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INTRODUCCION

Definicion de la enfermedad
El dengue es una enfermedad con cuadro febril agudo producida por el virus del
dengue (DENV) el cual es transmitido al ser humano por dos especies de mosquitos

vectores, Aedes aegypti y Ae. albopictus (figura 1).

Figura 1. Ae. aegypti.

La infeccion con cualquiera de los cuatro serotipos del DENV (DENV-1, -2, -3 y -4)
puede ser asintomatica en la mayoria de los casos o dar lugar a un amplio espectro
de signos y sintomas clinicos que comunmente se caracterizan por la rapida aparicion
de fiebre en combinacién con dolor de cabeza intenso, dolor retro-orbitario, mialgias,
artralgias, malestar gastrointestinal y en algunos casos, exantema; el cuadro anterior
describe la fiebre por dengue o dengue clasico (FD o DC). La forma mas grave de la
enfermedad, el dengue hemorragico (DH), se caracteriza por todos los sintomas de
FD, en combinacion con manifestaciones hemorragicas (prueba de torniquete positiva
o0 sangrado espontaneo), trombocitopenia, y evidencia de aumento de la
permeabilidad vascular (hemoconcentracion mayor o derrame de liquido en el pecho
o las cavidades abdominales), lo que puede progresar a sindrome de choque por
dengue (SCD), caracterizado por un cuadro de choque hipovolémico, durante el cual,
si los pacientes no reciben un rapido y adecuado tratamiento, puede iniciarse una
etapa de choque profundo, en la que el pulso y la presion arterial llega a ser
indetectable resultando en la muerte dentro de 12 a 36 horas después del inicio del
choque (Harris y col. 2000; WHO, 1997).



Epidemiologia

La distribucion geografica del vector incluye zonas tropicales y subtropicales del
mundo que reunen los requisitos indispensables de clima para la sobrevivencia del
mismo, entre las cuales ademas se encuentran las naciones con mayores carencias
econdémicas y de salud. Se estima que cada afo se presentan entre 50-100 millones
de casos de FD y de 250,000 a 500,000 casos de DH dependiendo de la actividad
epidémica (Guzméan y Kouri, 2002). En México, la distribucion del vector y por tanto, el
mayor riesgo de transmision de dengue se presentan en los estados que se localizan
en las costas del pais (figura 2). Hasta agosto de 2010, en la Republica Mexicana se
reportaron 12,240 casos de dengue confirmados, de los cuales 9,720 fueron casos de
FDy 2,520 de DH.

Figura 2. Riesgo de transmision de dengue en México

Agente Etiolégico

El DENV es miembro del género Flavivirus (familia Flaviviridae), que se caracteriza
por tener una capside icosaédrica cubierta por una membrana lipidica o envoltura que
da lugar a una apariencia esférica de la particula viral y posee un diametro

aproximado de 50 nm (figura 3). En su interior contiene como genoma una molécula



de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva de 10.7kb que codifica para tres
proteinas estructurales: la proteina de envoltura (E), la proteina asociada a la
membrana (M), y la proteina de céapside (C), asi como para siete proteinas no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) que se expresan y

participan durante el proceso de replicacion viral (Lindenbach y Rice., 2003).

Figura 3. Virus del dengue

Ciclo de replicacion viral

El DENV entra a su célula blanco mediante un proceso de endocitosis mediada por
receptor, el Unico receptor descrito hasta el momento es DC-SIGN, del inglés
Dendritic Cell-Specific ICAM-3 Grabbing Nonintegrin, el cual se expresa en células
dendriticas (Tassaneetrithep y col., 2003), que inicialmente captura al virus en la
superficie celular y es internalizado a la célula mediante transporte endosomal, donde
el bajo pH induce la trimerizacion de la proteina E viral, exponiendo el péptido
fusogénico y promoviendo la fusién de las membranas viral y celular. Posteriormente,
la nucleocapside es liberada al citoplasma y tras sufrir un proceso de desnudamiento,
el RNA de polaridad positiva es liberado e inicia el proceso de replicacion ya que este
puede actuar como RNA mensajero para la traduccion de una poliproteina, que es

procesada por proteasas tanto del virus como del hospedero. El proceso de



replicacion se da mediante la sintesis de una molécula de RNA de doble cadena
(forma replicativa), donde se forma la cadena negativa complementaria (intermediario
de replicacion) que es empleada como molde para la produccién de nuevas moléculas
de RNA positivo. Subsecuentemente, varias etapas de traduccidon son seguidas por
ensamblaje del virion en el reticulo endoplasmico (RE). Inicialmente, las particulas
inmaduras son llevadas al lumen del RE, estas particulas contienen las proteinas E y
prM, asi como la membrana lipidica y la nucleocapside pero no son infecciosas. El
virion madura en el aparato de Golgi y es liberado mediante exocitosis (Lindenbach y
Rice, 1997; Devappa y Satchidanandam, 2003; Del Angel, 2006).

Se ha demostrado que durante la replicacion viral hay expresién de proteina E en la
superficie de las células infectadas y simultaneamente se lleva a cabo la secrecion de
la glicoproteina NS1 al medio extracelular, lo que ha sugerido que esta proteina tiene
importancia en los fendbmenos inmunopatoldgicos del dengue. La proteina NS1 es una
glicoproteina de 46-50 kDa que, aunque esta ausente en la particula viral infecciosa,
es esencial dentro de las células infectadas ya que funciona como un cofactor para la
replicacion del RNA viral interactuando con la forma replicativa de este (Lindenbach y
Rice, 1999) y se ha demostrado que participa en las primeras fases de la replicacion
viral de acuerdo con su retencién en los organelos de la célula infectada y con su
capacidad para interactuar con las membranas (Flamand y col., 1999). Esta proteina
se sintetiza en una célula infectada como mondémero soluble y rapidamente se
dimeriza en el lumen del RE, con posterior transporte a la superficie celular (NS1
asociada a la membrana [mMNS1]) y liberacion al medio extracelular (NS1 secretada
[SNS1]) (Winkler y col., 1989) en forma de hexamero (Flamand y col., 1999),
acumulandose en grandes cantidades (hasta 50 pg/mL) en el suero de los pacientes
(Libraty y col., 2002), lo que sirve de fundamento para realizar el diagnostico de
laboratorio mediante la identificacion de la NS1 mediante ELISA y en ensayos de

infeccion “in vitro” para comprobar replicacién viral activa.



Inmunopatologia del Dengue

El concepto mas comun de la inmunopatologia del DH recae en la evidencia
epidemioldgica que indica un mayor riesgo de desarrollar esta forma severa en una
infeccion secundaria de dengue, para lo cual se ha propuesto el modelo de infeccion
facilitada por anticuerpos (ADE del inglés antibody-dependent enhancement) que
postula que algunos anticuerpos especificos para DENV, ya sea anticuerpos de
reactividad cruzada de una infeccidbn previa o0 niveles sub-neutralizantes de
anticuerpos especificos de un serotipo, pueden interactuar con el virus sin
neutralizarlo pero tienen la capacidad de formar complejos inmunes con las particulas
virales, por tanto, el reconocimiento de estos complejos por los receptores Fc
presentes en monocitos/macrofagos, tiene como efecto un aumento de la
internalizacion y por lo tanto, en la infeccion por el virus de estas células blanco.
(Halstead, 2003).

Ademas del fendmeno de facilitacion, se ha descrito que los anticuerpos anti-DENV
tienen reaccién cruzada con las plaquetas y células endoteliales en humanos y
ratones (Falconar y Young, 1990), lo que puede contribuir a la patogénesis durante la
infeccion por DENV mediante la destruccion de estas células por activacion de la via

clasica del complemento (Clyde y col., 2006).

Los factores de riesgo involucrados con la severidad de la enfermedad son la edad, el
serotipo viral y el genotipo, asi como los antecedentes genéticos del hospedero, entre
otros. Algunos estudios retrospectivos y prospectivos en humanos han demostrado
que la infeccién secundaria por un serotipo heterdlogo es el mayor factor de riesgo
para el desarrollo de DH/SCD, aunque se ha establecido que determinados genotipos
de DENV-2 y DENV-3 se asocian con DH en infecciones primarias (Clyde y col.,
2006).

Se ha sugerido que los niveles de sNS1 también podrian estar relacionados con la
severidad de la enfermedad. Avirutnan y col. (2006) reportaron que hay niveles mas

altos de sNS1 en el plasma de individuos que desarrollaron DH que en el de los



pacientes con FD, lo que indica que la medicion de este antigeno puede ser de
utilidad pronéstica en el desarrollo DH. Este grupo también demostré6 que los
componentes del complemento en el suero humano normal fueron activados por la
adicion de NS1 y anticuerpos anti-NS1, lo que sugiere un efecto inmunopatologico
directo de los complejos sNS1-anticuerpo en la activacion inapropiada de la respuesta

inmune.

