus diferentes
efectos tales como la produccién de citocinas pro-inflamatorias, expresiéon de TTF y la formacién de
Microparticulas. Con base en lo anterior, se determiné la expresién de TF en monocitos estimulados a
diferentes multiplicidades de infeccién y tiempos de estimulacién; se encontré un incremento en la
expresion de TF desde las 6 hpe con el DENV con un nivel similar al encontrado con LPS. Observamos
que a las 12 hpe se presentd la maxima expresion de este receptor que fue disminuyendo hasta 24 h. En
nuestro grupo (Huerta-Zepeda ef al., 2008), previamente reportamos que durante la infeccién de células
del endotelio vascular humano se observa un incremento en la expresiéon de TF a las 8 horas post
infeccién. Nuestros resultados sugieren dos posibilidades respecto al tiempo en el que se da la expresién
de este receptor: que la expresion de TF en monocitos estimulados con un agonista distinto a LPS o
endotoxinas bacterianas, lleve mas de 6 horas, o bien; que la sobre-expresiéon de TF sea un efecto

sumatorio del estimulo viral que requiera la presencia de mediadores solubles (e.g. citocinas como
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TNFa, IL-6, IL-8) producidos previamente por los monocitos en respuesta al estimulo por DENV lo
que en conjunto potencializarfa la respuesta procoagulante (la maxima producciéon de TNFa se presentd
a las 6 hpe, antes de que se observara la maxima producciéon de TF). Asi, la respuesta procoagulante
observada en los monocitos puede ser un efecto secundario inducido por el TNFa (u otros

mediadores). Importantemente, se ha demostrado que el TNFa participa en la actividad procoagulante
de monocitos, a través de la expresion del Factor Tisular (Clonkling e al., 1988). Mediante ensayos de
bloqueo de esta citocina (e.g. anticuerpos anti-TNFa), se determinarfa en qué medida el TNFa pueda
estar contribuyendo al desarrollo de una respuesta pro-coagulante dependiente del monocito asi como
determinar el efecto que por si mismo el Virus Dengue ejerce en los monocitos.

Por otra parte, en este mismo trabajo de Huerta-Zepeda (Ider) se encontrd que existe una diferencia
en la respuesta de células endoteliales que es dependiente del aislado viral que se utilice en los ensayos de
activacioén celular, ya que se observé un incremento significativo de TF en las células infectas con un
aislado viral proveniente de un caso fatal de Dengue, en comparacién del efecto obtenido por la
infeccién con un aislado proveniente de un paciente con Dengue Clasico. En este trabajo de tesis, los
diferentes ensayos se llevaron a cabo utilizando el DENYV serotipo 2 (Nueva Guinea C, NGC) que
corresponde al aislado de un paciente con Dengue Clasico. Por lo que la expresion de TF observada en
este estudio, puede deberse no solo al efecto per se que el DENV2 induce en los monocitos (del que se
hipotéticamente se esperaria una respuesta de menor magnitud con respecto a la activacién inducida por
un aislado viral de Dengue Severo). No se puede descartar que otro (s) agonista (s) ademas del DENV,
como los mediadores inflamatorios producidos por los monocitos previamente estimulados con DENV
puedan participar en la activaciéon celular observada. Es decir, el efecto que el DENV induce en el
monocito humano es inicialmente su activacién (en términos de la respuesta inflamatoria evaluada),
favoreciendo a su vez la instalacién de una respuesta procoagulante secundaria a través de la expresion
de TF en el monocito, amplificando indirectamente el estimulo primario por el DENV.

Asimismo, observamos que el nivel de expresion de TF en el monocito depende de la multiplicidad
de infeccién utilizada, ya que el nimero de particulas virales tiene un efecto directo en la activacion
celular y de manera consecutiva, en la expresién de TF. Esto puede ser importante en el paciente con
Dengue severo, ya que se ha propuesto que dependiendo de la carga viral que presente el paciente
durante la fase febril o virémica, las manifestaciones clinicas pueden asociarse con el Dengue Severo
(Thomas ¢t al, 2008; Wei-Kung et al, 2003; Guilarde ¢f 4/, 2008). Lo anterior sugiere que tanto la
replicacién viral activa o el retraso en la eliminacién de la viremia contribuyen con el desarrollo de las

manifestaciones severas de la enfermedad. En conjunto, la presencia de una carga antigénica elevada y
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un estimulo viral sostenido, asi como la activacion del monocito constante, favorece a su vez la
activacién de otros sistemas, como el de coagulacion, mediante la expresién de TT.