Ademas, se ha propuesto un mecanismo de mimetismo molecular en el que los
anticuerpos anti-NS1 tienen una reaccion cruzada con las células endoteliales,
resultando en una activacion de éstas, lo que provoca altos niveles de citocinas,
quimiocinas y expresion de moléculas de adhesion con una subsecuente adhesion de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC, del inglés peripheral blood
mononuclear cells) a las mismas. La activacidbn puede favorecer la vasculopatia
observada en la infeccion por DENV via factor de transcripcion NF-kf en DH/SCD (Lin
y col., 2005; Lin y col., 2003).

La inmunopatogenia del DENV también incluye respuestas de memoria de células B y
T y algunos marcadores de la severidad del dengue encontrados en sangre periférica
que correlacionan con la extravasacion de plasma en pacientes con DH incluyen
varias citocinas inflamatorias, quimiocinas y moléculas de adhesion que se
encuentran expresadas en altos niveles, productos de activacion del complemento,
incremento en la activacion de células y un gran nimero de células que son inducidas

a apoptosis. (Clyde y col., 2006).
ANTECEDENTES

Las células B en el curso de la infeccion

Durante la fase aguda de la infeccion por DENV, las particulas virales pueden ser
detectadas en circulacion y se ha establecido que de las PBMC humanas, solo las
células B y los monocitos permiten la replicacion del virus “in vivo” y en estos ultimos
se obtienen mayores titulos virales (Theofilopoulos y col., 1976). Sin embargo, “in

vitro”, la mayoria de las PBMC, incluidos linfocitos T, pueden ser infectados por el



virus. En estudios previos se comprobd que la mayor replicacion viral en las células B
infectadas “in vitro” se da entre las 48 y 96 horas post-infeccion (Fonseca-Coronado,
2005). La importancia de que las células B sean capaces de ser infectadas por DENV
radica en que tanto las células B como los monocitos tienen receptores Fc (Ravetch y
col., 2001) y por lo tanto son blancos potenciales para la infeccion facilitada por
anticuerpos, ademas, las células B secretan citocinas como la interleucina 6 (IL-6) y
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), causantes directos del aumento de la
permeabilidad capilar durante el DH, cuyos niveles se han encontrado elevados
especificamente en pacientes con DH y con SCD (Hirano, 1994; Tracey, 1994); lo
anterior indica una participacion importante de estas células en la patogenia del
dengue pudiendo ser mas eficientes que los monocitos en la expansion del virus en
los ganglios linfaticos y la circulacion. Ademas, en pacientes con infeccién por DENV,
el aumento en los niveles de IL-6 ha mostrado correlacion con una deficiencia del
factor XII de la coagulacion y con niveles elevados de anticuerpos contra plaquetas y
células endoteliales, asi como con componentes fibrinoliticos, como el activador de

plasmindgeno tisular, (Citarella 'y col., 1997; Lei y col., 2001).

Apoptosis e infeccién viral

La apoptosis se define como una forma de muerte celular programada que esta
codificada genéticamente en todas las células, la cual se activa una vez que han
agotado sus ciclos metabdlicos funcionales. Las primeras descripciones sobre este
fendmeno las realiz6 Councilman en 1890 (Rathmell y Thompson, 1999). Es un
proceso innato y evolutivamente conservado, en el cual las células se inactivan, se
desensamblan y degradan su propia estructura y componentes de manera coordinada

y caracteristica (Ameisen, 1996).

Las caracteristicas tipicas de una célula apoptética son la disminucién en el tamafio
celular debido a la condensacion del citoplasma, la fragmentacion del nucleo, la
condensacion de la cromatina y la exposicion de fosfatidilserina (FS) en la superficie,
normalmente presente en la cara interna de la membrana celular. No hay ruptura de

membrana, lo cual previene la liberacion de los componentes celulares hacia el



exterior, lo que previene la actividad proinflamatoria. Estos eventos llevan a la
generacion de cuerpos apoptoticos, que estan limitados por una membrana y
contienen citoplasma, fragmentos del ndcleo y organelos. Los procesos bioquimicos
involucrados en la induccién de apoptosis incluyen la activacion de endonucleasas,
degradacion del DNA en fragmentos oligonucleosomales y la activacion de la familia
de cisteina-proteasas llamadas caspasas que son las encargadas directas de la
degradacion o la activacion de otras proteinas degradantes. La mayoria de los
cambios morfolégicos se deben a estas caspasas, las cuales han sido divididas en
familias de acuerdo a la preferencia del sustrato, al grado de identidad y similitudes

estructurales (Jacotot y col., 1999; Hengarther, 2000). En la figura 4 se esquematizan
las principales rutas de activacion de la apoptosis y las moléculas y organelos

involucrados.
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Figura 4. Principales vias de induccién de apoptosis.

El proceso apoptdtico puede ser iniciado por agentes extracelulares como hormonas,
citocinas, agentes quimicos, fisicos y microbiolégicos, entre ellos los virus. Durante

una infeccion, los virus se replican en presencia de los mecanismos de proteccion del



hospedero y las perturbaciones celulares causadas pueden activar sistemas de
sefalizacion especificos que inician la via de apoptosis, proporcionando proteccion al
hospedero contra el virus (Mongkolsapaya y col, 2003).

La apoptosis ha sido descrita como un mecanismo por el cual la infeccion por DENV
puede causar muerte celular; se cree que el DENV puede inducir apoptosis para
conseguir la diseminacion de la progenie viral a células vecinas a través de la
fagocitosis de los cuerpos apoptoéticos que la contienen y que son resultantes del
proceso de minimizacion de la respuesta inmune. (Courageot y col.,, 2003). La
induccion de apoptosis por DENV ha sido descrita en células endoteliales tras la
produccion de IL-8, IL-6 y RANTES (del inglés Regulated upon Activation, Normal T-
cell Expressed and Secreted), (Avirutnan y col., 1998; Huang y col., 2000), ademas,
las células endoteliales después de su interaccion con anticuerpos de raton anti-NS1
entran en apoptosis, en cuya induccién estéa involucrado el éxido nitrico (Lin y Wang,
2002). Los monocitos son inducidos a apoptosis y simultdneamente producen
citocinas proinflamatorias como el TNF-a, lo cual implica un mecanismo en contra de

la infeccién (Espinay col., 2003).

La capacidad proapoptoética intrinseca del virus también ha sido analizada
demostrando que la produccién intracelular de proteinas virales es esencial para la
induccion de apoptosis por el DENV, (Courageot y col., 2003). Se tiene evidencia de
que algunas proteinas virales poseen actividades pro-apoptéticas, como es el caso de
la proteina viral M que tiene un ectodominio (denominado ApoptoM), en el cual los
nueve aminodacidos carboxi-terminales son necesarios y suficientes para inducir la
apoptosis ya que su expresion intracelular provoca la ruptura de la mitocondria y la
activacion de caspasas, principalmente caspasa-3 (Catteau y col., 2003; Navarro-
Sanchez y col., 2005). Se ha descrito, ademas, que la acumulacion de la proteina
NS3 intracelular resulta en la escision de moléculas inhibidoras de la apoptosis, lo que
lleva a la activacion de las vias apoptéticas. (Norazizah y AbuBakar, 2003).



Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica de andlisis celular que se fundamenta en hacer
pasar una suspension de células alineadas una a una frente a un haz de laser
focalizado mediante un flujo continuo. El impacto de cada célula con el rayo de luz
produce sefiales que corresponden a diferentes parametros de la misma y que son
recabados por detectores que convierten dichas sefiales en sefiales electronicas para
gue sean visualizadas en forma de gréaficas en una pantalla, lo que permite la medida
simultdnea de varios parametros en una misma ceélula mediante fluorocromos

acoplados a anticuerpos especificos para dichas moléculas.

Las caracteristicas celulares que se pueden medir por medio de citometria de flujo
son:
- Tamafo: conforme a la dispersion frontal de la luz
- Complejidad: por la dispersiéon de la luz ortogonal proporcional a la cantidad de
estructuras granulares o complejidad de la célula
- Caracteristicas de expresion molecular de acuerdo a la intensidad de
fluorescencia a diferentes longitudes de onda resultantes de la emision de luz

fluorescente a causa de la excitacion laser a la que es sometida.