Willis e al., 2002, demostraron que en pacientes pediatricos, los niveles plasmaticos de TF estin
significativamente incrementados durante los dos primeros dias en que los nifios son admitidos al
hospital para recibir la terapia de reposicion de liquidos. La sobre-expresion de TF correlacioné con la
severidad de la enfermedad. Por otro lado, Sosotikul ez al, en 2007, encontraron que pacientes
pediatricos con DHF/DSS presentaron un incremento significativo de los niveles plasmaticos de TF
durante la fase febril. Estos dos reportes confirman que la sobre-expresion de TF tiene relacién con la
viremia durante la fase febril, pero también durante la defervescencia (cuando baja la fiebre y se estd
eliminando al virus). En este sentido, no se puede determinar con precisiéon cual (es) es (son) el (los)
agonista(s) que sostienen la expresion de TF, si es el virus o la respuesta efectora de células activadas
inicialmente durante la infeccién por DENV. Por otra parte, en los reportes tanto de Sosotikul como de
Wills, se desconoce cual es la fuente celular del TF detectado en el plasma, por lo que el presente trabajo
es relevante, ya que demuestra que los monocitos pueden ser una fuente importante del receptor

trombogénico TF durante la infeccion por DENV.

El mecanismo propuesto para la produccién de TF en monocitos estimulados con DENV es similar
a lo que ocutre durante la sepsis bacteriana y/o durante la coagulacién intravascular diseminada. La
septicemia es la entidad mas cominmente asociada con CID. Existen diferentes factores involucrados

en el desarrollo de CID en pacientes con infeccién bactetiana, como la presencia de polisacaridos o
endotoxinas (e.g. toxina o-estafilococal). Estos componentes participan en una respuesta inflamatoria

generalizada que se caracteriza por la liberacién sistémica de citocinas como IL.6, IL.8, IL-1 y TNFa.
Estas citocinas se producen principalmente por células mononucleares en respuesta a un estimulo
determinado. Se ha reportado que el desbalance de la coagulacién durante la DIC ocurre por el efecto
diferencial de varias citocinas (Levi ef a/., 1997). El didlogo cruzado entre los procesos de coagulacién e
inflamacién-infeccién durante el choque séptico estd bien documentado (Schouten ef 4/, 2008). En el
caso del Dengue Severo (DSS), las citocinas pro-inflamatorias y los marcadores de activacién de
coagulacién-fibrindlisis se han correlacionado con marcadores involucrados en la sepsis bacteriana
humana. (Suharti, C e @/, 2002). E1 TF se expresa en células mononucleares que se han activado por
citocinas pro-inflamatorias que favorecen la activacion de la via extrinseca de la coagulacién (Conkling e#
al., 1988).

Durante la CID, la via extrinseca de la coagulacién dependiente de TF es la ruta dominante para la
generacion de trombina que conlleva a la deposicién de fibrina y la trombosis relacionada con una falla

organica multiple. La instalacién de CID por TF es un proceso asociado con letalidad durante la
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septicemia bacteriana experimental (Mammen 2000). En la mayoria de los casos de DIC, el TF expuesto
en la circulacion es la unica causa que subyace al inicio de la DIC, siendo la expresiéon monocitica de TF
la que promueve la formacién de trombos. A éste respecto, existen diferentes reportes que apoyan el
papel de las citocinas en la inmunopatégenesis del DENV debido principalmente a su efecto pro-
inflamatorio a nivel de las células del endotelio vascular. El TNFa es la principal citocina implicada en la
patogénesis del Dengue Severo; (Anderson ez al., 1997). Sin embargo, las acciones especificas de varias
citocinas y quimiocinas y su relacion con la severidad de la enfermedad aun se desconocen. En este
trabajo, se propone que uno de los efectos del TNFa, ademas de lo ya propuesto (e.g. activacion del
endotelio vascular humano e incremento de la permeabilidad vascular), es favorecer la actividad pro-
coagulante del monocito mediante la expresiéon de Factor Tisular, el cual puede contribuir
importantemente en el desbalance del equilibrio hemostatico, probablemente debido a una actividad
pro-tromboética dominante, que explicarfa la coagulopatia (CID), que se presenta en algunos pacientes

con Dengue Severo.

Recientemente Azeredo at el., 2010, demostraron que la expresion de TF en monocitos esta
incrementada significativamente en pacientes con Dengue Severo durante la fase aguda de la
enfermedad, en comparacién con pacientes con Dengue clasico e individuos sanos. Sin embargo, queda
por resolver cual es el efecto del virus en los monocitos o bien de las moléculas que estan induciendo la
expresion de TF. Asimismo, serfa importarte determinar si la expresiéon de TF en los monocitos puede
tener alguna relaciéon con la activacion subsecuente de la inflamacién como se demostré en el trabajo de
Huerta-Zepeda et al., 2008. Dado que el TT induce la generacién de proteasas de la coagulacién como
la trombina que activa los receptores activados por proteasas 6 PARs, éstos dan inicio a diferentes vias
de sefializacién, tanto de moléculas inflamatorias (a través de la via de las MAP cinasas como p38 y
ERK 1/2) como de moléculas de adhesion (VCAM-1), aportando evidencia sélida sobre el didlogo
cruzado entre la coagulacion e inflamacion en células endoteliales que ocurre durante la infeccién por
DENV. La traduccién bioldgica de la expresion de TF en monocitos por DENV, serd un extenso
campo de estudio que permitan explicar los mecanismos involucrados durante la coagulopatia presente
en pacientes con Dengue Severo. En este sentido, el estudio de las microparticulas monocitarias TF
positivas, que se generan durante la activacion celular, puede ofrecer algunas respuestas sobre el papel

biolégico del TF expresado en monocitos.
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Formacion de Microparticulas (MPs) de monocitos THP-1 estimulados con DENYV.

La activacién celular por DENV tiene un papel central en la activacién de otros sistemas como el de la

inflamacién mediante la produccién de citocinas como TNFa y la coagulacion (mediante la expresion de
TF). La activacién celular con DENV puede participar de forma importante en la formaciéon de MPs de
origen monocitario. Las MPs son fragmentos de la membrana plasmdtica que pueden ser liberadas
practicamente por todas las células eucariontes cuando son objeto de mdltiples condiciones de estrés,
incluyendo la activaciéon celular y apoptosis (Beaudoin & Grondin 1991; Zwaal & Schroit, 1997;
Freyssinet et al, 1999). A pesar de que durante mucho tiempo las MPs se asociaron con detritus
celulares, recientemente, se les ha considerado como un marcador de la activacién celular, estimulacion
y/o apoptosis (Freyssinet ez a/, 1999).

Las MPs son pequefias en tamafio (1 pm) exponen fosfolipidos (PL) aniénicos como fosfatidil serina
(PS) en la cara externa de la membrana y exponen antigenos que reflejan su origen celular (Jy ez al.,
2004). Entre los mecanismos estudiados de la asimettia de fosfolipidos de membrana, se encuentran los
movimientos enzimaticos y uniditreccionales de la aminofosfolipido traslocasa y /o la asociacién entre
los fosfolipidos cargados negativamente y elementos en el citoplasma, incluyendo componentes del
citoesqueleto y sus proteinas acompafiantes. La liberacién de MPs es una parte integral del proceso de
remodelado de la membrana celular en donde la distribucién normal asimétrica de los fosfolipidos entre
las dos caras de la membrana se pierde. Se propone que la entrada de calcio, la activacién de la calpaina y
la actividad de la escramblasa son pasos importantes tanto en la pérdida de la asimetria lipidica como en
la formacién de MPs aunque atn se desconoce la secuencia de estos eventos (Kunzelman-Marche ez a/.,
2001).

Las MPs circulantes en plasma, modulan la actividad de sus células blanco, facilitando tanto
interacciones célula-célula como la induccién de sefializacién intracelular (Simak, | & Gelderman, M
2000). Las MPs pueden jugar un papel importante en la inflamacién, trombosis, angiogénesis y
disfuncién vascular (Morel e7 al., 2005). Del Conde y col. reportaron que la estimulacién de monocitos
con lipopolisacaridos (LPS) o citocinas pro-inflamatorias induce la sobre-expresion de Factor Tisular en
la superficie celular asi como la liberacién de este receptor en forma de microparticulas o MPs (del
Conde ef al., 2005). Dado que el virus Dengue es capaz de inducir la activacién de monocitos y la
expresion de TF de origen monocitario, existe la posibilidad que este receptor sea liberado en forma de
MPs durante la infeccién por DENV. Por tanto, en el presente trabajo, se llevé a cabo la evaluacién de
la presencia de MPs en el sobrenadante (sn) de monocitos THP-1 estimulados con DENV. Observamos
una poblacién de particulas cuyo nimero aumentd ante la estimulacién con el Virus Dengue. Este

hallazgo fue de gran interés puesto que hasta ahora no existe un antecedente en la literatura referente a la