Esta técnica es utilizada en laboratorios clinicos y de investigacion por su sencillez y
debido a que proporciona resultados rapidos que pueden ser aplicables al
diagnéstico. Ha sido usado para el estudio de la interaccién virus-célula, para detectar
la expresion de proteinas en células infectadas con particulas virales y para la

demostracion de apoptosis debida a infecciones por virus (Fonseca-Coronado, 2005).
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JUSTIFICACION

Los linfocitos B han sido identificados como células blanco de la infeccion por DENV;
hasta ahora, la identificacion de replicacion viral activa en infecciones “in vitro” se ha
realizado por técnicas moleculares o por cuantificacion de los viriones obtenidos tras
la infeccidn. En este trabajo se planted identificar la replicacion viral activa del virus en
PBMC y en linfocitos B purificados a partir de sangre periférica de donadores sanos,
asi como en una linea celular representativa de linfocitos B, mediante la
determinacién de la proteina NS1 soluble en los sobrenadantes de cultivo, utilizando
el equipo comercial para diagnostico de la infeccion en suero (Platelia Dengue NS1

AG, Bio rad, Marnes-la-Coquette, Francia).

Por otro lado, la capacidad de induccién de apoptosis del DENV en linfocitos B no ha
sido descrita por lo que, simultaneamente, se evalu6 la capacidad de induccion de
apoptosis en las células mencionadas, mediante la deteccion de caspasa-3 activa y

de translocacion de fosfatidilserina.

HIPOTESIS

El virus del dengue es capaz de infectar y replicar en células B humanas provenientes
tanto de cultivos primarios como de una linea celular establecida, lo que desencadena
el fendmeno apoptético como respuesta a dicha infeccion, fendbmeno que en las
primeras etapas de la infeccion por el virus se ve interrumpido, lo cual se determina

mediante diferentes metodologias.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar la replicacion viral activa mediante identificacion de NS1 soluble y
determinar induccién de apoptosis en linfocitos B (linea celular Raji y cultivos
primarios de sangre periférica) infectados con una cepa prototipo mexicana del virus

del dengue serotipo 2.

Objetivos Especificos

1. Obtener un abasto viral cuantificado de la cepa mexicana prototipo Cam7786
(DENV-2) y establecer las condiciones oOptimas de infeccion de PBMC vy

linfocitos B humanos (linea celular Raji y cultivos primarios) con esta cepa.

2. Purificar linfocitos B a partir de PBMC mediante seleccion negativa con perlas

magnéticas.

3. Demostrar la replicacion viral activa mediante la deteccién de la proteina sNS1
viral por ELISA en el sobrenadante de cultivos celulares infectados con DENV-
2 Cam7786.

4. Determinar si la cepa mexicana prototipo Cam7786 (DENV-2) es capaz de
inducir apoptosis en cultivos celulares de linfocitos B mediante la deteccion de

caspasa-3 activa y de fosfatidilserina por citometria de flujo.
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MATERIALES Y METODOS

Virus

Se utilizé la cepa Cam7786 (DENV-2), aislada y caracterizada en el INDRE de un
caso positivo de dengue clasico; la secuencia del virus utilizado se encuentra incluida
en el GeneBank con el nimero de acceso AY603661 y pertenece al genotipo
denominado del Sureste de Asia asociado a una mayor incidencia de DH.

El virus se propago en cultivos de células C6/36 con medio MEM (Minimum Essential
Medium) al 2% de suero fetal bovino (SFB) (mantenimiento) e incubadas a 28°C hasta
alcanzar el efecto citopatico (ECP), posteriormente el sobrenadante del cultivo se

cosechd y congel6 a -70°C hasta su utilizacion.

Titulacion del virus por el método de formacion de placas liticas en células
BHK-21

Se prepararon series de diluciones del virus (10" — 10°) con solucién balanceada de
sales de Hanks al 0.5% SFB (HyClone ®, Thermo Scientific, Boston, MA, EUA) y se
inocularon 50 pL de cada dilucién viral sobre una monocapa confluente de células
BHK-21 (que fueron cultivadas en medio MEM al 10% de SFB a 37°C) en placas de
24 pozos (Evergreen, Los Angeles, CA, EUA); las células se incubaron 2 h a 37°C en
atmosfera de CO, al 5%, después se afiadieron 0.5 mL del medio semisélido Overlay
(MEM 2x —SFB al 10% - Carboximetilcelulosa al 3%) y se incubaron 5 dias bajo las
mismas condiciones. Al término del tiempo de incubacidn, el medio se decantd y la
placa se lavo con agua corriente. Para la visualizacion y conteo de placas liticas, las

células se tifieron con el colorante naftol azul-negro.

Se contaron las placas liticas en cada dilucién y aquella en la que se encontraron
entre 10 y 100 placas se tomo para hacer el calculo de UFP (Unidades Formadoras
de Placa) con la siguiente formula:

UFP/mL = No. de placas contadas x dilucién utilizada x volumen
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Linea celular Raji

Esta linea celular fue establecida por R.J.V. Pulvertaft en 1963, a partir de un linfoma
de Burkitt, el cual es un tipo de linfoma de las células B. En Africa, éste linfoma
aparece con frecuencia en nifios como una masa alrededor de un hueso facial y esta
asociado invariablemente con el virus de Epstein-Barr en las células del linfoma.
También hay una alteracion del cromosoma numero 8, y se piensa que tanto la
alteracion del cromosoma como la infeccién viral juegan un papel causal en la
aparicion del linfoma de Burkitt. Fuera de Africa ecuatorial, el linfoma de Burkitt es
mucho menos frecuente. Esta enfermedad aparece normalmente como masas
tumorales abdominales de células de linfoma, y no se asocia uniformemente con el
virus de Epstein-Barr. Puede ocurrir en personas de mayor edad y puede afectar la

meédula, la sangre, el SNC y otros 6rganos (The leukemia & lymphoma society).

Para el mantenimiento de la linea celular Raji se utilizdé medio RPMI-1640
suplementado con 2% de SFB y para crecimiento al 10%, en ambos casos con 2 mM
de L-glutamina, 1.5 g/L bicarbonato de sodio, 10 mM HEPES, 1 mM piruvato de sodio
antibiotico (mezcla penicilina/estreptomicina 50-100 U/mL) al 1%, antimicotico
(anfotericina B) al 1%, tilosina al 0.1% y se incubaron a una temperatura de 37°C en

atmosfera de CO» al 5%.

Purificacion de PBMC de sangre periférica

La obtencion de PBMC se realiz6 a partir de paquetes de sangre periférica de sujetos
sanos (de 500 mL), donados por el banco de sangre del Centro Médico Nacional Siglo
XXI del IMSS y por medio de un gradiente de densidad con Ficoll-Paque (Histopaque-
1077, Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA), para lo cual primero se realiz6 la toma de
muestra de sangre completa la cual posteriormente se diluyé a razén de 1:1 con
medio RPMI 1640 al 10% de SFB y se distribuyé en tubos coénicos de 15 mL que
contenian 3 mL de Ficoll cada uno, teniendo cuidado de no mezclar las dos fases. Los
tubos se centrifugaron a 400 xg por 30 min y después con ayuda de una pipeta
Pasteur se retird el anillo perteneciente a las PBMC (en el tubo se forman varias
capas, de abajo hacia arriba la primera es la de los eritrocitos, la que sigue es la de

ficoll, la siguiente es el anillo de PBMC y por ultimo el plasma), la fase de PBMC se

15



depositd en otro tubo con medio RPMI 10% al SFB y se centrifugé a 250 xg por 10
min, al término de la centrifugacion se descartd el sobrenadante y las células se
resuspendieron en medio RPMI al 10% SFB y nuevamente se centrifugaron; el
sobrenadante se volvié a retirar y las células se resuspendieron en medio RPMI al

10% SFB para poder ser contadas y asi establecer los cultivos celulares pertinentes.