56



DISCUSION Y CONCLUSIONES

producciéon de MPs y Dengue. Inicialmente determinamos que no se tratara de alguna respuesta
inespecifica y que la poblacion de estas particulas correspondia en efecto, con MPs por lo que fue
necesario: primero, hacer el ajuste de los parametros de determinaciéon (adquisicién) en el citbmetro de
Flujo para lo que se utilizaron micro perlas de poliestireno de 1 micra de tamafio y determinar que el
tamafio y la granularidad de los eventos (en este caso microparticulas) debia hacerse en escala
logaritmica, a diferencia de la escala lineal que se utiliza para evaluar muestras celulares. Con estos ajustes
se pudo definir una regién de adquisiciéon o ventana (Gate R1) en el dof plot que incluyera microparticulas
de 1 micra de tamafio y a partir de este, particulas con un tamafio menor a 1. Segundo, se utilizé un
ionoéforo de calcio (Calcimicina A23187), el cual se sabe que en presencia de calcio activa las células por
la movilizaciéon del calcio intracelular y con ello la formacién y liberaciéon de microparticulas de
membrana en monocitos activados (Aharon e 4/, 2008). En los resultados iniciales de Citomettia de
flujo, observamos (en los dot plots, ver figura 9.5) que se presentaba un incremento en el numero de
eventos, probablemente debido a la vesiculacion de las células tratadas con calcimicina. En la Fig.7.9 se
observa que aunque no se trataba de una adquisicién con los patrimetros correspondientes tanto a
patticulas de 1 micra y/o de menor tamafio, si se presentd una clara diferencia entre el control positivo y
el negativo, lo cual fue util para el establecimiento del control positivo, en el que se observé el efecto
esperado con respecto a la formaciéon de MPs. En el dot plot (Fig. 7.9) se observa que hay no solo
particulas de 1 micra o de menor tamafio, sino que también existen particulas de mas de 1 micra, por lo
que la determinacién de la regiéon para MPs (Gate R1) fue util para descartar por tamafio las vesiculas
diferentes a MPs. Terero, fue necesario corrobar que las particulas resultantes de la
activacion/estimulacion celular por el DENV fueran estrictamente derivadas de la membrana
plasmatica. Para esto, se llevd a cabo la deteccion de MPs mediante fluorescencia, marcando la
membrana del monocito con Calceina AM. De esta manera, cualquier vesicula liberada de la membrana
celular fue detectada por fluorescencia. Asimismo, se pudieron descartar otras microvesiculas como los
exosomas (vesiculas liberadas por exocitosis de cuerpos multivesiculares cuya membrana deriva de
organelos intracelulares).

Con estos criterios se pudieron detectar las MPs marcadas con fluorescencia y se evalué mediante
citometria de flujo la presencia de MPs en el sobrenadante de cultivos de monocitos estimulados con
DENYV. Encontramos que la activacién celular observada desde las 6 hpe con el DENV (cambios
morfolégicos y maduracién a macréfagos, produccion de TNFa v expresion de TF), induce también la
formacién de MPs, desde las 6 hpe y 12 hpe, mientras que a las 24 hpe la media de la intensidad de
fluorescencia (MIF) decae (similar a las 12 hpe), sugiriendo que el proceso de liberacién de MPs tiene su
maximo efecto entre las 6 y 12 hpe. Estos datos son interesantes ya que coincidieron con la maxima

expresion de TT en la superficie del monocito lo que nos permite suponer que las MPs que se estan
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liberando a las 12 hpe llevan consigo importantes niveles de este receptor procoagulante. En este
contexto, la liberacién de MPs representaria un gradiente de informacién celular dependiente del tiempo
que determina en qué momento se expresan ciertos receptores, los cuales pueden ser liberados con las
MPs. Es probable que a pesar de que las MPs liberadas desde que se inicia el proceso de activacion
celular expongan fosfolipidos aniénicos como la Fosfatidil serina (PS) que independiente de la presencia
o no de TF, estas MPs proveerfan una superficie anidnica para interaccionar con factores de la
coagulaciéon durante la formacién de un trombo (Key 2010). Esto se podtia evaluar mediante la
deteccion de PS de manera indirecta por la uniéon de Anexina V marcada con FITC que se une a este
fosfolipido en MPs aisladas a diferentes tiempos de estimulacién y determinar si desde el inicio de la
activacioén celular, estas MPs exponen tanto PS como TF. A pesar de que mediante Citometria de
Flujo y Microscopia confocal se observd que por la fluorescencia emitida que las MPs detectadas
proceden directamente de la membrana plasmatica se podria determinar la exposicién de PS en las MPs
lo que definiria que son el resultado de un cambio en la simetria de los fosfolipidos de membrana por
efecto de la activacion celular inducida por el DENV y no por la ruptura de la membrana celular a causa
del manejo de las células durante la separaciéon de MPs. Por otro parte, sera importante determinar en las
MPs algunos de los posibles antigenos funcionales de la célula que les dio origen, en este caso del
monocito. Se ha demostrado que las MPs de origen monocitario expresan ademas de TF, PSGL-1 -P
selectina glycoprotein ligand-1- (del Conde ¢7 4/, 2005). La unién de las MPs a la P-selectina en células
endoteliales o plaquetas activadas en el trombo en formacién promueve la acumulacién de TF y la
generacion localizada de trombina. Asf mismo, se ha detectado en MPs la presencia de CD14, CD18 y
CD11a, lo que resalta su potencial actividad de adhesién con otras células (Satta ef a/., 1994).