Purificacidon de linfocitos B por perlas paramagnéticas

Para la purificacion de linfocitos B humanos también se partio de paquetes de sangre
periférica de sujetos sanos (de 500 mL), donados por el banco de sangre del Centro
Médico Nacional Siglo XXI del IMSS. A partir del concentrado leucocitario, se
obtuvieron células mononucleares por dilucion con medio de cultivo RPMI-1640 1:1 y
se separaron por gradiente de densidad con Ficoll, las células se lavaron dos veces y
se resuspendieron en 20 mL de solucién amortiguadora (PBS 1x pH 7.2, 0.5%
albumina bovina sérica (BSA), 2 Mm EDTA); la suspension celular se filtr6 a través de
una membrana de nylon de 30 um y se contaron las células, ajustando con la solucién
amortiguadora a 10’ células totales/40 pL. Para el marcaje se utilizé el equipo
comercial B cell Isolation Il (Miltentyi Biotec, Auburn CA, EUA); se adicionaron 10 pL
de la mezcla biotina-anticuerpo/10’ células, se incubd por 10 minutos a 2-8°C, se
adicionaron 30 pL de amortiguador/10’ células y después 20 pL de las microesferas
anti-biotina/10’ células que se incubaron 15 minutos a 2-8°C. Las células se lavaron
con 2 mL de amortiguador/10” células y se ajustaron a 10° células/500 pL con la
misma solucién. La suspensién celular se hizo pasar por una columna magnética LD
(Miltenyi Biotec, Auburn CA, EUA) lavandola 3 veces con amortiguador y se
recolectaron las células B en un tubo estéril. La suspension celular final se
resuspendid en medio RPMI-1640 10% SFB y se realizO un ensayo de pureza
utilizando el anticuerpo anti-CD19 por citometria de flujo (CF) en un citbmetro
FACSort (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA); las células restantes se

distribuyeron en placas de 24 pozos a razén de 1x10° células/pozo.
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Infeccién celular

A la suspension celular correspondiente se le adicion6 el virus a una MOI (Multiplicity
of infection) de 1:1 y se incubd durante 90 min a 37°C y atmodsfera al 5% de CO,,
posteriormente las células se lavaron dos veces con medio base y se resuspendieron
en medio de crecimiento para ser cultivadas en placas de 24 pozos (Corning, NY,
EUA) a razén de 1x10° células/mL de medio RPMI/pozo. A las 0, 24, 48, 72 y 96
horas post-infeccién (hpi), se cosecharon sobrenadante y células para realizar los
ensayos de replicacion viral activa, de induccién de apoptosis y a las 48hpi para

comprobacion de la infeccion.

Multiplicidad de infeccion (MOI)

Se define como la cantidad de virus inoculado por célula del cultivo celular y en este
trabajo se titulo el virus para conocer la cantidad que se inoculé del mismo y lograr
gue coincidiera con el numero de células que se colocaron en los sistemas a infectar

a la MOI deseada (1, que se entiende como una particula de virus por cada célula).

Comprobacién de la infeccidn por citometria de flujo

Las células infectadas se lavaron con PBS, se agregaron 300 pL de solucién
permeabilizadora Cytofix/Cytoperm™ (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, EUA) y se
incubaron durante 20 minutos en hielo, después se lavaron con 500 pL de solucion de
lavado Perm/Wash™ (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, EUA). Se agregaron 3 pL
del anticuerpo anti-E de DENV-2 (clona 3H7, ATCC) y se dejé incubar 30 min a
temperatura ambiente, después las células se lavaron con 500 pL de Perm/Wash™ vy
se agregaron 20 puL del anticuerpo anti-lgG de raton acoplado a Ficoeritrina (PE) a
una dilucién 1:100 (Chemicon International, Temecula, CA, EUA), se incubd por 25
min a temperatura ambiente y en oscuridad; al término de éste tiempo las células se
lavaron con 500 pL de Perm/Wash™ vy por ultimo se resuspendieron en 350 pL de la
misma solucion para su analisis en el citometro de flujo FACSort (Becton Dickinson,
San Jose, CA, EUA). Como control se utilizaron células sin tincidon y células tefidas

anicamente con el segundo anticuerpo.
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Determinacion de sNS1 por ELISA

Para la determinacion de la proteina viral NS1 en el sobrenadante de los cultivos
celulares, se utilizo el equipo comercial Platelia Dengue NS1 AG (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, Francia) y el procedimiento se realizd0 de acuerdo a las indicaciones del
fabricante: las placas de 96 pozos vienen sensibilizadas con anticuerpos
monoclonales (AcMo) anti-NS1, en cada pozo se colocaron 50 uL de solucién
diluyente (PBS-Tween 20- SFB), 50 uL de los sobrenadantes de cultivo o controles y
100 uL del conjugado diluido 1:50 (AcMo anti-NS1-peroxidasa), la placa se incubd
durante 90min a 37°C. Posteriormente se lavo 6 veces con solucion de lavado (Tris-
NaCl, 1% Tween 20) y se adicionaron 160 uL de solucion de revelado (0.015% de
H.O,-4% de dimetilsulféxido-0.25% de 3, 3,5, 5’ tetrametilbenzidina), se incubo
durante 30 min a temperatura ambiente y finalmente se adicionaron 100 uL de
solucion de paro (H2SO,4 1N). La placa se leyé 30 min después de haber detenido la
reaccion en un lector de microplacas Multiskan® Plus (Labsystems, Vantaa, Finlandia)
a 450nm y con las densidades oOpticas (DO) obtenidas, se calcul6 el valor umbral (CO)
que corresponde al valor medio de las DO de los duplicados del Control Valor Umbral.
También se calculé la relacidbn muestra ya que los resultados se expresan en forma
de relacion con la ayuda de la siguiente férmula: Relacion Muestra = S / CO, donde S

es la DO obtenida para cada muestra.

Determinacion de viabilidad

Se utilizé el colorante azul de tripan a una dilucién 1:10 con las células y se
depositaron 10 pL de ésta dilucién en la camara de Neubauer, en donde se contaron
las células vivas (refringentes) y las células muertas (de color azul) presentes en los
cuatro cuadrantes de los extremos del hemocitometro. Se obtuvo el nUmero total de
células y partiendo de éstas se obtuvo el porcentaje de células vivas o viables de
cada sistema analizado.

Determinacion de apoptosis por Caspasa-3 activa
Las células infectadas se colectaron a los tiempos sefialados, se lavaron con 1 mL de
PBA (PBS pH=7.2, Azida de sodio 0.05%) y se procedié a realizar la tincién para
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caspasa-3 activa intracelular con el equipo FITC Active Caspase-3 Apoptosis (BD
Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, EUA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Las células se permeabilizaron y fijaron con 500 pL de Cytofix/Cytoperm™
/1x10%°células y se incubaron durante 20 min en hielo, después se lavaron con 500 pL
/1x10%células con Perm/Wash™ y se determiné la cantidad de anticuerpo anti-
Caspasa-3 activa requerida para las muestras diluyendo a razén de 1:5 con
Perm/Wash™, se agregé a las muestras dejando incubar 30 min a temperatura
ambiente protegidas de la luz. Las células se lavaron con Perm/WashTM y se
resuspendieron en 500 uL del mismo amortiguador para su analisis en el citdmetro de
flujo FACSort (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA).

Determinacion de apoptosis por Anexina V-FITC

A los tiempos sefialados, se colectaron las células, se lavaron con 1 mL de PBA y se
utilizé el equipo Anexin V FITC Apoptosis (BioVision, Mountain View, CA, EUA) para
detectar FS en superficie. Las células se resuspendieron en 500uL de amortiguador
de unién y se adicionaron 5 puL de Anexina V acoplada a FITC, se incubaron durante
30 min a temperatura ambiente protegidas de la luz y se continu6 con su analisis por

citometria de flujo.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente con la prueba t de Student
para determinar la significancia con un valor desp 0.05 en el programa GraphPad
Prism® version 5.00 (2007).
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RESULTADOS

Obtencion de abasto viral

Se obtuvo un abasto viral propagando el virus DENV-2 Cam7786 en células C6/36 las
cuales mostraron un efecto citopatico (ECP) que fue evidente a las 48 horas post-
infeccion al observarse la formacion de sincicios (células gigantes y multinucleadas)
(figura 5), en ese momento, el sobrenadante fue cosechado y titulado sobre células
BHK-21, donde se obtuvo un titulo viral de 19x10° UFP/mL.

Figura 5. Células C6/36 sin infeccion (A) e infectadas con DENV-2 Cam7786 (72 hpi)
(B). EI ECP se indica con flechas.
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Purificacion de linfocitos B y PBMC

La purificacion de linfocitos B de donadores sanos se llevo a cabo mediante seleccion
negativa con perlas paramagnéticas, es decir, por eliminacion de células no B. Para
asegurar la pureza de las células, se realiz6 un ensayo de citometria de flujo en el que
estas fueron marcadas con anti-CD19 FITC y anti-CD-14 PE y como puede
observarse en la figura 6 se obtuvo un porcentaje superior al 95% de células CD19
positivas, CD14 negativas, correspondiente a los linfocitos B. Para la purificacion de
PBMC se utilizo un gradiente de densidad con Ficoll-hypaque, las células obtenidas

se cultivaron en placas de 24 pozos.

P LB Cd19/Cd14.009

CD14- PE

A4

CD19- HTIC

Figura 6. Purificacion de linfocitos B de sangre periférica.

Identificacidon de la infeccidn celular y replicacién viral activa del DENV-2

Tanto los cultivos de PBMC como los de linfocitos B y células Raji fueron infectados
con DENV-2 Cam7786 a una MOI=1 y a las 48 hpi, se realizdé el monitoreo de la
infeccion viral por citometria de flujo. Para ello se empled un AcMo anti- E de DENV-2
para hacer evidente la expresion intracelular de esta proteina. Se identifico la
infeccion celular por citometria de flujo sélo a este tiempo, debido a que de acuerdo a
resultados experimentales, se tiene referencia previa de que por medio de ésta
técnica, la infeccién por el virus del dengue comienza a ser evidente a partir de éste

tiempo.

21



En la figura 7A se muestra un experimento representativo, donde se observa la
distribucion de las PBMC con respecto a su tamafio y granularidad, a partir de la cual
se selecciond la region correspondiente a los linfocitos para determinar la eficiencia
de la infeccion en esta poblacién celular, a partir de esta grafico se genero otro donde
se encontré un 79.6% de células que expresaron la proteina E viral a las 48 hpi (figura

7B), poniendo en evidencia la efectividad de la infeccion en PBMC.

79.61%

CFL2-H

PROTEINA E

GRANULARIDAD

T T T T T P 10! 1P 107 i
o 200 400 600 800 1000 FL1-H
FEGC-H

TAMANO

Figura 7. PBMC infectadas con DENV-2. (A) Grafica de tamafio contra granularidad, se
selecciond la region correspondiente a los linfocitos. (B) Porcentaje de células en la
region de linfocitos que expresan proteina E viral detectada mediante tincion indirecta. La
media del porcentaje de los experimentos realizados fue de 65.1, con una P=0.0001

respecto a los controles sin infeccion.
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La figura 8 muestra los histogramas representativos de infeccion de las células Raji, a
las O y a las 48 hpi, donde se observa un 18.79% de la expresion de la proteina E,

poniendo de manifiesto la infeccion experimental de ésta linea celular con DENV-2
Cam7786.

A} B}

18.79%

Proteina E

FLIH

Figura 8. Las células B de la linea celular Raji se infectan con DENV-2 Cam7786.
Histogramas representativos de las células Raji infectadas (A) las 0 hpi y (B) a las 48 hpi.
La media del porcentaje de los experimentos realizados fue del6.3, con una P=0.0002

respecto a los controles sin infeccion.

Una vez establecida y comprobada la factibilidad de la infeccion se decidié buscar
otra forma de monitorear la infeccion de las células aprovechando que la glicoproteina
viral NS1 tiene la caracteristica de ser secretada por las células infectadas durante la
replicacion activa del DENV por lo que se procedié a determinar su presencia en el
sobrenadante de los cultivos celulares infectados con el virus mediante el empleo de
un equipo de ELISA comercial (Platelia Dengue NS1 AG, Bio rad).
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Se realizaron cinéticas de infeccién a diferentes tiempos para determinar la expresion
de la proteina sNS1 en los cultivos celulares. Esta se determiné tanto en el
sobrenadante de cultivos primarios de PBMC y de linfocitos B, como en cultivos de la
linea celular Raji. En la figura 9 se muestra el patrén de secrecion de proteina sNS1
con base en la relacion S/CO obtenida del ELISA a diferentes hpi en los tres tipos de
cultivo, observandose una diferencia estadisticamente significativa entre las células
infectadas y las que no lo estan (control) desde las 24 hpi. ElI pico maximo de
secrecion de proteina NS1 se observo a las 24 hpi en las PBMC, a las 48 hpi en

linfocitos B y a las 72 hpi en células Raji.
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Linfocitos B
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Figura 9. Determinacién de sNS1 viral por ELISA en PBMC (A), células Raji (B) vy
linfocitos B purificados (C) (S/CO= Densidad Optica/valor de corte). (* P=0.0380;
**P=0.0033; ***P=0.0001)

Determinacion de Viabilidad

Para identificar si el DENV-2 Cam7786 tiene la capacidad de inducir apoptosis en
linfocitos B, se utilizO como primer criterio la viabilidad de los cultivos celulares
infectados, la cual fue evaluada mediante tinciones con el colorante supravital azul de
Tripan y observadas en microscopio optico mediante camara de Neubauer, en todos
los casos y tiempos de las cinéticas se calcul6 el porcentaje de células vivas o viables

y el porcentaje de células muertas con base en el nimero total de células contadas.

Para obtener el control positivo de induccion de apoptosis las células fueron
mantenidas en medio de cultivo sin ser suplementado con SFB. En la figura 10 se
observa que a las 72 hpi las células Raji del control positivo se observan con
granulaciones finas en su interior (sugiriendo cuerpos apoptéticos) y otras de color
negro, a las 96 hpi se observan éstos cambios mas una disminucion del tamafio de
una gran cantidad de células, asi como restos celulares; este fendmeno se observé

también con las PBMC y con los linfocitos B.
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0 hpi 72 hpi 96 hpi

Figura 10. Control positivo de apoptosis (Células Raji) a las 0 (A), 72 (B) y 96 (C) hpi.

En la figura 11 se observa que la viabilidad en general de las células Raji durante los
tiempos analizados es elevada (70-80% aproximadamente) tanto en las células sin
infeccion (control negativo a apoptosis), como en las células infectadas con DENV-2
Cam7786. No se observo diferencia significativa entre las células sin infeccion y las
infectadas sino hasta las 96 hpi en donde se observa que la viabilidad en las células
infectadas es incluso ligeramente mayor que en las no infectadas lo que sugiere un
mecanismo de inhibicién de induccion de apoptosis en la células infectadas, en tanto
gue en las células usadas como control positivo si fue posible observar una diferencia
significativa con respecto a las células sin infeccion e infectadas con DENV-2
Cam7786.
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Figura 11. Viabilidad de las células Raji a diferentes hpi. (* P=0.0236; **P=0.0011; ***P<0.0001).
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También se determind la viabilidad de las células B con ayuda del colorante, y se
realizé el analisis estadistico de los datos obtenidos (figura 12) donde se puede ver
gue desde las 24 hpi la viabilidad en todos los sistemas es baja comparada con la de
las células Raji, sin embargo, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las células infectadas y el control negativo excepto a las 24 hpi en donde la
viabilidad de las células infectadas es menor, aunque la viabilidad de todos los
sistemas va decayendo conforme pasa el tiempo en que estuvieron en cultivo lo que
sugiere que el proceso de manipulacion durante la purificacion tuvo un efecto sobre
la viabilidad ya que las células se lastiman durante los procesos de purificacion y
separacion a las que son sometidos.
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Figura 12. Viabilidad de las células B purificadas, a diferentes hpi. (* P=0.0324; ***P<0.0003).
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Andlisis citométrico de la morfologia de las células infectadas

Las células bajo proceso apoptético sufren varios cambios que pueden verse
reflejados en su tamafio y complejidad al ser analizados por citometria de flujo; en la
figura 13 se muestran gréaficas representativas de tamafio contra granularidad celular
a las 48 y 72 hpi de células Raji infectadas con DENV-2 Cam7786 donde se hace
evidente un desplazamiento de la poblacién inducida a apoptosis hacia a izquierda
(control positivo), lo que implica una disminucién de tamafio caracteristico de un

proceso de muerte celular, mismo que no es evidente ni en las células no infectadas
ni en las infectadas con DENV.

Control negativo Control positivo CAM7786

48hpi

Granularidad

T2hpi

Tamaiio

Fig 13. Morfologia de células Raji determinada por citometria de flujo
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Determinacion de Caspasa-3 activa
Para determinar si DENV-2 Cam7786 es capaz de inducir el fendmeno apoptético, se
midié la expresion de Caspasa-3 activa en la linea celular Raji y en linfocitos B

mediante una tincién intracelular con AcMo anti-caspasa-3 FITC y su posterior analisis

por citometria de flujo.

Una vez que se comprobd6 que el virus DENV-2 Cam7786 replica activamente en las
células By demostrado que la mayor replicacion del DENV en células B ocurre entre
las 48 y 72 hpi, se tomaron estos tiempos para determinar la expresion de caspasa-3.
En la figura 14 se representan los histogramas de una de las tres cinéticas que se
realizaron para la determinacion de ésta enzima, teniendo como control negativo
células sin infeccion y como control positivo células sin SFB; se aprecia que la
expresion de caspasa-3 en las células infectadas es muy bajo en comparacion con el

control positivo de apoptosis pero sigue un comportamiento muy parecido al del

control negativo.
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Figura 14. Histogramas representativos de la determinacién de Caspasa-3 activa en

células Raji a las 48 y 72 hpi.
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Con las tres cinéticas se realizé el andlisis estadistico de la expresion de caspasa-3
(figura 15) donde se puede apreciar que a los tiempos en que se da la mayor
replicacion viral, la expresion de caspasa-3 es limitada tanto en el control negativo
como en las células infectadas, pero en el control positivo si existe una diferencia
significativa en la expresion de caspasa-3 en comparacion con los otros dos
sistemas. Estos resultados concuerdan con lo observado en la determinacion de
viabilidad celular empleando las mismas condiciones. La disminucién en el porcentaje
de Caspasa-3 activa a las 72 hpi en el control positivo de apoptosis, se debe a que
para las determinaciones por citometria, se tomo la region de las células viables y a

este tiempo las células ya se encuentran en su mayoria muertas (fig. 13).