En los ensayos de microscopia confocal, hubo diferencias entre las MPs obtenidas bajo diferentes
condiciones, por ejemplo: las MPs generadas por el estimulo sumatorio de Calcimicina y DENV se
observaron agregados de MPs, que podrian haberse conglomerado por diferentes condiciones, ya sea
por la técnica de separacién y montaje para la microscopia o bien, por la presencia de alguna molécula
que podtian favorecer la adhesion o unién de las MPS entre si por lo que la determinacién de moléculas
de adhesién serd importante para descartar o no tales suposiciones.

En el presente trabajo, se presentan datos novedosos referentes a la generacién de MPs durante la
infeccién con el Virus Dengue. No obstante, aun hay muchas preguntas por responder al respecto,
iniciando por la caracterizacién biologica de estas particulas y su posible efecto en células tan
importantes en el contexto del la patogenia del Dengue Severo como son las células del endotelio
vascular. Posteriormente, determinar si las MPs podrian ser de utilidad como bio-marcadores (o
indicadores de riesgo) durante la instalacién del Dengue severo. A pesar de que hay niveles basales de
MPs en la sangre los individuos sanos (Berckmans ez 4/, 2001), se ha reportado por varios grupos, que
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los niveles de MPs en circulacion se ven incrementados en diferentes entidades patolégicas, como en el
caso de la infeccién por el Virus Ebola, en donde se demostré la generacién exacerbada de TF y que se
encontraba en MPs que se generaron a partit de monocitos /macréfagos infectados con este vitus.
Asimismo, se ha reportado el potencial procoagulante de las MPs en pacientes con riesgo incrementado
de eventos tromboembélicos como la DIC (Nieuwland ef @/, 2000). Existen diferentes reportes de
pacientes con sépsis meningococal fulminante, en los cuales se han encontrado niveles elevados de MPs
TF y CD14 positivas, as cuales inducen una fuerte generacion de trombina iz vitro (Sabatier ez al., 2002).
En pacientes con malaria cerebral (Combes ¢ al., 2004) también se han encontrado MPs que ejercen un
potente efecto pro-inflamatorio a través de activaciéon de macrofagos y la produccion de TNFa. En
general, la liberacion de MPs durante el proceso infeccioso por el virus dengue, podtia ser importante en
la diseminaciéon de la actividad pro-coagulante, sugiriendo que las MPs derivadas de los monocitos
activados, pueden participar en la estimulacién y/o dafio al endotelio vascular, lo cual puede favorecer
un incremento en la permeabilidad de la célula endotelial, durante el Sindrome de choque por Dengue.
Considerando que uno de los criterios centrales que determina la diferencia entre el Dengue Clasico y el
Dengue Severo es el dafio al endotelio vascular. En el presente trabajo se propone que la expresion de
TF en el monocito posterior a la activacion celular con el DENV representa una respuesta efectora ante
la presencia del virus que dependiendo de las caracteristicas del estimulo (e.g. un estimulo persistente),
puede tener repercusiones importantes en el balance hemostatico del hospedero.

Por otra parte, este estudio nos permite plantear preguntas importantes referentes al debate
fundamental que ha existido desde hace mas de 40 afios sobre la patogenia del Dengue severo. En
principio, lo que se observo en este trabajo apoya la hipétesis de la virulencia del DENV, la cual subraya
que en ausencia de anticuerpos de memoria y en su caso, de anticuerpos heterotipicos no neutralizantes,
hay un efecto de activacién celular que se da por la interaccién del DENV con el monocito, que induce
la respuesta efectora para contener la infeccion. En este sentido, es el virus DENV per se el que inicia el
proceso de activacion celular que dependiendo de su magnitud y en su caso del aislado viral, podria
contenerse la infeccion, exacerbarse o bien activar otros sistemas. Por lo anterior, se podrian explicar los
casos severos de Dengue en el curso de una infeccién primaria. Por otro lado, es probable que la
respuesta primaria (inflamatoria) inducida por el DENV, active al sistema de la coagulacion a través de la
expresion de TT y la formacién de microparticulas. Asi, la respuesta del hospedero y particularmente, la
respuesta inmune ante la infeccién viral dan lugar a procesos fisiopatogénicos por la activaciéon de otros
sistemas apoyando la hipdzesis inmunopatogénica del Dengue Severo. En otras palabras, es claro que ambas
hipétesis no son mutuamente excluyentes y que en conjunto, pueden explicar de manera integral lo que

ocurre en el paciente con Dengue. La naturaleza de la interaccién del hospedero con el virus lo que
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determina que un paciente pueda autolimitar la infeccion, resolverla después de presentar Dengue

Clasico o bien que evolucione a un cuadro clinicamente grave como es el Dengue Severo.

Finalmente, cabe mencionar, que a pesar de que el sistema inmune controla satisfactoriamente
muchas de las infecciones virales; algunas veces este sistema de defensa, paraddjicamente puede
ocasionar dafio directo al hospedero o bien, puede darse una reaccién desfavorable que comunmente
ocurre después de la infeccion. Se advierte que el sistema de la respuesta inmune innata, evolutivamente
seleccionado para resolver de manera efectiva y regulada la infeccién viral y mantener la salud del
hospedero, puede contribuir a lo contrario, ocasionando dafio tisular y enfermedad atribuido a una
respuesta efectora inadecuadamente controlada o inadecuadamente dirigida a los tejidos y células del
hospedero y en tales situaciones, la respuesta normal benéfica es la causa de la enfermedad. Asi, el
resultado se vera determinado por las propiedades del virus que infecta, las circunstancias de la
infeccidn, las caracteristicas del hospedero y como se ha resaltado en este estudio, del didlogo que el

sistema inmune innato puede tener con otros sistemas.
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11. CONCLUSIONES.

En el presente trabajo, se alcanzaron los objetivos propuestos en este proyecto de Tesis de Maestria. Se
demostré que el Virus Dengue induce la activacion celular del monocito y que este fenémeno es
importante tanto en el proceso pro-inflamatorio a través de la producciéon de TNFa; como en la
respuesta pro-coagulante, a través de la expresion del receptor trombogénico, Factor Tisular. Asi mismo,
se observé por primera vez que la activacion celular favorece la formacién de microparticulas, cuya
caracterizacion fenotipica y funcional (posteriormente) responderfa preguntas esenciales en referencia a
la actividad pro-coagulante del monocito una vez que se ha activado por el DENV, durante la
instalacion del Dengue Severo, en dénde los mecanismos involucrados con la presencia de la
coagulopatfa aun no se han elucidado. La expresion de TF en los monocitos y su liberacién en
microparticulas representa un mecanismo central que subyace a la coagulacién intravascular diseminada,

cuyo estudio debe ampliarse para desarrollar estrategias de tratamiento y prevencion del Dengue Severo.

12. PERSPECTIVAS.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis dan lugar a preguntas que precisan ser contestadas con
el objetivo de determinar el efecto biolégico de actividad procoagulante del monocito a través de la

expresion de TF y la formacion de MPs, por lo que se propone trabajar en los siguientes aspectos:

1. Evaluar y comparar la expresiéon de TF en monocitos aislados de sangre periférica de individuos
sanos con diferentes aislados virales.

2. Bloquear la actividad del TNFa de los sobrenadantes de los cultivos de los monocitos
estimulados con DENV

3. Determinar la exposiciéon de Fosfatidilserina en las MPs obtenidas a partir de los monocitos
infectados con DENV asi como la detecciéon de TF y de moléculas de adhesion, principalmente
PSGL-1.

4. Determinar la actividad procoagulante 7z zitro de la MPs asi como su efecto en células
endoteliales (e.g. actividad proinflamatoria).

5. Deteccién de niveles altos de MPs en circulacién en pacientes con Dengue Clasico y Dengue

Severo como posible marcador de riesgo o de severidad de la enfermedad.
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