20

% Caspasa-3 activa

Control negativo [] ; Control positivo [] ; DENV-2 Cam7786 [_]

Figura 15. Expresion de Caspasa-3 activa en células Raji. Porcentaje de expresion de

Caspasa-3 activa en las células Raji a las 48 y 72 hpi. (* P=0.0285).

Posteriormente, se realiz6 la determinacion de Caspasa-3 activa en las células B
purificadas a partir de sangre periférica, en donde se incluyeron los controles positivo
y negativo de apoptosis, asi como las células infectadas con DENV-2. En la figura 16
se muestran los histogramas representativos de uno de los tres experimentos
realizados para esta determinacién en los cultivos primarios de células B humanas, en

donde se puede observar que la expresion de Caspasa-3 activa en las células sin
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infeccion es baja aun a las 72 hpi y es parecida a la de las células infectadas, también
se ve la diferencia en comparacion con las células privadas de alimento, en las cuales

los niveles de la cistein-proteasa se incrementan en funcion del tiempo.
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Figura 16. Histogramas representativos de la expresion de Caspasa-3 activa en células B.

Al tener los resultados de los histogramas de todos los experimentos, se realizo el
analisis estadistico (figura 17) y de acuerdo a los resultados obtenidos de la expresiéon
de Caspasa-3 en las células B, se puede ver una tendencia muy similar entre las
células Raji y los cultivos primarios, aunque la diferencia entre el control negativo y las

células infectadas es casi nula, se puede ver como aumentan los niveles de Caspasa-
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3 al avanzar el tiempo en ambos sistemas. En las células utilizadas como control
positivo se ven altos niveles desde las 24 horas y también van aumentando conforme

al tiempo transcurrido, éste es el mismo comportamiento seguido por las células Raiji.
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Figura 17. Expresion de caspasa-3 activa en células B purificadas de sangre humana

periférica. (***P=0.0004).

Identificacidon de las fases tempranas de la apoptosis por Anexina V-FITC

Uno de los primeros cambios morfolégicos que suceden durante el proceso apoptoético
es la translocacién de la FS a la capa externa de la membrana celular, la cual se hace
evidente mediante tinciones con Anexina V acoplada a un fluorocromo (FITC) para su
posterior analisis por citometria de flujo. Se realizaron cinéticas de infeccion con
DENV-2 Cam7786 de células B purificadas por perlas paramagnéticas y a los
diferentes tiempos post-infeccion se realizd el ensayo de Anexina V. Como control
negativo se utilizaron células sin infeccibn y como control positivo células que se
mantuvieron en medio RPMI-1640 al 0% de SFB.
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En la figura 18 se observan los histogramas de uno de los tres experimentos
realizados para la determinacion de FS por medio de Anexina V en donde se puede
observar que desde las 24 hpi los niveles de FS en el control positivo ya son altos y
van aumentando de acuerdo al tiempo, no siendo asi con el control negativo y las
células infectadas, en donde al principio de la cinética se ven porcentajes mas bajos
pero que igual que en el control positivo, van aumentando conforme aumenta el
tiempo. Es necesario destacar que, nuevamente, estos dos sistemas muestran
porcentajes similares de ésta molécula, y el mismo comportamiento observado en la

expresion de caspasa-3 activa.
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Figura 18. Histogramas representativos de 3 experimentos para la determinacion de fosfatidilserina en

células Raji a las 48 y 72 hpi.
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En la figura 19 se ven los graficos con el andlisis estadistico que se realizo para los
tres experimentos realizados, el porcentaje de Anexina V y por lo tanto de FS en las
células infectadas es relativamente alto a las 24 hpi aunque menor que el del control
positivo, lo que puede ser debido a que este un fenomeno observado en las etapas
iniciales de la apoptosis; también se observa que las células infectadas se comportan
igual que el control negativo, pero en todos los sistemas se nota una tendencia a
aumentar los niveles de FS conforme aumenta el tiempo, siendo las 96 hpi el
momento en donde se ven los porcentajes mas altos, lo que significa que a este
tiempo la mayoria de las células ya perdieron la simetria de la membrana. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos para la viabilidad de estas células (figura
12).
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Fig. 19. Histogramas representativos de 3 experimentos para la determinacion de
fosfatidilserina en células Raji a las 24, 48, 72 y 96 hpi. (* P=0.0160; **P=0.0075;
***P<(0.0001).
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DISCUSION

En este trabajo se consiguid infectar células B provenientes de una linea celular
establecida (Raji) y de cultivos primarios (purificados de sangre periférica humana)
con DENV-2 cepa Cam7786, pudiendo comprobar su replicacion activa en las células
infectadas mediante la determinacion por ELISA de la proteina sNS1 viral en donde la
maxima secrecion de la proteina NS1 y por tanto la mayor tasa de replicaciéon se da
en las células B entre las 48 y 72 hpi. Asi mismo se pudo determinar que durante los
primeros tres dias post-infeccion, la induccion de apoptosis de la linea celular Raji y
de los linfocitos B humanos mediada por el DENV-2 es muy baja como se demostrd
por la determinacion de caspasa-3, la translocacién de fosfatidilserina y la viabilidad

celular.

Los linfocitos B tienen un papel importante dentro de la patogenia del dengue no solo
como células blanco de la infeccidon sino como responsables de la produccion de
altos titulos de anticuerpos neutralizantes especificos pero también de anticuerpos
sub-neutralizantes implicados en el fendmeno de infeccidén facilitada asi como de
anticuerpos contra antigenos con alta homologia con las plaquetas y células
endoteliales, particularmente en los pacientes con DH y SCD, en los que pueden
inducir ineficiencia de los procesos de coagulacion y desordenes en la produccion de
citocinas que dan lugar a los cuadros clinicos graves de la enfermedad. (Citarella y
col., 1997; Leiy col., 2001).

En la circulacion sanguinea, el niumero de células B y de monocitos, asi como su
capacidad para permitir la amplificacion de la replicacion del DENV es similar. Debido
a que los linfocitos B circulan entre el tejido linfatico y la sangre, y los monocitos
circulan desde la médula 6sea hasta tejidos periféricos (King y col., 1999), se sugiere
que los linfocitos B infectados pueden ser mas eficientes que los monocitos al
propagar el virus entre los linfonédulos y la circulacion, que son dos de los lugares
mas comunes de recuperacion del virus en pacientes infectados jugando un papel

importante en la amplificacion del virus y su diseminacion durante la infeccién. (Lin y
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Wang, 2002).

Debido a que hay pocos reportes en la literatura en los que se ha documentado la
replicacion del DENV en células B, en este proyecto se planteé la necesidad de
establecer si esta infeccion es factible de realizar con un aislado de origen mexicano
gue actualmente es utilizado en varios estudios realizados a nivel nacional; aunado a
esto, se planted la posibilidad de evaluar si el equipo comercial mas ampliamente
utilizado para el diagndstico de la infeccion por DENV, puede ser utilizado con fines
de investigacion al permitir identificar la replicacion viral activa mediante la deteccion
de la proteina sNS1 por ELISA, lo que representa una notable simplificacion con
respecto a los métodos tradicionales de identificacién de la progenie viral por RT-PCR
en tiempo real o por titulacion por formacion de placas liticas en cultivos celulares.
Finalmente, se buscé describir si esta cepa de virus dengue 2 es capaz de inducir

apoptosis en los linfocitos B analizados.

El primer paso de este proyecto fue la seleccion de un modelo de linfocitos B, para lo
cual se opto por la linea celular Raji que fue establecida a partir de un caso de linfoma
de Burkitt y ha servido como modelo experimental de referencia en varios trabajos
experimentales (Lin y Wang, 2002; Boonpucknavig y col., 1976, Sung y col., 2003).
Junto con las células Raji, se trabajo con PBMC y con linfocitos B purificados a partir
de sangre de donadores sanos sin antecedentes de infeccion por virus del dengue.
Estas células se infectaron con DENV-2 Cam7786 a una MOI de 1 debido a que en un
estudio anterior, se establecié que era altamente eficiente para lograr una infeccién

productiva (Fonseca-Coronado, 2005).

Existen diferentes maneras de identificar la replicacion productiva del DENV, entre
ellas estan la identificacién del intermediario de replicacion, la cuantificacion de
particulas virales y la deteccidn de la expresion de proteinas no estructurales en
células infectadas (Fonseca-Coronado, 2005; Dominguez-Martinez, 2007), en éste
trabajo se emple6 como marcador de infeccion a la proteina sNS1 viral en

sobrenadantes de cultivos celulares mediante su deteccion por ELISA. El equipo
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utilizado (Platelia Dengue NS1 AG) es el que se emplea para el diagnéstico temprano
de la enfermedad (Bessoff y col.,, 2008) y existe solo un reporte previo de su
utilizacién en el monitoreo de cultivos celulares infectados (Ludert y col., 2008).

Los resultados de sNS1 en las cinéticas de infeccion de los tres tipos de células
mostraron que el aislado mexicano Cam7786 (DENV-2) replica activamente en los
linfocitos B, ya que las células secretan la proteina NS1, por lo tanto, se comprobd
gque mediante esta metodologia es posible identificar la replicacion viral activa del
dengue en cultivo celular. Aunque la funcidon exacta de la proteina NS1 todavia es
desconocida. Se ha descrito que la cantidad de sNS1 en el suero de individuos
infectados con el virus del dengue 2 de fase aguda tiene una relacién directa con la
viremia; ademas, se ha visto que existen niveles mas altos de sNS1 en pacientes con
DH, haciendo que el diagnostico a través de la proteina NS1 sea una herramienta

importante de prondstico para la forma severa de la enfermedad (Besoff y col., 2008).

En los sobrenadantes de las células Raji se pudo determinar la presencia de sNS1,
con un pico de secrecidon maxima a las 72 hpi, a diferencia de los linfocitos B que fue
a las 48 hpi en tanto que en los sobrenadantes de PBMC los niveles maximos de
sNS1 se detectaron a las 24 hpi; la capacidad de deteccion temprana de sNS1 en los
PBMC sugiere que ademas de los linfocitos B, otras estirpes celulares fueron
infectadas. Lo anterior se sustenta porque se sabe que “in vitro”, los monocitos y los
linfocitos T son células blanco del DENV y por tanto también secretan a la proteina
NS1 (Theofilopoulos y col., 1976). En el caso de las células Raji, aunque son un
modelo de células B, los niveles de sNS1 detectados fueron menores en comparacion
a los de los cultivos primarios de linfocitos B, lo cual puede explicarse debido al
namero de pases celulares que sufre esta linea celular, lo que pudiera modificar
algunas de sus caracteristicas funcionales, incluidos los receptores de superficie para
el DENV. Con respecto a los linfocitos B purificados, hasta donde sabemos, este es el
primer reporte donde se identifica la replicacion viral activa en estas células mediante
la identificacion de sNS1 y uno de los pocos que confirma la capacidad de replicacion

viral en células B “in vitro” (Fonseca-Coronado, 2005; Lin y Wang, 2002).
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Otro punto importante a destacar es que existen reportes previos donde se logra la
infeccion de la linea Raji Unicamente después de adaptar una cepa de DENV-2 tras
varios pases en la misma linea (Boonpucknavig y col., 1976); en este trabajo el virus
utilizado nunca fue crecido o pasado en ningun tipo de linea celular de células B o en
algun cultivo primario de células B lo que implica una capacidad intrinseca de

replicacion en estas células.

El siguiente paso fue investigar si la cepa Cam7786 (DENV-2) es capaz de inducir
apoptosis en linfocitos B. La muerte celular programada es un proceso regulatorio
esencial en el sistema inmune, durante la respuesta inmune a infecciones virales, la
apoptosis puede presentarse como un mecanismo directamente patogénico de
escape del virus, permitiendo que los cuerpos apoptéticos que contienen al virus,
diseminen la infeccion a células vecinas. La apoptosis también puede ser utilizada
como un mecanismo inmune que produce el efecto contrario, siendo capaz de
eliminar a la progenie viral y representando una apropiada respuesta del hospedero

para limitar la replicacion viral (Torrentes-Carvalho y col., 2009).

A pesar de que ya existen una serie de reportes acerca del virus del dengue en donde
se ha propuesto a la apoptosis como un mecanismo citopatoldgico en respuesta a la
infeccion tanto “in vivo” como “in vitro” en varios tipos de células (Courageot y col.,
2003), aun se requiere definir con detalle las vias apoptoticas involucradas, asi como
determinar si es que existe un beneficio potencial en la evolucion de la enfermedad.
En el caso de los linfocitos B no existe hasta el momento reporte de induccién de
apoptosis por lo que en este trabajo se investigo si el virus puede inducir apoptosis a
los tiempos en que se encontrd una mayor replicacion viral (48 y 72 hpi) tanto en

células Raji como en cultivos primarios de células purificadas.

Existe evidencia creciente que muestra que las infecciones por flavivirus activan
bioquimicamente distintas vias apoptoticas tanto intracelulares como por receptores;
se ha visto que el DENV-2 puede producir apoptosis neuronal mediante la activacion

de la fosfolipasa A2, generacion del anion superoxido, liberacion del citocromo c,
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activacion de NF-kB; todas estasias con convergencia en la activacion de la

caspasa-3 (Jan y col., 2000); por lo que en este trabajo se utilizé la determinacion de
Caspasa-3 activa para la determinacién de la apoptosis. En los resultados de la
determinacion de caspasa-3 activa se observo que a los tiempos analizados, tanto en
las células Raji como en las células B purificadas, el porcentaje de caspasa-3 activa y
por tanto de apoptosis en las células infectadas asi como en las células no infectadas
fue muy bajo, sin embargo, existié una ligera tendencia de disminucién en las células
infectadas con respecto al control no infectado, lo que sugiere una probable inhibicion

de la apoptosis.

Un aspecto mas que debe ser considerado es la multiplicidad de infeccion (MOI)
utilizada para la infeccion “in vitro”, estudios preliminares han demostrado que las
células B pueden permanecen viables una semana después de la infeccion con el
virus del dengue a una MOI de 10 (Lin y Wang, 2002). Una perspectiva de este
trabajo es ver la activacion de apoptosis en funcion de la MOI utilizada.

Mientras la induccién de la apoptosis en la célula hospedera puede ayudar a la
diseminacién viral en un estado tardio de la infeccién, es de vital importancia para los
virus inhibir la muerte celular programada en etapas tempranas del ciclo de infeccion
para evitar la muerte prematura de la células y asi permitir la replicacion. Los virus
han desarrollado una bateria de homologos a Bcl-2 por medio de la cual imitan el
mayor sistema anti-apoptoético de la célula hospedera. Debido al importante papel que
tienen las caspasas controlando el destino de la célula, son reguladas de diferentes
formas, lo que convierte a las caspasas en un objetivo de inhibicién por los virus, la
cual puede llevarse a cabo mediante mecanismos indirectos como la baja expresion
del receptor de muerte mediada por virus o la expresion de homélogos al receptor de
TNF secretados por los virus, en ambos casos se previene la sefializacion de la
superficie celular. Un importante mecanismo que utilizan los virus para deprimir la
activacion de las caspasas es la inhibicion de la permeabilizaciéon de la membrana
miticondrial, evitando asi la liberacion del citocromo C. Los virus también pueden

antagonizar directamente las funciones de algunas enzimas, al interactuar con el sitio
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activo de las caspasas o0 actuando como un inhibidor competitivo de las moléculas de

sefalizacion requeridas para la activacion de las caspasas (Best, 2008).

La interaccion virus-célula hospedera es compleja en cuanto a los tipos de
sefalizacion que se activan tras esta interaccion, en estudios recientes ha cobrado
gran importancia la via de activacion celular de la 3-fosfatidil-inositol cinasa (PI3K
phosfatidylinositol 3-Kinase) ya que se ha demostrado que los virus modulan la via de
sefalizacion PI3K/Akt (Cooray, 2004). Esta via regula varios procesos celulares,
como el metabolismo, crecimiento, proliferacion y sobrevivencia celular (Cantley,
2002, Franke y col., 2003). La consecuencia de la activacion de PIK3 es la generacién
de trifosfatofosfatidilinositol-3, 4 y 5 a partir de bifosfatofosfatidilinositol-4 y -5 en la
membrana, que funciona como un segundo mensajero para reclutar al dominio
homologo a pleckstrina que contienen las proteinas, como lo son Akt y la cinasa-1
dependiente de fosfoinositido. Akt es entonces activada por fosforilacién de la cinasa-
1 dependiente de fosfoinositido (Brazil y col, 2004). Después de ser activada, Akt
puede fosforilar varios sustratos, incluyendo proteinas asociadas con la muerte
celular, como Bad (Datta, 1997; Del Peso, 1997), NF-kB (Kane y col.,, 1999;
Romashkova y Makarov, 1999), y caspasa-9 (Cardone y col., 1998). Sin embargo, el
mecanismo por el cual Akt inhibe la apoptosis aun no se conoce con exactitud.
Algunos de los virus asociados con oncogénesis como el virus del polioma, el virus de
Epstein-Barr, el virus del papiloma humano, el virus de la hepatitis B y el virus de la
hepatitis C han mostrado estimular la supervivencia celular mediada por PI3K/Akt y
por tanto, bloguear la apoptosis de las células infectadas, lo que lleva a la

supervivencia viral y a la transformacion oncogénica (Chyan y col., 2005).

Ademas de su papel en la supervivencia a largo plazo, la via PI3K/Akt también ha
sido implicada en la supervivencia celular a corto plazo durante las etapas iniciales de
la infeccion aguda, cuando se lleva a cabo la replicacion del virus y la sintesis de
proteinas. Esta activacion a corto plazo de la sefalizacion de PI3K/Akt prolonga la
supervivencia celular en las infecciones con el virus de la encefalomiocarditis, el virus

del herpes simple (Prejean, 2001), y el virus sincitial respiratorio (Thomas y col.,
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2002). La via de PI3K/Akt también ha sido involucrada en la replicacion viral, ya que la
activacion de PI3K/Akt también podria crear un ambiente favorable para la replicaciéon
del virus y el ensamblaje del virién y parece ser favorable para la infeccién con el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) tipo 1 (Francois y Klotman, 2003) y el virus
coxsackie B3 (Esfandiarei y col., 2004). Debido a que el DENV parece inducir la
apoptosis en cultivos celulares en una fase avanzada de la infeccion (como se puede
comprobar con éste trabajo ya que los tiempos a los que se analizé la induccién de
apoptosis son relativamente tempranos), la posibilidad de que la via de PI3K/Akt
participe en la preservacion de la célula hospedera durante la infeccion viral ha
llevado a investigar la interaccidn entre el virus y ésta via (Chyan y col., 2005).

En un estudio se mostré que Akt puede ser fosforilado después de la infeccién con
DENV-2 en una forma dependiente de PI3K y de la formacion de lipidos. Cuando
PI3K fue bloqueado por inhibidores especificos, la infeccion por DENV-2 condujo a la
apoptosis en una fase temprana de la infeccién, sin embargo estos inhibidores no
afectaron la replicacién viral. Ademas, esta apoptosis temprana podria ser superada
en gran medida por inhibidores de la pancaspasa y caspasa-9 y parcialmente por la
inhibicion de la caspasa-6, aunque la activacion de la via PI3K/Akt en las células
infectadas con DENV-2 parece ser transitoria (Chyan y col., 2005, Rokudai y col.,
2000).

También se ha encontrado que cuando Bcl-2 se sobre-expresa, impide la pérdida de
la proteina Akt observada en las células infectadas con DENV-2 y se mantiene un
nivel constante de Akt fosforilada, que puede proteger después a las células de la
apoptosis incluso cuando PI3K fue blogueada. Estos resultados proporcionan
evidencia que sugiere que los flavivirus como el DENV-2 no solo inducen la
sefalizacion para la apoptosis celular, sino que también activan una sefializacion de

sobrevivencia que involucra a la via PI3K/Akt (Chyan y col., 2005).

Se ha encontrado que el DENV produce una sefializacion apoptoética para eliminar a
las células infectadas, asi como también inicia una sefializacion de sobrevivencia para

mantener a las células en condiciones favorables para lograr una mayor produccién
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de la progenie viral. Al poco tiempo de que la célula se encuentra con el virus, Akt es
fosforilada via formacion de lipidos y activacion de PI3K, protegiendo a las células de
la muerte por apoptosis mediada por caspasas durante un estado temprano de la
infeccion, por lo que ésta puede ser la razon de que a los tiempos en que se
realizaron las determinaciones en éste trabajo (tiempos en los que se da la mayor
tasa de replicacion), no se observd una expresion de caspasa-3 activa en las células
B infectadas con DENV como se esperaba al sufrir un proceso apoptotico, ya que ésta
enzima se activa durante la apoptosis celular independientemente de la via en que se
induce el proceso. Sin embargo, la sefalizacion PI3K/Akt, no es esencial para la
replicacion del virus del dengue, ya que se ha demostrado que al agregar inhibidores
de PI3K no se redujo la replicacion del RNA viral, la expresién de proteinas virales o
la produccién de virus infecciosos, por lo que los resultados de las determinaciones de
la proteina viral SNS1 no se verian afectados si es que el DENV induce la activacion
de esta via para lograr la proteccion de las células infectadas ante la apoptosis
(Chyan y col., 2005).

Por otra parte, la sobreexpresion de Bcl-2 supera a la muerte celular inducida por el
virus, incluso cuando PI3K se encuentra bloqueada, indicando que Bcl-2 funciona
como un importante mediador de la sefalizacion PI3K/Akt inducido por el DENV
(Chyan y col., 2005). Se ha demostrado que Akt inhibe la liberacién del citocromo ¢
mitocondrial (Kennedy y col., 1999), sugiriendo que Akt inhibe la apoptosis al
mantener la integridad de la mitocondria. Los miembros de la familia de Bcl-2
mantienen o alteran la integridad de la membrana mitocondrial y por tanto, promueven
o inhiben la liberacion de moléculas pro-apoptoticas en el espacio intermembranal en
la mitocondria. En un estudio, se observo que la infeccion por DENV-2 activa la
sefalizacion de PI3K/Akt para proteger la integridad mitocondrial a través de un
mecanismo relacionado con Bcl-2, previniendo a las células de morir principalmente
por una via mediada por caspasa-9 durante las primeras etapas de la infeccion
(Chyan y col., 2005), por lo que seria interesante determinar la expresion tanto de Bcl-
2 como de caspasa-9 en cultivos celulares infectados con DENV para verificar si este

proceso se lleva a cabo o no en las células B.
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Por otra parte, uno de los mecanismos de reconocimiento mas ampliamente
estudiado y que al parecer es una sefial que siempre esta presente en los linfocitos
apoptéticos (Fadok y col., 1992; Martin, 1995), es la pérdida de la asimetria de la
membrana celular, la cual tiene como consecuencia la exposicién en la capa externa
de moléculas de FS, que de manera normal estan restringidas a la parte interna, asi
gue en éste trabajo se infectaron células B de sangre periférica con DENV-2 y se
determind por citometria de flujo Anexina V la cual esta acoplada a FITC que se une
especificamente a FS, donde nuevamente (al igual que en las determinaciones de
caspasa-3 activa) las células infectadas siguen el mismo comportamiento que las
células sin infeccion, al principio existe un menor porcentaje de FS en comparacion
con el control positivo de apoptosis, pero en este caso se puede ver como aumenta la
expresion de FS en la superficie de las células gradualmente con el tiempo en todos

los sistemas hasta llegar a porcentajes muy altos (96 hpi).

La translocacién de la FS hacia la capa externa de la membrana plasmética sirve
como una sefal de reconocimiento para la fagocitosis de las células que estan
muriendo, siendo este un evento de apoptosis temprana, que ocurre mientras la
membrana plasmatica permanece intacta (Fadok, 1992). Este evento ocurre de
manera independiente a la expresion de caspasa por lo que no se pueden relacionar
los resultados obtenidos en las determinaciones de FS y de caspasa-3 activa en las
células B analizadas. La expresion de FS en la superficie celular es un cambio en la
membrana que es observado en la apoptosis, aungue no es especifico de éste tipo de
muerte celular, ya que también se ha observado en células oncéticas y necroticas
debido a que s6lo muestra que existe un dafio en la membrana plasmatica (Lecoeur,
2001); por lo que puede ser que las células que presentan ésta alteracion en la
membrana estén muriendo por otra via que no es la apoptotica, lo que podria explicar

los altos niveles de FS en las células B que no se parecen a los de caspasa-3 activa.

Los resultados aqui obtenidos sirven de fundamento en futuras investigaciones para
establecer la interaccion virus-linfocitos B en funcion de tiempo, de la MOI y de los

efectos involucrados en cada caso.
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CONCLUSIONES

1. La cepa Cam7786 (DENV-2) es capaz de infectar a las células B tanto
de cultivos primarios como de la linea celular Raji, asi como también de

replicar activamente en ellas.

2. El equipo comercial para identificacion de sNS1 por ELISA es eficaz en
la determinacion de la replicacion viral activa del virus del dengue

serotipo 2 en cultivos celulares de células B.

3. La induccion de apoptosis tanto de la linea celular Raji como de los
linfocitos B humanos mediada por el DENV-2 es muy baja en una etapa

temprana de la infeccion.

PERSPECTIVAS

1. Realizar las determinaciones de apoptosis en células B a mayores
tiempos post-infeccion para establecer si el proceso se lleva a cabo en

una etapa tardia de la infeccion.

2. Comprobar si existe una inhibicion de la apoptosis en las células B
mediante la determinacion de moléculas que indiquen la via que se

activa para permitir esta induccion.

3. Determinar las vias de induccion de apoptosis involucradas en la

interaccion virus-linfocitos B.
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